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Avant-propos

Professeur Jean-Jacques Lefrère and Professeur Philippe Rouger




La transfusion sanguine est une discipline dont la particularité est de traiter « l’homme par l’homme » et, par nécessité, une activité médico-technique requérant de hauts niveaux technologiques. L’équilibre entre le nombre et les caractéristiques des donneurs d’un côté, et la population des receveurs de l’autre, est l’objet d’un impératif médical et éthique. C’est toute la problématique de l’auto-suffisance en France, et les donneurs de sang eux-mêmes sont les premiers attachés au respect des règles actuelles du don de sang, que régissent les principes du bénévolat, de l’anonymat et du volontariat.

Le Parlement français, conscient des faiblesses de l’organisation de la transfusion en place, a légiféré pour renforcer les garanties d’un tel enjeu de santé publique : la loi du 4 janvier 1993 a créé une nouvelle organisation de la transfusion, centrée sur une « Agence française du sang » qui avait un rôle de régulation (la précédente loi organisant la transfusion française datait de 1952). Par la suite, la prise de conscience de la nécessité d’un développement de la sécurité sanitaire a conduit les instances dirigeantes à réfléchir sur les organismes de tutelle et sur leur coordination, dans le cadre d’un vaste schéma incluant tous les acteurs au service des produits de santé et des aliments. C’est ainsi qu’ont été fondés plusieurs Agences et l’Établissement français du sang (EFS), institué par la loi du 1er juillet 1998 et créé au 1er janvier 2000.

Les avancées scientifiques et techniques d’une part, une meilleure connaissance des risques en matière de santé publique d’autre part, n’en imposent pas moins une remise en cause permanente et une adaptation constante de l’organisation des institutions et de leur contrôle. C’est à ce prix que le meilleur niveau de sécurité sera garanti à tout instant.

Alors que des prédictions, lancées dans les années 2000, annonçaient que des produits d’origine artificielle prendraient prochainement le relais des produits sanguins d’origine humaine, on constate aujourd’hui qu’il n’en est absolument rien : non seulement aucun produit artificiel ne semble disponible à l’horizon de la décennie, mais les besoins transfusionnels vont en augmentant, ce qui s’explique à la fois par le vieillissement de la population générale et par l’évolution des pratiques médicales.

Par ailleurs, la Directive européenne 2002/98/CE, publiée en 2003 et applicable depuis novembre 2005, continuera assurément à faire évoluer le Paysage transfusionnel, et il importera d’en tirer les conséquences quant à l’organisation de la transfusion française elle-même, dans ses étapes futures comme dans ses rapports avec les établissements de soins, l’un des objectifs majeurs étant de développer les relations entre la transfusion et les établissements de soins, afin de favoriser l’efficacité et la sécurité des actes thérapeutiques transfusionnels.

La transfusion reste en effet une discipline médicale en évolution permanente, et elle ne saurait faire l’économie d’une politique de recherche axée selon deux axes distincts : le premier concerne la prévention des risques transfusionnels et doit se conduire en partenariat avec des équipes de recherche spécialisées ; le second représente une voie innovante dans le domaine de la diversification : la thérapie cellulaire et réparatrice, par exemple, appartient à ce domaine, et l’avenir dira la place exacte de ses applications en médecine. D’autres champs de recherche ne sont pas à écarter pour autant, parmi lesquels on peut citer l’étude sociologique autour du don de sang et l’adaptation des produits sanguins labiles aux besoins réels des malades transfusés. Ceci implique une action coordonnée et complémentaire de tous les acteurs de la transfusion, qui sont nombreux au sein de cette discipline médicale beaucoup plus complexe et riche qu’on pourrait le penser. Mais l’efficacité et la sécurité des transfusions sanguines sont désormais à ce prix, répétons-le. Il convient naturellement de souligner ici que de telles considérations n’engagent que leurs auteurs.

En conclusion, nous voudrions rendre hommage aux donneurs de sang et aux professionnels de la transfusion sanguine qui œuvrent avec l’objectif commun de sauver des vies. C’est à eux que le présent ouvrage est dédié.





Organisation de la transfusion sanguine en France



En France, la transfusion sanguine relève du service public. Son organisation a été initialement définie par la loi de 1952 et ses textes d’application. La loi du 4 janvier 1993 relative à la sécurité en matière de transfusion sanguine et de médicament a mis en place une nouvelle organisation et de nouvelles structures. Sa promulgation était liée à la mise en évidence de dysfonctionnements médico-techniques et administratifs survenus au cours des années 1980. L’article 22 de cette loi prévoyait un bilan et une éventuelle révision du texte législatif 5 ans après sa mise en application, et ceci a abouti à de nouveaux débats qui ont conduit à la loi du 1er juillet 1998.

Ainsi, c’est selon l’ordre chronologique qu’il convient d’aborder l’organisation transfusionnelle d’aujourd’hui. En matière de transfusion sanguine spécifique, la loi du 4 janvier 1993 comportait six thèmes fondamentaux :


■ le premier était l’affirmation des principes éthiques du don du sang : ce don demeure bénévole, anonyme, gratuit, volontaire, et n’est effectué qu’après le consentement du donneur ;


■ le deuxième était la création d’un organisme de régulation et de coordination nationale : l’Agence française du sang (AFS) ;


■ le troisième était l’élaboration et l’application des bonnes pratiques transfusionnelles par les établissements de transfusion ;


■ le quatrième était l’élaboration et la mise en œuvre d’un réseau national de surveillance de la collecte du sang et des effets secondaires liés à la transfusion observés chez les receveurs de sang : c’est le dispositif d’hémovigilance ;


■ le cinquième était l’organisation territoriale de la transfusion sanguine dans le cadre de schémas d’organisation cohérents ;


■ le sixième et dernier était la restructuration du fractionnement du plasma avec la création d’un Laboratoire français du fractionnement et des biotechnologies (LFB).





L’application de cette loi a rapidement révélé de nombreux aspects positifs, notamment la mise à jour de textes réglementaires qui dataient de plus de 40 ans, la création d’organismes nationaux de coordination, de régulation et de contrôle, la définition précise des missions des établissements de transfusion, ainsi que la mise en conformité des textes avec les réflexions éthiques entérinées par la définition et la mise en application des lois.




Loi du 1er juillet 1998


Dès 1996, et en particulier du fait de l’affaire de l’épidémie du variant de la maladie de Creutzfeldt-Jakob, les responsables politiques et administratifs ont entamé une nouvelle réflexion sur la santé publique et la sécurité sanitaire. La réforme qui devait émaner de cette réflexion allait se concrétiser autour de trois axes :


■ un renforcement de la veille sanitaire, qui a été élargie à l’ensemble des domaines de la médecine et de la santé, avec la création d’un Institut national de veille sanitaire (InVS), émanation du Réseau national de santé publique (RNSP) ;


■ le renforcement de la sécurité des produits de santé, élargie à l’ensemble des produits de santé utilisés par l’homme, allant ainsi du médicament aux cosmétiques. Ce pôle sécuritaire a été créé à partir de l’Agence du médicament, sous forme de l’Agence française de sécurité sanitaire des produits de santé (Afssaps) ;


■ la création d’une Agence française de sécurité sanitaire des aliments (Afssa).





Ces évolutions devaient obligatoirement avoir des répercussions sur l’organisation du service public de la transfusion. Les principales modifications ont porté sur :


■ la redéfinition des missions de l’Agence française du sang en tant que structure de coordination du réseau transfusionnel, et la création d’un ensemble intégré: l’Établissement français du sang (EFS) ;


■ la réorganisation des schémas territoriaux dans le cadre d’une régionalisation accrue en cohérence avec les agences régionales de santé, planifiée à l’origine en fonction des bassins de population. Ces agences ont été créées par la loi HPST (pour « hôpital, patient, santé, territoire ») du 21 juillet 2009.





La loi du 1er juillet 1998 relative au renforcement de la veille sanitaire et du contrôle de la sécurité sanitaire des produits destinés à l’homme a réaffirmé tous les principes éthiques de la transfusion sanguine, et ce au moment où la mondialisation rend de plus en plus difficile toute référence à ce type de principes. Elle a jeté les bases d’une nouvelle organisation en créant un opérateur unique. Cette loi a confirmé un principe essentiel : le caractère anonyme, bénévole et volontaire du don de sang, et ce quel que soit le type de don. Elle a également affirmé la nécessité de l’information et du consentement du donneur. Tous ces éléments sont d’importance quand on analyse les disparités à l’échelle européenne ou mondiale, où les systèmes marchands prennent une place sans cesse accrue.

En rapport avec l’éthique, la loi définit bien le rôle respectif de l’activité transfusionnelle et de l’activité de soins, responsabilité des établissements de soins.

Il est par ailleurs important de souligner que les pouvoirs publics ont créé un Conseil national d’hémovigilance et un conseil scientifique commun à l’EFS et à l’INTS, afin de contribuer à l’harmonisation du fonctionnement des activités transfusionnelles dans leur ensemble.




Établissement français du sang


La loi du 1er juillet 1998 crée un opérateur national et civil, l’Établissement français du sang (EFS), en charge, pour l’essentiel, de cinq types d’activité:


■ la collecte, incluant la promotion du don et la sélection médicale des donneurs ;


■ la qualification biologique des dons ;


■ la préparation des produits sanguins labiles ;


■ la délivrance des produits sanguins labiles ;


■ des activités annexes liées à la transfusion sanguine.





L’EFS développe également des activités de recherche en rapport avec ses missions. Le monopole réside sur les activités de collecte, de qualification et de préparation.

Sur le plan territorial, l’évolution a conduit à une régionalisation des ETS, établissements déconcentrés de l’EFS. Ce dernier est composé de quatorze établissements régionaux ou interrégionaux de transfusion sanguine en métropole et de trois dans les DOM, mais ceci est en perspective de restructuration.

L’EFS a été créé le 1er janvier 20001. Il doit gérer :


1Siège social de l’EFS : 20, avenue du Stade de France, 93218 La Plaine Saint-Denis.


■ une très large déconcentration de la collecte et de la distribution : le prélèvement doit rester très proche des donneurs, et la délivrance doit être effectuée là où se concentrent les besoins en produits sanguins, donc à proximité des établissements de soins ;


■ une organisation et un fonctionnement de plateaux techniques biologiques et de préparation qui répondent aux besoins des ETS ;


■ une coordination des ETS selon des modes simples et efficaces.





Certaines compétences ont été transférées à l’Afssaps : l’hémovigilance, l’inspection des ETS, la rédaction des bonnes pratiques transfusionnelles.

Les dénominations et adresses des ETS constituant l’EFS sont données en annexe.




Dépôts de sang


Particularité transfusionnelle française, les dépôts de sang sont au nombre de 700 (200 sont des dépôts de délivrance, 500 sont des dépôts d’urgence ou de relais). Jusqu’alors régis par les agences régionales d’hospitalisation, ils sont désormais sous la tutelle des agences régionales de santé, et chacun reçoit une autorisation accordée pour une durée renouvelable de cinq années.




Centre de transfusion sanguine des armées


Le Centre de transfusion sanguine des armées « Jean-Julliard » (CTSA) est un organisme du service de santé des armées, créé en 1945 et placé sous l’autorité du ministre de la Défense. Il possède l’ensemble des plateaux techniques nécessaires à la pratique transfusionnelle. Sa mission prioritaire est l’approvisionnement en PSL des forces armées en opération, mais il prend en charge également le soutien transfusionnel de différents hôpitaux des armées implantés en région parisienne et à Toulon. Les différents types d’activités annexes à la pratique transfusionnelle (thérapie cellulaire, tissulaire en particulier) sont développés au CTSA, et sont soumis, comme l’activité transfusionnelle, aux contrôles de l’Afssaps. Il en est de même pour l’hémovigilance. Constitué d’une structure centrale située à Clamart, il possède un site secondaire à Toulon.





Institut national de la transfusion sanguine


L’Institut national de la transfusion sanguine (INTS) a été créé par un arrêté interministériel du 31 mars 19942. Sa création a représenté la concrétisation des volontés conjointes de l’AFS, de la Caisse nationale d’assurance maladie des travailleurs salariés (CNAMTS) et du ministère de la Santé, en vue de promouvoir et d’optimiser les activités de recherche, de référence et de formation que développe l’INTS au sein du service public de la transfusion. L’INTS a été confirmé dans ses missions actualisées par les arrêtés du 2 mai 2007.


2Siège social de l’INTS : 6, rue Alexandre-Cabanel, 75015 Paris.

Acteur médical, scientifique et technique au service du réseau transfusionnel national, l’INTS œuvre dans l’esprit fédérateur de la loi du 1er juillet 1998. Il a pour objectif d’être une plate-forme nationale d’échanges, mais il s’inscrit également au niveau européen, confortant ainsi l’évolution et les progrès de la discipline. Il est notamment acteur de premier plan dans l’organisation et la structuration de la transfusion européenne, à travers à la fois un réseau tel qu’EuroNet-TMS et des projets scientifiques collaboratifs permanents (projets BOTIA et EU-OBUP).

L’INTS a quatre missions fondamentales, la référence, la recherche, la formation, ainsi que les activités de conseil et d’expertise :


■ les activités de référence et de biologie spécialisée ont pour finalité de réduire les risques infectieux et immunologiques des transfusions sanguines, contribuant à une sécurité transfusionnelle maximale et évolutive ;


■ la recherche, en amont des activités de référence, apporte à l’activité transfusionnelle les connaissances de pointe dont doivent bénéficier les patients ;


■ le pôle formation, par sa structure et ses liens avec l’université, favorise les échanges et assure une mise à jour permanente des connaissances de tous les acteurs de la transfusion. De la sorte, en intégrant les professionnels de terrain aux enseignements, l’INTS participe à la réflexion nécessaire sur les pratiques transfusionnelles.


■ Enfin, l’INTS est régulièrement positionné comme acteur coordonnateur ou comme référent vis-à-vis des autres structures de santé, qu’elles soient à vocation strictement transfusionnelle ou non (ministre de la Santé, Assurance-Maladie).








Laboratoire français du fractionnement et des biotechnologies


Le Laboratoire français du fractionnement et des biotechnologies (LFB) a été officiellement mis en place le 1er juin 19943. Il a été transformé en société anonyme d’État (LFB S.A.), laquelle intervient dans deux domaines : les biomédicaments issus du plasma et les biotechnologies. La directive CE 89/381, transposée en droit positif français le 1er janvier 1993, attribue le statut de médicament aux produits issus du fractionnement, qui sont dits « médicaments dérivés du sang » (MDS) Médicaments dérivés du sang (MDS).


3Siège social du LFB : 3, avenue des Tropiques, Les Ulis, 91958 Courtaboeuf.

Le LFB est désormais reconnu par l’Agence française de sécurité sanitaire des produits de santé (Afssaps) comme le seul laboratoire autorisé à fractionner le plasma national. Il est soumis à la législation pharmaceutique et au contrôle de l’inspection de la pharmacie de cette Agence. Il répond également aux prescriptions de l’Agence européenne du médicament.

Le LFB dispose d’une gamme actualisée et sécurisée de médicaments dérivés du plasma, répartis selon leurs indications en trois familles essentielles :


■ coagulation : facteurs VIII et IX anti-hémophiliques, facteur VII, facteur XI, facteur von Willebrand ;


■ anesthésie–réanimation : albumine 4 % et 20 %, antithrombine, alpha-1-antitrypsine, protéine, fibrinogène, PPSB ;


■ immunologie : immunoglobulines polyvalentes, anti-HBs et antitétaniques.








Établissements de soins

En France, tout établissement de soins (ES) est susceptible de transfuser des produits sanguins labiles. Ceci n’est pas sans poser le problème d’une exigence de maîtrise et de compétence de l’acte lorsqu’il le pratique peu souvent.




Partenaires institutionnels

Le paysage transfusionnel français fonctionne et évolue sous l’autorité de tutelle de la direction générale de la santé (DGS), sans obérer le rôle de l’Afssaps dans le cadre des inspections, des contrôles et de l’hémovigilance. Les autres structures – comme la Haute Autorité de santé (HAS), la Direction générale de l’offre de soins (DGOS), l’Agence de biomédecine (ABM), l’Institut national de veille sanitaire (InVS) – interviennent également, sur des secteurs spécifiques liés à l’activité transfusionnelle générale. Enfin, des structures telles que l’Inserm et les universités ont noué des relations partenariales et privilégiées avec certaines entités du paysage, afin de développer les activités scientifiques au service de la discipline elle-même.

Sur le plan européen, la Commission européenne (CE) et le Conseil de l’Europe ont un rôle essentiel dans la conception de directives, de recommandations et de normes visant à la sécurité et au bien-fondé de l’utilisation des produits sanguins labiles.




Autres partenaires de la transfusion sanguine

La Société française de transfusion sanguine (SFTS) est une société savante à caractère médical et scientifique, dont les objectifs sont de :


■ proposer des innovations médico-scientifiques grâce à l’action de groupes de travail spécialisés ;


■ diffuser des informations scientifiques sur la transfusion à travers la revue Transfusion clinique et biologique (éditions Elsevier) ;


■ organiser des congrès nationaux et des séminaires ;


■ coordonner les réflexions des médecins, pharmaciens, scientifiques et biotechnologistes impliqués dans la transfusion ;


■ enfin, être un interlocuteur des pouvoirs publics dans ses domaines de compétence.





La SFTS est adhérente de la Fédération nationale des sociétés savantes médicales (FSM) et de la Société internationale de transfusion sanguine (SITS), cette dernière rassemblant l’ensemble des sociétés savantes de transfusion existant de par le monde. Par ailleurs, elle participe activement aux activités du réseau européen EuroNet-TMS.

L’Association pour le développement de la transfusion sanguine (ADTS) a pour objet le développement des activités des ETS. Elle édite la Gazette de la transfusion sanguine, qui diffuse des informations pratiques et actualisées sur la transfusion. L’ADTS s’est rapprochée de la SFTS en 2000.

La Fédération française du don de sang bénévole (FFDSB) regroupe plus de 2300 associations et amicales qui, sur un plan local, collaborent activement avec les ETS dans le cadre de la promotion du don, de l’information des donneurs et de l’organisation des collectes de sang. La FFDSB fédère également trois groupements nationaux, issus d’entreprises du service public où la pratique du don du sang est fortement implantée – la SNCF (ANCDSB), La Poste et France-Télécom (UNADSBPTT) – et l’Éducation nationale (ADOSEN). Forte de plusieurs centaines de milliers d’adhérents, la FFDSB défend les principes éthiques qui régissent la transfusion française : bénévolat et volontariat du donneur, anonymat du receveur, non-profit sur les produits sanguins d’origine humaine. La FFDSB est adhérente de la Fédération internationale des organisations de donneurs de sang (FIODS)Fédération internationale des organisations de donneurs de sang (FIODS).

La Société française de vigilance et de thérapeutique transfusionnelle (SFVTT) a pour champ d’action l’ensemble des vigilances liées aux produits d’origine humaine. Créée en 2000, cette société, d’essence pluridisciplinaire, vise à permettre, lors de congrès nationaux ou de journées de formation, de favoriser les échanges, les expériences et les connaissances nécessaires pour répondre aux préoccupations des professionnels de l’hémovigilance.

La Société française d’hémaphérèse (SFH) réunit les professionnels de la discipline transfusionnelle et d’autres disciplines œuvrant au développement de cette activité dans les divers domaines de la médecine où elle est impliquée, sur la base de la pratique des aphérèses et des échanges.

La Société française de bio-ingénierie cellulaire et tissulaire (SFBCT) a été créée dans les années 1970 sous le nom de France Cryo Bioingénierie par des médecins impliqués dans la conservation et la greffe de cellules et de tissus. Son but est de promouvoir les activités de la bio-ingénierie et de faciliter l’effort de recherche fondamentale sur les méthodes de préparation et de conservation des greffons.







La Société française de transfusion sanguine (SFTS), la Société française de vigilance et de thérapeutique transfusionnelle (SFVTT), la Société française d'hémaphérèse (SFH) et la Société française de bio-ingénierie cellulaire et tissulaire (SFBCT) se sont récemment réunies en une association intitulée Conseil national professionnel de vigilance et thérapeutique transfusionnelles, tissulaires et cellulaires (CNP V3TC).






L’Association française des hémophiles (AFH) est une structure d’aide aux patients atteints d’hémophilie ou de maladie de Willebrand, d’information (elle est affiliée à la Fédération mondiale de l’hémophilie), de représentation auprès des pouvoirs publics, d’éducation des jeunes patients et de leurs parents, enfin de coopération avec le corps médical.

Les Associations de malades sont de plus en plus fréquemment représentées dans les instances de conseil et les comités œuvrant sur la sécurité des receveurs.











1. Don du sang et produits sanguins




1.1. Don du sang et donneurs de sang

Plus de cent ans après la découverte des groupes sanguins, la transfusion sanguine demeure la seule source de produits thérapeutiques capables de se substituer à un dysfonctionnement, un défaut de production ou à une perte massive d’un ou de plusieurs composants sanguins. Le don du sang et de ses composants permet de traiter chaque année plus de 500 000 patients par des produits sanguins labiles (concentrés de globules rouges, de plaquettes et plasma thérapeutique), et 500 000 autres par des protéines issues du fractionnement plasmatique. Par ailleurs, les besoins en produits thérapeutiques issus du sang sont en forte progression depuis plusieurs années, au cours desquelles on a assisté à une reprise progressive et constante des prescriptions des transfusions (+ 21 % de concentrés de globules rouges prescrits entre 2001 et 2008), mais également à une très forte augmentation des indications des immunoglobulines polyvalentes. L’absence d’alternative à ces traitements substitutifs d’origine humaine et les perspectives d’évolution démographique liées à l’augmentation de l’espérance de vie conduisent à envisager un recours aux dons de sang en progression au cours des prochaines années.


Donneurs

Chaque année, la France compte un peu plus de 1 600 000 donneurs de sang, et 22 % d’entre eux donnent pour la première fois. Comparée à la population générale en âge de donner son sang, celle des donneurs est plus jeune : 35 % ont moins de 30 ans, alors que cette tranche d’âge représente 25 % de la population de référence. Dans les quinze dernières années, les évolutions suivantes ont été observées :


■ une féminisation progressive de la population des donneurs, particulièrement marquée chez les nouveaux donneurs ;


■ un rétrécissement de la classe d’âge 30–49 ans ;


■ une représentation croissante des jeunes (18–29 ans), notamment chez les femmes ;


■ une plus forte représentation des seniors (50–65 ans), plus particulièrement chez les hommes.





Interrogés par le Centre de recherches pour l’étude et l’observation des conditions de vie (CREDOC) en 2007, 52 % des Français prétendaient avoir offert leur sang au cours de leur vie, et 34 % déclaraient avoir l’intention de le faire dans les 6 mois suivants. En réalité, chaque année, c’est environ 4 % de la population en âge de donner qui effectue cette démarche. Ce décalage important entre l’intention et l’acte traduit à la fois l’image positive et valorisante du don, mais aussi les freins qui limitent le passage à l’acte. Pour autant, environ 400 000 personnes offrent leur sang chaque année pour la première fois.

Il n’existe pas de profil type du donneur de sang. L’appel au don s’adresse à tous les citoyens, et ceci d’autant plus qu’il est bénévole. Pour autant, il semble que les professions intermédiaires et les étudiants soient des populations particulièrement représentées chez les donneurs de sang réguliers. Les professions supérieures se retrouvent davantage dans la catégorie des donneurs occasionnels, et la participation au don est moindre chez les indépendants (commerçants, artisans), les ouvriers, les employés et les inactifs.

Pour adapter l’approvisionnement en produits sanguins aux variations des prescriptions, des techniques issues de la communication et du marketing social sont devenues indispensables. Le potentiel de générosité existe. Sa gestion est cependant délicate pour un approvisionnement quotidien tout au long de l’année. Certaines périodes connaissent des situations de tension dans les réserves de produits sanguins : le début de l’année et la fin de la période estivale. Une régulation des stocks et de l’approvisionnement à deux niveaux, régional et national, garantit la disponibilité des produits sanguins sur l’ensemble du territoire (métropole et DOM), et l’anticipation des périodes critiques.




Organisation des collectes


En 2008, 2 473 770 dons de « sang total » et 571 154 dons par aphérèse ont été prélevés sur les 156 sites fixes et les 19 000 lieux de collecte mobile proposés par l’Établissement français du sang (EFS). Le Centre de transfusion sanguine des armées (CTSA) garantit, de son côté, l’approvisionnement en produits sanguins des forces armées en opérations extérieures et organise des collectes de sang exclusivement en milieu militaire.

Plus de 80 % des dons de sang total sont réalisés sur des collectes mobiles, soit dans des véhicules aménagés, soit dans des locaux mis à disposition par les collectivités accueillantes : municipalités, établissements d’enseignement, entreprises ou administrations, enceintes militaires. Ces collectes sont organisées avec le soutien de plus de 2750 associations de donneurs particulièrement engagés dans la promotion du don, regroupant environ 750 000 donneurs ou adhérents. Cette force associative est structurée sur le plan local, départemental, régional et national au sein de la Fédération française pour le don de sang bénévole (FFDSB) Fédération française du don de sang bénévole (FFDSB).

L’organisation des collectes répond à des critères strictement définis par les « bonnes pratiques transfusionnelles ». Les conditions de réalisation de la collecte doivent faire l’objet d’une évaluation préalable, sur la base d’un cahier des charges qui prend en compte des critères de sécurité, de luminosité, de confidentialité, de surface, de confort ou encore d’accessibilité. Le public sollicité doit être en mesure de comprendre les enjeux de l’entretien pré-don. Il doit adhérer aux principes éthiques de volontariat et de bénévolat, incluant l’absence de compensation horaire autre que la récupération médicalement nécessaire et l’absence de bénéfice secondaire attendu, sous quelque forme que ce soit (test de dépistage, collation).

L’application et la gestion de ces dispositions sont contrôlées régulièrement lors des inspections sanitaires réalisées par l’Agence française de sécurité sanitaire des produits de santé (Afssaps).




Étapes du don


Quels que soient le lieu et le type de don, quatre étapes sont nécessaires à sa réalisation.


Accueil

C’est la phase d’enregistrement du donneur et de préparation à l’entretien pré-don. La réglementation impose la lecture d’un certain nombre d’informations visant à porter à la connaissance du candidat au don les éléments nécessaires à un consentement éclairé, mais également à la compréhension des enjeux de sécurité transfusionnelle liés à la qualité des données de l’entretien pré-don.

Un questionnaire médical est rempli par le candidat au don. La forme et le contenu de ce questionnaire sont définis par une décision du directeur général de l’Afssaps, parue au Journal officiel de la République française.




Entretien pré-don


En France, l’entretien avant chaque don est réalisé par un médecin, lequel doit acquérir, dans les deux années suivant la prise de poste, une qualification complémentaire : diplôme de médecine du don, capacité en technologie transfusionnelle, diplôme universitaire de transfusion sanguine ou diplôme d’études spécialisées complémentaires en hémobiologie–transfusion.

Les critères de sélection des donneurs sont définis par arrêté ministériel révisé chaque année. Ils font l’objet d’une harmonisation à l’échelon européen, sur la base d’une directive publiée en 2004. L’objectif de l’entretien pré-don est de cibler les situations présentant un risque de mauvaise tolérance du prélèvement (pour la sécurité du donneur) ou un risque transfusionnel (pour la sécurité du receveur). La prévention d’un risque transfusionnel concerne surtout la réduction des infections post-transfusionnelles. Cette étape demeure importante pour garantir le plus haut niveau de sécurité des produits sanguins. Le suivi de son efficacité fait l’objet d’une évaluation régulière par l’Institut de veille sanitaire (InVS), à partir de l’analyse des informations obtenues lors des consultations des donneurs dépistés positifs pour l’un des marqueurs de maladies transmissibles recherchés sur chaque don.


La sécurité du donneur repose sur :


■ la prévention d’une anémie (ou son aggravation) par le contrôle du taux d’hémoglobine avant le don ;


■ la prévention d’une décompensation cardiovasculaire, par la mesure de la pression artérielle et la recherche d’antécédents cardiovasculaires ;


■ la prévention d’une complication hémorragique locale par la recherche d’antécédents personnels de coagulopathies ;


■ la prévention de l’aggravation d’une pathologie chronique, évolutive, et susceptible d’être décompensée par le prélèvement d’un volume sanguin qui peut atteindre 16 % du volume circulant pour un don de plasma ;


■ la prévention d’une réaction allergique, dans l’hypothèse où l’allergène serait utilisé dans le processus de prélèvement (par exemple, l’oxyde d’éthylène).





La sécurité du receveur repose sur :


■ la prévention de la transmission d’agents bactériensBactéries par la recherche d’un épisode fébrile ou d’une infection avérée dans l’histoire récente du candidat au don. Un délai de 2 semaines est requis après une fièvre supérieure à 38 °C ;



■ la prévention de la transmission d’agents viraux, par la recherche d’une exposition à un risque d’infection. Elle vise à éviter le prélèvement d’un donneur dans une situation où le virus ne serait pas détecté par les examens biologiques de la qualification du don. Pour les principaux virus transmissibles par le sang, cela pourrait correspondre à deux types de situations :


– la première correspondrait à la non-détection d’un virus dépisté par les examens réglementaires : une contamination récente (période de silence biologique) ou une infection par un virus variant. La prévention de la transmission de ces agents repose donc sur l’identification des sujets particulièrement exposés à ces infections. L’entretien recherche systématiquement des comportements à risque récents : partenaire occasionnel, nombre de partenaires, relations sexuelles non protégées, comportement à risque ou séropositivité du partenaire. En raison de la forte prévalence de certaines infections transmissibles par le sang (VIHVirusde l’immunodéficience humaine (VIH), virus de l’hépatite BVirusde l’hépatite B (VHB), syphilisSyphilis) au sein de cette population, les relations sexuelles entre hommes constituent une contre-indication permanente au don du sang,


– la seconde situation correspondrait à un virus pour lequel aucun test de dépistage n’est réalisé. Elle conduit à prendre certaines mesures temporaires dès la déclaration de foyers épidémiques pour certaines infections (West Nile Virus, chikungunyaChikungunya, etc.). Ces mesures reposent essentiellement sur des critères géographiques, avec un ajournement temporaire après le séjour dans une zone endémique ;


• certaines mesures visent à limiter la transmission d’un agent transmissible par le sang dès le début de son émergence. Elles sont fondées sur le principe de précaution en écartant du don du sang des personnes exposées à un risque majeur de transmissions d’un agent pathogène par voie sanguine. Un antécédent d’usage de stupéfiants ou de produits dopants par voie intraveineuse, un antécédent d’allogreffe, de xénogreffe ou de transfusion par des produits sanguins labiles constituent une contre-indication permanente au don,


• l’entretien recherche enfin des situations d’exposition au sang dans les quatre derniers mois, comme un piercing, un tatouage, une exposition nosocomiale ou un accident d’exposition au sang (professionnel ou non). Ces ajournements temporaires visent la prévention de la transmission du virus de l’hépatite C ;







■ la prévention de la transmission d’agents parasitairesParasites repose sur la recherche d’antécédents de parasitoses susceptibles d’être transmises par voie sanguine (paludismePaludisme, toxoplasmoseToxoplasmose, trypanosomiase américaine, leishmaniose, babésiose), un ajournement du don de 4 mois après un séjour en zone d’endémie palustre ou chagasique, et la prescription de tests sérologiques spécifiques à l’issue de ce délai ;


■ la prévention de la transmission des prions est une préoccupation sanitaire majeure depuis l’émergence du variant de l’agent de la maladie de Creutzfeldt-Jakob, secondaire à l’épizootie d’encéphalopathie spongiforme bovine ayant sévi entre 1980 et 1996. L’absence de test de dépistage sanguin et de techniques physico-chimiques d’élimination des prions impose le respect du principe de précaution dans l’identification des critères de contre-indication au don. En complément des mesures générales gérant l’émergence d’un risque infectieux, les situations suivantes représentent autant de contre-indications permanentes : séjours cumulés de plus d’une année dans les îles Britanniques entre 1980 et 1996, antécédent familial d’encéphalopathie spongiforme subaiguë transmissible, traitement par hormone de croissance extractive avant 1989, intervention neurochirurgicale ou ophtalmique avant le 1er avril 2001 ;


■ certaines dispositions complémentaires relèvent également du principe de précaution : traitement par molécules à effet tératogène démontré, désensibilisation par voie sous-cutanée, antécédent de néoplasie ;


■ la qualité des produits sanguins requiert enfin la recherche de certaines informations : consommation récente de traitement à effet anti-agrégant plaquettaire, antécédents personnels de pathologies des cellules sanguines ou d’anomalies de la coagulation ;


■ l’hémochromatoseHémochromatose génétique n’est pas une contre-indication au don. Cependant, afin de garantir le respect des règles de volontariat et l’absence de bénéfice secondaire, la transformation de l’indication de déplétion sanguine en don de sang n’est autorisée que dans un centre de santé de l’EFS ou du CTSA. Toutes les autres conditions du don doivent être respectées, en dehors des limitations d’intervalle et de fréquence des prélèvements.







Don du sang et homosexualitéHomosexualité masculine




Le très haut niveau de sécurité de la transfusion sanguine dans les pays industrialisés conduit désormais à un effet inattendu il y a encore quelques années : les critères épidémiologiques de participation au don du sang, lorsqu’ils touchent à la vie privée et aux modes de vie, sont de plus en plus contestés. Il est souvent nécessaire de rappeler que, d’une part, les produits sanguins ne peuvent pas encore bénéficier de techniques de destruction des virus, et que, d’autre part, les tests de dépistage ne peuvent pas détecter une contamination récente. Le risque résiduel de contaminer un malade par le VIHVirusde l’immunodéficience humaine (VIH) lors d’une transfusion est infime, de l’ordre d’un cas par an.

Depuis 2002, trois directives européennes ont été publiées, qui ont pour objet de définir les règles de sécurité minimales dans les pays de l’Union européenne. Celle de 2004 comporte une annexe qui définit les critères minimaux de sélection des donneurs à mettre en œuvre pour assurer la sécurité transfusionnelle. Une partie de ce texte évoque les risques d’infection transmissible par transfusion. Elle prévoit notamment deux types de contre-indication à mettre en œuvre :


• la première concerne « les personnes dont le comportement sexuel ou l’activité professionnelle expose au risque de contracter des maladies infectieuses graves transmissibles par le sang ». Cette contre-indication est temporaire ;


• la seconde concerne « les personnes à haut risque de maladie transmissible par le sang »: c’est une contre-indication permanente.





Chaque pays de l’Union européenne a dû traduire ces directives dans son droit national et interpréter ces deux situations en fonction de ses propres données épidémiologiques.

En France, l’analyse annuelle des découvertes de séropositivité VIHVirusde l’immunodéficience humaine (VIH) analysées par l’Institut de veille sanitaire (InVS)Institut de veille sanitaire (InVS) montre que l’incidence des infections à VIH est 200 fois plus élevée au sein de la population homosexuelle masculine, comparativement à la population hétérosexuelle. La prévalence de l’infection à VIH atteint 18 % dans des lieux de rencontre gays parisiens (enquête Prévagay, 2009) versus 0,2 % dans la population générale. Ces données ont conduit le ministère de la Santé à maintenir l’ajournement permanent du don du sang des hommes ayant eu des relations sexuelles avec des hommes.

Pourtant, cette mesure mal comprise et mal acceptée est contournée. Entre 2005 et 2008, la moitié des séroconversions VIHVirusde l’immunodéficience humaine (VIH) découvertes à l’occasion d’un don de sang concernaient des donneurs ayant reconnu la pratique de relations homosexuelles, mais uniquement à l’annonce de la séropositivité. Ce constat inquiète car ces séroconversions chez des sujets homosexuels pèsent pour 50 % dans le calcul du risque résiduel actuel de transmission du VIH sur cette période.

Un débat d’experts porte sur les conséquences d’une ouverture du don du sang aux homosexuels : conduirait-elle à une augmentation du risque de contamination ? Ou, au contraire, à une meilleure adhésion aux contraintes de sécurité des transfusés ? Ce débat est aujourd’hui sur la place publique, et les intervenants sont multiples : médecins, politiques, associations identitaires, associations de malades, représentants de la société civile, simples citoyens. Il faudra trouver la meilleure issue possible pour le million de patients dont la vie dépend des produits issus du sang.


En 2002, le Comité consultatif national d’éthique rappelait qu’une institution chargée de la collecte du sang devait prendre garde à ne pas stigmatiser une population dans ses pratiques et dans ses documents de promotion du don ; il rappelait dans le même avis que le don du sang n’est pas un droit, mais une forme de devoir d’assistance, intégrant les obligations vis-à-vis de la personne assistée.










Prélèvement


Les points critiques à maîtriser lors de l’acte de prélèvement sont :


■ l’identification des tubes échantillons et des compartiments qui contiendront les différents produits sanguins, par un numéro dont l’unicité est garantie sur le plan national. Ce numéro sera le support de la traçabilité des produits sanguins issus du don ;


■ la prévention de l’introduction, dans le produit sanguin, de bactéries de la flore cutanée au moment de la ponction. Cette étape repose sur une procédure rigoureuse de désinfection du site de ponction et sur la maîtrise du risque bactérien au niveau de l’environnement proximal de l’acte (antisepsie des mains, règles d’hygiène, nettoyage du matériel). Tous les dispositifs de prélèvement disposent d’un circuit de dérivation des quarante premiers millilitres prélevés vers une poche de recueil. Cette mesure réduit significativement le risque de contamination bactérienne du sang recueilli pour la préparation des produits sanguins ;


■ un document d’information post-don est remis à chaque donneur. Il invite ce dernier à signaler tout événement nouveau remettant en cause la qualité des produits sanguins issus du don et survenant dans les deux semaines suivantes. Cette mesure vise à bloquer les produits sanguins prélevés en période d’incubation d’une infection bactérienne.








Surveillance post-don

Agrémentée d’une collation, cette étape permet de s’assurer de la bonne tolérance du prélèvement.






Différents types de dons

On distingue deux types de dons : le don de sang total et le don par aphérèseAphérèse. (Tableau 1.1 and Tableau 1.2)



Tableau 1.1 Critères réglementaires d’aptitude au donCritères réglementaires d’aptitude au don



	
*Un même donneur peut associer différents types de dons, sans dépasser vingt-quatre dons annuels dans le respect des limites fixées pour chaque type de dons.



	
**Pour le don de plasma, une dérogation médicale est possible pour des valeurs comprises entre 11 et 12 g/dL (chez la femme) ou entre 12 et 13 g/dL (chez l’homme).



	
***Dans des situations immunologiques particulières, le nombre de dons peut être porté à quatre.



	




	Critères réglementaires d’aptitude au don
	Âge minimal
	Âge maximal
	Poids ou volume sanguin total (VST) minimal
	Volume maximal prélevé
	Durée moyenne
	Fréquence annuelle maximale*

	Critères biologiques réglementaires



	Sang total
	18 ans
	70 ans
	50 kg
	500 mL sans dépasser 13 % du VST
	10 min
	H : 6
F : 4
	Hémoglobine :
 H : ≥ 13 g/dL ; F : ≥ 12 g/dL



	Plasma
	65 ans
	50 kg
	750 mL sans dépasser 16 % du VST
	45 min
	24
	Hémoglobine**:
 H : ≥ 13 g/dL ; F : ≥ 12 g/dL
Protides ≥ 60 g/L



	Plaquettes
ou
Plaquettes + plasma
	65 ans
	50 kg
	650 mL sans dépasser 13 % du VST
	75 min
	12
	Protides ≥ 60 g/L
Plaquettes ≥ 150 G/L
Hémoglobine :
 H ≥ 13 g/dL ; F ≥ 12 g/dL



	Granulocytes
	50 ans
	50 kg
	650 mL sans dépasser 13 % du VST
	120 min
	2***

	TP et TCA normaux
Hémoglobine :
 H ≥ 13 g/dL ; F ≥ 12 g/dL



	Globules rouges
	65 ans
	VST ≥ 5 L
	450 mL
	30 min
	H : 3F : 2
	Hémoglobine ≥ 14 g/L
Ferritine > 20 ng/mL



	Concentré érythrocytaire et plasma
	65 ans
	50 kg
	650 mL sans dépasser 13 % du VST
	30 min
	H : 6
F : 4
	Hémoglobine :
 H : ≥ 13 g/dL ; F : ≥ 12 g/dL
Protides ≥ 60 g/L



	Concentré érythrocytaire et plaquettes
	65 ans
	50 kg
	650 mL sans dépasser 13 % du VST
	75 min
	H : 6
F : 4
	Hémoglobine :
 H ≥ 13 g/dL ;
F ≥ 12 g/dL
 Plaquettes ≥ 150 G/L
Protides ≥ 60 g/L








Tableau 1.2 Intervalles entre deux donsIntervalles entre deux donsDon(s) du sangintervalles entre deux (semaines)




	
	Don suivant
Don précédent
	Sang total
	Don d’aphérèse simple
	Don d’aphérèse combinée



	
	
	CPA
	Plasma
	Globules blancs
	Aphérèse simple de globules rouges
	Plaquettes + plasma
	Plaquettes + globules rouges
	Plasma + globules rouges



	Sang total
	8
	4
	2
	4
	8
	4
	8
	8



	Don d’aphérèse simple
	Concentré de plaquettes d’aphérèse (CPA)

	4
	4
	2
	4
	4
	4
	4
	4



	Plasma
	2
	2
	2
	2
	2
	2
	2
	2



	Granulocytes
	4
	4
	2
	4
	4
	4
	4
	4



	Aphérèse de globules rouges
	16
	4
	2
	4
	16
	4
	16
	16



	Don d’aphérèse combinée
	Plaquettes + plasma
	4
	4
	2
	4
	4
	4
	4
	4



	Plaquettes + globules rouges
	8
	4
	2
	4
	8
	4
	8
	8



	Plasma + globules rouges
	8
	4
	2
	4
	8
	4
	8
	8






Le don de sang total correspond au prélèvement de 480 mL de sang veineux et permet la préparation d’un concentré de globules rouges, d’une unité de 280 mL de plasma destiné au fractionnement et d’un concentré de plaquettes standard.

Le don par aphérèse permet le prélèvement de tous types de produits sanguins : concentré de globules rouges, plasma, plaquettes, granulocytes. L’avantage de la technique d’aphérèse réside dans l’obtention d’un composant sanguin prélevé en plus grande quantité, avec obtention de ces produits à partir d’un seul donneur, que l’on peut éventuellement sélectionner en fonction d’une compatibilité immunologique avec le receveur (aphérèse de globules rouges, de plaquettes ou de granulocytes). Le don de plasma par aphérèse assure également l’approvisionnement complémentaire nécessaire au fractionnement des protéines plasmatiques (albumine, immunoglobulines, fractions coagulantes), car le plasma issu des dons de sang total ne suffit pas à répondre à l’évolution de ce besoin.




Hémovigilance et don du sang

Les donneurs font l’objet d’une surveillance sur divers aspects de la sécurité du don ou de la transfusion. En effet, certains événements indésirables peuvent survenir à l’occasion d’un don. Ces incidents peuvent être locaux (hématome, lésion nerveuse, ponction artérielle, plus exceptionnellement veinite ou thrombose) ou généraux (malaise vagal, syncope avec risque traumatique, tétanie liée à la réinjection de citrate en aphérèse). Les accidents les plus graves pourraient être liés à une réaction anaphylactique chez un donneur sensibilisé à l’oxyde d’éthylène, à la révélation d’une pathologie cardiovasculaire méconnue, ou à une intoxication massive au citrate. Les événements indésirablesÉvénements indésirables sévères survenant à l’occasion d’un don sont déclarés à l’Afssaps.

Les donneurs chez lesquels un marqueur d’agent transmissible est découvert positif à l’occasion d’un don sont revus en consultation par un médecin de l’établissement de transfusion. À cette occasion, diverses informations sont recueillies, relatives au mode de transmission probable de l’agent infectieux en cause. Ces informations sont transmises à l’InVS pour analyse : ce suivi épidémiologique assure une veille sur le mode de sélection des donneurs et permet de mesurer chaque année le risque résiduel de transmettre une infection virale par transfusion pour le VIHVirusde l’immunodéficience humaine (VIH), le VHBVirusde l’hépatite B (VHB), le VHCVirusde l’hépatite C (VHC) et l’HTLV-IHTLV-I.






1.2. Préparation des produits sanguins labiles



Aujourd’hui, la thérapeutique transfusionnelle repose sur l’utilisation de produits sanguins labiles (PSL) obtenus après des étapes dites de « préparation des PSL ». Ces étapes visent à concentrer le principe actif et à n’apporter au malade que ce dont il a besoin. L’emploi du sang total comme produit à usage transfusionnel est encore largement répandu dans les pays en voie de développement. Cependant, son efficacité est limitée, et il n’est pas à même de répondre avec toute l’efficacité souhaitée aux attentes de la transfusion qui cherche à assurer le transport de l’oxygène dans les anémies ou à corriger les troubles du saignement et/ou de la coagulation. Offrir aux patients le composé du sang, « concentré », dont il a besoin est aujourd’hui possible. L’obtention des PSL par des méthodes de préparation permet de préserver les qualités de chaque composé du sang grâce à la mise en œuvre de techniques de recueil, de sélection, de purification et de conservation propres à chacun d’entre eux. Obtenir plusieurs produits sanguins à partir d’un don de sang s’inscrit en outre dans une démarche éthique d’autosuffisance en PSL et de valorisation du don. Ainsi, à partir d’un don de sang total pourront être extraits un concentré de globules rouges, une couche leuco-plaquettaire qui entrera dans la composition d’un mélange de concentré de plaquettes (MCP)Mélange de concentré de plaquettes (MCP) et un plasma qui entrera dans la composition des médicaments dérivés du sang.

Les conditions de conservation des PSL obtenus permettent leur transport et garantissent leur disponibilité en quantité et en qualité, par la constitution de réserves disponibles au plus proche des établissements qui le nécessitent, et donc des malades. L’Établissement français du sang (EFS) assure, sur ses plateaux techniques, la préparation des PSL. Cette activité, encadrée par une réglementation stricte, doit répondre à des règles de bonnes pratiques transfusionnelles et au respect des caractéristiques des PSL. Chaque plateau technique satisfait à des normes de qualité et est certifié a minima ISO 9001-V2000.

L’activité de préparation des PSL s’intègre dans la chaîne transfusionnelle entre le prélèvement et la distribution des produits. Elle dépend, en amont, du prélèvement (quantité et qualité des produits prélevés) et, en aval, des activités de distribution et de délivrance. Parallèlement à la préparation, l’activité de « qualification biologique du don » s’intègre dans la chaîne au même niveau (chronologique) et vient en appui de la préparation en tant que composante de la validation de conformité des PSL (figure 1.1).


	[image: B9782294715235000017/f01-01-9782294715235.jpg is missing]


	
Figure 1.1 
Chaîne transfusionnelle.








Les objectifs à atteindre sont schématiquement : l’obtention d’une quantité en principe actif suffisante et optimale pour un usage transfusionnel par poche (quantité d’hémoglobines, quantité de plaquettes, concentration en protéines et en facteurs de coagulation) ; la préservation de la viabilité et de l’activité de ce principe actif, par la réduction des altérations due aux stockages ; la prévention du risque de contamination et de prolifération des agents pathogènes. La standardisation des techniques, la maîtrise des procédés de préparation sont les moyens d’obtenir une production homogène à partir de dons. 



Méthodes de préparation

La démarche de préparation des PSL est basée sur la réalisation de processus divergents qui, à partir d’une matière première, permettent d’obtenir les produits finis, ce qui peut être opposé à la fabrication de médicaments, lesquels mettent généralement en œuvre des processus convergents nécessitant l’association de matières premières pour la fabrication de produits finis.

L’obtention de composés sanguins spécifiques peut s’effectuer par des techniques d’aphérèse, qui consistent à séparer les composants du sang au cours même du prélèvement et donc à préparer directement et en un seul temps les composés sanguins. L’aphérèse fait appel à des matériels nommés « séparateurs de cellules ». Il est ainsi possible d’obtenir par aphérèse un plasma associé soit à un concentré de plaquettes soit à un concentré de globules rouges, ou encore un concentré de globules rouges et un concentré de plaquettes, ou simplement l’un des trois produits à partir du prélèvement de sang total recueilli au pli du coude du donneur. Les produits issus de cette technique possèdent une quantité de principes actifs suffisante pour être utilisée directement en thérapeutique transfusionnelle. Le plasma issu d’aphérèse est la source unique de matière première permettant la préparation de plasma viro-atténué.

Une autre possibilité consiste à prélever le sang total, les PSL étant obtenus dans un second temps, après mise en œuvre des procédés de préparation.




Principaux procédés utilisés en préparation des PSL


Dispositif de prélèvement du sang total à usage unique

Bien qu’il ne soit pas à proprement parler un procédé de préparation à part entière, le dispositif de prélèvement à usage unique revêt une importance capitale dans la préparation des PSL. Il permet, grâce à sa configuration et à ses qualités, de :


■ réaliser les étapes de préparation (poches plastiques déformables) ;


■ assurer la fabrication des produits sans rompre le système clos ;


■ réaliser les étapes de déleucocytation « en ligne » ;


■ orienter la préparation de produits en fonction de sa configuration ;


■ réaliser en préparation des étapes de transformations (ajout de solutions de conservations) ;


■ aider à la conservation des produits (plastique « plaquettes ») ;


■ simplifier les étapes de stockage et de transport des produits.





Deux configurations sont principalement utilisées. L’une intègre un filtre permettant la déleucocytation du sang total, puis la préparation d’un concentré globulaire déleucocyté et d’un plasma déleucocyté. L’autre permet, après séparation des composés sanguins par les procédés de préparation, la filtration et l’obtention d’un concentré globulaire et d’un plasma déleucocyté, ainsi qu’une poche de couche leuco-plaquettaire. Quel que soit le système, une solution de conservation est systématiquement ajoutée au concentré globulaire.




Centrifugation


La centrifugation est un procédé physique utilisé pour accélérer la séparation d’éléments ou de phases grâce aux différences de densité, de forme et de masse des constituants soumis au champ centrifuge. La vitesse de migration d’une particule dans un liquide va être influencée principalement par la densité de la particule et sa forme, la densité du liquide, la température, la force centrifuge relative. On réalise, par une opération mécanique, la séparation de phases de densités différentes pouvant ensuite être récupérées.

La force centrifuge relative (g), les temps d’accélération, de plateau, de freinage, les pentes et seuils de freinage ou d’accélération ou des valeurs d’intégrales de centrifugation sont autant de paramètres pour réaliser, d’une façon reproductible et précise, la séparation des éléments figurés du plasma dans une poche de sang total (tableau 1.3).



Tableau 1.3 Obtention des PSL en fonction de critères de centrifugation




	
	Volume moyen
1015/L
	Diamètre (μm)
	Densité (g/mL)



	Plasma
	
	
	1,026



	Plaquettes
	9
	2–4
	1,058



	Leucocytes
	230–470
	7,5–30
	1,062–1,089



	Érythrocytes
	87
	7
	1,100






On définit deux grands types de centrifugation :


■ la centrifugation de type « dure », qui sépare, à partir du sang total, le plasma des hématies et, à l’interface de ces deux phases, une fine couche constituée des leucocytes et thrombocytes (couche leuco-plaquettaire). Dans ce cas de figure, un champ centrifuge et des accélérations élevées sont appliqués aux cellules sanguines ;



■ la centrifugation de type « douce », qui met en jeu des accélérations et un champ centrifuge relativement faible. Ce type de centrifugation permet d’obtenir, à partir d’une poche de sang total, un concentré globulaire et un plasma riche en plaquettes. Actuellement, ce type de centrifugation est utilisé essentiellement pour l’obtention en solution (plasma ou liquide de conservation) des concentrés de plaquettes (tableau 1.4).



Tableau 1.4 Obtention de différents PSL selon le type de centrifugation




	
	Vitesse de centrifugation
(t/min)
	g
	Durée Accélération +
Plateau (min, sec)
	Freinage (min, sec)
	Exemple de produits obtenus



	Centrifugation « dure »
	3900
	5000
	12′30
	2′30
	Concentré de globules rouges
Plasma
Couche leuco-plaquettaire



	Centrifugation « douce »
	1300
	600
	15′00
	7′10
	Concentré de globules rouges
Plasma riche en plaquettes
et/ou
Mélange de concentré de plaquettes














Séparation ou décantation des produits sanguins

Cette étape succède à la centrifugation et a pour objectif de séparer physiquement les différents constituants du sang en autant de poches de recueil. À partir d’une poche de sang total, il est possible d’obtenir, en fonction du type de prélèvement réalisé: une poche de plasma, une poche de concentré de globules rouges et, potentiellement, une poche de couche leuco-plaquettaire.

Cette étape est aujourd’hui réalisée grâce à des appareils semi-automatiques, leur fonction étant multiple. Ils séparent et recueillent les constituants du sang après centrifugation, sans rompre le système clos, mais aussi ajoutent automatiquement une solution de conservation sur les concentrés globulaires. Ils permettent aussi l’obtention de poches de couches leuco-plaquettaires standardisées en termes de volume, d’hématocrite et de quantité d’hémoglobine résiduelle et, de fait, permettent d’envisager l’obtention, à large échelle, de MCP standard déleucocytés.




Déleucocytation des produits sanguins labiles

L’objectif est d’éliminer aseptiquement la majeure partie des leucocytes par filtration. Cette opération met en œuvre un matériau filtrant pour une rétention sélective des leucocytes, en préservant les éléments cellulaires ou plasmatiques. En France, la déleucocytation est réalisée systématiquement sur tous les produits cellulaires depuis 1998 et depuis 2001 pour les produits plasmatiques. Les normes (caractéristiques des PSL) précisent que le taux de leucocytes résiduels ne doit pas dépasser 1 × 106 pour les produits sanguins homologues cellulaires, pour au moins 97 % de la production, et 1 × 106/L pour le plasma destiné au fractionnement, et 104/L pour le plasma à usage thérapeutique, pour au moins 95 % de la production. En dehors du fait que la présence de leucocytes dans les PSL peut accentuer les lésions de conservation des globules rouges et des plaquettes, l’intérêt de la déleucocytation est lié au fait que, sur le plan clinique, les leucocytes peuvent être à l’origine de nombreux effets iatrogènes : réactions d’intolérance immédiate à type de frissons–hyperthermie, transmission directe de micro-organismes (virus, bactéries), réactivation virale chez le receveur, stimulation allogénique dans les systèmes de groupes sanguins portés par les leucocytes, réaction du greffon contre l’hôte (GVH)Graft versus host (GVH) aiguë chez les receveurs immunodéprimés, état d’immunosuppression post-transfusionnelle. Les bénéfices attendus sont par conséquent multiples : prévenir l’allo-immunisation anti-HLA et les réactions de type frissons–hyperthermie, réduire le risque d’apparition d’état réfractaire aux transfusions de plaquettes, améliorer la survie du greffon après transplantation d’organe, prévenir la transmission de virus (CMVCytomégalovirus (CMV), EBVVirusd’Epstein-BarrEBVEBV, HTLV-IHTLV-I), prévenir le risque bactérien (Yersinia entercolitica).

De nombreuses techniques ont été développées pour éliminer les leucocytes des PSL. Des méthodes basées sur des techniques de centrifugation, sédimentation, centrifugation/lavage, congélation/décongélation et filtration ont été pratiquées avec plus ou moins de résultats. Actuellement, les techniques de filtration sont majoritairement employées. Elles sont en effet adaptées à une utilisation à large échelle et ont prouvé leur capacité à produire des PSL répondant aux caractéristiques en vigueur.

On distingue la filtrationFiltration en profondeur et la filtration écran.

La filtration en profondeur est adaptée à la déleucocytation des produits cellulaires. Le média filtrant est constitué généralement d’un maillage de fibres non tissées (polyester) ou de couches de matériaux semi-poreux (polyuréthane). La structure des médias filtrants (fibres fines) permet d’augmenter la surface du média, ce qui favorise la liaison des leucocytes en optimisant les pertes en cours de filtration. Les filtres à déleucocyter sont généralement constitués de pré-filtres de texture grossière assurant la rétention des « gels » générés en cours de conservation (leucocytes dégénérés, lipides insolubles), de filtres moyens de texture fine (rétention des grosses particules et micro-agrégats), de filtres fins de texture très fine (rétention des leucocytes libres). Les mécanismes mis en jeu lors de cette étape sont multiples, complexes et mal connus. Il s’agit de mécanismes physiques (interception des leucocytes sur la fibre, phénomène de tension de surface, densité de charge) et de mécanismes d’ordre biologique (adhésion cellulaire, interaction cellule–cellule). Ils s’expriment, lors de la filtration des concentrés de globules rouges ou du sang total, par un piégeage passif des leucocytes, une adhésion directe des leucocytes aux fibres du filtre, et une adhésion directe des plaquettes aux fibres qui, en s’activant, interagissent et piègent les leucocytes (granulocytes). Un traitement de surface du média filtrant permet la réalisation de filtres adaptés à la déleucocytation des concentrés de plaquettes.

La filtration « écran » est adaptée à la déleucocytation du plasma. Le filtre est ici constitué d’une membrane dont la taille des pores permet le passage des protéines plasmatiques en retenant les cellules présentes dans le plasma. On obtient alors un plasma répondant aux caractéristiques voulues en termes de plaquettes et leucocytes résiduels.

La filtration pour déleucocytation est ainsi une étape « sensible » lors de la préparation des PSL. Des paramètres tels que l’âge du produit, les débits, la température de filtration, l’amorçage, le rinçage doivent être maîtrisés.




Congélation du plasma


Cette opération unitaire de production s’adresse principalement aux plasmas issus de sang total ou d’aphérèse. C’est une étape critique dans la conservation de certains facteurs de coagulation, comme le facteur VIII. Ce procédé met en œuvre des équipements électriques et des fluides cryogéniques. La vitesse de refroidissement doit être aussi rapide que possible. À titre d’exemple, on admet qu’une température de −30 °C au cœur d’un plasma en moins de 60 minutes conserve la qualité du plasma.




Atténuation virale et bactérienne des PSL

Les techniques d’inactivation des agents pathogènes dans les PSL apparaissent comme la nouvelle stratégie de sécurité transfusionnelle face au risque infectieux. Différentes techniques sont en cours de développement, ou déjà validées et utilisées en France, mais elles ne s’appliquent qu’aux plasmas ou aux concentrés plaquettaires. Les mécanismes d’action, ainsi que l’efficacité d’inactivation et d’atténuation des agents pathogènes, varient selon les techniques. Chacune constitue un procédé composé d’opérations unitaires dont il faut s’assurer de la maîtrise, afin de garantir la qualité et l’efficacité transfusionnelle du produit traité.


Mécanismes d’action des méthodes d’inactivation des agents pathogènes dans les PSL

Le principe de toute technique d’inactivation est d’utiliser un agent inactivant capable de détruire ou de réduire la charge infectieuse d’agents pathogènes présents dans le PSL, qu’ils soient intracellulaires ou extracellulaires. Ces techniques doivent de plus éviter toutes altérations chimiques ou biologiques significatives des produits thérapeutiques. Ainsi, leur efficacité est basée sur la destruction ciblée d’un élément fonctionnel de l’agent pathogène, cet élément étant absent ou n’intervenant pas dans la fonctionnalité du composé sanguin.

La plupart des techniques d’inactivation utilisent des agents ayant pour cible les membranes ou les enveloppes des agents pathogènes ou leurs acides nucléiques. Les molécules détruisant les membranes ou les enveloppes (tels les solvants organiques et les détergents) ne peuvent être utilisées que pour les produits acellulaires et sont inefficaces contre les virus non enveloppés. Les agents aux mécanismes d’action ciblés sur les acides nucléiques (tels les produits chimiques photosensibles ou les agents alkylants) ont un spectre d’utilisation potentiellement plus large. Les synthèses fonctionnelles par blocage de la transcription et de la translation, ainsi que la prolifération par blocage de la réplication des agents microbiens présents, sont stoppées sans altérer pour autant les membranes des produits cellulaires thérapeutiques. Ainsi, la plupart des agents pathogènes comme les virus, les bactéries, les champignons ou les parasites, ainsi que les leucocytes du donneur, peuvent être détruits. Ces techniques d’inactivation, agissant sur l’intégrité des acides nucléiques, doivent également assurer une absence de toxicité des produits transfusés. À moins que l’agent inactivant utilisé ne soit inoffensif pour la santé humaine à diverses doses d’exposition, les quantités résiduelles du produit doivent être éliminées, ou réduites, ou transformées, en produits secondaires inoffensifs.

De manière générale, l’évaluation de l’inactivation virale repose sur la quantification de la charge virale avant et après application du procédé. En pratique, l’atténuation virale est exprimée en « log déplétion », la charge virale avant et après traitement étant notée sur une échelle logarithmique. C’est ainsi que l’on parle d’une inactivation de 6 logs lorsque, pour une charge virale d’un milliard (109) de particules virales/mL avant traitement, on détecte moins de 1000 (103) particules virales/mL après traitement.


Techniques photochimiques

Elles utilisent une molécule photosensible et un rayonnement électromagnétique. Sous l’action de ce rayonnement, la molécule est transformée en un photoproduit qui agit de manière irréversible sur les acides nucléiques. Leur mode d’action varie en fonction des techniques.


■ AmotosalenAmotosalen-HCl + UVA (technique Intercept®): cette technique d’inactivation est utilisable sur les concentrés plaquettaires et le plasma. L’amotosalen-HCl est une molécule appartenant à la famille des psoralènes. Ce sont des composés actifs d’origine végétale, connus depuis longtemps comme molécules photosensibles. Du fait de leur structure plane et de leur faible poids moléculaire, la pénétration de ces molécules à travers les membranes plasmiques est facilitée. L’amotosalen-HCl a pour propriété de se fixer au niveau de la région hélicoïdale des acides nucléiques doubles brins ou simple brin, et s’intercale entre les bases azotées pyrimidiques. Une exposition au rayonnement de type UV-A (320–400 nm) déclenche une réaction photochimique, laquelle fixe par liaison covalente les molécules photo-activées aux bases pyrimidiques. Les doubles brins et les simples brins d’acides nucléiques se trouvent dès lors fixés entre eux par de multiples liaisons covalentes (1 liaison toutes les 83 paires de bases). Les photoproduits de la réaction sont rapidement expulsés de ces structures macromoléculaires. Une incubation prolongée avec un composé adsorbant (4–6 heures) permet d’éliminer l’amotosalen résiduel, ainsi que les photoproduits secondaires. L’amotosalen-HCl se fixe également sur les lipides et les protéines. Environ 15 % de l’amotosalen-HCl initial se fixe sur les protéines plasmatiques et les plaquettes, même après avoir effectué la réduction de l’amotosalen résiduel et des photoproduits, la majorité de l’amotosalen étant lié aux lipides et 1 à 2 % aux protéines. Du fait de l’activation de l’amotosalen-HCl par le rayonnement ultraviolet A, qui est absorbé par l’hémoglobine, cette technique ne peut s’appliquer aux concentrés de globules rouges, mais elle est efficace sur le plasma et les concentrés plaquettaires. Elle inactive un large spectre d’agents pathogènes (virus enveloppés et non enveloppés, bactéries, parasites) et les leucocytes résiduels : l’inactivation des lymphocytes T est en effet supérieure à 5 logs, et la technique dégrade plus de paires de base (1 sur 83) que l’irradiation par rayonnement gamma (1 sur 37 000).


■ Viro-atténuationViro-atténuation du plasma par le bleu de méthylèneBleu de méthylène: le colorant bleu de méthylène est une phénothiazine. Il présente une affinité pour les acides nucléiques (paires guanine–cytosine). Après absorption d’énergie lumineuse, une réaction photodynamique produit des formes d’oxygène actives entraînant la dénaturation irréversible des acides nucléiques et de certaines protéines. La réplication et la transcription de l’ADN/ARN viral sont ainsi inhibées. L’enveloppe lipidique des virus enveloppés possède une haute affinité pour le bleu de méthylène. Le colorant, localement concentré, rend ces virus sensibles à la photo-inactivation. Le colorant n’étant pas actif sur les pathogènes intracellulaires, des stratégies de lyse cellulaire (congélation–décongélation) ou de déplétion cellulaire sont déployées.








Technique biochimique : le plasma viro-atténué par solvant–détergent (PVA-SD)

La méthode d’inactivation virale par solvant–détergent, utilisée depuis 1985, sur les produits dérivés du fractionnement plasmatique, a pu être appliquée au plasma thérapeutique, car elle s’est avérée très efficace dans l’inactivation des virus enveloppés. Depuis 1992, l’unité de production de Bordeaux fournit la France en PVA-SD. La démonstration de la viro-atténuation y est fondée sur des études de validation in vitro et des études in vivo chez le chimpanzé. Les agents infectieux utilisés pour la réalisation de ces études sont des virus représentatifs de la majorité des virus potentiellement impliqués, ou ayant été impliqués, dans les cas de transmissions virales transfusionnelles. Sur la base des études de validation, il apparaît que le processus de production du PVA-SD :


■ est considéré comme très efficace sur les virus enveloppés potentiellement présents dans le plasma, notamment vis-à-vis du VIH-1/2Virusde l’immunodéficience humaine (VIH), de l’HTLV-I/IIHTLV-IHTLV-II, des virus de l’hépatite BVirusde l’hépatite B (VHB) et CVirusde l’hépatite C (VHC) et du CMVCytomégalovirus (CMV) ;


■ est sans action sur les virus nus. Cependant, des essais ont montré que certaines étapes du processus (élimination des inactivateurs) s’accompagnent d’une élimination de certains agents infectieux. En outre, le mélange des plasmas entraîne la présence d’anticorps dans le produit, anticorps qui neutralisent certains agents infectieux, notamment des virus nus comme le VHAVirusde l’hépatite A (VHA) et le parvovirus B19Parvovirus B19 ;


■ ne comporte pas de risque de transmission du parvovirus B19, la recherche des acides nucléiques de ce virus étant effectuée sur chaque plasma entrant dans la composition du pool ;


■ élimine le risque de transmission du VHA, car la norme de la pharmacopée européenne concernant le titre d’anti-VHA neutralisant est constamment respectée avec les plasmas prélevés en France (≥ 2000 mUI/mL) ;


■ élimine les bactéries, le processus de production incluant une filtration stérilisante.











Mise en œuvre des procédés de viro-atténuation sur les concentrés de plaquettes

La technique Intercept®Intercept® a été validée par l’Afssaps pour les concentrés plaquettaires d’aphérèse déleucocytésConcentré(s)de plaquettes d’aphérèse déleucocytés (CPAD) (CPAD-IA) et les mélanges de concentrés de plaquettes standard déleucocytés (MCPSD-IA) Mélange de concentré de plaquettes (MCP)standard déleucocyté (MCPSD), avec des caractéristiques définies au Journal officiel. Les CP, avant traitement, ont un contenu plaquettaire compris entre 2 × 1011 et 7 × 1011 plaquettes. Celles-ci sont en suspension dans une solution additive (Intersol®), et le plasma résiduel est compris entre 32 et 47 %, évitant ainsi une fixation importante de l’amotosalen-HCl sur les protéines plasmatiques. Les rayonnements UV étant absorbés par l’hémoglobine, la concentration en globules rouges résiduels dans le concentré plaquettaire ne doit pas excéder 4 × 106 hématies/mL, afin de garantir une illumination efficace. Un dispositif médical à usage unique est connecté aux concentrés plaquettaires et permet d’effectuer les opérations unitaires du procédé Intercept®: addition de l’amotosalen-HCl, illumination, réduction de l’amotosalen résiduel, conservation. L’addition de 15 mL d’amotosalen-HCl 3 mM pour les concentrés plaquettaires de volume compris entre 255 et 325 mL, ou de 17,5 mL d’amotosalen-HCl 3 mM, s’effectue en transférant les concentrés plaquettaires dans la poche d’illumination. La concentration en amotosalen varie ainsi entre 130 et 166 μM, la concentration efficace étant comprise entre 120 et 180 μM. L’opération d’illumination s’effectue sous agitation et permet de délivrer par rayonnement UV-A une dose énergétique comprise entre 3,2 et 4,0 J/cm2, ou entre 3,5 et 4,3 J/cm2. Deux concentrés plaquettaires sont traités pour un cycle d’illumination compris entre 4 et 6 minutes. L’amotosalen résiduel est ensuite éliminé par absorption au contact de billes absorbantes immobilisées dans une poche contenant le concentré plaquettaire. Cette opération s’effectue sous agitation, et la durée minimale est de 4 heures ou de 6 heures, avec une durée maximale définie à 16 heures. La concentration d’amotosalen résiduel doit être inférieure ou égale à 2 μM. Le concentré plaquettaire issu de cette phase est mis dans une poche de conservation pour plaquettes jusqu’à transfusion.

En ce qui concerne les PSL cellulaires, il n’existe à ce jour aucun traitement validé en raison soit d’un défaut de maintien de l’intégrité des cellules lors des traitements mis en jeu, soit de la présence de plasma qui peut entraîner une gêne pour certains procédés (le plasma [non altéré] est cependant indispensable pour l’intégrité des cellules), soit à cause d’un problème d’élimination de molécules actives (lesquelles peuvent être à l’origine de toxicité ou de mutagénicité).






Ajout d’une solution de conservation


La substitution de tout ou partie du plasma est réalisée lors de la préparation des PSL. La solution ajoutée permet la conservation des produits sanguins, tout en réduisant les lésions cellulaires lors de la conservation des concentrés globulaires ou des concentrés de plaquettes. Actuellement, la solution saline adénine–glucose–mannitol est la plus employée pour la conservation des concentrés de globules rouges. Pour les concentrés plaquettaires, des solutions dites de seconde génération sont validées et utilisées en France (solution contenant des acétates, un tampon et des ions).





Irradiation


Elle consiste à exposer un PSL cellulaire homologue à une source de rayonnements ionisants, dans le but de rendre impossible la prolifération des lymphocytes potentiellement présents et prévenir ainsi une complication redoutable : la réaction de greffon contre l’hôte transfusionnelle.




Étiquetage et libération des PSL (concentré érythrocytaire, plasma, concentré plaquettaire)

La conformité des PSL est attestée par une étape dite d’« étiquetage/libération ». Elle autorise la libération des produits pour leur utilisation. Les mentions portées par l’étiquette doivent être conformes à la réglementation en vigueur (caractéristiques des PSL). Un produit étiqueté est un produit pour lequel la conformité par rapport aux textes réglementaires est vérifiée et attestée.




Stockage et conservation des PSL

Les concentrés de globules rouges conservent au mieux leurs qualités lorsqu’ils sont conservés au froid. En solution de conservation additive saline–adénine–glucose et mannitol (SAG-MSAG-M (sodium, adénine, glucose, mannitol)) et à une température comprise entre 2 et 6 °C, les concentrés globulaires se conservent 42 jours après prélèvement. Les concentrés de plaquettes en solution additive se conservent en agitation lente et continue à une température comprise entre 20 et 24 °C si elles sont contenues dans un plastique perméable à l’oxygène, au maximum 5 jours après prélèvement. Le plasma congelé stocké à une température inférieure à −25 °C (plasma thérapeutique) ou inférieure à −30 °C (plasma à destination du LFB) peut être conservé pour une durée maximale d’un an.






Processus de préparation des PSL

Les processus de préparation des PSL aboutissent à l’élaboration et à la mise à disposition du clinicien de l’ensemble des PSL obtenus à partir d’un don de sang total, d’un don de cellules sanguines ou d’un don de plasma prélevé par aphérèse. Apporter à un malade un dérivé sanguin sous la forme la plus adaptée en concentration et en pureté, en quantité suffisante et avec une qualité optimale, est l’un des objectifs de l’activité de préparation des PSL.


Obtention de PSL à partir de prélèvement de sang total homologue

Les prélèvements de sang total sont réalisés sur un dispositif à usage unique, dont le choix est dépendant du type de produit fini souhaité (dispositif permettant la filtration du sang total pour l’obtention de concentré érythrocytaire et de plasma ; dispositif permettant la filtration du concentré érythrocytaire et du plasma pour obtention de concentré érythrocytaire + plasma + plaquettes) ; de l’organisation mise en place et du type de technique habituellement utilisée en préparation ; des performances du dispositif, de sa validation opérationnelle (qualité au prélèvement, performances de déleucocytation).


L’acte de prélèvement influe sur la qualité des produits préparés. La ponction veineuse doit être franche pour limiter l’activation des facteurs plasmatiques. Le mélange des premiers millilitres de sang avec l’anticoagulant doit être soigneusement réalisé pour prévenir la formation de caillots.

Le temps de prélèvement a une influence sur la qualité du plasma et sur la fabrication des plaquettes. Il est admis que si le temps de prélèvement d’une unité de sang total est supérieur à 15 minutes, le plasma sera déclassé (catégorie 2). S’il est supérieur à 12 minutes, les plaquettes ne seront pas extraites du don de sang total.

L’identification du prélèvement est basée sur un numéro unique à chaque don.

La conservation du sang total avant préparation des PSL est effectuée avec le double objectif de maintenir la qualité des éléments sanguins et d’organiser leur traitement dans les délais les plus adaptés, afin de maintenir le niveau de 2,3-BPG, d’ADP, de conserver la flexibilité des érythrocytes, d’éviter l’altération du cytosquelette des plaquettes et de limiter au maximum la perte en facteur VIII. En pratique, la conservation du sang total dépend des délais avant traitement aux températures indiquées dans le tableau 1.5.



Tableau 1.5 Durées et températures de conservation du sang total en fonction des composants qui en seront issus




	PSL issus du sang total
	Délai avant traitement du sang total
	Température de conservation du sang total



	Concentré érythrocytaire et plasma
	< 24 heures
	+ 18 à + 24 °C



	24 heures < délai < 72 heures
	+ 2 à + 6 °C



	Concentré érythrocytaire + plasma + concentré plaquettaire standard ou couche leuco-plaquettaire
	Impérativement < 24 heures
	+ 18 à + 24 °C






À partir d’une poche de sang total, les deux processus de préparation majoritairement utilisés en France se schématisent comme suit :



■ prélèvement réalisé sur un dispositif « sang total filtré »: le sang total est filtré dans un délai aussi proche que possible du prélèvement et inférieur à 24 heures. Après filtration, le sang total est centrifugé, puis décanté à l’aide d’un séparateur automatique. Au cours de cette opération, la solution additive et de conservation (SAG-M) est automatiquement ajoutée au concentré érythrocytaire déleucocyté. Après une étape automatisée de soudure des tubulures, les produits sanguins sont orientés soit vers la congélation pour le plasma déleucocyté, soit vers un stockage en chambre froide à température positive pour le concentré érythrocytaire déleucocyté (2 à 6 °C) (figure 1.2) ;
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Figure 1.2 
Préparation de produits sanguins labiles par filtration du sang total.











■ prélèvement réalisé sur un dispositif permettant d’extraire les plaquettes : le traitement de ce type de prélèvement doit intervenir dans un délai maximal de 24 heures après la fin du prélèvement. Le sang total prélevé sur un dispositif équipé de deux filtres et cinq poches est placé en centrifugeuse. Après centrifugation, une étape de séparation–décantation permet de recueillir un concentré globulaire, un plasma et une poche de couche leuco-plaquettaire. La solution de conservation est ajoutée au concentré globulaire, qui est alors déleucocyté par filtration, ainsi que le plasma. La poche de la couche leuco-plaquettaire contenant 90 % des plaquettes du don est stockée à une température comprise entre 20 et 24 °C, le plasma déleucocyté est congelé, le concentré globulaire déleucocyté est conservé à une température comprise entre 2 et 6 °C (figure 1.3) ;
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Figure 1.3 
Préparation de produits sanguins labiles à partir d’un dispositif permettant l’élaboration d’une couche leuco-plaquettaire.










■ les concentrés de globules rouges déleucocytés en solution additive SAG-M se conservent au minimum 42 jours à une température comprise entre 2 et 6 °C. Ils doivent contenir moins de 1 × 106 leucocytes résiduels par poche, un minimum de 40 g d’hémoglobine, et leur hématocrite doit être compris entre 50 et 70 % pour un volume minimal de 125 mL avant ajout de la solution de conservation. À la fin de la durée de conservation de 42 jours, le taux d’hémolyse est inférieur à 0,8 % de la masse globulaire. Les concentrés érythrocytaires déleucocytés seront étiquetés pour être libérés et distribués ;


■ les plasmas issus de sang total homologues sont exclusivement adressés au Laboratoire français du fractionnement et des biotechnologies (LFB) et ne sont pas utilisés comme matière première pour l’élaboration de plasma à usage thérapeutique direct. Leur volume doit être supérieur à 150 mL. Quand le volume est compris entre 150 et 200 mL, il convient de s’assurer qu’il n’existe pas d’altération du produit. Le plasma destiné au fractionnement contient un minimum de 50 g/L de protéines totales et plus de 0,7 UI/mL de facteur VIII. Deux catégories de plasmas pour le fractionnement sont distinguées selon le délai entre la fin du prélèvement et la congélation du plasma : le plasma « catégorie 1 » identifié en fonction de la durée, qui est congelé dans un délai n’excédant pas 24 heures après la fin du prélèvement, et le plasma « catégorie 2 », pour lequel le temps de prélèvement du sang total est supérieur à 15 minutes et/ou la congélation est intervenue dans un délai supérieur à 24 heures après la fin du prélèvement.






La recherche d’anticorps anti-HBs ou antitétaniques oriente le plasma « fractionnement » vers une spécificité propre à chaque type d’anticorps.




Préparation de mélanges de concentrés plaquettaires déleucocytés

À partir des poches de couches leuco-plaquettaires obtenues lors de la séparation primaire du sang total, sont réalisés les mélanges de concentrés plaquettaires déleucocytés. Une vérification de la conformité des poches de couches leuco-plaquettaires est réalisée préalablement à l’étape de mélange. Des poches de couches leuco-plaquettaires (généralement entre 5 et 6) de même groupe sanguin sont reliées par connexions stériles, une solution additive et de conservation peut alors être ajoutée. Le mélange de couches leuco-plaquettaires est réalisé. Il subit une centrifugation de type « douce », et le plasma riche en plaquettes obtenu est filtré en vue de la déleucocytation du produit. Les mélanges de concentrés plaquettaires déleucocytés (MCPSD) sont ainsi produits. Ils sont ensuite étiquetés en vue de leur libération et distribution (figure 1.4).
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Figure 1.4 
Préparation de MCPSD.








Les MCPSD peuvent être viro-atténués par la technique Intercept® (amotosalen-HCl + UV-A), mais cette étape n’est actuellement pas systématisée en France.

Actuellement, la majorité des MCPSD sont préparés en solution additive de conservation. L’utilisation de poches plastiques spécifiques permet leur conservation pendant un maximum de 5 jours en agitation lente et continue, à une température comprise entre 20 et 24 °C. Le produit déleucocyté doit contenir moins de 1 × 106 leucocytes résiduels. La quantité minimale de plaquettes à obtenir est calculée en regard du nombre de couches leuco-plaquettaires entrant dans la composition du mélange déleucocyté (0,375 × 1011/unité introduite) et ne doit pas être inférieure à 1 × 1011 plaquettes. En fin de conservation, le pH du produit doit être supérieur ou égal à 6,4.




Préparation des produits issus d’aphérèse


Les techniques d’aphérèse séparent directement les composants sanguins lors du prélèvement. Des opérations de production sont toutefois nécessaires sur certains produits issus d’aphérèse : si certains dispositifs d’aphérèse intègrent directement l’étape de déleucocytation dans le procédé de prélèvement, d’autres nécessitent une reprise du produit en vue d’une filtration pour déleucocytation ou en vue d’ajout de solution de conservation. Une viro-atténuation peut être appliquée sur le plasma issu d’aphérèse ou sur les concentrés plaquettaires d’aphérèse. Actuellement, elles sont systématiquement déployées en France dans la préparation du plasma à usage thérapeutique direct, mais seulement réalisées dans quelques établissements sur les concentrés plaquettaires.

Les techniques d’aphérèse permettent d’obtenir directement soit un concentré de plaquettes, soit un plasma, soit un concentré érythrocytaire, soit plusieurs produits en un seul don.




Concentré plaquettaire d’aphérèse déleucocyté (CPAD)


Les CPAD pourront être repris dans les laboratoires de préparation pour une éventuelle étape de déleucocytation par filtration et une viro-atténuation (mais cette étape n’est pas encore systématisée en France). Actuellement, les CPAD sont préparés soit en milieu plasmatique, soit en solution additive de conservation. L’utilisation de poches plastiques spécifiques permet leur conservation pendant un maximum de 5 jours en agitation lente et continue, à une température comprise entre 20 et 24 °C. Le produit déleucocyté doit contenir moins de 1 × 106 leucocytes résiduels. La quantité de plaquettes ne doit pas être inférieure à 2 × 1011. En fin de conservation, le pH doit être supérieur ou égal à 6,4.




Plasma issu d’aphérèse


Il est une source importante de plasma à destination du fractionnement. Après déleucocytation, congélation et étiquetage validant et libératoire, il est acheminé vers le LFB. Son volume doit être supérieur à 150 mL. Quand il est compris entre 150 et 200 mL, il faut s’assurer qu’il n’y a pas eu altération du produit. Le plasma pour fractionnement renferme un minimum de 50 g/L de protéines totales et plus de 0,7 UI/mL de facteur VIII. Deux catégories de plasma pour le fractionnement sont identifiées selon le délai compris entre la fin du prélèvement et la congélation du plasma : le plasma « catégorie 1 » qui doit être congelé dans un délai n’excédant pas 24 heures après la fin du prélèvement ; le plasma « catégorie 2 », pour lequel la congélation est intervenue dans un délai supérieur à 24 heures après la fin du prélèvement. La recherche d’anticorps anti-HBs ou antitétaniques permet d’orienter le plasma « fractionnement » vers une spécificité propre à chaque type d’anticorps. Le plasma issu d’aphérèse est la source unique de matière première en France pour la préparation de plasma à usage transfusionnel direct. Actuellement, en France, trois types de plasmas à usage thérapeutique sont autorisés et utilisés : le plasma frais congelé viro-atténué par solvant–détergent déleucocyté (PVA-SD), le plasma viro-atténué par le bleu de méthylène, et le plasma viro-atténué par amotosalen. La fabrication de ces produits (tableau 1.6) s’effectue comme décrit ci-dessous.



Tableau 1.6 Traitement du plasma pour viro-atténuationViro-atténuation




	
	Plasma viro-atténué par amotosalen
	Plasma viro-atténué par solvant–détergent
	Plasma viro-atténué par le bleu de méthylène



	Matière première
	Plasma d’aphérèse
	Plasma d’aphérèse
	Plasma d’aphérèse



	Qualification biologique
	Standard
	Standard et parvovirus B19

	Standard



	Produit fini
	Unitaire
	Mélange de 100 dons
	Unitaire



	Atténuation
	Virus enveloppés, bactéries, parasites
	Virus enveloppés
	Virus enveloppés



	Conservation
	Un an après le prélèvement
	Un an après le préparation
	Un an après le prélèvement



	Volume
	> 200 mL
	200–220 mL
	200–300 mL



	PH
	
	7–7,6
	



	Facteur VIIIc
	> 0,7 UI mL−1

	> 0,7 UI mL−1

	> 0,7 UI mL−1




	Résidus 1
	Amotosalen
 ≤ 2 μM
	TnBP
 < 2 μg mL−1

	Bleu de méthylène
≤ 30 μg L−1




	Résidus 2
	
	Octoxynol 9
< 10 μg mL−1

	Azur A, B et C
≤ 6 μg L−1








Plasma frais congelé viro-atténué par solvant–détergent déleucocyté (PVA-SD) 


En France, le PVA-SD est préparé à partir d’un pool de plasma de 100 donneurs au maximum (versus 400 dans le reste de l’Europe). Il s’agit de pools de plasma d’aphérèse, de même groupe sanguin, congelés dans les 6 heures suivant le prélèvement. L’inactivation des agents pathogènes est réalisée après congélation–décongélation (qui détruit les cellules) en utilisant le solvant tri-n-butyl phosphate (TnBP) et le détergent Triton X100®. Cette technique nécessite plusieurs filtrations, lesquelles entraînent une élimination totale des cellules (et des pathogènes intracellulaires), des débris cellulaires, des antigènes (plaquettaires, érythrocytaires, leucocytaires) et des bactéries. L’élimination des inactivateurs s’opère par l’huile de ricin et chromatographie. Afin de répondre à la norme des caractéristiques des PSL (facteur VIIIc > 0,7 UI/mL), les plasmas de groupe 0 sont concentrés par ultrafiltration. Après filtration stérilisante, le plasma, produit acellulaire et stérile (chaque lot de fabrication a un contrôle de stérilité et d’apyrogénicité), est réparti aseptiquement en unités de 200 mL.




Plasma viro-atténué par le bleu de méthylène (PVA-BM)


Le PVA-BM est produit par huit laboratoires de préparation des PSL en France. Sa préparation est réalisée selon un protocole standardisé associant :


■ l’utilisation d’un plasma d’aphérèse déleucocyté (moins de 104 leucocytes résiduels par litre) ;


■ la mise en œuvre d’un dispositif à usage unique permettant, après connexion stérile à la poche de plasma, d’additionner 85 μg de bleu de méthylène pour obtenir une concentration moyenne finale en bleu de méthylène de 0,84 à 1,13 μM ;


■ l’apport de l’énergie lumineuse nécessaire à l’illumination par une source émettant à 590 nm et délivrant une dose de 180 J/cm2. Quatre poches sont traitées par cycle pendant 20 à 25 minutes ;


■ la filtration du plasma traité pour l’élimination du bleu de méthylène et de ses résidus photochimiques, afin d’obtenir une concentration en bleu de méthylène résiduel inférieure à 30 μg/L. Le volume du plasma doit être compris entre 200 et 300 mL ;


■ la congélation du produit viro-atténué qui doit intervenir dans les 12 heures après le prélèvement.









Plasma viro-atténué par amotosalen (PFCAD-IA) 


La technique Intercept® a été validée par l’Afssaps pour le plasma prélevé par aphérèse. Le volume de plasma avant traitement doit être compris entre 385 et 650 mL, et la concentration en globules rouges résiduels ne doit pas excéder 4 × 106/mL. Un dispositif médical à usage unique est connecté au plasma, ce qui permet d’effectuer les opérations unitaires du procédé Intercept®: addition de l’amotosalen, illumination, réduction de l’amotosalen résiduel, conservation. L’addition de 15 mL d’amotosalen-HCl 6 mM s’effectue en transférant le plasma dans la poche d’illumination. La concentration en amotosalen varie ainsi entre 135 et 225 μM. L’opération d’illumination est réalisée sous agitation et délivre, par rayonnement UV-A, une dose énergétique comprise entre 5,8 et 7,0 J/cm2. Deux plasmas d’un maximum de 650 mL sont traités pour un cycle d’illumination compris entre 6 et 8 minutes. L’amotosalen résiduel est ensuite éliminé par absorption au contact de billes absorbantes immobilisées dans un filtre. Cette opération s’effectue par transfert du plasma illuminé de la poche d’illumination vers les trois poches de conservation. La durée moyenne est inférieure à 30 minutes. La concentration d’amotosalen résiduel doit être inférieure ou égale à 2 μM. Le plasma est ensuite réparti par gravité entre les trois poches, pour constituer trois unités thérapeutiques d’un volume supérieur à 200 mL. Ces unités doivent être congelées dans les 8 heures suivant l’heure de fin du prélèvement.







Concentré globulaire déleucocyté d’aphérèse (CGDA)


Les concentrés globulaires issus d’aphérèse sont filtrés pour une déleucocytation. À partir d’un don, en fonction du donneur et du séparateur utilisé, il est possible d’obtenir jusqu’à deux unités adulte. Les caractéristiques et modalités de validation, d’étiquetage et de libération, ainsi que de conservation et de stockage, sont identiques à celles des concentrés érythrocytaires déleucocytés issus de sang total.




Concentré de granulocytes d’aphérèse (CGA)


Les CGA nécessitent peu d’interventions de la part du service de préparation. Il peut être appliqué à ces produits une étape de désérythrocytation. La brève durée de conservation de ce produit (12 heures à température comprise entre 20 et 24 °C, en dehors de toute agitation) nécessite la réalisation de la qualification dans l’urgence. Les CGA sont systématiquement irradiés. L’étiquetage mentionne le volume et le contenu en granulocytes de la poche (> 2 × 1010).






Transformation et qualification


Des qualifications et transformations, définies par la réglementation, peuvent être appliquées aux PSL. Les principales transformations sont décrites ci-dessous.


Addition d’une solution de conservation


Cette transformation, qui a pour but d’améliorer et de prolonger la conservation d’un produit sanguin cellulaire, s’applique aux concentrés de globules rouges, aux mélanges de concentrés de plaquettes standard et aux concentrés de plaquettes issus d’aphérèse.

Pour les concentrés globulaires, l’addition de la solution SAG-M (celle qui est principalement utilisée en France) est réalisée automatiquement en fin de procédé d’extraction des produits sanguins ou par intervention manuelle. L’ajout de cette solution permet de conserver les concentrés érythrocytaires déleucocytés pendant 42 jours (à une température comprise entre 2 et 6 °C). L’ajout de 100 mL de solution SAG-M diminue la viscosité et l’hématocrite de ce produit. La conservation du concentré érythrocytaire est ainsi améliorée par l’apport d’éléments contenus dans la solution de conservation : le glucose favorise la conservation du métabolisme des érythrocytes ; l’adénine et le glucose maintiennent la viabilité érythrocytaire pendant la conservation ; le mannitol joue un rôle dans la stabilisation de la membrane cellulaire et la prévention de l’hémolyse.

Pour les concentrés plaquettaires, la substitution d’une partie du plasma par une solution de conservation entraîne une diminution des réactions post-transfusionnelles liées aux substances actives présentes dans le plasma. Cette transformation augmente le volume de plasma récupéré. L’addition de cette solution est réalisée directement par l’automate d’aphérèse (CPAD) ou l’est en cours de préparation (phase de mélange) lors de la fabrication des MCP-SD. Selon la solution utilisée, 30 à 35 % de plasma composeront le milieu de conservation final. La composition des solutions varie, mais elle inclut essentiellement des acétates (substrat métabolique), des citrates (neutralisation de l’activité plaquettaire), un tampon (maintien du pH) et une solution induisant l’isotonicité du milieu (chlorure de sodium).




Préparation pédiatrique


Il s’agit de préparer et de stocker plusieurs unités issues d’un même don, destinées à un même enfant, dans le but de réduire le nombre de donneurs impliqués. Cette transformation peut s’appliquer à tous les produits. On réalise des sous-unités à partir du produit « mère » par division aseptique en circuit clos, avec des connexions stériles. Chaque unité pédiatrique est enregistrée et étiquetée, et le volume de chacune est précisé sur l’étiquette. Les conditions de conservation sont identiques à celles du produit d’origine.




Réduction de volume

Elle consiste à éliminer aseptiquement une partie du milieu de suspension d’un PSL cellulaire homologue à usage thérapeutique. Cette transformation se réalise par centrifugation, décantation et remise en suspension dans une partie limitée du milieu initial de conservation. Le concentré de plaquettes d’aphérèse ou le mélange de concentrés de plaquettes d’aphérèse réduit de volume doit contenir au moins 80 % des plaquettes du produit d’origine ; le concentré érythrocytaire réduit de volume doit avoir un hématocrite supérieur ou égal à 70 % ; le concentré de granulocytes d’aphérèse (CGA) doit posséder, après cette transformation, au moins 80 % des granulocytes initialement présents. L’étiquetage du produit transformé doit faire apparaître le volume exprimé en millilitres. Après réduction de volume, les conditions de conservation pour la la température sont inchangées par rapport au produit d’origine. La durée de vie du concentré érythrocytaire déleucocyté réduit de volume est de 24 heures après transformation ; elle est de 6 heures pour les MCPSD, CPAD et CGA.




Déplasmatisation


On élimine aseptiquement la majeure partie du plasma d’un PSL cellulaire homologue à usage thérapeutique. Cette transformation a pour but de prévenir les manifestations allergiques majeures chez les receveurs ayant déjà présenté des réactions aux protéines plasmatiques. Des méthodes manuelles ou automatiques sont utilisées : le principe repose sur une centrifugation, suivie d’une extraction du liquide surnageant, avec remise en suspension dans une solution de conservation. La durée de conservation du produit déplasmatisé dépend de la technique, de la solution de conservation, de l’ouverture ou non du système clos, et du produit homologue transformé. Une diminution de la quantité des principes actifs est consécutive à ces transformations, mais la quantité de protéines résiduelles extracellulaires doit être inférieure ou égale à 0,5 g. Le produit déplasmatisé est étiqueté. L’étiquette finale libératoire mentionne en outre la nature du milieu de suspension, le volume du produit (en milliltres) et la date de péremption du produit transformé (sa durée de vie est réduite par rapport au produit d’origine).




Sang reconstitué à usage pédiatrique


Cette transformation consiste à mélanger aseptiquement, généralement par connexion stérile, un concentré de globules rouges déleucocyté, issu de sang total ou d’aphérèse, à une solution d’albumine 4 % ou à un plasma viro-atténué décongelé, en fonction de l’indication clinique. La durée de conservation est limitée à 6 heures après la transformation.




Cryoconservation


Elle consiste à congeler, conserver et décongeler aseptiquement un PSL cellulaire, en présence d’un cryoprotecteur. Cette transformation s’adresse aujourd’hui spécifiquement à des produits dits de « phénotypes rares », pour lesquels il est nécessaire de constituer une réserve de sang. La cryoconservation est appliquée à des concentrés érythrocytaires déleucocytés et des CPAD phénotypés. L’utilisation d’un cryoprotecteur est requise : le glycérol est utilisé pour la congélation des hématies, le diméthylsulfoxyde pour celle des plaquettes. Après addition du cryoprotecteur, le concentré est congelé (froid électrique, azote). La durée de conservation dépend de la température de conservation : les CPAD sont conservés au maximum 3 ans, à une température inférieure à −130 °C, ou 2 ans entre −60 et −85 °C. Les concentrés érythrocytaires déleucocytés peuvent être conservés plus de 10 ans à une température inférieure à −60 °C, et moins de 4 mois si la température est inférieure à −30 °C. Après décongélation (au bain-marie à 37 °C), le cryoprotecteur est éliminé par lavage, et les cellules sont remises en suspension dans une solution de conservation. Les différentes étapes sont enregistrées, et le produit fini est étiqueté pour être libéré. Après décongélation, le concentré érythrocytaire déleucocyté se conserve entre 24 heures et 7 jours (selon la technique de lavage et la solution de conservation utilisée), à une température comprise entre 2 et 6 °C. Le CPAD se conserve un maximum de 6 heures après la transformation.




Irradiation


Elle consiste à exposer un PSL cellulaire homologue à une source de rayonnements ionisants, pour rendre non viables les lymphocytes potentiellement présents dans le produit. La dose reçue en chaque point du produit doit être comprise entre 25 et 45 grays. Un témoin d’irradiation peut être utilisé pour contrôler la réalité de l’irradiation. Les concentrés de globules rouges et les concentrés plaquettaires peuvent être irradiés à tout moment. Après irradiation, la durée de conservation reste inchangée pour les concentrés de plaquettes. Pour les concentrés érythrocytaires, cette durée dépend de l’âge du produit et de sa caractérisation en unité enfant ou adulte. La date d’irradiation, le type de produit, le temps d’exposition, le numéro du produit et le nom de l’agent ayant effectué l’irradiation sont enregistrés. L’étiquette doit indiquer, outre les mentions propres au produit de base ou aux produits issus de ces transformations, la mention « irradié le » et la dose calculée en grays, ou la mention « 25 grays minimum ».






Préparation de produits autologues


Elle s’effectue sur les plateaux techniques de préparation. Les procédés et les techniques pour l’obtention de ces PSL sont en tout point identiques à ceux employés pour la fabrication des produits homologues. Quelques différences, cependant, induisent une stratégie organisationnelle différente : le prélèvement d’un don autologue provenant d’un malade étant assimilé à un acte thérapeutique, il est obligatoire de préparer ces produits, soit dans une entité de lieu spécifique, soit par campagne après un vide de ligne permettant de s’affranchir de la présence de produit homologue. Il en est de même pour le stockage de ces produits, qui doit s’effectuer dans des zones spécifiques et identifiées. Enfin, la déleucocytation n’est pas obligatoire pour leur libération, mais elle peut être réalisée de principe ou à la demande, selon la politique des établissements de transfusion et la demande médicale.




Perspectives et évolutions de la préparation des PSL

Les laboratoires de préparation des PSL sont nés à partir de la transfusion de sang total au principe de transfusion sélective. Leur activité principale a été, pendant de nombreuses années, limitée à la séparation et à la conservation des produits sanguins. Des développements au cours des dernières années ont abouti à des techniques validées pour la viro-atténuation du plasma et des concentrés de plaquettes. À terme, ces méthodes devraient être applicables aux concentrés globulaires et au sang total.

Actuellement, la préparation des PSL s’effectue dans un contexte semi-industrialisé, de nombreuses techniques étant réalisées manuellement par des techniciens. La volonté d’optimiser chaque opération unitaire des procédés de production fait apparaître la nécessité de systèmes automatisés de préparation des PSL. Plus que l’automatisation, c’est la mise en place d’un système organisationnel efficace du processus de production, qui permettra d’améliorer de manière continue ce flux allant du donneur au receveur.






1.3. Qualification biologique des dons de sang

Il apparaît important de présenter la manière dont le législateur appréhende le concept de « qualification biologique du don » (QBD)Qualificationbiologique du don (QBD). Dans la partie réglementaire du Code de la santé publique, au Livre II et Titre II, la QBD occupe la section 2 et est elle-même divisée en deux sous-sections :


■ la première, intitulée Sélection des donneurs, précise « qu’avant l’entretien préalable au don du sang, le candidat à ce don remplit un questionnaire dont la forme et le contenu sont définis par décision du directeur général de l’Agence française de sécurité sanitaire des produits de santé (Afssaps) après avis de l’Établissement français du sang (EFS) et du Centre de transfusion sanguine des armées (CTSA) ». Plus loin est mentionnée que la fixation des contre-indications temporaires et définitives au don du sang est faite par arrêté du ministre chargé de la Santé ;


■ la seconde concerne, à proprement parler, « les analyses biologiques et tests de dépistage ».





Ce positionnement des analyses et dépistages en aval de la sélection des donneurs permet de situer la complémentarité des deux activités, ainsi que les filtres successifs qu’elles introduisent pour accroître la sécurité des dons de sang. La QBD n’est envisagée que lorsque le donneur a passé avec succès la barrière de sécurité pour lui-même et pour les receveurs du don de sang qu’il effectue. Elle a donc pour mission première de garantir la sécurité du don pour le patient transfusé, même si certaines analyses réalisées avant le don ou après celui-ci ont pour objectif de vérifier l’aptitude au don et la protection de la personne qui donne son sang.

Ainsi positionnée, la QBD est définie dans le texte des bonnes pratiques transfusionnelles comme une activité qui intègre :


■ l’ensemble des analyses obligatoires systématiques ou non, effectuées sur des échantillons provenant de l’activité de prélèvement homologue et autologue ;


■ le traitement d’informations disponibles liées au don ou au donneur utiles à la qualification biologique, que ce soit les données administratives et biologiques du donneur, les données de l’entretien pré-don, les informations post-don, les données de vigilances, ainsi que les résultats du suivi de la qualité.





Mais la qualification intègre également les autres analyses non obligatoires, qui complètent les qualifications de certains produits sanguins labiles (PSL), afin de répondre à des utilisations thérapeutiques spécifiques. L’ensemble de ces données concourt à l’établissement du statut du don.


Objectifs de la qualification biologique des dons

Les objectifs principaux sont les suivants :


■ définir les caractéristiques immunohématologiques du don et du donneur, et les confronter à celles éventuellement déjà connues antérieurement pour le même donneur avec, comme objectif, la compatibilité immunohématologique des PSL transfusés aux patients ;


■ assurer la sécurité vis-à-vis des agents transmissibles par le sang dépistés en comparant les résultats obtenus avec ceux éventuellement connus sur un don antérieur du même donneur, pour ce don ;


■ réaliser ces analyses dans des temps compatibles avec l’utilisation optimale des différents PSL et une fiabilité maximale s’inscrivant dans le concept général de la sécurité en transfusion sanguine.





Des rôles complémentaires découlent de ces objectifs :


■ la valorisation des différents PSL en fonction soit des caractéristiques immunohématologiques mises en évidence lors des étapes de qualification (concentrés de globules rouges polyphénotypés ou présentant des groupes sanguins rares), soit des caractéristiques sérologiques établies lors des dépistages (absence d’anticorps anti-CMV, présence d’anticorps anti-HBs à titre élevé dans le plasma) ;


■ l’information et l’orientation du donneur qui présente soit des caractéristiques phénotypiques rares, soit des sérologies positives vis-à-vis des agents transmissibles ;


■ la participation à l’hémovigilance devant une séroconversion virale ou bactériologique, en déclenchant des enquêtes « descendantes » pour les receveurs concernés ;


■ la participation à la vigilance des circuits, en alertant la collecte devant une discordance de groupe d’un donneur antérieurement connu ;


■ la prise en compte des données des résultats de la qualification pour le suivi épidémiologique régional et national des donneurs, sous la responsabilité de l’Institut de veille sanitaire (InVS), afin d’enrichir les éléments participant à la sécurité transfusionnelle, à l’évaluation du risque résiduel transfusionnel et aux améliorations à mettre en place.








Concept de sécurité


Il structure toute la démarche de la QBD, à travers l’adaptation aux données et aux évolutions de la veille scientifique, l’introduction successive des dépistages et analyses au cours du temps, l’organisation territoriale des laboratoires, le contexte législatif et réglementaire, les analyses et dépistages obligatoires, les démarches analytiques encadrées, enfin l’organisation et les moyens informatiques et matériels.


Une sécurité évolutive vis-à-vis des maladies transmissibles


Il convient – pour préciser le rôle, déjà mentionné, de veille épidémiologique – de souligner que les tests de dépistage des maladies transmissibles par le sang ne s’appliquent qu’à peu d’agents, lesquels sont à l’origine de pathologies infectieuses chroniques pour la plupart ou pouvant passer inaperçues, pour lesquelles les patients ne sont pas ou très peu protégés, avec des incubations longues et silencieuses méconnues du sujet porteur, avec une circulation de l’agent infectieux dans le sang ou les cellules sanguines, et donc une forte probabilité de transmission de cet agent.

Cela n’exclut pas que d’autres agents pathogènes pour l’homme, notamment viraux, puissent être transmis par le sang. Une étude conduite par l’InVS en collaboration avec l’EFS, a dressé un inventaire des pathologies infectieuses, souvent asymptomatiques, évoluant sur le mode épidémique et potentiellement transmissibles par le sang en France, en s’attachant à définir leurs circonstances particulières (épidémiques et cliniques). Même avec des virémies courtes chez les sujets porteurs, le dépistage des dons de sang devenait nécessaire pour prévenir des transmissions transfusionnelles. C’est ainsi qu’à la lumière de l’épidémie de West Nile Virus (WNV) aux États-Unis, à partir de 1999, de celle du virus chikungunyaChikungunya sur l’île de la Réunion en 2006, des outils de calcul et de veille épidémiologique ont été utilisés ayant permis de prendre des mesures préventives vis-à-vis des donneurs et de déclencher le dépistage du WNV dans le sud de la France pendant l’été 2004 et celui du virus chikungunya à La Réunion en 2006. De même, ont été mis en place le dépistage des donneurs exposés au risque de contact avec le parasite Trypanosoma cruzi, agent de la maladie de ChagasChagas, maladie de, à partir de novembre 2006 aux Antilles et, en mai 2007, en France métropolitaine, ainsi que le dépistage des anticorps contre le virus de la dengue en Martinique en 2007.




Introduction successive des différentes analyses et dépistages

Au cours des dernières décennies ont été mis en place des analyses et des dépistages (tableau 1.7), souvent très rapidement après leur mise au point, comme le dépistage des anticorps anti-virus de l’hépatite C (VHC) Virusde l’hépatite C (VHC). Cette démarche illustre la préoccupation permanente d’accroître la sécurité transfusionnelle, qui est intimement liée et complémentaire à d’autres mesures telles que l’entretien pré-don, la qualité du prélèvement pour prévenir les contaminations bactériennes, mais aussi les mesures concernant, en aval de la qualification, la préparation des PSL (poches multiples, connexions stériles, déleucocytation des PSL, etc.). Ces actions s’inscrivent ainsi dans la démarche permanente d’amélioration de la qualité de la chaîne transfusionnelle depuis le don jusqu’au patient.



Tableau 1.7 Années de mise en place des analyses et dépistages




	Analyse et dépistage
	Année



	Dépistage de la syphilis

	1952



	Recherche des anticorps anti-érythrocytaires
	1952



	Dépistage de l’antigène HBs

	1971



	Dépistage des anticorps anti-VIH-1, puis VIH-1/2

	1985



	Dépistage des anticorps anti-Plasmodium

	1986



	Dépistage d’un taux élevé de transaminases (ALAT) pour la prévention des hépatites non A, non B
	1988



	Dépistage des anticorps anti-HBc
	1988



	Dépistage des anticorps anti-HTLV-I/II aux Caraïbes
	1989



	Dépistage des anticorps anti-VHC
	1990



	Dépistage des anticorps anti-HTLV-I/II en France métropolitaine
	1991



	Dépistage génomique viral (DGV) du VHC et du VIH-1
	2001



	Dépistage génomique viral du VHB aux Antilles et à La Réunion
	2004



	Dépistage génomique temporaire du West Nile Virus

	2004



	Dépistage génomique temporaire du virus chikungunya

	2006



	Dépistage des anticorps anti-Trypanosoma cruzi (agent du Chagas) aux Antilles
	2006



	Dépistage des anticorps anti-Trypanosoma cruzi (France métropolitaine et Réunion)
	2007



	Dépistage temporaire des anticorps dirigés contre le virus de la dengue (Antilles)
	2007



	Numération sanguine sur tous les dons et dosage de l’hémoglobine pré-don
	2008



	Dépistage génomique viral du VHB en France métropolitaine
	2010









Organisation territoriale

Les multiples objectifs préalablement définis nécessitent une organisation adaptée aux besoins du nombre de dons à traiter, de la diversité des analyses à gérer, de sécurité et de traçabilité, enfin de qualité. Cela passe par :


■ une automatisation et une informatisation homogène pour les échanges de données et le pilotage des algorithmes décisionnels ;


■ des choix de réactifs et de consommables, dans le cadre de procédures d’appels d’offres nationaux ou régionaux, répondant au Code des marchés publics ;


■ une veille technologique réactive, permettant une adaptabilité rapide pour répondre aux informations et aux besoins de la veille épidémiologique et scientifique.





L’organisation territoriale de la QBD est régionale, avec dix-sept laboratoires : un par région et par établissement, dont la capacité va de 10 000 à plus de 330 000 dons. Tous ces laboratoires réalisent les mêmes analyses, systématiques ou non, avec les mêmes réactifs sélectionnés sur leurs qualités de sensibilité et de spécificité, avec des automates choisis pour leur fiabilité et adaptés aux volumes à traiter.




Contexte législatif et réglementaire

Cette organisation nationale s’inscrit dans un contexte législatif et réglementaire, que la QBD doit appliquer et respecter. Elle s’appuie sur plusieurs directives européennes déclinées en droit français :


■ directives 2002-98 et 2005/62/CE sur les normes et spécifications communautaires relatives à un système de qualité dans les établissements de transfusion sanguine, transposées toutes les deux en droit français par la décision du 6 novembre 2006 définissant les principes des bonnes pratiques transfusionnelles ;


■ directive 2004-33 transposée notamment par la décision du 28 février 2006, fixant la forme et le contenu du questionnaire que remplit le candidat au don de sang en l’application de l’article R. 1221-5 du Code de la santé publique et par l’arrêté du 12 janvier 2009 fixant les critères de sélection des donneurs de sang ;


■ directive 98-79 relative aux dispositifs médicaux de diagnostic in vitro et à leurs accessoires transposée par le décret 2004-108 du 4 février 2004, relatif aux dispositifs médicaux de diagnostic in vitro et modifiant le Code de la santé publique.






Les Bonnes Pratiques transfusionnelles décrivent l’organisation et les obligations des laboratoires en termes de :


■ qualification, formation, habilitation du personnel, description de leur poste ;


■ organisation des locaux ;


■ gestion, validation et contrôle des réactifs et consommables ;


■ choix, qualification, maintenance et entretien du matériel ;


■ validation des méthodes ;


■ management de la qualité ;


■ évaluation de la maîtrise des risques pour les patients, le personnel, l’environnement ;


■ traçabilité et fiabilité des résultats et des opérations ;


■ documentation.





À côté de ces directives européennes, l’EFS doit se doter de procédures nationales, de référentiels et de modes opératoires opposables, en conformité avec la décision du 6 novembre 2006 définissant les principes des bonnes pratiques transfusionnelles. À ce jour, pour la QBD, plusieurs documents sont en place et applicables : ils concernent les modalités de réalisation des analyses, la liste des réactifs et consommables critiques devant faire l’objet d’un suivi particulier, les conduites à tenir devant des résultats anormaux. Ils sont listés dans le tableau 1.8.



Tableau 1.8 Documents nationaux de l’EFS




	Titre du document
	Date d’application
	Type du document



	Liste nationale des consommables critiqués
	31 décembre 2004
	Procédure nationale



	Conduite à tenir devant un résultat biologique anormal découvert chez un donneur de sang
	31 décembre 2004
	Procédure nationale



	Conduite à tenir en cas d’anomalie sur le lien don/donneur portant sur le don en cours ou le don antérieur
	31 décembre 2004
	Procédure nationale



	Algorithmes autologues
	31 mars 2008
	Mode opératoire



	Algorithmes décisionnels de qualification biologique du don : analyses microbiologiques
	1er mars 2009
	Référentiel



	Modalités techniques de mise en œuvre des analyses de qualification biologiques du don : analyses microbiologiques
	1er mars 2009
	Référentiel



	Modalités techniques de mise en œuvre des analyses et des algorithmes décisionnels de qualification immunohématologique érythrocytaire des dons
	1er mars 2009
	Référentiel



	Conduite à tenir en cas de discordance avec l’antériorité ou en cas de résultat réactif répétable
	1er mars 2009
	Référentiel










Analyses et dépistages permettant la qualification biologique des dons

Tous ces laboratoires réalisent les mêmes analyses obligatoires, définies dans le Code de la santé publique (art. D. 1221-6): certaines sont systématiques sur tous les dons, d’autres ne le sont pas, mais sont réalisées en fonction des données de l’entretien pré-don, ou bien annuellement (protéines plasmatiques), ou encore en fonction du type de dons (bilan hématologique et d’hémostase pour les dons de granulocytes, dosage de la ferritine à l’occasion du premier don en érythraphérèse).

Les termes du Code de la santé publique sont précisés dans l’article D. 1221-6 (encadré 1.1).


Encadré 1.1 Article D. 1221-6 du Code de la santé publique




Les analyses biologiques et tests de dépistage suivants sont effectués sur chaque prélèvement de sang ou de composant du sang destiné à la préparation de produits sanguins labiles à usage thérapeutique direct ainsi que sur chaque donneur avant tout prélèvement de cellules souches hématopoïétiques ou de cellules somatiques mononucléées destinées à la réalisation de préparations cellulaires :


■ la détermination des groupes sanguins érythrocytaires, qui comprend la détermination du groupe dans le système ABO, celle du groupe Rh D (RH1) et, en cas de Rh D négatif (RH:-1), celle des autres antigènes du système rhésus : C (RH2), E (RH3), c (RH4) et e (RH5) ;


■ la recherche des anticorps anti-érythrocytaires pouvant avoir une incidence clinique transfusionnelle ;


■ la détection des anticorps anti-A et anti-B immuns ;


■ le dosage de l’hémoglobine ou la détermination de l’hématocrite ;


■ les tests et analyses biologiques suivants en vue du dépistage de maladies transmissibles : le dépistage sérologique de la syphilisSyphilis, la recherche de l’infection par l’agent de la syphilis peut être réalisée en différé, dans les heures ouvrables suivant le prélèvement de cellules souches hématopoïétiques ou de cellules somatiques mononuclées destinées à la réalisation de préparations cellulaires ; la détection de l’antigène HBs ; la détection des anticorps anti-VIH-1 et anti-VIH-2 ; la détection des anticorps anti-VHC ; la détection des anticorps anti-HTLV-I et anti-HTLV-II ; la détection des anticorps antipaludéens chez les donneurs ayant séjourné dans une zone d’endémie telle que définie par l’Organisation mondiale de la santé lorsque le prélèvement est effectué plus de quatre mois et moins de trois ans après la date de leur retour de la zone d’endémie ; la détection des anticorps anti-HBc.
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