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Historique

< Le principe du test direct a I'antiglobuline a été
démontré en 1908 par Carlo Moreschi lorsque des GR
de lapins sensibilisés ont été agglutinés par I'addition
d’antisérum obtenu apres immunisation de chévres

Gebd

2 Le test direct a I'antilgobuline a été ensuite mis au
point par R. Coombs, Mourant et Race en 1945 . Le
sérum d’animaux immunisés avec des protéines
humaines a été utilisé pour détecter des anticorps

«incomplets» fixés sur les hématies.
Artifice de nature immunologique

y , , . L’antiglobuline humaine (AGH)
< La capacité de détecter des molécules a la surface des

hématies grace a I'antiglobuline humaine et son utilité « Un Anticorps anti Anticorps »
Ont été finalement reportées par DaCie’ Crookston The Lancet 2006 367DOI: (10.1016/S0140-6736(06)68528-0)
and Christensen en 1957 . Ce test a révolutionné la

transfusion.
| page 3
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Principe du TDA

* Le test direct a I'antiglobuline permet de mettre
en évidence, par le réactif de Coombs
polyspécifique (antiglobuline humaine=AGH), des
hématies sensibilisées par des anticorps ou des
fractions du complément

 |L'étape de lavage (méthode en tube) permet
d’enlever les anticorps ou fractions du complément
résiduels non fixés

« En ajoutant [lantiglobuline humaine aux
hématies, des ponts entre les IgG et/ou les
fractions C,d fixées a la surface des hématies
vont étre créés et vont permettre de détecter une
agglutination.

« A noter que le réactif de Coombs ne diminue pas
le potentiel zéta.




L'anti-globuline humaine = réactif de Coombs ™ ™. .. "+, "*2s,

Evolution du réactif :

< Historiquement : immunisation d’'un animal par injection d’Ig humaines. Les fragments
Fab de ces «Ac anti-anticorps» vont se fixer sur la portion Fc des Ig humaines

< Lutilisation de produits purifiés va permettre d’affiner la spécificité du réactif

< Lintroduction de la technique des hybridomes a permis la synthese d’anticorps
monoclonaux, utilisée surtout pour les anti-compléments

Méthode conventionnelle Technologie des hybridomes
it ( e
s Complément
“ ~, . . o
Méthode b 4 \ = e Méthode
wtilisamt ‘ f-“‘ [ \A wtilisamt
des lapins | T . des souns
ﬁ(‘f‘ s> ‘;S\LX
Ig6
Anti-C30 et Anti-Ig6 - Anti-Gb et Anti-IgG
ldll'lllal'll"ll polycional anti 'a‘l i monoclonal
Réactf Réactif Réactit Réactt
anticomplément ant-1g6 anticomplément anti-IgG
monospécifique monospécifique monospécifique monospécifique
Sérum Sérum Sérum
antiglobuline humaine antiglobuling humaine antiglobuline humaine
polyspécifique polyspécifique polyspécifique
(polyclonal) (potycional et monoclonal) (monoclonal)

R Litalien. Immunohématologie, édition 2008
| page 5
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l’anti-globuline humaine = réactif de Coombs " ., ..,

< Anti-lgG est le composant principal car la plupart des alloanticorps sont de type
lgG n’activant pas le complément

< Les réactifs ne doivent pas contenir des Ac hétérospécifiques (faux pos)

< Les performances et la stabilité des réactifs doivent étre vérifiées par les
fournisseurs

<2 Le réactif peut étre libéré si :

< il donne des réactions négatives macroscopiques avec des GR non
sensibilisés , de groupe ABO différents, d’age différent,

< si sa performance est comparable a un réactif de référence (titration) et avec
des cellules sensibilisées avec des alloAc faibles (anti-K, anti-Fya). L'anti-
complément est aussi testé avec des alloAc activant le complément (anti-
Jka).

< S’il ne montre pas un effet prozone significatif.

R Litalien. Immunohématologie, édition 2008
ISBT Working Party 1987
JPAC chapter 11.2 | page 6



L'anti-globuline humaine = réactif de Coombs ™ . . ., "0,

2 Exemple de test de titration pour évaluer la performance d’'un AGH anti-IgG vis-a-vis de
cellules sensibilisées avec un anti-D ou un anti-Fya et comparé a un réactif de référence

(FDA).

Table II. Anti-IgG potency with weakly sensitized cells

RIIIM R3P FDA anti-IgG
neat diluted 1+3 n 1+3 n 1+3
N ++/+++ ++ +++ +++ ++ 4+ +H4+
Ant-D serum 2 4+ +H -+ -+ +H++ ++ +
4 1+t + ++ + (+)
8 + + + + W
16 W (+) w (+) W
N -t ++ + ++ (+)/+
Anti-Fy?# serum 2 4 ++ - 4+ (+)
4 A+t +H++ + ++ W
8 +H++ + (+) + Y
16 + W (+) W W
ISBT Working Party 1987

| page 7



AGH et anti-complément g, e e

AC 3a ’
% f C3e
C3 Conver- Factor I Fact -l Fragment generated
tases actor th trypsin digestion

C3b iC3b  C3dg  C3d

< Ala surface du GR, le C3b est converti en iC3b rapidement ( 1 min). Il est dégradé
environ 10 min plus tard en C3d. Le C3d est fixé de fagon stable sur le GR. IL est un
marqueur précoce de l'activation du complément mais n’indique pas si elle va aboutir
jusgu’au MAC.

< L'anti-C4d doit étre évité (accumulation durant le stockage de I'échantillon -> faux pos)
et I'anti-C4c est accepté a tres faible titre

< Lanti-C3d et C3c ne doivent pas étre en exces (->faux pos)

< Anti-C3d reconnait le C3b, I'iC3b et le C3dg. accumulation lors de la conservation du
sérum a 4°C -> EDTA

2 Lanti-C3c reconnait le C3b et I'iC3b. Il est le réactif le plus spécifique pour indiquer la
présence d’'une hémolyse, mais ne détecte pas les GR ayant échappés a la lyse (C3dg)

R Litalien. Immunohématologie, édition 2008
ISBT Working Party 1987
Front Immunol 2020, vol 11, article 774 | page 8
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AGH
Polyspécifique :

< contient des Ac anti-IgG et des Ac anti-complément (anti-C3d, anti-
C3c).

< Potentialisation des réactions lors d’Ac faibles activant le
complément (anti-JK).

2 Généralement ne reconnait pas I'lgA et I'lgM. Si anti-chaines kappa
ou lambda -> détection d’IgA et IgM également

Monospécifique :
<2 Anti-complément

2 Permet de suspecter la présence d’IgM activant le C
2 Permet de renforcer la réaction de certains IgG difficilement

L J

bl

-

-

IgG IgA IgM C3c

J

v

décelables (anti-JK, anti-KEL1)

2 Anti-C3 est plus important que anti-C4 4

2 ne peut pas faire la différence entre une hémolyse extravasculaire
(C3b médiée), une erythrophagocytose ( C3dg médiée) une
hémolyse intravasculaire ( MAC C5-9) ou une erytpose (C5b-C8
médiée).

2 Anti-IgG, Anti-IgA, anti-IgM : typiquement reconnaissent la chaine
lourde correspondante (gamma,....)

—_

-— —
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Méthodes e

Laver des GR

Préparer une suspension de GR

Ajouter AGH

TUBE Centrifuger

Agiter doucement

Lire (macroscopique)

Préparer une suspension de GR

Pipeter la carte

CARTE

Centrifuger

Lire (macroscopique)

Cupules recouvertes d’AGH.

PHASE SOLIDE Rajout des GR lavés

Lecture par spectrophotometre

Lab Medicine 2020;51:50-55 Arch Dis Child Educ Pract Ed 2015;100:198-203. | ;age 10
Am. J. Hematol. 87:707-709, 2012. AABB Technical Manual
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Echantillon EDTA

TDA en tube :
* Les réactions négatives doivent étre vérifiées avec les cellules
du Coombs Ctl
 Si toutes les spécificités sont positives un Ctl nég est
nécessaire. En cas de positivité du Ctl nég, refaire le test en
lavant les érythrocytes a chaud ou si insuffisant, utiliser du DTT
TDA en gel : le puit Ctl doit étre négatif.

Pas de CQl exigé par T-CH CRS en l'absence de test commercial
adapté
Pas de CQE disponible en CH

| page 11



Pieges technigues

Faux négatif

AGH non ajouté

Etape de lavage inadéquate

AGH contaminé

effet prozone

hémolyse a IgA ou IgM

Ac de faible affinité

Ac ou complément sous le seuil de détection

Faux positif

Autoagglutination (agglutinines froides, Ag T/Tn)

Tube souillé

Centrifugation trop forte

rouleaux

Double population

Présence de fibrine

Transfusion incompatible

Allogreffe CSH

| page 12
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Sensibilité-speécificité
Plusieurs études ont montré une meilleure sensibilité de la
methode en gel par rapport a la méthode en tube
TABLE 2. Results of DATs performed on D-sensitized RBC samples by tube
aggiutination, gel microcolumn, affinity microcolumn, modified affinity B 504 M Tube
microcolumn, and flow cytometric assays O Gel
Assay 40
Modified 2
Ants-D Tube Gel Aty affintty Flow E 304
diution agoiutination  microcohung  mECcrocolumn | MICrocoiumn® Cytometry’ 5
25 e 4 2+ 3 1 488 "E 204
50 2¢ 4 1+ 2¢ 0 988 .
100 1e 3 1+ 1+ 0.734 2
200 Neg! 3+ Neg Neg 0.455 10
400 Neg 1+ Neg Neg 0.408
800 Neg Neg Neg Neg 0.389 0- [
1600 Neg Neg Neg Neg 0372 M+ 1+ 2+ 3+
3200 Neg Neg Neg Neg 0.368
* Affinty microcolumn with added IgG DAT Strength
' Fluorescence niensity, RECs sensitized with anth-D diuted up 0 1-n-400 were
nierpreted as posiive
: NQQJ!I‘-Q
Test Seuil de détection
(EbreyiGR] Le seuil de détection dépend de la méthode
TDA IgG tube 200 utilisée
TDA IgG gel 100
TDA C3d tube 400 Arch Dis Child Educ Pract Ed 2015;100:198-203.
Dittmar et al. Transfusion 2001
TDA IgG cytométrie de 78

flux

Barcellini_expert review of hematology 2023, vol. 16, no. 7, sbb+524
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CQE UK NEQAS sensibilite

Figure 2. Percentage of reaction grades reported
vs. polyspecific AHG by technigque (n=306).
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Table 2. Number of reaction grades stronger, weaker
and the same as the median (2+) versus polyspecific
AHG by technology.

Reaction grades vs. polyspecific AHG
(%)

Technigque  Stronger 2+ (median) Weaker

BioRad  51(248)  136(660)  19(9.2)
(n=206)

Ortho 5(8.6) 22(379)  31(534)
(n=58)
Grifols 13(50.0) 12(46.2) 1(3.8)
(n=16)

Tube 3(16.7) 9(50.0) 6(33.3)
(n=18)

Figure 3. Percentage of reaction grades reported vs.
anti-lgG by technique (n=306).
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BicRad Oriho Girifols Tabe

Table 4. Number of reaction grades stronger, weaker
and the same as the median (2+) versus anti-lgG by
technology.

Reaction grades vs. anti-Ig AHG (%)

Technigue Stronger 2+ (median) Weaker

BioRad 82(27.1) 192(63 4) 29(9.6)
(n=303)
Ortho 13(10.5) 48(38.7) 63(50.8)
(n=124)
Grifols 11(42.3) 13(50) 27.7)
(n=26)

Tube (n=19)  2(10.5) 9(47.4) B(42.1)
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De 2015 a 2017 UK
NEQAS a meneé une
enquéte interlaboratoire
en Angleterre sur le
TDA

Résultats pour les
échantillons 1gG positif
d'intensité 2+

Biorad et Grifols ont la
meilleure sensibilité
pour détecter I'lgG que
Orhto et la méthode en
tube.

poster ISBT 2017_UK NEQAS | page 14
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TDA
polyspécifique

(IgG+ C3d)

TDA
r T' monospécifique

(IgG, C3d, voir

IgG c3d ctl

Titre IgG=
classes guantité de |
molécules fixées

lgG1, 19G3 1:10 |130 1:100 1300]1 1ooo| ol |
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TDA sous classes 1gG1/lgG3 ST e e T
. R . ? » ’ 2 % V' 2 ’
%o % ’, ?
. 2%, L
ks 2 ?
lgG1 G2 1gG3 G4 Table 1. Correlation of IgG subclass with hemolysis
Quar'\tlte 65% 23% 8% 4% Number
relative lgE subclass of patients Hemolysis Mo hemolysis
Traverse le ++ +/- ++ ++ lgG1 25 20 (80.00%) 5 (20.00%)
placenta IgG1 and IgG3 11 0(81.820:) 2 (18.18%)
Fixe le +++ ++ ++++ +/- IgG2 only or neither IgG1 44 20(45.45%) 24 (54.55%)
complément nor IgG3 detected
Total 80 49 (61.25%) 31 (38.75%)
+++ + +++ +/-
Phagocytose / p value <0.005.

* |gG1 seul : hémolyse si quantité élevée d’IgG1 ( 900-1000 molécules)
* |gG3 seul : hémolyse des faible quantité d’IgG3 ( 100 molécules)
* 1gG2 ou IgG4 : peu ou pas d’hémolyse

RS _ 4 *J Positif en

U i C I'absence d’lgG1

il | o ou IgG3 : cela

¥y ¥V ¥V ¥V ¥ ¥ signifie qu’il y a de
1:1 |1:1oo| 1:1 1:1oo| ctl | 1:10 'lgG2 ou IgG4 IL;Z "::;’A‘Zr’;eafc‘ii‘;flz’gﬁg% (1):24.7
AMIIgGT: monocionsl  Ant-IgG3: monocional AntleG

2

| page 16
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< Si présence d’lgG > 2+, il peut étre utile de faire une titration

< Un titre > 1:30 indique un risque élevé d’hémolyse

< L'évolution du titre d’anti-IgG peut étre indicatif d’'une évolution favorable ou
d’un risque imminent de récidive.

< La valeur du titre n’est pas corrélée a la sévérité de I’hémolyse car d’autres
facteurs immunitaires entrent en jeu.

28
0 21 g

#4.0%% B Hemolysis
a l. - | : < % ; No hemolysis
\ \ - N> 5 N ¥ pvalue <0.05

RRRA

L
1:10 |1:30 l1:1oo|1:300 |1:1ooo| ctl '

Anti-gG rabbit J

<30 =100 =30

Fig. 1 Correlation of IgG titer with in vivo hemolysis.

Immunohematology 2014;30(1):24-7
| page 17
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< Un TDA positif est retrouvé chez environ 0.1% des donneurs de sang,
sans aucun signe d’hémolyse

< Le suivi réalisé chez les donneurs de sang avec TDA positif montre que
3-10% développent une AHAI, 20-25% ont un TDA qui devient negatif et
60-70% gardent un TDA positif sans maladie.

< Un TDA positif est retrouvé chez 1-15% des patients hospitalisés (étude
134 patients avec TDA pos : 40% n’avaient pas d’hémolyse)

< Les GR des sujets sains peuvent porter des molécules d’lgG ou de
compléement, fixées de maniere non spécifique ou participant au
processus physiologique de sénescence. Probablement la plupart des
personnes possedent des IgG fixées, au-dessous du seuil de détection (<
50 molécules IgG/GR).

Arch Pathol Lab Med—Vol 141, February 2017
Blood (2020) 136 (Supplement 1) : 6.

| page 19



Intéréts cliniques du TDA

* Le TDA est utile en cas de suspicion d’hémolyse, pour en investiguer la cause. Son '
résultat doit toujours étre interprété en fonction du contexte clinique

Quand réaliser un TDA ?

* Tests pré-transfusionnels chez un patient transfusé récemment < 14;j
e Réaction transfusionnelle

* Hémolyse

* Maladie hémolytique du nouveau-né

* Allogreffe, transplantation d’organe

Incompatibilité mére-enfant

C Hémolyse a autoanticorps Oc??i

Gy
O A X, : Hémolyse sur prise de médicaments
- 3 /‘—‘\

% Transfusion sanguine incompatible Eﬁ

Greffe de CSH ou d’organe ABO incompatible

| page 20



Transfusion sanguine incompatible

o P

La production d’anticorps non détectés avant la transfusion
peut déclencher une hémolyse aigue ou retardée. Ces
anticorps apparaissent en principe dans les 2 semaines

Un TDA positif de type 1gG et/ou complément peut étre le
premier signe d’une transfusion incompatible

La survenue d’'un TDA positif d’intensité faible dans les 14
jours apres transfusion doit faire rechercher une
alloimmunisation

En cas d’hémolyse sévere, le TDA peut étre négatif par
destruction de tous les GR transfusés

Certaines réactions hémolytiques retardées peuvent
survenir jusqu’a 21 jours apres la transfusion

Lab Medicine 2020;51:50-55
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Dans la maladie hémolytique périnatale (MHP) le TDA est positif (1gG)
chez I'enfant par passage transplacentaire des anticorps maternels de
type 1gG qui se lient aux GR de l'enfant et peuvent causer une
hémolyse.

Dans la majorité des cas un TDA positif est retrouvé en cas de MHP
bénigne par incompatibilité ABO entre la mere et I'enfant
* 15-25% mere-enfant ABO incompatible
* 33% nouveaux-nés auront un TDA pos dont <1 % vont présenter
une MHP

La prophylaxie anti-D (Rhophylac) réalisée avant 'accouchement peut
étre responsable d’'un TDA positif chez I'enfant a la naissance

La gelée de Wharton peut causer des TDA faussement positif-> lavage
ou sang capillaire

Arch Dis Child Educ Pract Ed 2015;100:198-203

| page 22



mauvaise (VPP entre 10-50%)

* Un TDA positif chez le nouveau-né demande une corrélation

clinique et les données IH de la mere
* Par contre, en cas de TDA négatif, la présence d’'une MHP cliniquement significative
est peu probable (VPN 90-95%)

Characteristics of four neonates diagnosed with HDN.

B ’
» o’. l‘ 2 " I'
. s ‘0 '1 ’ ’
* . ’ ’,
. . r
. “ l’
. ’ ’
s ’,
N .,
3 ’

Delivery Jaundice score DAT Eluate Ab PT
1 Vacuum extraction 7 — 1+ anti-A —
2 Forceps extraction 5 1+ 2+ anti-A -
3 Spontaneous partus 4 - 1+ anti-A -
4 Spontaneous partus 8 24 2+ anti-A +

Diagnostic accuracy of DAT and eluate.

Total population

Jaundice score =4

HDN - and DAT— (m)
HDN + and DAT+ (m)
HDN — and DAT + (n)
HDN+ and DAT— (nm)

Sensitivity DAT (%)
Specificity DAT (%)
PPV DAT (%)
NPV DAT (%)

259
2
19
2

50
92
10
99

2

OO

non
100
94

Practical Laboratory Medicine3(2015)17-22

avec le contexte

| page 23
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* Lintensité du TDA ne permet pas de prédire la sévérité de I’hémolysé"
néonatale ni la nécessité d’un traitement (photothérapie).

TDA chez
41%

clinique

TIU

TS dans les 6 semaines
Echange TS

IVIG

Photothérapie

TDA 1+
54

0
1
2
4

33

TDA 2 2+
24

W R O -

Highest Bilirubin

600.0

500.07

N
o
o
°

w
o
o
o

200.04

100.04

@O OO0 @D OOOdIOBO @O0 VOO0 0O 000

5

DAT strength

the journal of maternal-fetal & neonatal
medicine2023, vol. 36, no. 2, 2227910
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* Les indications a réaliser un TDA chez le nouveau-né sont :

e Une suspicion élevée de MHP (présence d’hémolyse), méme si la
RAI est négative chez la mere et quelle que soit la constellation
de groupe sanguin entre la mere et 'enfant.

NB: une hyperbilirubinémie seule n’est pas une indication a réaliser
un TDA en [l'absence d’anémie, réticulocytose, 4 LDH et
sphérocytose au frotti sanguin

e Enfants nés de mere connue avec des alloanticorps
potentiellement significatifs

* Des investigations supplémentaires sont recommandées (élution, voir
des investigations IH mere + pere biologique) en cas d’hémolyse
significative ou en cas de TDA fortement positif (>2+) chez le

nouveau-né
Arch Dis Child Educ Pract Ed 2015;100:198-203
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Patiente de 32 ans, originaire des Balkans

1ére grossesse : mort in utero tardive

28 grossesse : jumeaux

Césarienne prématurée car souffrance foetale

&

O pos, ¢ nég

Hb 53

Bilirubine 206
TDA 1gG >1/1024
lgG1 et 1gG3 pos
Elution négative

O pos
RAI pos
anti-c (RH4) titre 1/1

O pos, ¢ pos

Hb 107

Bilirubine 88

TDA IgG >1/1024

lgG1 et 1IgG3 pos

Elution négative | page 26



* Le test de compatibilité entre le plasma de la mere et les GR du pere biologique était
fortement positif

* Le test de compatibilité avec les éluats et les GR du pére biologique étaient fortement
positif

O pos
anti-c (RH4) 1/1 O pos Cc
GP Hut
anti-Hut, anti-Mut 1/64
MMA : 50%
Anti-Hut/anti-Mut Anti-Hut/anti-Mut

| page 27



Hémolyse & autoanticorps W

Un TDA positif associé a une destruction accélérée des érythrocytes hors contexte
médicamenteux, transfusionnel ou de greffe, oriente vers une hémolyse d’origine
autoimmune

L’hémolyse a autoanticorps chauds est la situation la plus fréquente. Elle est causée
par des autoanticorps de type IgG dont certains sont capables d’activer le
complément. lls sont rarement de type IgA. Ces autoanticorps ont une spécificité
large (panréactivité) et rarement une pseudospécificité (auto-anti-e.....),Une élution
s'avere nécessaire si les ACA ne sont pas décelables dans le plasma. La corrélation
entre I'intensité du TDA (titre) et ’"hémolyse est mauvaise. Le TDA peut rester positif
apres guérison.

Lors d’agglutinines froides le TDA est de spécificité C3d/C3c, signe indirect de
I'activation du C par des IgM s’étant détachées des GR apres leur fixation dans la
circulation périphérique. Un TDA nég peut raisonnablement écarter se diagnostic
car observé seulement dans 2% des cas.

Il existe des hémolyses autoimmunes mixtes (8%) avec autoanticorps a la fois
chauds et froids (TDA IgG et C3d).

L’hémoglobinurie paroxystique a froid est rare, rencontrée surtout chez les enfants.
Il sagit d’'une hémolysine biphasique de type IgG qui se lie a froid et active le
complément a chaud. Le TDA est de type C3d. La spécificité IgG peut étre mise en
évidence lors de la réalisation du TDA a froid

| page 28
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Hémolyse et utilité du TDA

Hémolyse immune

Autoanticorps
chauds
67%
20%
13%

Agglutinines froides

Médicaments

Donath-Landsteiner

Lab Medicine 2020;51:50-55
Petz and Garratty, 2" edition

IgG

C3d

IgG+/-IgA +/- C3d \

‘ C3d +/-IgM

| Hémolyse |

Test direct a I'antiglobuline

agglutinines froides

Hémolyse
medicamenteuse

Hémoglobinurie
paroxystique nocturne

| IVIG

' ]
AH autoAc chauds
AH mixte N
| RT hémolytique
—>
g = greffe
-
—> IFM

Hémoglobinurie
paroxystique a frigore

Elution

1©

Considérer autre cause :
-anémie congénitale
-anémie mécanique,
infectieuse, toxique

e}

AHAI 2 TDA nég (5-10%)
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* Dans les agglutinines froides, la prévalence d’un TDA polyspécifique ou de type C3d
positif est plus élevée lorsque les titres d’agglutinines froides sont élevés

* Des titres d’agglutinines froides sont en relation avec l'intensité de glycosylation de

leur chaines légeres.

<L (n =33 154-1:512 (n = =151 In= L2

=

s R REREREGE

mPolppeciic DAT  mMonospeciiicigt w Monospecific C2

Transfusion. 2021,61:1302-1311.
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Hémolyses autoimmunes & TDA négatif ..

L'incidence des anémies immunes a TDA négatif est estimée a 5-10% des patients.
Plusieurs mécanismes peuvent en étre responsables:
(1) Les seuil de détection est de 100 a 200 molécules d’IgG ou au moins 400 molécules
de complément par érythrocyte
Un taux plus faible peut étre suffisant pour causer une hémolyse, en cas de forte
affinité et capacité de I’Ac a fixer le complément (seuil de 78.5 molécules d’IgG
par érythrocyte détecté par techniques radio-immunologiques)
Des techniques plus sensibles comme, la cytométrie de flux peuvent révéler des
IgG non décelées par le test classiqgue mais elles sont rarement disponibles dans
les laboratoires de routine.
Le test d’élution, qui consiste a détacher les anticorps fixés puis a les identifier, a
une sensibilité proche de la cytométrie de flux.
(2) Le test de dépistage (TDA polyspécifique) peut donner un résultat négatif en cas
d’hémolyse a IgA ou IgM.
(3) Le anticorps de faible affinité peuvent étre perdus durant les étapes de lavage
(s’applique aux tests effectués en tube)

Engelfriet CP, Clin Exp Immunol 1970.
Kamesaki T, Am J Hematol. 2009. doi:

| page 31
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Hémolyses autoimmunes a TDA negatlf

* |l est important de différencier les AH autoimmunes a TDA négatif des autres causes
non immunes en raison des effets déléteres du retard diagnostic et des effets
secondaires des traitements immunosuppresseurs

* Causes des TDA négatifs : 80% IgG en trop faible quantité, 15% IgG de faible affinité,
4% IgA et 1% IgM

e Attitude en cas de TDA négatif

Exclure hémolyse
d’autre origine

TDA monospécifique
(IgG, IgA, 1gM, C3d) en
gel Autres méthodes plus sensibles

TDA polyspécifique
gel
*-TDA avec polybréne, lavage a froid, lavage au
LISS

*-TDA en cytométrie de flux,
immunoradiometric assay, enzyme-linked,

*mitogen-stimulated, Western blot
«-Elution

Transfusion. 2022;62:205-216.
J. Clin. Med. 2020, 9, 3858
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L’élution
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e |'élution consiste a décrocher les anticorps fixés sur les globules rc')uges m \//V,Q (meme i

lorsque le TDA est négatif) et les identifier par la suite.
e L'élution est plus sensible que le TDA et permet une concentration des IgG. Elle est

recommandée en situation d’hémolyse, méme si le TDA est négatif

 Méthodes:

dd%.

"*Ci i
= )\
fii e

Mixture of
antibody-coated
patient red blood
cells and elution

buffer cells

Dissociation
of antibody from
patient red blood

* Physiques: chaleur a 56°C, congélation-décongélation
* Chimiques: diminution du pH, solvants organiques comme le chloroforme.

Méthode

Ether, xyléne ou
chloroforme
Acides

Chaleur

+

Tres bons résultats * Dangereux

Tres bons résultats

l
Vg
)

. . Examine for
s specificity of the
. ‘ reaction

Reagent
red blood cells
(panel cells)

L'acide doit étre neutralisé

Oncohem Key.com

Tres bonne méthode pour * Pas adapté aux IgG

les IgM
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» Le lavage permet d'enlever les anticorps non fixés. Cela garantit que I"a'hticor'pié' %9,
retrouvé dans I'éluat était fixé de facon spécifique sur le GR.

« Contréle pour la qualité de I'élution: Garder la derniére eau de lavage, a tester en
cas d’élution positive montrant un allo-anticorps également présent dans le
plasma. Si la derniere eau de lavage est positive, le résultat de I'élution n’est pas
valide

» La derniére eau de lavage est le Ctl

NEGATIF
» Si elle est positive, cela signifie
Taster la gue des anticorps résiduels nan
dermier fixés sont présents
— :E"’“g";:‘* mmmp - En d'autres termes, I'luat peut
2 panel de . .
I RAI contenir des Ac plasmatiques
résiduels
Garde ;:-f' * Une positivité 3 la derniére eau de
arcer Fniere eauw 2
dela lavage rend I'analyse NON VALIDE
“— — —
Tester
Lawver plusieurs fois : Féluat
enlever tous les A I | ) ) e
. A panel des
non fixwes bustted hématies-
Baatd test
Eluat
L,
Ajout de Pacide et Centrifuger le Decanter et L'Sluat est prét 3 &tre

mélanger: dissocistion  tube: surnageant  3jouterle ampon  paqpe
de I'Ac en raison du pH  =ELUAT et contisnt ~ POUF restaurer le

bas les Ac finéz pH: |3 couleur
bleue indiqus gue

le pH est corrige

New York Blood Center Qhick Lesson : Elution and Eluates | page 34



o" b
Y 4 "' ’p '0
]
, .‘, ' %8 ’, ’, ?,
. o ’
e u Ion "ie ‘ o & l' %
. * ’ ’ I"

Résultat élution Situation clinique

négative * Meédicaments
* 1gG non spécifique
(hypergammaglobulinémie, myélome)
ou IgG de faible affinité
* Ac contre un Ag de basse fréquence

panréactive * Autoanticorps chauds
Anticorps avec * Alloanticorps lors de MHP, réaction
spécificité transfusionnelle

* Autoanticorps avec pseudo spécificité

Un TDA de type IgG +/- C3d associé a une élution négative, sont plus souvent observée
lors de:
= fixation non spécifique d’anticorps, réactions croisées ou activation de
complément (lors de : hypergammaglobulinémie, myélome, maladies hépatiques,
infections, néoplasie, lupus systémique, syndrome des antiphospholipides,
maladies rénales, complexes immuns circulants, médicaments, IVIG et sérum
anti-lymphocytaire, thalassémie, drépanocytose)
= anticorps de faible affinité,
= Anticorps dirigé contre un antigéne privé ( tester éluat avec CE)
= hémolyse medicamenteuse.
= Le prélevement sur sang de cordon peut également amener a un résultat
faussement positif en raison de la gelée de Wharton.-> lavage des hématies

New York Blood Center Qhick Lesson : Elution and Eluates

age 35
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L’élution

La performance de I'élution pour l'identification d’anticorps fixés est meilleure que le TDA
standard et est voisine de celle de méthodes trés sensibles comme le TDA par cytométrie
de flux. Ces 2 derniéres techniques peuvent déceler une faible proportion de GR
sensibilisés. Cependant leur sensibilité peut varier de cas en cas.

Table 1. Minimum proportion of antibody-coated RBCs in
non-sensitized RBCs that gave a positive test result.

Direct antiglobulin Antibody Flow
test detection in eluate  cytometry

Autoantibody (1) > 10% 5% 1%
Autoantibody (2) > 10% 10% 1%
Autoantibody (3) > 10% 2.5% 1%
Autoantibody (4) 10% 1% 1%
Autoantibody (5) > 10% 0.5% 1%
Anti-D (1) > 10% 1% 5%
Anti-D (2) > 10% 1% 2.5%
Anti-D (3) 10% 1% 1%
Anti-E > 10% 2.5% 5%
Anti-K > 10% 1% 1%

Haematologica vol. 85(2):February 2000 | page 36
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Indication a I’élution o ey, e Mgy TR,
< Reéaction transfusionnelle hémolytique méme si TDA nég ’
% Hémolyse non expliquée, méme si TDA nég
< TDA positif nouveau, d’intensité faible, associé a une transfusion récente
< Maladie hémolytique périnatale
> TDA pos IgG = 2+ chez nouveau-né
lllustration 5.4.2
[ oat st s rsmorn s | [ O “é@:ﬁ;;:izsﬁ:ioif:,z:"::r;;zi:““ «  Elution ABO
, i » greffe d’'organe ou CSH, ABO non
— identique
g * hémolyse sur concentré plaquettaire
S ! | | * hémolyse sur traitement
canssggutnings s o2 ‘ 0652+ ‘ o P d’immunoglobulines intraveineuses
| (patient de groupe A)

* réaction transfusionnelle chez patient

avec un anti-Al1 nouveau

Le résultat est

Résultat inchangé ou

h nettement meilleur
plus faible

mais £2+

Pas d' élution Elution
il | page 37
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Résultats d’élution

|AT et élution panréactifs

AutoAc chauds

tifs

Hémolyse médicamenteuse

ion néga

IAT negative et anti-K (KEL1) fixé

TS,

ion

t

V4

tion (réac
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Données internationales

s
La valeur d’une élution en transfusion est sa capacité a identifier un aIIoantlcorps cllhlquement ", -

significatif fixé sur les hématies mais non décelable dans le plasma.
La performance de | "élution est difficile a comparer dans notre pays et au niveau international car
n’est pas réaliséE dans les mémes situations

Auteur  Année DAT pos Elution Elution informative*
Huh 1985 515 DAT pos suite a autoCtl 114 nég 0
pos sur 14’548 tubes 18 pan-agglutination
52 anti-ABO
5 Ac spécifiques
5 réactions non spécifiques
Stec 1986 638 DAT pos suite a autoCtl 401 nég 4 (0.6%)
pos 154 pan-agglutination
60 : anti-ABO passifs
23:Ac
Domen 1986 122 DAT pos 83 nég 1 (0.8%) dont un anti-A et un non
35 pan-agglutination conclusif(?)
2 Ac
Judd 1986 778 DAT pos chez patients 518 nég 6 (0.7%) dont 2 anti-K, 3 anti-Jka
transfusés < 14 192 pan-agglutination et un anti-Lua.
16 Ac passifs
52 alloAc
Yazer 2009 648 DAT pos 244 nég 2 (0.9%) dont un anti-E et un anti-
284 pan-agglutination D (DAT + microscope)
30 anti-ABO
90 Ac
Geisen 2017 29’942 DAT pos sur 159’719 2866 élutions selon 40 (1.4%) dont 14 anti-E et 11
tubes. Patients transfusés < algorithme (pas d’élution anti-Jka.
28] si C3d+ seul) (98% DAT IgG <2+ et81% TS <
14j)
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En Suisse
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Inselspital 2015 1357 1100 nég, 200 pan-agglutination, 20 ABO,37 Ac 5 (0.4%) dont un anti-C, un anti-E, un
anti-Fya et 2 anti-Jka (DAT 1gG +/- a 2+
UszZ 2017 797 747 nég 40 non spécifigues,3 auto Ac, 2 alloAc 0
umMT CHUWV 2019 421 244 élutions ]
IRB BERN 2022 498 142 nég, 36 non spécifigues, 7 AlloAc, 4 2 (1%) dent un anti-E et un anti-5 [7)
Rhophylac, 8 ABO
UMT CHUV 2022 1115 252 nég, 21 AlloAc, 5 Rhophylac 1 anti-K {0.3%])
ICH [HVS + 2022 1783 104 nég, 9 AlloAc 2x anti-E [1.7%)
HRC)
ZHBSD 2022 819 446 nég, 11 AlloAc ]
ZH Triemli 2022 801 26 nég, 2 AlloAc 0
SRTSTI 2022 1603 689 nég, 102 non spécifigues, 1 Rophylac, 14 0
ABD, 13 AlloAc
BSD 2022 335 167 nég, 1 non specifigue, 1 Rophylac, 2alloAc 0
Ostschweiz
Inselspital 2022 1856 132 nég, 6 non spécifiques 0
Kantonspital 2022 1930 213 nég, 39 non spécifigues, 1 Rhophylac, 0
Luzern 1ABO, 1AalloAc
HUG 2022 1803 421 nég, 70 non spécifigues, 4 ABO, 14 AlloAc 1x anti-C (0.234)
BSD SRK 2022 g4z 317 nég, 29 non spécifiques. 36 ABO. 1alloAc 0
beider Basel
Admed(JU) 2022 153 101 nég, 44 non spécifigues, 3 AlloAc 0
TOTAL 14443 58890 élutions (14% positives) 11 (0.2%) -> 1 élution sur 500
[40% sont élués)
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Rare : 1 sur 1 million

> 140 médicaments en cause

Hémolyse souvent sévere, intravasculaire
Peut entrainer le décés du patient
Mécanisme non complétement élucidé.
Plusieurs hypotheses différentes (haptene,
néoépitope, adsorption non immunololgique,

autoAc).

ANTICORPS ANTI-MEDICAMENTS

(AAM)

Dépendants

=> nécessitent la présence du
médicament dans le mélange réactionnel

Réactifs contre les GR Réactifs contre les GR natifs
traités par le en présence d’une solution
médicament de médicament

« médicament « complexe immun »

adsorbé »

ex: Ac anti-pénicilline et

certaines céphalosporines ex: Acs anti-ceftriaxone, quinine

Indépendants

=>ne nécessitent pas la
présence du médicament dans le
mélange réactionnel

- « vrais » auto-anticorps (IgG)

- ne peuvent étre différenciés des
auto-Ac des AHAI idiopathiques

mécanisme « auto-immun »

ex: auto-anticorps induits par méthyldopa,
fludarabine

’, . v 5 b= e
o'y . o " 0 %o .,
Médicament
Cefotetan
Ceftriaxone
Piperacilline

B-lactamase inhibiteurs

Autres céphlosporines

Autres

total

36 (4)
17 (5)
14(1)

11

83 (10)

11
100

| page 41
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Les hémolyses médicamenteuses =~ g )l

* Présentation initiale peut ressembler a AutoAc chauds, froids, réaction

transfusionnelle
* TDA positif. RAI positif si médicament toujours présent dans le plasma ou
 Mais aussi résultats atypiques ( ressemble a alloAc ou a réaction non

spécifiques

Poly 3-4+
Anti-IgG 3-4+
Anti-C3d 0-3+
I 0 0 0-4+
Il 0 0 0-4+
1] 0 0 0-4+
I 0-1+
[l 0-1+
I 0-1+

| page 42



Différence entre Ac médicaments-AutoAc chauds

Médicaments

AutoAc chauds

Elution

Négative /faible pos | Fort pos

RAI

Positive transitoire

Positive persistante

La corrélation temporelle entre traitement et hémolyse ainsi qu’une exposition

Présence d’autoanticorps apparent

I
2¢me échantillon collecté 48-72h apres I'arrét du

médicament
Persistance de Disparition de
I"autoanticorps I"autoanticorps
Anticorps anti-médicament
Vrai réagissant contre le médicament
autoanticorps présent dans le 1°"échantillon

antérieure est un élément essentiel du diagnostic.

Des tests spécialisés (laboratoire de référence international) en présence du

médicament ou de son métabolite permettent de confirmer le diagnostic mais sont

rarement réalisés.
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* Enfant de 7 ans, traité pour une maladie hématologique | 5 teay hmey

* Hospitalisé pour état fébrile

* Mis sous traitement antibiotique (amikacine, ceftriaxone)

* || développe rapidement apres la prise du médicament des douleurs abdominales et
lombaires avec vomissement, des urines foncées, une hypotension

e Chute de I'Hb de 117 a 44 g/l en quelques heures

* Signes d’hémolyse avec LDH a 1700 U/I

* TDA positif de type C3d +++ avec élution négative,

e Ac anti-ceftriaxone a un titre élevé dans le plasmas, disparition auJour 5

e T
Q!‘

One week Day 1 Day 1 Day 2 Day 3 Day 4 Day5

prior 1PM 9PM iransyusion 2010;50:1647-1648. P29 44



Conclusion b MR, g

* Le TDA qui a été mis au point il y a plus de 70 ans, reste un élément
essentiel dans le domaine de la transfusion et du diagnostic des
hémolyses

e Un résultat de TDA nécessite toujours d’étre corrélé a la situation
clinique car il n‘est pas capable de prédire la présence ou la sévérité
d’'une hémolyse. La valeur prédictive du TDA n’est donc solide que si elle
est corrélée a une hémolyse.

e La survenue d’'un TDA positif d’intensité faible dans les 14 jours apres

transfusion doit faire rechercher une alloimmunisation

* En cas d’hémolyse post-transfusionnelle, une élution est préconisée a la
recherche d’une alloimmunisation méme si le TDA est négatif

Lab Medicine 2020;51:50-55
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