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Zetapotential = 17 — 18 mV










Agglutination artificielle

@ a l'aide de protéases (Broméline, papaine,
ficine, trypsine)

=  reéduction de la charge négative des
W ENEUES

@ a l'aide de substances (albumine 30%,
dextran)

= augmentation de la constante
dielectrique du milieu
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@ a l'aide de LISS (Low lonic Strength Solution)

= action complexe :
N charge négative des GR
71 constante diéelectrigue du milieu
7 vitesse de réaction ag - ac
21 VGM des GR

@ réactif de Coombs




Anti-19G
Anti-C3d



















anti- IgG

Lavage des GR séerum anti- Agglutination
sensibilisés in vivo globuline humaine
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Technique en tubes
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% Utiliser un temoin de Coombs direct
faiblement positif systématiquement lors
d’'une série d’analyses

3% si technique en tube: valider tout resultat
negatif, par un « Coombs Control »

| —




Coombs direct

* alloac maternel

2. Anémie hémolytiqgue auto-immune

*- autoanticorps

3. Apres une reéaction transfusionnelle

* PFC incompatible




Tube EDTA







sensibilisation In vivo avec des alloanticorps

Anticorps maternels (1gG)

DAT positif : AHNX

Si anti-D, de quel groupe est la mere?




sensibilisation In vivo avec des alloanticorps

Anticorps maternels (1gG)

DAT positif : AHNX

Si anti-A, de quel groupe est la mere?




sensibilisation in vivo
avec des autoanticorps

Warm autoantibodies
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catent o>~ react with patient’s RBCs
0 (19G4; 19Gy)
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IN VIVO RED CELL SENSITIZATION
WITH










&
H
L=
£l
i
%
(1]

Patient CT avec agglutinines froides










Reéaction transfusionnelle

anticorps du donneur (plasma)
se fixent sur les GR du receveur

DAT + apres transfusion de plasma ABO
Incompatible

(PFC, préparations plaguettaires)
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Red Urine

Red Plasma

Platelet Recipient Complement
Bagwith T Red Cells S

Incompatible
Plasma
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sensibilisation in vivo avec des alloanticorps

alloanticorps du receveur
recouvrent les GR du donneur
récemment transfuses

DAT + : hemolytic transfusion reaction
(HTR) souvent hémolyse des GR du
donneur in vivo avec DAT neg!




Phénotypes erythrocytaires autres gue
ABO et D

. 0
La détermination des antigenes ﬂlz e fg

chez le donneur doit étre effectuée
en double sur iﬁ

avec des héematies hetereueLeEsS
(controle positif) et des HEmatics, .
exemptes de |I'antigene(Conele
négatif)




Anémies regeneratives (peripherigues)

 Anémies hemolytiques
o d’origine extracorpusculaire




Jies medicamenteus

ciclosporie

\Q\\x\\




Mécanisme par complexes immuns

10
g drug COI\/IPLEI\/IENT

COMPLEX
FORMATION

\

(qumlne)




Drug Therapeutic Category Possible Mechanism

Cardiac depressant, antiarrhythmic
Quinine Antimalarial

Acetaminophen Analgesic, antipyretic DD-IC
Aminopyrine Analgesic, antipyretic DD-IC
Amphotericin B Antifungal, antibiotic DD-IC
Ampicillin Antibacterial DD-IC
\Antaznline Antihistamine DD-IC
Apazone (azapropazone)  Anti-inflammatory, analgesic DI, DD-DA
Buthiazide (butizide) Diuretic, antihypertensive DD-IC
Carbenicillin Antibacterial DD-DA
Carbimazole Thyroid inhibitor DD-IC
Carboplatin Antineoplastic DD-DA, DD-IC
Carbromal Sedative; hypnotic DD-DA
Catergen Diarrheal astringent, treatment of hepatic disease DI
Cephalosporins Antibacterials
First generation NIA, DD-DA
Second generation DD-IC, DD-DA, DI
Third generation DD-I1C, DD-DA, DI

AABB, Technical Manual, 2005




( Mecanisme par complexe immun

Coombs direct

Polyspécifique | Anti-IgG | Anti-C3d

anticorps décelables si le
serum du patient,

, du
Complément sont incubes
avec des hematies

Anticorps

ENEYN
présence du
médicament




hémolyse intravasculaire par activation du Complément par
complexes immuns (drogue-antidrogue)




Adsorption médicamenteuse

@atient

(penicillin) Y X




Adsorption médicamenteuse

Coombs direct

Polyspécifique | Anti-lgG

anticorps de titre anticorps
élevé décelable si décelable en
le sérum du patient | présence
est incubé avec d’hématies
recouvertes
par le
meédicament




Therapeutic Category

Possible Mechanis

Melphalan
6-Mercaptopurine
Methadone

Methicillin

Methotrexate
Methyldopa
Moxalactam (latamoxef)
Nafcillin

Nomifensine
n-Aminnsalicvlic_acid

Antineoplastic

Antineoplastic

Narcotic analgesic
Antibacterial

Antineoplastic, antimetabolite
Antihypertensive
Antibacterial

Antibacterial

Antidepressant
Antitubercular

DD-IC
DD-DA

?

DD-DA
DD-IC

DI

DD-IC, DI
DD-DA
DI, DD-IC
DD-IC

Penicillin G

Antibacterial

DD-DA

Phenacetin
Piperacillin
Podophyllotoxin
Probenecid
Procainamide
Propyphenazone
Pyramidon
Quinidine

Quinine

Ranitidine

Rifampin (rifampicin)
Sodium pentothal
Stibophen
Streptomycin
Sulbactam sodium
Sulfonamides
Sulfonylurea derivatives
Sulindac

Suprofen

Suramin
Temafloxacin
Teniposide
Tetracycline
Thiopental
Tolbutamide
Tolmetin
Triamterene
Trimellitic anhydride

Analgesic, antipyretic

Antibacterial

Antineoplastic, cathartic

Uricosuric

Cardiac depressant, antiarrhythmic
Analgesic, antipyretic, anti-inflammatory
Analgesic, antipyretic

Cardiac depressant, antiarrhythmic
Antimalarial

Antagonist (to histamine Hz receptors)
Antibacterial, antitubercular

Anesthetic

Antischistosomal

Antibacterial, tuberculostatic
p-lactamase inhibitor/antibacterial
Antibiotics

Antidiabetic

Anti-inflammatory

Anti-inflammatory, analgesic
Antitrypanosomal, antifilarial
Antibacterial

Antineoplastic

Antibacterial, antirickettsial, antiamebic
Anesthetic

Antidiabetic

Anti-inflammatory

Diuretic

Used in preparation of dyes, resins, etc

Analne anti-inflammatn

DI, DD-IC
DD-DA, DD-IC
?

DD-IC

DI

DD-IC

DD-IC
DD-DA, DD-IC
DD-IC

?

DD-IC

DD-IC

DD-IC

DI, DD-DA, DD-IC
NIA

DD-IC

DD-IC
DD-DA, DI
DD-IC, DI
NIA

DD-IC

DI, DD-IC
DD-DA?, DD-IC
DD-IC

DD-DA

DI, DD-IC
DD-1C

n

DD-DA. DD-IAMBB, Technical Manual, 2005




Drug - related autoantibodies




AUTOANTIBODY FORMATION
MECHANISM

DRUG

sl AUtO ab
(methyldopa)

De 1970 a 1980: surtout methyldopa ( * hypertension) qui induisait
des AHAI avec test de Coombs direct positif.

Ce medicament etait responsable de 15 % DAT +, mais 1 % de ces
patients developpent une AHAI.




Formation d’autoanticorps

@tient

T

auto ab
40

auto ab




Formation d’autoanticorps

Coombs direct

Polyspécifique | Anti-IgG | Anti-C3d

Autoanticorps | Réagit avec
réagit avec des
des hématies | hématies

normales normales







De nos jours, les médicaments causant des AHAI sont les
analogues des purines comme la fludarabine (pour traiter
les LLC) et aussi d’autres purines comme la cladribine.

Mais, attention, le medicament et aussi la LLC
développent des DAT +.




Beaucoup d’autres
meédicaments induisent des
AHAI, mais pour prouver
cela, il faut des tests
serologiques et une

Des I’arrét du médicament,
tout redevient negatif !

Mais, pas tout de suite...




TABLE 3. DAT results compared to drug course*

DAT strength Days after discontinuing drug
of reactivity Total <3 3-7 8-14 >14 Not known

4+ 25 12 2 2
3+ 19 6 1 1

2+ 7

1+ Fi 1

W+ 10

0 3 1

* Length of drug exposure (in days) was not available in 23 cases investigated.




Coombs direct négatif
dans anemies hemolytigues
d’origine autoimmune

>—10 %

Nombre insuffisant d’anticorps fixes sur
les GR

Auto-anticorps de type IgA ou IgM

Faible affinité des autoanticorps avec
I'timplication éventuelle des NK




Modification de la membrane

MEMBRANE MODIFICATION
@tient

SN NON-SPECIFIC PROTEIN
( ADSORPTION

X
K

DRUG X :/

(cephalosporin Y X

first generation)

PROTEINS © @ P




Modification de la membrane

Coombs direct

Polyspeécifique

Anti-IgG

Anti-C3d

Meéecanisme non immunologique




anticorps

Etude de 53 patients avec anémie hémolytique
Immune apres prise de drogue
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T Number of

Drug patients  Anti-lgG  Anti-C3  Anti-IgM  Anti-IgA
Cefoxitin 1 11 0/ 1 NT NT
Cefotaxime 1 11 11 NT NT
Celtriaxone 8 G/8 7 0/5 0/5
Cefotetan 43 @ @ 227 1EIE_?

fusion, vol 39, Nov-Dec 1999
G. Garratty and coll




Analyse des sera des patients en presence de GR
normaux (traités ou non par enzyme) et du medicament

en solution
Serum + untreated Serum + untreated Serum + enzyme-treated
RBCs + drug ~ RBCs + PBS ~BCs + drug
Agglutination  Lysin |AT Agglutination AT Agglutinatiorl, Lysin AT
Cefoxitin 01 0/1 111 0/1 0/ 0N 0/1 111
Cefotaxime 111 0/1 11t 0/1 0/ 1/1 0/ 11
Ceftriaxone 718 0/8 6/81 0/7 117 8/8 4/8 8/81

Cefotetan 9/42 442 \41/42§ 0/42 4/42 37/38ll 12/40 \ 31/37Il
N g .

Mécanisme par Controles
- négatifs
complexes immuns

ansfusion, vol 39, Nov-Dec 1999
G. Garratty and coll



anticorps

Eluate

eluate (wash) Drug-treated  Untreated
Drug (number tested) RBCs RBCs
Cefoxitin Xylene @ 0/1
Cefotaxime Xylene 0/1
Ceftriaxone Xylene (1)
Acid (kit) (2) 0/2 0/5
Acid (PBS) (1)
Cefotetan Acid (kit) (16) 7116
Acid (PBS) (17) 417
Acid (LISS) (9) 1/8

Transfusion, vol 39, Nov-Dec 1999

Adsorption

G. Garratty and coll



Conclusion:

la plupart des céphalosporines de 2eme et
3eme genérations induisent des anticorps
selon les 2 mécanismes immuns:

= par complexes s
I:>

Mais, un 3eme meécanis




| TABLE 4. Results of testing patients’ sera against
unireated and enzyme-ireated HECs'wi!hnut drug |
present (i.e., to detect drug-independent antibody

Methods (IAT resulls)

Drug Saline PEG Enzymedtrea;t_ed RBCs
Cefoxitin 0/1 NT 11
Cefotaxime 1/1 NT 0/
Ceftriaxone 1/8 NT 218
Cefotetan _ 1 -'-t"‘fa:_l:’i‘- 1 91'!43_ ~ 18+/40

meécanisme par ac independant

_ I Transfusion, vol 39, Nov-Dec 1999
du médicament type autoac G. Garratty and coll




Therapeutic Category Possible Mechanism

Cephaloporins Antibacterials
Second generation DD-IC, DD-DA, DI
DD-IC, DD-DA, DI

Third generation

PIDEGR=NNECANISME par complexe immun

DIVEDASNTIECAnISmE par adsorption sur la membrane

D) SlelgNndependent (type autoac)

AABB, Technical Manual, 2005



Schéema pour une théorie unifiée expliqguant tous
les mecanismes d’action induisant des anticorps

ANTIBODY 7 2
TO DRUG “

NTIBODY TO ANTIBODY
MAINLY) MEMBRANE ) TO DRUG AND

OMPONENTS MEMBRANE
N COMPONENTS

RBC MEMBRANE

1. Type complexe-immun

2. Type haptene (adsorption) ansfusion, vol 39, Nov-Dec 1999

3. Type autoanticorps G. Garratty and coll



Oxaliplatin produisant une pancytopénie
dans un cancer du rectum

79ans, F., Hb=12,8 g /dL
Traltement avec (Hb=9 g/ dL):

= thrombopeénie, neutropenie et hémolyse légere

Tests specifigues qui déemontrent la présence d’anti-
oxaliplatin réagissant avec les plaquettes, les
granulocytes et les hematies

Transfusion, vol 45, May 2005

Behrouz Mansouri, A. Salama and coll




Oxaliplatin produisant une pancytopenie dans
un cancer du rectum

TABLE 1. Results of serologic testing

Patient's serum  Normal serum
Reactants - sample sample

RBCs

DAT
Anli-lgG
Anti-IgM
Anti-lgA
Anti-C3d
Control

Eluate

|AT
Patient's serum sample plus RBCs

’F‘atiem's serum sample plus oxaliplatin plus RBCs

Transfusion, vol 45, May 2005
Mecanisme par complexes Immuns| Behrouz Mansouri, A. Salama and coll




Oxaliplatin produisant une pancytopenie dans un
cancer du rectum

médicaments produisant une bi ou pancytopéenie sont rares
mécanisme démontre est de type IC
hémolyse est légere:

#*  active peu le Complement (anti-C3d +/-) avec
destruction extravasculaire

#*  séquestration des plaguettes et des neutrophiles
domine, donc moins de destruction erythrocytaire

Transfusion, vol 45, May 2005

Behrouz Mansouri, A. Salama and coll




Remarques

Lors de la prise de certains médicaments (dans les
thérapies lourdes et de longue durée), il serait judicieux
de faire des analyses d’immuno-hématologie, type DAT
avec recherche de sensibilitée aux drogues

Le patient a pu étre sensibilisé auparavant lors d’une
Intervention chirurgicale ou il n’a pas recu du sang (donc
pas de controle DAT), mais ou des antibiotiques ont éte
utilisés largement comme prophylaxie




One center’s experience: the serology and drugs associated with
drug-induced immune hemolytic anemia—a new paradigm

Susan T. Johnson, Judith T. Fueger, and Jerome L. Gottschall

Transfusion, vol 47, April 2007




nouveaux medicaments induisant une anémie
hémolytique immune

DAT tres positif dans 75% des cas

éluat negatif 73% des cas

éluat > 2+ seulement chez 2 patients

52% dues aux céphalosporines (surtout anti-Cefotetan)

4 anti-inflammatoires non stéroidiens ont besoin d’'une
analyse des métabolites dans 'urine en plus du DAT




TABLE 4. DAT reactivity and specificity*

Reactivity IgG Only ‘IgG and C3 ‘ C3 only
4+ 5 19 1
3+ 4 15
2+ 1 6
1+ 5 2
Weak+ 2 4 4
5

Totals 17
N/




Une nouvelle classification est proposeée en fonction
de I'interaction du médicament avec les GR:

Ceux qui s’attachent fortement par liaison covalente sur
les GR de type haptene dont les anticorps sont déetectés

par des hématies-tests recouvertes par le médicament

4

&

Ceux qui s’attachent faiblement de type @ 2
complexes immuns dont les anticorps sont
détectés par le médicament sous forme soluble




technigue pour démenitrer
la présence de complexes Immuns

s e S MR S S

. 2 gouttes sérum du patient

2 gouttes de drogue

W 2 gouttes de sérum frais (C’)

iIncuber 1-2 heures a 37 °C, centrifuger

et lire pour ’hémolyse et 'agglutination,

Puis, faire IAT avec lecture finale




technigue pour démenitrer
la présence de complexes Immuns

s e S MR S S

= I’lhemolyse ou I'agglutination directe des
tubes avec le sérum du patient
et I’absence de réaction dans les tests de

controle indigue des anticorps anti-drogue

= |e serum frais et les GR 0 traites avec de
I’enzyme augmentent la sensibilité du test c-a-d
’agglutination éventuelle 2




technique pour démonfrer

2
. 2 gouttes serum ou éluat du patient

incuber 60 min a 37 °C, centrifuger et lire
pour hémolyse et agglutination, puis faire
IAT

60 min TA ou 37 °C

interprétation:




technique pour démontrer
ex=vivo la présence de complexes drogue [ anfi-crogue

= S |
o SN S S ne e

15~ A3 ‘:; Sons =N || SN TTSUETS =I\=N=
(recimical Manuaj 2
S S s ——— e

2 gouttes sérum du patient +
sérum (ou urine) du donneur
ayant ingéré la drogue

incuber 1-2 heures a 37 °C, centrifuger

e \ et lire pour I’lhémolyse et I'agglutination,
' _ I puis faire IAT
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