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Résumé  
 

Le diagnostic des anémies hémolytiques auto-immunes est un diagnostic clinico-biologique. Le test direct à 
l'antiglobuline (TDA) est la pierre angulaire de l'enquête étiologique d'une anémie hémolytique. Il permet de 
caractériser le mécanisme de l'hémolyse: immunologique ou non immunologique. Une attention particulière 
doit être apportée à l'interprétation des résultats du TDA.  Nous ferons la synthèse du diagnostic immuno-
hématologique à entreprendre devant la suspicion d’une AHAI. Cette exploration biologique répond à un 
triple objectif : établir le diagnostic et le type du conflit auto-immun, détecter les facteurs prédictifs de 
sévérité et garantir la sécurité transfusionnelle. Nous proposerons à la fin un algorithme du diagnostic 
immunohématologique des AHAI.   
 
Mots-clés : Anémie ; Hémolyse ; Antiglobuline ; Autoanticorps 
 
Abstract  
 
Immunohematological diagnosis of autoimmune anemia is a clinic biological diagnosis. The direct 
antiglobulin test (DAT) is the cornerstone of the etiological investigation of hemolytic anemia. It allows the 
characterization of the hemolysis’s mechanism: immunological or non-immunological. Special attention 
should be paid to the interpretation of the results of TDA. We will synthesize the immunohematological 
diagnosis to be undertaken if AHAI is suspected. This biological exploration has a triple objective: to 
establish the diagnosis and the type of autoimmune conflict, to detect predictive factors of severity and to 
guarantee transfusion safety. We will propose at the end an algorithm of immunohematological diagnosis of 
AHAI. 
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1. Introduction  
 
Les anémies hémolytiques auto-immunes font 
partie des anémies hémolytiques acquises d’origine 
extra-corpusculaire. Elles sont liées à la destruction 
accrue des hématies autologues par des 
autoanticorps dirigés contre des antigènes de la 
membrane érythrocytaire [1-3]. Ces autoanticorps 
sont produits par les lymphocytes B auto-réactifs 
suite à la rupture de la tolérance immune. Bien que 
les AHAI soient les plus fréquentes des anémies 
hémolytiques acquises, elles restent un événement 
rare comparativement à d’autres maladies auto-
immunes puisque leur incidence annuelle est 
estimée entre 1 à 4 pour 100 000. Elles peuvent 
survenir à tout âge de la vie avec une discrète 
prédominance féminine [4,5]. 
La grande variabilité des AHAI se traduit par les 
nombreuses classifications proposées en fonction 
de critères immunologiques, étiologiques ou 
évolutifs. En pratique courante, la connaissance des 
caractéristiques des autoanticorps responsables a 
une valeur pronostique et permet d’orienter le 
traitement. Le laboratoire d’immunohématologie 
est donc un support indispensable à la décision et 
au suivi thérapeutique. On distingue les AHAI à 
autoanticorps chauds, les AHAI à autoanticorps 
froids, les AHAI mixtes et l’hémoglobinurie 
paroxystique à frigore.  
Le diagnostic biologique des AHAI a largement 
bénéficié des progrès accomplis dans le domaine de 
l’immunohématologie érythrocytaire, marqués 
essentiellement par une optimisation des méthodes 
de détection des autoanticorps et par l'apparition 
des anticorps monoclonaux. 
Après une première partie consacrée à la 
classification immunochimique des AHAI, nous 
ferons la synthèse du diagnostic immuno-
hématologique à entreprendre devant la suspicion 
d’une AHAI. Cette exploration biologique répond à 
un triple objectif : établir le diagnostic et le type du 
conflit auto-immun, détecter les facteurs prédictifs 
de sévérité et garantir la sécurité transfusionnelle. 
Nous proposerons à la fin un algorithme du 
diagnostic immunohématologique des AHAI. Nous 
n’aborderons pas, dans cette revue générale, les 
examens complémentaires à entreprendre pour la 
recherche d’une cause sous-jacente.  
 
2. Classification immunologique des AHAI  
 
La diversité clinique des AHAI est expliquée par la 
diversité biologique des autoanticorps anti-
érythrocytaire. Ainsi, les AHAI sont classées selon  

 
les caractéristiques de l’auto-anticorps en cause : 
cible antigénique, optimum thermique, classe 
immunochimique, conditions de fixation et 
caractère hémolysant. Cette classification revêt un 
intérêt clinico-biologique, pronostique et 
thérapeutique [6]. 
Les autoanticorps sont ainsi qualifiés de « chauds » 
lorsqu’ils exercent leur activité hémolytique 
maximale (optimum thermique) à des températures 
comprises entre 35°C et 40°C, et de « froids » 
lorsqu’ils sont actifs à des températures inférieures 
à 30°C (optimum thermique se situant 
habituellement à 4°C).  
Les autoanticorps chauds, qui sont responsables de 
60 à 80% de l’ensemble des AHAI [5], sont le plus 
souvent d’isotype IgG et sont dirigés contre un ou 
plusieurs antigènes du système Rhésus [7]. 
L’hémolyse est essentiellement de type intra-
tissulaire et de siège principalement splénique. A 
l’inverse, les autoanticorps froids, encore appelés 
agglutinines froides, sont presque toujours de type 
IgM et ciblent principalement l’antigène I ou i à la 
surface des hématies. Les agglutinines froides, par 
leur structure pentamérique, fixent et activent le 
complément et entrainent une hémolyse 
intravasculaire ou une lyse des hématies de siège 
essentiellement hépatique, par le biais des 
macrophages exprimant le récepteur du C3d [8]. 
Sur le plan clinique, les AHAI à autoanticorps 
froids comprennent la forme chronique appelée la 
maladie chronique des agglutinines froides 
(MCAF) et les formes transitoires. 
La présence simultanée d’auto-anticorps chauds et 
d’agglutinines froides à titre élevé (>1/1000 à 0-
4°C) ou à large amplitude thermique (30-37°C) 
définit les AHAI mixtes (5 %). Enfin, la forme la 
plus rare (1 %) est l’hémoglobinurie paroxystique à 
frigore induite par un autoanticorps, qualifié 
d’hémolysine biphasique, de classe IgG et de 
spécificité P qui se fixe sur les hématies à froid et 
active les premiers composants du complément. A 
37°C, l’activation de la cascade du complément se 
poursuit jusqu’à l’hémolyse [9]. 
 Les principales caractéristiques des 
différents types d’AHAI et les propriétés 
immunochimiques des autoanticorps en cause sont 
résumées dans le tableau I. 
 
3. Diagnostic positif des AHAI : Test direct à 

l’antiglobuline 
 
Devant la suspicion d’une AHAI, 3 questions 
doivent être posées : existe-il une hémolyse ?  
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L’hémolyse est-elle d’origine immunologique ? Si 
oui, quel est son type ? 
 
3-1- Existe-il une hémolyse ? 
 
La recherche de stigmates d’hémolyse est 
indispensable dans la mesure où elle permet 
d’évaluer la signification clinico-biologique d’un 
test direct à l'antiglobuline (TDA) positif. Au 
niveau hématologique et biochimique, l’hémolyse 
exagérée se manifeste par : 
- Une augmentation du taux des réticulocytes >  
120 000 /µL. Toutefois, une réticulocytopénie est 
observée au cours de la phase aiguë de l’AHAI, en 
cas de déficit en fer, de destruction des précurseurs 
érythroïdes par les autoanticorps, d’infiltration de 
la moelle osseuse, de l’aplasie médullaire ou 
d’infection par le parvo-virus B19 [8, 9] 
- Au frottis sanguin : Des microsphérocytes, une 
polychromatophilie, une discrète myélémie 
incluant les érythroblastes, parfois des schizocytes 
dans les hémolyses intravasculaires, une  
agglutination des globules rouges en présence 
d’agglutinines froides 
- Une hyperbilirubinémie à prédominance non 
conjuguée 
- Des lactates déshydrogénases: augmentées ou 
normales 
- Une haptoglobine : diminuée ou effondrée dans 

les hémolyses intravasculaires 
- Une hémoglobinurie dans les hémolyses 
intravasculaires 
- Une hémosidérinurie : détectée environ 1 

semaine après une hémolyse intravasculaire 
 
Toutefois, ces paramètres biologiques peuvent être 
normaux surtout en cas d’une hémolyse modérée et 
compensée [8,9].  
 
3-2- L’hémolyse est-elle d’origine 
immunologique ? 
 
Devant une anémie hémolytique, il importe d’en 
identifier l’étiologie. La première étape consiste à 
caractériser le mécanisme de l’hémolyse : 
immunologique ou non immunologique. 
L’implication d’un mécanisme immunologique 
repose sur la positivité du TDA, encore 
communément appelé test de Coombs direct, pierre 
angulaire du diagnostic de l’AHAI [10].  
 
Principe et aspects techniques du TDA :  
 
  

 
C’est un test d’agglutination artificielle qui met en 
évidence, grâce à une antiglobuline humaine, la 
sensibilisation in vivo des globules rouges par des 
immunoglobulines (Ig) G, M, A et/ou des fractions 
du complément (C3d), traduction du conflit 
immunologique en cause   [11,12]. En effet, 
l’antiglobuline humaine entraine la formation de 
ponts et l’agglutination des globules rouges 
sensibilisés. Il est recommandé de toujours 
commencer par une antiglobuline polyspécifique 
ayant une activité anti-IgG et anti-C3d [13,14] puis 
compléter par des antiglobulines spécifiques (anti-
IgG, anti-C3d, anti-IgA, anti-IgM) [8].Il faut 
souligner que la présence d’IgM à la surface des 
hématies ne peut, en règle générale, pas être 
démontrée de façon directe, les IgM étant le plus 
souvent spontanément éluées de la surface des GR.  
Actuellement, le TDA fait appel à des 
antiglobulines humaines monoclonales et la 
technique classique en tube est le plus souvent 
remplacée par une technique en microfiltration à 
l’aide d’une batterie de gels contenant chacun un 
Ac monoclonal spécifique (figure1). Ces progrès 
ont haussé la sensibilité du TDA puisqu’ils 
permettent de détecter jusqu’à 100 à 150 Ig et/ou 
fractions du complément fixées par hématies, au 
lieu de 500 par la technique en tube [15].  
Il est également possible d’identifier la sous classe 
de l’IgG par des procédés de microfiltration. Ceci 
peut apporter une valeur de gravité puisque la 
présence d’IgG3 a été corrélée à une hémolyse 
sévère en raison de sa capacité à activer le 
complément [8, 16]. 
Prélèvement sanguin nécessaire : 
Le TDA se fait sur un prélèvement sanguin réalisé 
dans un tube avec anticoagulant de type EDTA qui, 
par le biais de la chélation de calcium, évite la 
fixation de C4 source de faux positif avec certains 
réactifs. En effet, cette fraction du complément 
peut se fixer sur les hématies prélevées dans un 
tube sec et conservé à +4°C. Le test doit être réalisé 
dans un délai maximal de 48 heures après le 
prélèvement [17,18]. 
Signification diagnostique du TDA : 
L’interprétation des résultats du TDA n’est pas 
toujours aisée. Le plus difficile est de rattacher un 
TDA positif à un contexte pathologique.  Dans ce 
sens, un TDA positif isolément n’a pas de valeur 
pathologique propre en l’absence de stigmates 
clinico-biologiques d’hémolyse. De même, une 
hémolyse d’origine immunologique plus ou moins 
importante peut être associée à un TDA négatif.  
 
 

I. BEN AMOR et al. 



4 
 

J.I. M. Sfax, N°33; Oct 19 ; 1 - 10 

 
Nombre de circonstances pathologiques peut 
s’associer à un TDA faussement positif par 
adsorption non spécifique d’Ig ou de complexes 
immuns à la surface des globules rouges : hyper-
gammaglobulinémies polyclonales, autres maladies 
auto-immunes, administration intraveineuse d’Ig 
polyvalentes, myélome, cirrhose, infections 
chroniques, anémie hémolytique immunoallergique 
causée par un médicament [9]. Un TDA positif en 
l’absence de toute hémolyse a même été rapporté 
dans la population générale avec une fréquence 
estimée de1/1000 à 1/ 14000 donneurs de sang [19-
21]. La signification de ce résultat n’est pas 
clairement élucidée, mais certains individus 
peuvent développer ultérieurement une AHAI ou 
un cancer [22,23]. Cette prévalence s’élève jusqu’à 
1% à 15% dans des populations de patients 
hospitalisés n’ayant aucun signe clinique associé ni 
symptôme d’hémolyse [24]. 
Un TDA positif permet de confirmer la 
sensibilisation des hématies par des anticorps sans 
pour autant signifier à coup sûr une AHAI [10]. De 
ce fait, le contexte clinique est un élément majeur 
dans l’interprétation d’un TDA positif. Ainsi, 
devant un TDA positif avec une hémolyse 
évidente, 5 questions doivent être posées avant de 
porter le diagnostic d’une AHAI :  
(1) Y a-t-il un historique transfusionnel dans les 
3 derniers mois ? Si oui, il peut s’agir d’une 
réaction hémolytique retardée et la positivité du 
TDA serait expliquée par la sensibilisation des 
hématies incompatibles du donneur par un allo-
anticorps anti-érythrocytaire circulant dans le 
plasma du receveur.  
(2) En période néonatale, s’agit-il de la maladie 
hémolytique du nouveau-né ? Dans ce cas, le 
TDA positif atteste la sensibilisation des globules 
rouges du nouveau-né par des anticorps anti-
érythrocytaires d’origine maternelle.  
(3) Quels sont les médicaments pris par le 
patient ? Plusieurs médicaments peuvent entraîner 
des anémies hémolytiques immuno-allergiques.  
(4) Le patient a-t-il subi une transplantation 
d’organe ou une greffe de cellules souches 
hématopoïétiques ? Dans ces cas, il faut 
considérer une hémolyse allo-immune causée par 
incompatibilité ABO majeure ou le syndrome des 
lymphocytes passagers ?  
(5) Existe-t-il une autre cause d’hémolyse ? 
 
3-3- Quel est le type de l’AHAI ? 
 
La caractérisation du type de l’AHAI est 
déterminante dans la prise en charge thérapeutique.  

 
Dans les AHAI à autoanticorps chauds, le TDA 
peut être de type IgG exclusif (68 % des cas), mixte 
IgG+C3d (24 % des cas), de  type   C3d   exclusif  
(7 % des cas) ou négatif (1 % des cas) [5]. Dans les 
anémies à autoanticorps froids, le TDA est 
classiquement de type complément exclusif. Une 
corrélation directe entre le degré de l’hémolyse et 
la quantité de complément fixée à la surface des 
hématies a été documentée [18]. Il existe sur le 
marché des antiglobulines monospécifiques anti-
IgM qui pourraient détecter l’IgM responsable. Ces 
réactifs ne sont pas utilisés en première intention. 
Un TDA de type complément associé à un 
syndrome hémolytique sévère chez un enfant ou un 
adulte jeune doit faire évoquer l’hémoglobinurie 
paroxytique a frigore et faire pratiquer le test de 
Donath-Landsteiner [9,18]. 
Au laboratoire, l’intensité des réactions positives 
est qualifiée de 4+ (fortement positives) à 1+ 
(faiblement positives). Il est à noter que les études 
n’ont pas confirmé la corrélation entre l’intensité 
du TDA et le degré de l’hémolyse. D’ailleurs, les 
AHAI à TDA négatif peuvent avoir une 
symptomatologie modérée et cortico-sensibles ou, 
au contraire, être sévères mettant en jeu le 
pronostic vital [16, 25-28]. 
Chez les patients avec AHAI sous traitement, le 
TDA est aussi un outil d’évaluation de l’efficacité 
thérapeutique. Celle-ci est attestée par la négativité 
du TDA associée à la disparition des signes de 
l’hémolyse. Toutefois, la persistance d’un TDA 
positif malgré la maîtrise du processus 
hémolytique, doit inciter à la prudence avant l’arrêt 
du traitement puisqu’une récidive pourrait survenir 
à plus ou moins long terme [29]. 
Les AHAI à TDA négatif est une entité particulière 
qui a suscité beaucoup de débat : un TDA négatif 
dans un contexte d’anémie hémolytique doit-il faire 
écarter le diagnostic d’une AHAI ? Tout d’abord, il 
faut chercher les hémolyses non immunologiques 
et les anémies hémolytiques immunoallergiques 
d’origine médicamenteuse [10]. Toutefois, dans 
d’authentiques AHAI, le TDA peut être négatif 
[30]. Dans les anciennes études utilisant la 
technique en tube, ce taux variait de 3 à 11 % selon 
les séries [8, 30]. En fait, le TDA est une réaction 
précise dont tous les éléments (réactifs, globules 
rouges, etc) doivent être corrects. Le non-respect de 
certaines règles fondamentales peut donner des 
résultats faussement négatifs ou faussement positifs 
[31]. Les réactions faussement négatives peuvent 
être expliquées par : 
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- Des problèmes techniques : mauvaise 
qualité ou oubli d’ajout de l’antiglobuline, 
inhibition de l’antiglobuline par son adsorption sur 
les immunoglobulines résiduelles ou les protéines  
 
plasmatiques en cas de lavage insuffisant des 
globules rouges, retard de l’ajout de l’antiglobuline 
après lavage des globules rouges, agitation 
intempestive du culot des hématies lors de la 
lecture des réactions, concentration inappropriée de 
la suspension des globules rouges [10,32]. 
 
- Une quantité trop faible d’auto-
anticorps à la surface des hématies en deçà du 
seuil de sensibilité (<200/hématies) [33,34]. 
 
- Une faible affinité de l’auto-anticorps qui 
est éliminé lors des lavages des hématies. Pour 
réduire l’élution des autoanticorps, il a été 
recommandé de faire des lavages à froids (+4°C) 
avec une solution isotonique ou à basse force 
ionique et en utilisant une centrifugeuse réfrigérée 
[9, 30,35, 36]. 
 
- AHAI à autoanticorps chauds de type 
IgA : ces anticorps ne sont pas détectés par les 
antiglobulines anti-IgG et anti-C3d et nécessitent 
une antiglobuline monospécifique anti-IgA. Cette 
entité est rare (0,2 % des AHAI) mais représente 14 
% des AHAI à TCD négatif. [29, 37-40].  
Ainsi, un TDA par la technique en microfiltration 
et avec une antiglobuline anti-IgA doit 
systématiquement être demandé lorsque le test est 
négatif en IgG et C3d et en présence d’une 
hémolyse inexpliquée. Toutefois, environ 50 % des 
AHAI à TDA négatif demeurent sans explication 
[12]. Le recours à la technique de la cytométrie de 
flux, réputée plus sensible, peut résoudre certaines 
difficultés par la mise en évidence des IgG ou du 
complément à la surface des hématies. A titre 
indicatif, la sensibilité de cette technique a été 
estimée à 30- 50 molécules d’Ig/hématie [41,42]. 
Par ailleurs, chez les enfants se présentant dans un 
tableau d’hémolyse sévère avec une 
hémoglobinurie, il faut penser à réaliser le test de 
Donath Landsteiner à la recherche de l’hémolysine 
biphasique qui, du fait de ses propriétés 
thermiques, n’est pas révélée par le TDA à l’anti-
IgG et anti-C3d.  
Le diagnostic d’AHAI à TDA négatif stricto sensu 
ne peut être retenu qu’après avoir exclu les autres 
causes d’anémies hémolytiques constitutionnelles 
ou acquises et devrait être remis   en question   en  
 

 
l’absence de réponse à une corticothérapie « 
d’épreuve » [9]. 
 
4. Autres tests utiles dans le cadre d’une AHAI 

suspectée ou confirmée  
 

4-1 : L’étude du sérum :  
 
Outre le TDA, qui est l’examen clé pour le 
diagnostic d’AHAI, l’étude du sérum et l’élution 
peuvent être utiles dans certains cas. L’étude du 
sérum permet de détecter et d’identifier les 
autoanticorps sériques. En effet, dans la majorité 
des cas, les autoanticorps sont présents aussi bien 
libres dans le sérum que fixés sur les hématies. 
Cette étude est particulièrement utile en cas 
d’autoanticorps de faible affinité ou spontanément 
élués et donc non détectables par le TDA.  
Dans les AHAI à autoanticorps chauds, la mise en 
évidence des autoanticorps dans le sérum fait appel 
aux procédés immunohématologiques de la 
recherche d’agglutinines irrégulières (test de 
Coombs indirect, à différentes températures : + 
4°C, + 22°C, + 37°C, avec des hématies normales 
ou traitées par des enzymes protéolytiques).  Il est à 
noter qu’on observe dans la majorité des cas une 
pan-agglutination de la totalité des hématies du 
panel, les autoanticorps reconnaissant des antigènes 
de grande fréquence [43]. La comparaison de la 
spécificité des anticorps sériques avec celle de 
l’éluat permet de rechercher les associations allo- et 
autoanticorps, élément important pour assurer la 
sécurité transfusionnelle. Il est opportun de réaliser 
un témoin autologue en testant le sérum du patient 
vis-à-vis de ses propres hématies dans les mêmes 
conditions techniques de la RAI. Sa positivité 
atteste de la nature autoimmune de la pan-
agglutination en l’absence d’un épisode 
transfusionnel récent.   
L’étude du sérum revêt un intérêt particulier dans 
les AHAI avec TDA positif de type C3 ± IgG. On 
réalise la recherche et le titrage des agglutinines 
froides dans le plasma par la technique saline à 
+4°C. Le plasma doit être obtenu à partir d’un 
prélèvement sanguin sur EDTA, lequel doit être 
préalablement placé pendant 1 à 2 heures à 37°C 
dès son arrivée au laboratoire avant de séparer le 
plasma des hématies immédiatement à la sortie du 
bain-marie  de façon à éviter la fixation des 
anticorps sur les hématies [24]. Le titre des 
autoanticorps froids est classiquement très élevé 
dans la maladie des agglutinines froides : > 1/500 à 
+4°C.  Dans les AHAI froides post-infectieuses, on 
observe des titres   moindres dépassant   rarement  
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1/64. Il est à noter qu’à l’état physiologique, la 
plupart des sujets sains présentent des 
autoanticorps IgM de faible titre ≤ 1/32 sans 
hémolyse associée [29]. La présence d’agglutinines 
froides peut être suspectée devant l’agglutination 
spontanée des globules rouges dans le tube de 
prélèvement ou sur le frottis sanguin [43]. 
Typiquement, cette agglutination disparaît après 
incubation de l’échantillon sanguin à 37°C. Par 
ailleurs, en présence d’agglutinines froides, les 
automates de numération formule sanguine qui 
analysent les échantillons sanguins avec des 
réactifs à température ambiante produisent 
également des artefacts évocateurs : alors que le 
taux d’hémoglobine est convenablement mesuré, le 
nombre total d’hématies est exagérément bas, le 
volume globulaire moyen (VGM) augmenté de 
façon variable, la CCMH souvent très élevée (37-
50 g/dL voire plus), et le calcul de l’hématocrite 
erroné. Afin d’éviter ce type d’artefacts lorsque la 
présence d’AF est connue ou suspectée, le 
prélèvement sanguin doit être rapidement acheminé 
puis étudié au laboratoire à la température de 37°C 
[29]. 
 
Plus que le titre des agglutinines froides dans le 
sérum, c’est l’amplitude thermique de l’auto-
anticorps qui conditionne sa pathogénicité [8]. 
Ainsi, il est pertinent de procéder au titrage de 
l’autoanticorps à diverses températures : +4°C, 
+22°C, +37°C. Classiquement, ces anticorps ont un 
optimum thermique à +4°C et deviennent inactifs 
lorsque la température s’approche de 37°C. Une 
amplitude thermique large est caractérisée par des 
réactions encore nettement positives à +37°C et 
serait corrélée à une plus grande pathogénicité et à 
une hémolyse plus sévère [44]. 
L’étude de l’activité hémolytique du sérum peut 
également être utile d’autant plus qu’elle possède 
une valeur de gravité [45]. Ça consiste à rechercher 
la présence d’hémolysines sériques chaudes, 
froides, acides ou neutres en étudiant différentes 
dilutions du sérum du patient vis-à-vis d’hématies 
OI et Oi en milieu acidifié à pH 6,5 (hémolysines 
acides) ou en milieu neutre (pH 7,3) en présence de 
complément à +20 °C ou à +37°C [29].  
 
4-2- L’élution : 
  
L’élution consiste à détacher les autoanticorps de la 
surface des  hématies    par    différents   procédés  
 
 
 

 
physico-chimiques (chaleur à 56°C, éther, 
modification du pH…). 
Elle permet de confirmer la présence d’anticorps 
fixés sur les hématies, que le TDA soit positif ou 
négatif, et d’étudier leurs caractéristiques 
(spécificité, optimum et amplitude thermique). 
Dans certains cas, les autoanticorps IgG sont 
entièrement fixés sur les hématies du patient et ne 
sont retrouvés que dans l’éluat. D’un point de vue 
pratique, l’élution n’est pas indispensable au 
diagnostic d’AHAI et est rarement réalisée. Elle est 
surtout utile dans un contexte d’hémolyse post-
transfusionnelle pour distinguer des autoanticorps 
d’allo-anticorps ou encore dans les cas d’hémolyse 
induite par un médicament [8,9]. Il faut signaler 
qu’une élution négative n’est pas un argument 
formel en faveur de l’absence d’autoanticorps. 
Cette négativité s’observe dans les AHAI à 
autoanticorps froids et dans l’hémoglobinurie 
paroxystique a frigore, dans la mesure où les 
autoanticorps s’éluent spontanément de la surface 
des hématies dans les zones les plus chaudes de la 
circulation corporelle. 
 
 
4-3- Test de Donath-Landsteiner :  
 
 
Il permet de mettre en évidence l’autoanticorps IgG 
doté d’une activité biphasique. Il est indiqué dans 
le cadre d’une AHAI avec un TDA de type C3d+/- 
IgG après exclusion d’une maladie des agglutinines 
froides et en présence d’une hémolyse avec 
hémoglobinurie ou chez un enfant ou un adulte 
jeune ayant une infection récente (même avec un 
TDA négatif) [9]. Dans une première étape, on 
incube le sérum du patient avec des hématies-tests 
O papaïnées P1 P2  à +4°C, température optimale à 
la fixation de l’autoanticorps IgG sur sa cible 
antigénique, classiquement l’antigène P (GLOB1). 
La seconde étape consiste à réchauffer le mélange 
réactionnel à + 37°C qui permet de fixer le 
complément et de déclencher l’hémolyse. Ce test 
peut poser de nombreuses difficultés techniques et 
donner lieu à des faux négatifs [29]. 
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TDA 

Signes clinico-biologiques 
d'hémolyse - Répéter le TDA (sur carte en gel 

si non fait) et avec des 
antiglobulines spécifiques (anti-
IgG, IgM, IgA, C3). 
-Test de Donath-Landsteiner chez 
les enfants et les adultes jeunes 
avec  une hémoglobinurie. 
- Autres causes d'hémolyse: AH 
immunoallergique 
médicamenteuse, AH d'origine 
corpusculaire.  
 

Elution 

Chercher une 
autre cause 

d'AH 

AHAI à 
TDA 

négatif 

Cytométrie 
en flux 

Négatif  

Positif 

Contexte clinique: autres 
causes d'AH avec TDA positif: 
-  Réaction hémolytique 
transfusionnelle 
 - Maladie hémolytique du 
nouveau-né 
 - Anémie hémolytique immune 
induite par un médicament 
- Arès injection d'IgIV 
- Post-transplantation  
 
 AHAI 

De type IgG   

AHAI  à 
autoanticorps chaud 

De type C3 +/- IgG    

Recherche 
d'agglutinines 
froides dans le 

sérum 

Positive 

Titre 

Titre ≥ 64 Titre < 64 

TDA de type C3   TDA de type C3+IgG 
IgG   

Signes cliniques+ autres  explorations 
biologiques* 

Maladie des agglutinines 
froides 

 

AHAI mixte 

Négative 

Âge <18 ans 
Hémoglobinurie 

Hémolyse déclenchée 
par le froid 

Test de Donath-
Landsteiner 

Positif Négatif 

Hémoglobinurie 
a frigore 

Négative Positive   

Négative 

5-  Algorithme de la démarche diagnostique immuno-hématologique des AHAI [9] 
 

* étude de l'amplitude thermique, recherche d'agglutinines irrégulières... 
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Type d’AHAI  Terrain/clinique  Classe d’Ig  Optimum 
thermique  Spécificité du 

TCD  Éluat  Spécificité de l’Ac  

AHAI  chaudes  
Adulte > enfant  

Hémolyse extravasculaire, 
mode d’installation 

subaigu  
IgG>>IgA>IgM  37°C  IgG  ou  

IgG + C3  IgG  
- Pan-spécifique  

- Dans 3% : spécificité 
pseudoallotypique  

(anti-e, anti-E, anti-c)  

MAF  >50 ans  
Hémolyse extravasculaire 

± acrosyndrome  
IgM>>>IgA ou IgG  

Titre >1/500  4°C (souvent ≥ 
30°C)  C3  Négatif  I> i>>Pr  

AHAI à autoanticorps  
froids transitoires  Enfant, adulte jeune  

Hémolyse intravasculaire  
IgM polyclonale  

Titre souvent < à 1/64  et 
dépasse rarement 1/256  

4°C (souvent < 
25°C)  C3  Négatif  I> i  

HPF  
Exceptionnelle chez 

l’adulte (<2%)  
Plus fréquente chez 

l’enfant  
Hémolyse aigue 
intravasculaire  

IgG (Hémolysine 
biphasique de Donath-

Landsteiner  >30°C  C3  Négatif  P  

AHAI  
« mixte »  Adulte  IgG, IgM (peut être de titre 

faible < 1/64)  
Large amplitude 

thermique  
(4°C- 37°C)  IgG + C3  IgG  

Pan-spécifique pour 
l’IgG  

Anti-i ou anti-I pour 
l’IgM  

Tableau N°I : Caractéristiques principales des AHAI selon le type de l’autoanticorps. 
 

          HPF: Hémoglobinurie paroxystique à frigore 
          MAF: maladie des agglutinines froides 
 

Figure 1: Cartes en gel pour la réalisation du TDA (Marque: BIO-RAD) 
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5. CONCLUSION  
 
L'exploration  immunhématologique des AHAI 
doit se faire selon une démarche progressive 
prenant en compte le contexte clinique ainsi que le 
résultat du TDA et des autres explorations 
biologiques. Le laboratoire d'immunohématologie 
joue un rôle déterminant dans cette démarche 
diagnostique. Une communication efficace entre le 
clinicien et le biologiste est de nature à apporter des 
éléments d'orientation diagnostique mais aussi sur 
la gravité clinique de l'AHAI. Le Biologiste doit en 
effet être informé de l'ensemble du tableau clinique 
afin de pousser les explorations permettant de 
caractériser les autoanticorps fixés sur les globules 
rouges et d'étudier le sérum à la recherche d'un 
éventuel alloanticorps masqué par l'autoanticorps.   
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