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Laboratoriumaspecten diagnostiek bij 
koude auto antistoffen

Kennisplatform ZO 31 maart 2022

Claudia Folman c.folman@sanquin.nl

Laboratoriumbevinding bij koude (auto)antistoffen

 Bloedgroep : niet vast te stellen

 Screening: alle testcellen zijn reactief

 DAT
 Alles positief inclusief controle
 Alleen positief met complement
 Negatief
 anders
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Inhoud

Transfusievraag, welke testen?

Klinisch belang, hoe vaststellen?

Bijzondere koude autoantistoffen

Transfusievraag
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Serologisch onderzoek, het begint vaak bij de buis

Erytrocyten; is de agglutinatie auto- of pseudo-agglutinatie??

Autoagglutinatie: autoantistoffen

• Verdwijnt niet na toevoeging PBS op glaasje

Pseudoagglutinatie: geldrolvorming door afwijking in eiwitspectrum

• Verdwijnt wel door toevoeging PBS
Ery’s wassen met PBS 4°C voor gebruik

Vaststellen van de bloedgroep (ABO of anders)

Uitslag is niet te beoordelen
• controle positief
• Antigeen en antistof-

bepaling komen niet 
overeen

Maak gebruik van karakteristiek van koude antistoffen, slechter reactief bij 
hogere temperatuur

Optie 1: Was erytrocyten 2x bij 37C (wassen met PBS 4C werkt meestal niet)

Optie 2: Was erytrocyten 3x bij 45C
Optie 3: Behandel erytrocyten met DTT om IgM antistoffen kapot te maken

Waar moet je op letten?

Na wassen controleer DAT, deze moet negatief zijn
Met DTT behandeling worden ook sommige bloedgroepen verwijderd, Kell, 
LW, Knops hiervoor kun je dus geen antigeentypering doen

Warm wassen ook voor interpretatie DAT; let op hoe hoger de temperatuur 
hoe meer IgG je zult verwijderen
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Serumonderzoek

 Alle cellen uit panel (zwak) positief vaak inclusief autocontrole
 Bij aanwezigheid anti (I)H bij bloedgroep A autocontrole soms negatief 

want minder (I)H dan bloedgroep testerytrocyten

Let op: Een dergelijk patroon kun je ook zien bij 

• Antistoffen tegen hoog frequent antigeen
• Combinatie van verschillende (allo)antistoffen
• Medicatie anti-CD38: (daratumumab/isatuximab)
• Antistoffen tegen bewaarvloeistof

Vaststellen of er koude autoantistoffen zijn

 Onderzoek bij 16⁰C eventueel bepaling specificiteit

O volw I
(screening)

O navel ii A/B/AB resultaat

sterk pos neg sterk pos Anti-I

sterk pos sterk pos zwak of neg Anti-H

sterk pos neg zwak of neg Anti-IH

zwak of neg sterk pos zwak of neg Anti-i

sterk pos sterk pos sterk pos aspecifiek
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Indien koude antistoffen aangetoond:
werkvolgorde alloantistof onderzoek

1. Buis in koelkast laten staan zodat zoveel mogelijk koude antistoffen uit het 
serum binden aan de erytrocyten (autoadsorptie)

2. PEG IAT / LISS IAT Bij anti-(I)H bij bloedgroep A: A testery’s mogelijk

3. PEG IAT warm voegen /warm wassen of LISS IAT warm voegen

4. DTT behandeling dan LISS IAT   1:1 verdunning, controle meenemen

Alles uitgesloten: transfusie-advies?

 ABO /RhD vaststellen in twee onafhankelijke samples

 Preventief matchen en kruisen?
 Geen (aanwijzingen) voor hemolyse

 beschouwen als klinisch onbelangrijke (allo)antistoffen.
 Selectie eenheden op basis van kruisproef in techniek waarin is uitgesloten

 Hemolyse of andere redenen om aan te nemen dat antistoffen klinisch belangrijk zijn
 Preventief matchen conform AIHA in richtlijn, Rh fenotype en K compatibel
 Kruisproef in techniek waarin is uitgesloten

 Afhankelijk van kliniek en/of temperatuursamplitude antistoffen overweeg toedienen via 
voorverwarming

 Cave: pre-OK wees alert op hypothermie
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Klinisch belang:
hoe testen?

 Vraag vanuit kliniek: patiënt met hemolyse en verdenking AIHA
 Kunnen IgM autoantistoffen de oorzaak zijn?

 Bevindingen in het laboratorium
 ‘toevals’bevinding koude autoantistoffen: informatief voor behandelaar 

Klinisch belang zegt iets over oorzaak en geeft 
richting voor behandeling
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Uitslag DAT bij aanwezigheid koude autoantistoffen

DAT pos met complement
 Onderzoek naar koude antistoffen;

 Reactief bij 4C/16C/18C/20C positief

DAT pos met complement en met IgG
 Zowel warmte als koude antistoffen aantoonbaar

 IgG verantwoordelijk voor afbraak

DAT negatief
 Koude antistoffen aantoonbaar

Zijn de IgM antistoffen
de veroorzakers van de afbraak?

Leveren IgM antistoffen ook bijdrage aan 
afbraak?

Kunnen deze IgM antistoffen wel afbraak 
veroorzaken?

1. Kenmerken koude (auto) antistoffen

• Sterker reactief bij lagere dan bij hogere
temperatuur

 Klinisch belangrijke antistoffen binden bij lagere
temperatuur in perifere circulatie en activeren
complement. Dissociatie IgM zodra in “warmere” 
lichaamsomgeving. Complement blijft gebonden

 IgM, soms IgG (DL antistoffen),complement-bindend
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1. Kenmerken koude autoantistoffen

Temperatuur
bereik

Klinisch
Belang

Specificiteit Bijzonderheden Problemen in lab

<15°C Geen I, IH, H Vrijwel bij iedereen Nee

15°C - 25°C Geen I (bij Mycoplasma infect, 
maar ook bv CMV)
i (EBV)

Correlatie met infectie
soms temp ampl >30°C 
(transient) 

Mogelijk

>30°C CAD
AIHA

Ii, H, Pr

Bifasische hemo-lysinen
(=Donath Landsteiner) antistoffen): 
anti-P

- Idiopathisch/primair
- Secundair aan infect 
/maligniteit /AIZ

DL: associatie met viraal
infect vnl bij kinderen, 
ook een associatie met 
Syphilis

Ja

Meestal niet

Koude autoantistoffen Laboratoriumonderzoek
Sanquin IHD Expertiselab
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Verdenking koude AIHA
DAT positief met Complement vaststellen klinisch belang

(beleid Sanquin Erytrocytenserologie AABB TM)

Warm afgenomen 
/gescheiden bloed

Normale afname: bloed 
resorberen bij 37⁰C en 
warm scheiden

Onderzoek 16⁰C
Buisjes 30’      aggl? 

Onderzoek 30⁰C
Buisjes 30’      aggl?

Klinisch relevantklinisch niet relevant
vervolgonderzoek (hemolysinen / 

andere oorzaken)

< 2+  2+

posneg

Igv initieel
normale afname

In vitro testen en vaststellen klinisch belang

Richtlijn/ protocollen: 
Engelse richtlijn (2016); AABB technical manual 

18th ed. 2014.
Verschillende methodes, cut off waarden voor

titer verschillend

Naslagwerken: Temperatuuramplitude lijkt betere
voorspeller

Mollinson’s Blood Transfusion in clinical medicine CH7  2005

CAS may be diagnosed if the following are present; 1 clinical 
evidence of acquired hemolytic anemia 2) a positive DAT 
caused by sensitization with C3 3) a negative DAT using anti-
IgG 4) the presence of cold autoagglutinin with reactivity up 
to at least 30C in saline or albumin. 

Garraty; Immune Hemolytic Anemias 2004

Determination of the titre is 
not worthwhile as a routine 

Clinical significance of a cold 
antibody is determined entirely 
by its ability to combine with red 
cells at, or near, body temp. 
rather than by its titre

CAS may be diagnosed…The 
presence of cold aggl with 
reactivity up to at least 30C..
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Evidence voor dit beleid?

Tf 2014;54,1294

Titer 4⁰C en/of temperatuursamplitude?
cut-off waarden

- Vrijwel iedereen heeft antistoffen reactief bij 4⁰C; welke titer goede voorspeller?
- Verschillend per studie
- Geen eenduidige correlatie (lage titer wel ziekte en vice versa)
- Gerapporteerde studies hanteren verschillende methodes

warm afgenomen/niet warm afgenomen
techniek verschillen: glaasjes, buisjes, microtiterplaten etc
met zonder BSA, incubatietijd

- Temperatuursamplitude, lijkt hogere specificiteit te hebben
-Vanaf 30⁰C relevant
-Echter ook hier variatie afnamemethode, incubatietijden, met/zonder albumine

Conclusie: geen uniforme evidence-based serologie 
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In-vitro testen voor vaststellen klinisch belang
Wat doen we in NL?

 Dr Marit Jalink: Enquête uitgezet via VHL

 15 respondenten die aangeven onderzoek 
te verrichten naar koude auto antistoffen

 Bij welke temperatuur onderzoek naar koude antistoffen?

Resultaten enquete
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Bepaalt U een titer en zo ja hoe?

 7 vd 15 respondenten verricht titerbepalingen
 Materiaal

 4x plasma, 2x serum, 1x kan beiden
 Warm afnemen/scheiden?  2x ja, 1x nee, 4x resorberen (na afname in 37C 

stoof)

 Techniek
 Verdunning in PBS/Saline (dus geen BSA)
 7x buisje zonder IAT, 1x BioRad kolom
 Incubatietijd:
 Temperatuur:

45 min.; 1

1 uur; 1

2 uur; 2

16-20 uur; 1

Bepaalt U een temperatuursamplitude?

 8 van de 15 verricht (soms) een 
temperatuuramplitude
 Temp verschilt: 30 en/of 37C

Titer

ja nee

Temp
Amplitude

Ja 4 3

Nee 3 5
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Resultaten Enquête Conclusie

Vraag 1:
Wat is de correlatie van serologische bevindingen met de kliniek? 
Kunnen we serologische voorspellers identificeren

Vraag 2:
Kunnen we een algoritme voor de serologische work-up voor 
karakteriseren koude autoantistoffen vaststellen? 

Ook in NL geen ‘best practice’. Divers beleid in laboratoriumdiagnostiek 
naar vaststellen klinisch belang koude autoantistoffen.

Bijzondere koude 
autoantistoffen
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Bifasische hemolysinen

Opsporen met in vitro testen waarbij hemolyse uitgelezen wordt in plaats van agglutinatie

Bifasische hemolysinen= Donath-Landsteiner antistoffen

 Intravasculaire hemolyse

 IgG antistoffen meestal anti-P

 Komt vrijwel alleen voor bij jonge kinderen

 Antistoffen binden bij lage temperatuur in capillaire vaten en 
complementactivatie in circulatie bij 37C

 Klinisch beeld kenmerkend

 Antistofonderzoek: negatief in IAT (soms zwak positief in kolom test)

 DAT meestal alleen positief met anti-C3d

Monofasische hemolysinen

Opsporen met in vitro testen waarbij hemolyse uitgelezen wordt in plaats van agglutinatie

 IgM antistoffen

 Antistofonderzoek in IAT kan positief zijn

 DAT meestal alleen positief met anti-C3d
 Onderscheid tussen warmte hemolysinen en koude hemolysinen
 Klinisch uitkomst variabel

Geen hemolyse – verkorte overlevingsduur ery - (ernstige) intravasale hemolyse.
Hangt samen met mate van complementactivatie in vivo
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Take Home message

Transfusievraag:

 Bewijs dat je onverwachte reacties veroorzaakt worden
door koude antistoffen voordat je gebruik maakt van 
aangepaste technieken

 Denk aan correcte controles

Transfusie

 Afhankelijk van hemolyse evt. Rh feno K compatibel

 Via verwarmingselement toedienen?

 Cave operaties met hypothermie

Klinisch belang

 Informatie uit laboratorium van belang voor kliniek en vice 
versa

 Informeer behandelaar actief bij onverwachte bevindingen

 Indien reactief bij 30C: hemolyse mogelijk.

 Onderzoek naar optimale algoritme om beter klinisch
belang te kunnen voorspellen is ongoing

Take home
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Een warme groet;
Dank voor uw aandacht
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