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Élution avec une solution acide

1.0 [bookmark: _GoBack]Principe

Pour retirer les anticorps des globules rouges qui en sont recouverts.

Les globules rouges recouverts d’anticorps sont bien lavés pour en retirer les protéines non fixées à l’aide d’une solution de lavage spéciale qui préserve le lien des anticorps recouvrant les cellules. Les cellules lavées sont ensuite mises en suspension dans une solution ayant un faible pH (solution acide d’élution) afin de dissocier les anticorps fixés aux cellules. Après centrifugation, le surnageant contenant tout anticorps dissocié est séparé des globules rouges et tamponné par l’addition d’une solution tampon basique. L’éluat est alors prêt à servir à toute épreuve de dépistage ou d’identification d’anticorps.

2.0 Portée et politiques connexes

2.1 Pour les patients chez qui des anticorps cliniquement significatifs ont été identifiés antérieurement, on procédera à une identification visant à exclure tout nouvel anticorps.

2.2 Tous les réactifs doivent être utilisés et vérifiés conformément aux recommandations et aux procédures du fournisseur9.1.

2.3 L’élution doit être faite conformément à la procédure EC.005 - Investigation d'un test direct à l'antiglobuline positif (TDA).

2.4 Une élution peut être utile dans les circonstances suivantes : 
· Pour investiguer un soupçon de réaction transfusionnelle tardive.
· Pour investiguer une incompatibilité fœto-maternelle, y compris de groupe ABO.
· Pour investiguer un phénomène d’origine médicamenteuse.
· Pour reconnaître les spécificités de multiples anticorps qui se trouvent dans le même plasma.
· Comme procédure faite dans un laboratoire de référence pour dépister des antigènes d’expression faible, comme dans les sous-groupes faibles de A.
· À la demande d’un médecin affecté au laboratoire.

3.0 Échantillons

Globules rouges anticoagulés (tube EDTA) prélevés de préférence moins de 72 heures auparavant.

Remarque : On peut se servir de globules rouges libres provenant d’un échantillon coagulé.

4.0 Matériel

Équipement : laveur de cellules
		 centrifugeuse sérologique
		 support à tubes
			
Fournitures : tubes 10 x 75 mm
		 pipettes sérologiques
		 bouchon
		 contenant pour la solution de lavage

Réactifs :	trousse d’élution avec une solution acide comprenant : 				solution de lavage concentrée
			solution acide d’élution
			solution tampon basique
			directives du fabricant
		solution saline normale
		eau distillée
		anti-IgG
		cellules recouvertes d'IgG
		cellules de dépistage à 3-5 % et/ou panel de cellules

5.0 Contrôle de la qualité

5.1 Un TDA positif avec complément (anti-C3) et négatif à l’IgG suscite habituellement un éluat négatif, de sorte que la procédure n’est pas requise.

5.2 Le dernier lavage est testé avec l’éluat pour s’assurer que l’anticorps présent dans l’éluat s’est libéré des cellules originales et qu’il ne s’agit pas d’anticorps résiduel non lié résultant d’une mauvaise procédure de lavage.

5.3 L’emploi de cellules provenant d’un échantillon prélevé depuis plus de 72 heures peut tacher l’éluat d’hémoglobine et compliquer l’ajustement du pH final de l’éluat à analyser.

5.4 Une immersion prolongée des cellules dans la solution acide d’élution provoque l’hémolyse. La libération subséquente d’hémoglobine dans l’éluat modifie le pH et peut affecter le volume de solution tampon basique nécessaire pour ajuster le pH de l’éluat. 

5.5 Consulter et joindre en annexe un dépliant courant du fabricant. 

6.0 Procédure

6.1 Si le ou les échantillons courants n’ont pas fait l’objet d’un TDA, procéder au TDA et déterminer si les cellules sont recouvertes d’IgG avant de préparer l’éluat. Voir AR.007 - Test direct à l’antiglobuline.

6.2 Reconstituer une solution de lavage et vérifier sa limpidité (aucune turbidité) et sa date de péremption.

Si la solution est trouble ou périmée, préparer une solution de lavage fraîche en suivant les directives sur le dépliant du fabricant.

6.3 Centrifuger l'échantillon pendant 5 minutes à 3500 rpm ou l'équivalent.

6.4 Étiqueter 7 tubes de 10 x 75 mm en y mettant le nom complet du patient et son numéro d’identification. Transcrire les données à partir de l'étiquette de l'échantillon du patient (et non du formulaire de demande). Ces tubes serviront tout au long de la procédure; on les appellera les « tubes propres et étiquetés ». 

6.5 Après la centrifugation, transférer tout le plasma dans un tube propre et étiqueté pour servir à d’autres analyses au besoin. 

6.6 Laver une fois les cellules concentrées avec de la solution saline normale. Le volume des cellules doit être d’au moins 1,0 mL.

6.7 Faire 4 autres lavages des cellules concentrées en se servant de la solution de lavage reconstituée pour en retirer tout anticorps non lié. 

6.8 Réserver « le dernier lavage ».

6.8.1 Écrire sur un tube propre étiqueté « Dernier lavage » et verser le surnageant du dernier lavage dans le tube.

6.8.2 En présence d’un anticorps plasmatique ou d’un résultat de TDA fortement positif (c.-à-d. de niveau 2 ou plus), le dernier lavage doit être testé avant de procéder à la préparation de l’éluat (voir l’étape 6.10 si le temps le permet). Il faut obtenir des résultats négatifs avant de continuer la préparation de l’éluat, ou le surnageant du dernier lavage doit être mis en place parallèlement à l’éluat.

6.8.3 Garder le tube contenant les cellules lavées pour préparer l’éluat.

6.9 Préparer l’éluat.

6.9.1 Écrire sur un tube propre étiqueté « Éluat ».

6.9.2 Pipetter 1 mL de cellules concentrées du patient dans un tube propre étiqueté (habituellement 20 gouttes).

	Remarque : Si l’échantillon ne contient pas autant de gouttes que le fabricant le recommande, mettre la quantité maximale de cellules concentrées contenues dans l’échantillon et ajuster en conséquence le volume de solution acide de l’élution et de solution tampon basique. Inscrire le nombre de gouttes mises dans le tube étiqueté. Voir les Remarques 8.7.4 et 8.7.5.

6.9.3 Ajouter 1 mL (20 gouttes) ou une quantité équivalente de solution acide d’élution, en suivant les directives du fabricant. 

6.9.4 Mélanger délicatement en inversant le tube 4 ou 5 fois.

6.9.5 Centrifuger immédiatement pendant 45 à 60 secondes à 3400 rpm ou selon les recommandations du fabricant. Voir la Remarque 8.1.

6.9.6 Transférer l’éluat surnageant dans un tube propre et étiqueté. Jeter les cellules qui se sont déposées au fond.

6.9.7 Ajouter environ 5 gouttes de solution tampon basique et bien mélanger.

6.9.8 Continuer à ajouter de la solution tampon basique 1 goutte à la fois, en mélangeant après chaque goutte jusqu’à ce que le liquide devienne bleu et le reste même après mélange. Voir les Remarques 8.2 et 8.7.5.

6.9.9 Bien mélanger et centrifuger pour éliminer tout précipité ou débris cellulaire. Transférer l’éluat dans un tube propre étiqueté.

6.9.10  S’assurer que l’éluat est limpide. En présence de turbidité, répéter la centrifugation. Voir la Remarque 8.3.

6.10 Tester l’éluat et le dernier lavage (si le dernier lavage ne l’a pas déjà été). 

6.11 Si le surnageant du dernier lavage réagit positivement à l’une des cellules de dépistage, l’éluat doit être répété en lavant les cellules 2 autres fois ou plus avant de préparer l’éluat. Dans ce cas, il serait préférable de tester l’eau du dernier lavage avant de procéder à la préparation de l’éluat.

6.12 Si le surnageant du dernier lavage réagit négativement et que l’éluat réagit positivement à certaines ou à toutes les cellules de dépistage, tester l’éluat contre un panel de cellules. Voir EC.007- Identification d’anticorps réactifs chauds et se servir de l’éluat au lieu de plasma.

6.13 Si tant le dernier lavage que l’éluat réagissent négativement aux cellules de dépistage, que le dernier lavage a une réaction négative aux cellules A1 et/ou B et que l’éluat réagit positivement aux cellules A1 et/ou B, les cellules sont recouvertes d’anticorps ABO probablement en raison de la transfusion de composants plasmatiques ou de dérivés contenant des anti-A,B, des anti-A et/ou des anti B ou d’un anticorps ABO maternel. Voir 7.0 – Documentation.

6.14 Si le surnageant du dernier lavage réagit négativement et que l’éluat réagit positivement à certaines ou toutes les cellules du panel :

6.14.1 Procéder à une exclusion d’anticorps. Voir EC.008 - Exclusion d'anticorps. Si toutes les cellules réagissent positivement, envisager un anticorps à un antigène très fréquent, un autoanticorps pan-réactif ou un anticorps résultant d’un médicament (consulter le tableau EC-010-1).

6.14.2 Si l’élution révèle la présence d’un ou de plusieurs anticorps cliniquement significatifs, choisir des unités de donneur qui ne contiennent pas d’antigène à ce ou ces anticorps pour l’épreuve de compatibilité.

6.14.3  Inscrire l’anticorps identifié. Voir 7.0 – Documentation.

6.15 Si le dernier lavage et l’éluat ont une réaction négative aux cellules de dépistage et aux cellules A1 et B, le cas échéant, inscrire les résultats. Voir les Remarques 8.5, 8.7 et 8.8 et la section 7.0 – Documentation. 

7.0 Documentation

Le résultat du « dernier lavage » doit être négatif pour que l’épreuve d’élution soit qualifiée de valide. Voir la Remarque 8.6.

7.1 Si un anticorps est identifié dans l’éluat, inscrire : « Présence d’anticorps anti - …. (nom de l’anticorps) dans l’éluat ».

7.2 Si la réaction de l’éluat est positive à toutes les cellules utilisées dans l’épreuve, inscrire : «L’éluat a réagi de façon non spécifique à toutes les cellules de l’épreuve ».

7.3 Si la réaction de l’éluat est négative aux cellules de dépistage, A et B et/ou du panel, inscrire « L’éluat ne révèle aucun anticorps aux globules rouges ». Voir Remarques 8.5 et 8.7.

8.0 Remarques

8.1 Après la centrifugation, les cellules devraient former un culot au fond du tube. On ne doit pas voir de traînée de globules rouges le long du tube. En présence d’une traînée de cellules sur la paroi du tube, il faut prolonger le temps de centrifugation jusqu’à ce que toutes les cellules forment un culot au fond du tube.

8.2 Le volume de la solution tampon basique nécessaire ici varie selon les éluats, en fonction de divers facteurs, dont le plus important est l’ampleur de l’hémolyse survenue à l’étape de l’élution. La couleur bleue indique que le pH se situe entre 6,5 et 7,5.

8.3 La présence de particules peut entraîner des résultats faussement positifs au moment de l’analyse de l’éluat.

8.4 L’éluat peut être analysé immédiatement ou entreposé au réfrigérateur pendant jusqu'à sept jours puis analysé, à condition qu’aucune turbidité ne se forme pendant l’entreposage.

8.5 Lorsque le résultat du TDA est faiblement positif, on peut augmenter la sensibilité du dépistage de l’anticorps dans l’éluat en augmentant le nombre de gouttes d’éluat par analyse (p. ex. 3 ou 4 gouttes). Dans une telle éventualité, inscrire le nombre de gouttes d’éluat utilisées et se servir du même nombre de gouttes au moment de l’analyse du dernier lavage.

8.6 La plupart du temps, un dernier lavage positif est lié à un lavage insuffisant. On peut aussi envisager la possibilité qu’un « dernier lavage » positif soit dû à la dissociation pendant le lavage d’anticorps auparavant liés aux cellules. Un lavage fait avec la solution de lavage reconstituée à 4ºC pourrait minimiser ce risque9.2. 

8.7 La révélation d’anticorps après l’élution de cellules recouvertes dépend des variables suivantes : 

8.7.1 La quantité d’anticorps fixée aux cellules.

8.7.2 L’importance de la dissociation des anticorps qui survient lors de la procédure de lavage.

8.7.3 Les globules rouges ayant un TDA positif simplement en raison d’un complément produiront habituellement un éluat dénué d’anticorps actif.

8.7.4 Une dilution excessive de l’éluat peut résulter de l’emploi de moins de 1,0 mL de cellules sensibilisées ou de l’addition d’un volume excessif de réactif lors de l’ajustement du pH. L’activité de l’éluat peut en être limitée.

8.7.5 Un mauvais ajustement du pH de l’éluat peut susciter l’hémolyse des globules rouges dans les épreuves subséquentes.

8.8 Si l’anticorps a été acquis de façon passive par un composant sanguin ou un dérivé plasmatique, inscrire « TDA positif probablement en raison d’une transfusion récente de composant sanguin. Ce patient subit peut-être une réaction transfusionnelle hémolytique tardive attribuable à une transmission passive d’anti-_____ [nom du ou des anticorps)]. »

9.0 Références

9.1 Standards for Hospital Transfusion Services, version 3 – février 2011, Société canadienne de médecine transfusionnelle : 5.3.1.1.

9.2 ROBACK JD, éd. American Association of Blood Banks Technical Manual, 17e éd, Bethesda, MD, American Association of Blood Banks (2011) : 470-480.

9.3 Dépliant du fabricant. ELU-KITMC PLUS. Red cell elution system. Dominion Biologicals Limited, DBK-26, version 03/2011.

9.4 JUDD WJ. Methods in immunohematology. 3e éd. Bethesda, MD (2008) : 128-131.
           	
10.0 Suivi des révisions

	Date de la révision
	Résumé des changements

	1er mars 2014
	· Changement du nom du manuel 
· Renumérotation et changements mineurs au libellé des sections 
2.0, 5.0 et 6.0
· À la section 4.0, changement du libellé pour inclure « cellules de dépistage à 3-5 % et/ou panel de cellules »
· La section 5.1 se lit dorénavant : « Un TDA positif avec complément (anti-C3) et négatif à l’IgG suscite habituellement un éluat négatif, de sorte que la procédure n’est pas requise. »
· À la section 6.1, changement du numéro de la procédure de AR.004 à AR.007
· Ajout à la section 6.9.2 : « ajuster en conséquence le volume de solution acide de l’élution et de solution tampon basique »
· Mise à jour des références


















Tableau EC.010-1

De nombreux médicaments sont associés à un TDA positif, dont les suivants : 

	MÉCANISME
	MÉDICAMENT 
	CATÉGORIE D’IMMUNOGLOBULINE 
	ACTIVITÉ

	Adsorption médicamenteuse
	Pénicillines,
céphalosporines
	IgG (parfois C3 aussi)
	Réaction avec les globules rouges recouverts de médicaments, mais pas avec les globules rouges non traités 

	Complexe immun
	Phénacétine, quinidine, céphalosporines de 3e génération, antihistaminiques
	C3 (parfois IgG aussi)
	Le sérum réagit avec les globules rouges seulement en présence du médicament; l’éluat ne réagit pas

	Adsorption protéinique non immunologique 
	Céfalotine
	IgG + C3 + albumine, etc.
	Le sérum peut contenir une faible concentration d’anticorps au médicament; l’éluat ne réagit pas

	Autoimmunité
	-méthyldopa
(Aldomet), procaïnamide
	IgG (rarement C3 aussi)
	Réaction avec les globules rouges normaux en l’absence du médicament 




Références particulières à un TDA positif de nature médicamenteuse.

1. Reid M, Lomas-Francis C, The Blood Group Antigen Facts Book 2e édition, Academic Press (2004).

2. CSTM Bulletin Vol.4, Sept. 1992.

3. Roback JD, éd. AABB, 17e éd. Bethesda, MD:  American Association of Blood Banks (2011): 519-522.
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