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1 Usage prévu 

Le test AESKUBLOTS® ANA-17 Pro est une méthode immunoenzymatique sur membrane 
pour la mise en évidence qualitative d'anticorps d'une sous-classe d'IgG anti-ADNdb, anti-
nucléosomes, anti-histone, anti-SmD1, anti-PCNA, anti-Rib-P0, anti-SSA/Ro60kD, anti-
SSA/Ro52kD, anti-SSB/La, anti-CENP-B, anti-Scl-70, anti-snRNP U1, anti-AMA M2, anti-Jo-
1, anti-Pm-Scl, anti-Mi-2 et anti-Ku dans le sérum humain. Les antigènes sont déposés sur 
les membranes de nitrocellulose à des endroits définis de manière à former des lignes. 

Le test permet d'établir le diagnostic différentiel des maladies rhumatismales systémiques. 

2 Application clinique et principe du test 
La mise en évidence par sérologie d'anticorps antinucléaires (ANA) joue un rôle majeur dans 
le diagnostic différentiel des maladies rhumatismales systémiques. La recherche des 
autoanticorps au moyen du test d’immunodétection sur membrane (Line Immuno Assay, LIA) 
avec les antigènes spécifiques correspondants permet une différenciation simple et fiable 
des ANA selon leur spécificité. Les ANA apparaissent en cas de lupus érythémateux 
disséminé (LED) actif et inactif, de connectivité mixte (« mixed connective tissue disease 
(MCTD) »), de sclérodermie, de syndrome de Sjögren, de cirrhose biliaire primitive (CBP) et 
de polymyosite. En fonction de leur pertinence pour chaque maladie auto-immune, les 17 
antigènes contenus dans le test AESKUBLOTS® ANA-17 Pro sont déposés sur la 
bandelette (LED, syndrome de Sjögren, syndrome de CREST, sclérodermie, connectivité 
mixte, CBP et myosite). 
Anticorps dirigés contre : 

- les nucléosomes, qui se lient aux épitopes du complexe histone (nucléosome). Les 
anticorps anti-ADNdb et anti-histone peuvent aussi reconnaître les antigènes du 
nucléosome. Les anticorps anti-nucléosome présentent, par rapport aux anticorps 
anti-ADNdb, une sensibilité accrue et peuvent ainsi constituer un complément 
précieux dans le diagnostic du LED (Chabre et al., 1995 ; Bruns et al., 2000). Ils 
représentent en outre un intérêt pour la néphropathie lupique (Van Bruggen et al., 
1996 ; Amoura et al., 1999). 

- les ADNdb, qui font figure de marqueurs spécifiques du LED et sont mis en évidence 
chez presque 50-80 % des patients. 

- les histones, qui apparaissent souvent chez les patients atteints de LED, mais sont 
aussi présentes chez ceux souffrant d'autres collagénopathies. Dans le cas des lupus 
érythémateux induits par les médicaments, les anticorps anti-histone constituent, en 
l'absence d'autres autoanticorps, un marqueur spécifique (avant tout les anti-ADNdb) 
(Rubin 1999). 

- la SmD1 (antigène Smith), qui ont pour cible la nucléoprotéine D1 des petites 
ribonucléoprotéines nucléaires (snRNP). Les anticorps anti-SmD1 sont, de la même 
manière que les anticorps dirigés contre les ADN double brin (ADNdb), extrêmement 
spécifiques du LED et constituent donc l'un des critères de diagnostic et de 
classification du LED. 

- le snRNP U1, typiques des connectivités mixtes, mais qui apparaissent également 
chez les patients atteints de LED. Un titre élevé d'anticorps anti-snRNP U1 est 
caractéristique du syndrome de Sharp. 

- les SSA (Ro ; ribonucléoprotéine cytoplasmique soluble et/ou nucléaire de 52 et 
60 kDa) et les anticorps dirigés contre les SSB (La ; protéine de 48 kDa associée aux 
ARN polymérases III), qui sont la plupart du temps observés à des titres élevés dans 
le cas du syndrome de Sjögren primaire et secondaire, mais qui apparaissent aussi 
chez les patients souffrant de LED, de bloc cardiaque congénital et de lupus 
néonatal.  

- les Scl-70, qui ont pour cible les ADN topoisomérases I. Ils sont extrêmement 
spécifiques de la sclérodermie systémique et indiquent une évolution grave de la 
maladie. 
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- les CENP-B (protéine centromérique B 80 kDa), typiques du syndrome de CREST 
(chez 60 % des patients atteints de ce syndrome), forme évolutive bénigne de la 
sclérodermie systémique. 

- l'antigène Jo-1, qui ont pour cible l'histidyl-ARNt-synthétase (une protéine 
cytoplasmique issue de la biosynthèse des protéines). Ils sont observés chez 20-
40 % des patients atteints de polymyosite et de dermatomyosite. 

- les protéines P ribosomales, qui ont pour cible plusieurs phosphoprotéines de la 
grande sous-unité ribosomique. Ils apparaissent en cas de lupus érythémateux 
disséminé (Elkon et al, 1985) et de lupus avec atteinte cérébrale (Bonfa et al., 1987). 

- la protéine Ku, réagissant principalement avec la sous-unité p80 ou un épitope 

conformationnel sur l'hétérodimère p70/p80 de la protéine kinase dépendante de 

l'ADN. Ils se lient en outre aux protéines présentant des séquences homologues aux 

sous-unités p70/p80 (NFIV, TREF, EBP-80, E1BF et Ku-2, p.ex.). 5 à 25 % des 

patients atteints de polymyosite ou du syndrome de chevauchement sclérodermie et 

1 à 7 % des patients souffrant de myosites présentent des anticorps anti-Ku. Ils sont 

également présents dans environ 20 % des cas d'hypertension artérielle pulmonaire 

primitive, dans 5 à 20 % des cas de LED, dans 20 % des cas de syndrome de 

Sjögren primaire et parfois chez les patients souffrants d'autres collagénopathies 

(Cooley et al., 1999). 

- les Mi-2, décelés chez 15-20% des patients atteints de dermatomyosite. Leur 

spécificité diagnostique est élevée. 95 % des patients présentant des anticorps anti-

Mi-2 souffrent de dermatomyosite. Dans le cas des polymyosites, ils apparaissent au 

contraire rarement, ce qui leur confère leur importance pour le diagnostic différentiel 

(Roux et al., 1998 ; Targoff, 2000). L'antigène Mi-2 fait partie d'un complexe 

multiprotéique nucléaire qui participe probablement à la régulation du cycle de 

prolifération cellulaire. 

- l'antigène Pm-Scl, observés chez 24 % des patients atteints du syndrome de 

chevauchement Pm-Scl et chez 3 à 10 % des patients souffrant de sclérodermie et 

de polymyosite. 

- le PCNA, spécifiques du LED. L'antigène est une protéine auxiliaire de l'ADN 
polymérase delta d'un poids moléculaire de 36 kDa. Il participe à la synthèse et aux 
mécanismes de réparation de l'ADN. 

 
 

Principe du test 
Les antigènes doivent être déposés en ligne sur la bandelette de membrane de nitrocellulose. La 
membrane est bloquée de manière à éviter les liaisons non spécifiques. Les bandelettes de 
membrane sur lesquelles sont déposés les antigènes spécifiques sont incubées dans les boîtes 
d'incubation avec des échantillons de sérum dilués à 1:101. S'ils sont présents, les anticorps 
spécifiques du sérum du patient se lient alors à l'antigène situé sur la membrane. Les 
composants non liés du sérum sont retirés en les lavant au cours des étapes de lavage 
suivantes. Les anticorps dirigés contre l'immunoglobuline humaine, marqués à la peroxydase du 
raifort (conjugué), sont ensuite ajoutés. Pendant une période d'incubation, ils se lient au 
complexe antigène-anticorps précédemment formé, l'immunoglobuline non liée est retirée au 
cours des étapes de lavage suivantes. La mise en évidence des anticorps liés s'effectue à l'aide 
d'une réaction enzymatique colorée au cours de laquelle le substrat incolore est convertit en 
précipité (bleu). La réaction est stoppée au moyen de l'eau distillée. 

 

 

3 Composants du kit 

Reconstituer avant utilisation 

Composant du kit Quantité Couleur Couleur Description / Contenu 



 

Product Ref. 4001 

Product Desc. ANA-17 Pro 

Manual Rev. No. 006 : 2016-11-07 
 

Page 3 of 9 

 

du 
bouchon 

de la 
solution 

Réactif de blocage 
3 x pour 10 ml 
de concentré 

blanc s.o. 
Lait écrémé en poudre pour la préparation de 10 ml 
de tampon d'échantillon 

Tampon de lavage 20x 1 x 50 ml blanc incolore 
concentré 20 fois 
pour 1 L de tampon Tris, pH 6,9 ± 0,2 

Prêt à l'emploi 

Composant du kit Quantité 
Couleur 
du 
bouchon 

Couleur 
de la 
solution 

Description / Contenu 

Conjugué IgG 1 x 10 ml bleu incolore 
Anti-immunoglobuline humaine G (IgG) marqué à la 
peroxydase du raifort 

Substrat 1 x 10 ml noir incolore TMB/ H2O2 stabilisé  

Bandelettes de test 24 bandelettes 
Code 
couleur 
orange 

s.o. Antigènes déposés: voir Usage prévu 

Pincette, modèle d'interprétation 
transparent, feuille d'évaluation, 
étiquette adhésive double face 
(noire) pour la fixation des 
bandelettes 

1 de chaque s.o. s.o. s.o. 

boîte d'incubation 3 s.o. s.o. s.o. 

Etiquettes pour tampon 
d'échantillon 

3 s.o. s.o. s.o. 

Matériel requis non fourni avec le kit : 

Agitateur-balance, éprouvette graduée de 1 000 ml, pipette ou éprouvette graduée pour volumes de 10 ml, micropipettes (10, 
1 000 µl), papier absorbant ou papier filtre. Nos tests ont été développés pour une utilisation avec de l'eau purifiée (purified water) 
conforme à la définition de la Pharmacopée des Etats-Unis (USP 26 - NF 21) et de la Pharmacopée européenne (Eur. Ph. 4te Ed.). 

 

 

4 Stockage et durée de conservation 

Les réactifs de ce kit et les bandelettes de la membrane doivent être stockés à 2-8°C/35-
46°F dans leur flacon d'origine. Les solutions diluées peuvent être conservées 6 semaines à 
2-8°C/35-46°F. Les dates de péremption indiquées sur l'emballage et les étiquettes de 
chacun des composants doivent être observées. Les composants du kit dont la date de 
péremption est dépassée ne doivent plus être utilisés ! Une forte exposition à la lumière de la 
solution de TMB du substrat doit être évitée. 
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5 Indications et mesures de précaution 

5.1 Risque sanitaire 

L'usage de ce produit doit se limiter exclusivement au DIAGNOSTIC IN VITRO. Seul un 
personnel spécialement formé et ayant bénéficié d'un enseignement sur l'utilisation de 
diagnostics in vitro peuvent procéder à son application. Les réactifs contenus dans ce produit 
ne sont ni toxiques ni dangereux pour la santé s'ils sont utilisés en bonne et due forme. 
Cependant, pour garantir une sécurité maximale de l'utilisateur, les points suivants sont à 
observer. 

Recommandations et mesures de précaution  

Etant donné que certains composants du kit contiennent des réactifs potentiellement 
dangereux, ceux-ci peuvent provoquer une irritation oculaire et cutanée. 

Le substrat contient du Kathon (1 % vol.), un conservateur. Ne pas avaler le réactif et éviter 
tout contact avec la peau ou les muqueuses. 

Ne pas manger, boire ou fumer pendant l'exécution de tâches faisant intervenir les éléments 
du kit. Ne pas pipeter avec la bouche, porter des gants jetables. 

Les sérums des patients sont à classer dans la catégorie des substances potentiellement 
infectieuses et à manipuler conformément à la situation juridique nationale.  

5.2 Indications générales 

Afin de différencier les tests AESKUBLOTS® disponibles, un code couleur se situe au-
dessus de la ligne de contrôle de la bandelette: 

Code couleur AESKUBLOTS® 

jaune ANA-12 Pro 

orange ANA-17 Pro 

bleu Myositis Pro 

brun Liver Pro 

mauve Vasculitis Pro 

noir Gastro Pro 

vert Borrelia-G et Borrelia-M 

 

Si des informations produit sont incorrectes, y compris celles des étiquettes, merci de 
contacter le fabricant ou le fournisseur du kit. 

Le réactif de blocage et le tampon de lavage peuvent être échangés entre les lots et les 

emballages des tests. Tous les autres composants sont spécifiques et ne doivent pas être 

échangés. Ne pas échanger les composants entre le test de diagnostic pour l'auto-immunité 

et celui pour la borréliose. 

 

Aucun récipient en polystyrène ne doit être utilisé pour la manipulation du conjugué. 

Tous les composants du kit doivent être à température ambiante (20-32°C/68-89,6°F) et bien 
mélangés. Le protocole prescrit pour le mode opératoire doit être impérativement observé 
afin d'obtenir des résultats optimaux. 

N'exposez jamais séparément les composants du kit à des températures supérieures à 37 C/ 
98,6°F. 

Toujours pipeter la solution du substrat avec des pointes de pipettes neuves afin d'éviter 
toute contamination. Protéger la solution du substrat de la lumière. Ne jamais pipeter la 
solution du conjugué avec des pointes de pipettes contaminées par d'autres réactifs.  
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L'intensité chromatique des bandes ne correspond pas nécessairement aux titres des 
anticorps, déterminés à l'aide de méthodes de référence. 

Même les échantillons de personnes apparemment saines peuvent présenter des 
autoanticorps. 

En cas de concentration élevée d'immuncomplexes ou de tout autre agrégat 
d'immunoglobuline dans un échantillon, des résultats positifs faux dus à des liaisons non 
spécifiques ne sont pas à exclure. 

 

Un diagnostic clinique définitif ne doit pas relever uniquement des résultats du test 
effectué, mais doit être posé par le médecin en tenant compte de l'ensemble des 
résultats cliniques et des analyses biologiques. Il est impératif de confirmer le 
diagnostic avec différentes méthodes. 

6 Prélèvement des échantillons, préparation et stockage 

Il est recommandé d'utiliser des échantillons frais de sérum. La prise de sang doit être 
effectuée en conformité avec la situation juridique nationale. Ne pas utiliser d'échantillons de 
sérum atteints par un ictère, une lipémie, une hémolyse ou contaminés par des bactéries. En 
cas d'échantillons troubles, centrifuger légèrement les particules (< 1000 x g). Collecter les 
échantillons de sang dans des tubes propres, secs et vides. 

Une fois prélevés, les échantillons de sérum doivent être utilisés dans les 8 h qui suivent ou 
conservés fermés pendant 48 h à 2-8°C/35-46°F. SI un stockage plus long est envisagé, les 
échantillons doivent être congelés à -20°C/-4°F. Des congélations et décongélations à 
répétition doivent être évitées. Ne pas utiliser d'échantillons de sérum activés par la chaleur 
(56°C/132,8°F). 

7 Mode opératoire 

7.1 Préparation 

Dilution de réactifs concentrés : 

Dissoudre éventuellement les cristaux de sel du concentré de tampon de lavage. Les 
cristaux peuvent être à nouveau dilués en chauffant légèrement, mais la température doit 
suffire. 

 

Diluer à 1:20 le tampon de lavage concentré avec de l'eau distillée (50 ml plus 950 ml p.ex.).  

Fabrication du tampon d'échantillon : ajouter 10 ml de tampon de lavage à un flacon de 
réactif de blocage et bien mélanger. 
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7.2 Etapes 

Important : 

Suivez exactement ce protocole. Assurez-vous que les deux éléments mentionnés dans le 
protocole sont ajoutés à la barre dans les étapes 2, 6, 9. 

Ne pas laisser sécher les bandelettes de test entre les étapes d'incubation. 

Ne pas toucher les bandelettes de test avec les mains, utiliser une pincette. 

Retirer complètement les échantillons de sérum dilués après l'incubation pour éviter qu'ils ne 
se déplacent.  

Agiter en permanence les bandelettes de test au moyen de l'agitateur-balance pendant 
l'incubation. 

Ajouter le tampon d'échantillon, le conjugué et le substrat avec le tampon de lavage d'un 
côté de la boîte d'incubation. Ne pas laisser couler par-dessus la bandelette. 

Etape Description 

1. Assurez-vous que les préparatifs décrits au chapitre 7.1 ont été effectués avant le début du 
test. 

2. 

 

Placer la bandelette dans le bon sens (ligne de contrôle 
et code couleur vers le haut) dans la boîte d'incubation. 
Ne toucher la bandelette qu'avec une pincette. Ajouter 
700 µl de tampon de lavage et 300 µl de tampon 
d'échantillon dans la boîte d'incubation avec la 
bandelette. Recouvrir complètement la bandelette avec 
la solution et laisser incuber 5 minutes sous agitation.  

ECHANTILLON 

3. 

 

Pipetez à chaque fois 10 µl d'échantillon de sérum dans 
la boîte d'incubation avec la bandelette prévue et le 
tampon d'échantillon. 

4. 

 

Incuber 30 minutes à 20-32°C/68-89,6°F sous agitation. 
Puis retirer complètement l'échantillon. 

5. 

 

Laver 3 fois pendant 5 minutes avec à chaque fois 1,5 
ml de solution de lavage en agitant avec précaution. 
Retirer la solution de lavage après chaque étape de 
lavage. 
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CONJUGUE 

6. 

 

Ajouter 700 µl de solution de lavage et 300 µl de 
conjugué dans chaque boîte d'incubation contenant une 
bandelette. 

7. 

 

Incuber 30 minutes à 20-32°C/68-89,6°F sous agitation. 
Retirer le conjugué. 

8. 

 

Laver 3 fois pendant 5 minutes avec à chaque fois 1,5 
ml de solution de lavage en agitant avec précaution. 
Retirer la solution de lavage après chaque étape de 
lavage. 

SUBSTRAT 

9. 

 

Pipeter 700 µl de dH2O et 300 µl de substrat dans 

chaque cavité. 

10. 

 

Incuber 15 minutes à 20-32°C/68-89,6°F sous agitation, 
protéger de toute exposition lumineuse intense. Retirer 
le substrat. 

STOP 

11. 

 

Ajouter 2 ml de dH2O. Incuber 1 minute sous agitation. 

Retirer le dH2O. Répétez l‘étape 

12. Retirer la bandelette de la boîte d'incubation et sécher entre deux papiers filtre. 

13. Analyser les bandelettes incubées dans les 24 heures. 
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8 Analyse qualitative 

8.1 Analyse manuelle 
Le test peut être considéré comme valide lorsque  

- la bande témoin de fonctionnement apparaît, 

- la bande de détection est visible, 

- l'intensité chromatique de la bande de détection est inférieure à celle de la bande 

témoin de fonctionnement. 

 
Fixer la bandelette sèche à la feuille d'évaluation en faisant coïncider la ligne de référence. 
Poser le modèle d'interprétation sur la bandelette en faisant coïncider la ligne de référence. 
Interpréter les résultats uniquement à l'aide de la bande de détection située sur la bandelette 
du test considéré. 

Une copie couleur de toutes les bandes pouvant être mises en évidence par le test est 
adjointe à chaque emballage de test. 

L'interprétation s'effectue en comparant l'intensité chromatique de la bande apparue à celle 
de la bande de détection. Si l'intensité chromatique est comparable à celle de la bande de 
détection, le résultat du test doit être considéré comme douteux. En cas de coloration 
intense, le test est positif et en cas de faible coloration, le test est négatif. 

Les résultats du test peuvent être notés sur la feuille d'évaluation. 

Si les valeurs des bandes de contrôle ne remplissent pas les critères de validation, le test est 
invalide et doit être réexécuté. En cas de résultats douteux, la répétition du test avec un 
nouvel échantillon est également recommandée. 

Les sources d'erreur suivantes doivent être contrôlées : données de conservation des 
réactifs, conditions de stockage, pipettes, appareils utilisés et conditions d'incubation. 

Si les échantillons testés présentent des valeurs inhabituelles ou déviantes ou si les critères 
de validation ne sont pas remplis pour des motifs ne relevant pas de la responsabilité de 
l'utilisateur, merci de contacter le fabricant ou le fournisseur du kit. 

 

Les laboratoires d'analyse médicale doivent effectuer des contrôles qualité à l'aide de 
contrôles qui leur sont propres et/ou de sérums conformes à la réglementation nationale. 

 

9 Technical Data 

Echantillon : sérum  

Volume d'échantillon : 10 µl de sérum 

Temps d'incubation total : 112 minutes à 20-32°C/68-89.6°F 

Stockage : à 2-8°C/35-46°F dans les flacons d'origine. 

Nombre de tests : 24 tests 
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10 Caractéristiques 

10.1 Sensibilité et Spécificité relative 
Pour déterminer la conformité positive (sensibilité relative), 115 sérums de patients avec des 
anticorps positifs à IIF ont été analysé avec AESKUBLOTS® ANA-17 Pro. La conformité 
négative (spécificité relative) a été déterminée en utilisant 50 échantillons de sérum collectés 
chez des donneurs de sang apparemment sains. 

Conformité positive: 99,1 % (114/115) 
Conformité négative: 98 % (49/50) 
Conformité totale: 98,8 % (163/165) 
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