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Pour diagnostic in vitro uniquement, pour usage professionnel seulement.
Test a usage unique.
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ELI.HA RF permet la détermination quantitative du Facteur Rhumatoide sérique de type IgM (4, 5) par
hémagglutination indirecte (10, 11).
Le coffret permet de réaliser 220 tests ou 20 réactions de 11 dilutions.

2 - INTRODUCTION
Le Facteur Rhumatoide constitue un marqueur biologique d’un grand intérét diagnostique au cours de la
polyarthrite rhumatoide de I'adulte (5).

3 - PRINCIPE

ELI.HA RF est basé sur les propriétés hémagglutinantes spécifiques du Facteur Rhumatoide, utilisées
dans les réactions type Waaler-Rose (1, 2, 8). Le réactif R1 est constitué d'hématies de mouton
sensibilisées par une fraction de gamma-globulines d'un sérum de lapin anti-hématies de mouton. La
présence du Facteur Rhumatoide sérique entraine une hémagglutination du réactif R1 qui se traduit par
un voile rouge / marron tapissant la cupule. En l'absence du Facteur Rhumatoide, ces hématies
sédimentent au fond de la cupule sous forme d'un bouton punctiforme.

Le réactif R2, constitué d'une suspension d'hématies de mouton non sensibilisées, assure la spécificité de
la réaction et permet déliminer les interférences dues aux agglutinines naturelles anti-mouton
(hétéroanticorps de Forssman, anticorps de la mononucléose infectieuse et autres macroglobulines).

La réaction s'effectue en microplaque a fond en V.

La manipulation est simple et rapide. Les résultats sont obtenus en 2 heures.

4 - REACTIFS ET MATERIEL

Description Quantité

R1: flacon de 4,4 mL de réactif révélateur 1
R2: flacon de 1 mL de réactif témoin

BUF: flacon de 55 mL de tampon phosphate pH 7,2
R3: flacon de 2 mL d’adsorbant

CONTROL +: flacon de 0,5 mL de contréle positif titré
CONTROL -: flacon de 0,5 mL de contrdle négatif
MICROPLATE: microplaque a fond en V

DROPPER: compte-gouttes spécial
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5 - PRECAUTIONS D’EMPLOI

- Les réactifs sont destinés uniquement a un diagnostic in vitro et doivent étre manipulés par des
personnes habilitées

- Les tests sont a usage unique.

- Tous les réactifs, sauf le réactif BUF, contiennent des substances d'origine animale et doivent étre
manipulés avec les précautions d’'usage.

- Les prélévements sont potentiellement infectieux. lls doivent étre manipulés avec les précautions
d’'usage en respectant les regles d’hygiéne et la réglementation en vigueur dans le pays d'utilisation.

- Le réactif R1 contient des substances d’origine humaine ayant subi un dépistage négatif, concernant
les anticorps anti-VIH, les anticorps anti-VHC et I'Ag Hbs, mais doit cependant étre manipulé comme
un produit potentiellement infectieux

- Les réactifs contiennent de I'azide de sodium (concentration < 0,1%). L'azide de sodium contenu dans
les réactifs peut réagir avec les métaux lourds des canalisations pour former des composés explosifs.
Il est donc recommandé de ne pas jeter les réactifs a I'évier et de suivre les recommandations et
réglementations d'élimination des déchets en vigueur.

- Ne pas utiliser les réactifs au-dela de la date de péremption.

- Ne pas utiliser de réactifs provenant de lots différents.

- Bien attendre que le sérum et les réactifs s” équilibrent & température ambiante.

- Agiter soigneusement les réactifs R1 et R2 avant utilisation.

- Lorsde ladistribution des réactifs R1 et R2, veiller a ce que le compte-gouttes soit parfaitement vertical.
Vérifier I'absence de bulles d'air dans les gouttes, afin que les volumes délivrés soient constants.

6 - RECUEIL ET TRAITEMENT DES ECHANTILLONS

Utiliser des sérums frais ou conservés a - 20°C, et ne présentant pas d’hémolyse de trouble ni de
contamination.

Les échantillons sériques peuvent étre conservés 72 heures a +2-8°C. Si le test n'est pas effectué dans
les 72 heures qui suivent le prélevement, ils doivent étre congelés a -20°C.

Eviter les congélations et décongélations répétées.

Ne pas décomplémenter le sérum.

7 - CONSERVATION ET PREPARATION DES REACTIFS
Les réactifs sont préts a I'emploi.

Tous les réactifs conservés a 2-8°C sont stables jusqu'a la date de péremption indiquée sur le coffret. lls
ne doivent pas étre congelés.

8 - MATERIEL REQUIS MAIS NON FOURNI

- Pipette(s) automatique(s) au volume de pipetage adapté a la quantité a mesurer ;
- Récipients pour déchets contaminés ;

- Centrifugeuse ;

- Tubes a hémolyse.

9 - MODE OPERATOIRE
Equilibrer les réactifs a température ambiante avant emploi.

9.1 - Préparation de I’échantillon
Diluer le sérum a tester au 1/20:

« 50 pL de sérum;

* 950 pL de réactif BUF.

9.2 - Réalisation du test sur microplaque
- A laide d'une micropipette multicanaux, distribuer 50 pL de réactif BUF dans 12 cupules de la
microplaque.

A l'aide d’'une micropipette, distribuer 50 pL du sérum dilué dans la 1ére cupule.

Mélanger avec le réactif BUF et reporter, de préférence a l'aide d'un micro-diluteur (“tulipe”), 50 pL de
la 1ére cupule dans la 2éme, de la 2éme dans la 3éme, et ainsi de suite jusqu'a la 10eme cupule, en
rejetant 50 pL de la 10éme cupule.

On obtient ainsi les dilutions 1/40 jusqu’au 1/20480.

Distribuer 50 pL du sérum dilué dans la 11éme cupule.

Mélanger avec le réactif BUF et rejeter 50 pL.

Cette dilution (1/40) constitue le témoin sérum, dont le réle est de détecter les agglutinines naturelles
anti-mouton que peuvent contenir certains sérums.

- Agiter soigneusement les réactifs R1 et R2.
« Déposer 1 goutte de réactif R1 dans les 10 premiéres cupules.
« Déposer 1 goutte de réactif R2 dans la 11éme cupule (témoin sérum).
« Déposer 1 goutte de réactif R1 dans la 12éme cupule (témoin réactif) dont le réle est de controler
la validité du réactif BUF et du réactif R1.

Remarque : Ne réaliser qu'un seul témoin réactif par série de tests..

- Homogénéiser trés soigneusement le contenu des cupules manuellement, par tapotements latéraux
sur les cotés de la microplaque, posée a plat.

- Laisser ensuite la plaque immobile, & I'abri de toute vibration.

- Lire la réaction 2 heures plus tard.

9.3 - Adsorption des agglutinines naturelles anti-mouton en cas d’agglutination du témoin
sérum
- Agiter soigneusement le réactif R3.
- Distribuer dans un tube et mélanger :
* 0,1 mL de sérum ;
* 0,3 mL de réactif R3.
- Laisser incuber 60 min a température ambiante.
- Centrifuger a 2000 trs/min pendant 15 min.
- Recueillir le surnageant ; le sérum est alors dilué au 1/4.
- Diluer le surnageant au 1/5 dans du réactif BUF pour obtenir une dilution mére (1/20) adsorbée.
- Reprendre le protocole de "Réalisation du test sur microplaque” en remplacant la dilution mere par la
dilution mére adsorbée.

10 - LECTURE ET INTERPRETATION DES RESULTATS

Réaction négative : Absence d’hémagglutination.

Présence d’'un bouton punctiforme au fond de la cupule.
Réaction positive : Pré d’hé lutination.
Présence d'un voile rouge/marron tapissant la cupule.

Exemple : Pour un seuil de sensibilité de 0,2 UI/mL, on obtient :

Dilutions 1/40 1/80 1/160 1/320 1/640 @ @
IU/mL

8 16 32 64 128
Témoin Témoin
@ @ @ @ sérum réactif
Dilutions 1/1280 1/2560 1/5120  1/10240 1/20480
U/mL 256 512 1024 2048 4096

% Sérum positif au 1/1280
Le titre est donné par la derniére dilution présentant une hémagglutination.
Le titre en Ul/mL est égal a I'inverse de cette dilution limite multiplié par le seuil de sensibilité du
réactif indiqué sur le coffret.

Exemple : Si un sérum est positif jusqu'a la dilution 1/1280, et que le seuil de sensibilité est de 0,2 Ul/mL,
le titre de ce sérum sera alors de 1280 x 0,2 = 256 IU/mL.

11 - CONTROLE QUALITE INTERNE

Les réactifs CONTROL+ et CONTROL- doivent étre traités comme les sérums a analyser. Le titre du réactif
CONTROL+ doit étre égal au titre annoncé sur I'étiquette du flacon a + une dilution. Le réactif CONTROL-
doit présenter une absence d’hémagglutination. Si tel n’est pas le cas, le test n'est pas valide.

12 - CAUSES D’ERREURS ET LIMITES DU TEST

- Mauvaise conservation du sérum.

- Mauvaise conservation des réactifs apres ouverture.

- Utiliser exclusivement les compte-gouttes fournis dans le coffret.

- Ne pas inter-changer les compte-gouttes entre les réactifs R1 et R2.

- En cas de réaction positive dans les 10 premieres cupules, poursuivre les dilutions pour rechercher le
titre d'hémagglutination limite.

- Le témoin sérum doit donner une réaction négative (bouton punctiforme). En cas d'hémagglutination
de ce témoin, il est nécessaire de renouveler le test aprés avoir éliminé les agglutinines naturelles anti-
mouton du sérum par adsorption.

- Le témoin réactif doit donner une réaction négative (bouton punctiforme). En cas d'hémagglutination
de ce témoin, le réactif ELI.H.A RF n'est pas utilisable.

- Certains sérums, dont la concentration en anticorps est tres élevée, peuvent donner lieu a un
phénomene de zone (avec rétraction du voile) dans les premiéres dilutions, qui disparait dans les
dilutions suivantes.

- Le Facteur Rhumatoide constitue un marqueur biologique d'un grand intérét diagnostique au cours de
la polyarthrite rhumatoide de I'adulte. Cependant, le Facteur Rhumatoide n'est pas spécifique de la
polyarthrite rhumatoide et peut étre retrouvé généralement a des taux faibles chez des sujets sains
(sujets agés de plus de 70 ans), ou dans les connectivites (Syndrome de Gougerot Sjogren, lupus
érythémateux disséminé, connectivites mixtes...). D'autre part, des titres faibles peuvent étre observés
au début de la maladie ou chez les malades traités.

- Il est généralement admis que le taux de Facteur Rhumatoide est significatif lorsqu'il est supérieur a
environ 12 UI/mL (6), bien que la probabilité soit plus forte lorsque le titre est plus élevé (en général &
partir de 30 UI/mL) (7). Le seuil de sensibilité, exprimé en UI/mL (déterminé par rapport au W.H.O.
Standard), est indiqué pour chaque lot sur le coffret (6).

Par ailleurs, il est conseillé d'utiliser le WAALER-ROSE Bicolor qui permet d'effectuer en 2 minutes le
dépistage du Facteur Rhumatoide par une réaction de Waaler-Rose sur lame.

- Laqualité des réactifs permet d'exécuter la réaction le soir et d'effectuer la lecture le lendemain matin,
a condition que la microplaque ne subisse aucun déplacement et soit a I'abri des vibrations.

- Dans tous les cas et avant I'établissement du diagnostic final, I'interprétation du test doit étre réalisée
en intégrant I'ensemble des données cliniques, épidémiologiques et biologiques et des résultats des
autres tests.

13 - PERFORMANCES

Les résultats des évaluations du test ELI.H.A RF montrent une sensibilité de 97.6 % et une spécificité de
97.4 %.

14 - ELIMINATION DES DECHETS

Les déchets doivent étre éliminés en respectant les regles d’hygiéne et la réglementation en vigueur pour
ce type de produit dans le pays d'utilisation.

En cas de versement accidentel de réactif BUF, nettoyer le plan de travail & I'aide de papier absorbant et
rincer avec de l'eau. En cas de versement de sérum ou d’un autre réactif, nettoyer a l'aide d'eau de Javel
et de papier absorbant.

15 - BIBLIOGRAPHIE

1. E. WAALER - On the occurrence of a factor in human serum activating the specific agglutination of
sheep blood corpuscules - Acta Path. Microbiol. Scand., 1940, 17,172.

2. H.-M. ROSE, C. RAGAN, E. PEARCE, M.-O. LIPMAN - Differential agglutination of normal and
sensitized sheep erythrocytes by sera of patients with rheumatoid arthritis - Proc. Soc. Exp. Biol. Med.,
1948, 681.

3. A. EYQUEM, L. PODLIACHOUK - Diagnostic biologique des rhumatismes inflammatoires
chroniques et des collagénoses - Collection"Techniques de base", 1959, Ed. de la Tourelle, Saint-
Mandé.

4. N.SVARTZ - Tests sérologiques pour le diagnostic différentiel des affections rhumatismales - Triangle, 1959,
4,n° 1,24,

5. K. SIMONS, K. AHO, P. SEPPALA, O. WAGER - Purification of the Rheumatoid Factor - Clinica Chimica
Acta, 9, 1964, 519-525.

6. S.-G. ANDERSON, M.-W. BENTZON, V. HOUBA, P. KRAG - International Reference Preparation of
Rheumatoid Arthritis Serum - Bull W.H.0.,1970, 42, 311-318.

7. P. WATTRE, B. DUQUESNOY - Intérét d'une microméthode originale, d’hémagglutination pour le titrage
des facteurs rhumatoides - Feuil. Biol., 1981, XXII, n® 123, 43-46.

8. Y. RAUTLIN de la ROY, G. GROLLIER, D. BONTOUX, M. ALCALAY, C. MATUCHANSKY - Recherche
et dosage des facteurs rhumatoides. Comparaison de six réactifs - Feuil. Biol., 1982, XXIIl, n° 129, 45-51.

9. J. CLOT, J. SANY, A. CLOT - Dosage des facteurs rhumatoides par Néphélométrie Laser. Etude de

1000 sérums - Revue du Rhumatisme, 1983, 50 (3), 181-185.

A. MARCELLI-BARGE, P. PREVOST, E. CHAPUIS, M.-C. SIMARD - Diagnostic immunologique de la

polyarthrite rhumatoide a l'aide d'unenouvelle microméthode d’hémagglutination quantitative du facteur

rhumatoide : le Polyartitre - Path. Biol., 1983, 31, n° 3, 217-220.

O. MEYER, O. BORDA-IRIARTE - Détection des facteurs rhumatoides par hémagglutination passive.

Intérét d'une microméthode quantitative

: le Polyartitre - 1.S.B., 1983, 9, n° 5, 262-267.

12. A. GUYARD, S. ALBAREDE - Facteurs Rhumatoides 00ATI1. Echantillon 00G8 - AFSSaPsS, 2000.

10.

S

11.

=

ELITech MICROBIO

Parc d'activités du Plateau
Allée d'Athénes

83870 SIGNES

FRANCE

®Tel: +33 (0) 4 94 88 55 00
http://www.elitechgroup.com

Les modifications par rapport a la version précédente
sont surlignées en gris.




