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Test Immunologique Enzymatique pour la Détection Cardiolipine-IgG/IgM 
N° Produit 11014 

 
Remarques importantes: 
– Avant utilisation, lire attentivement les instructions pour le fr-elisa. 
– Le kit doit être conservé entre 2-8°C. Ne pas congeler. 
– Veuillez contrôler la date de péremption de chaque réactif et ne pas les utiliser si elle est dépassée. 
– Porter le contenu du kit  à température ambiante! 
– Toujours ouvrir l’emballage de la plaque de micro-titration après avoir atteint la température ambiante. 
– Le tampon de lavage et le tampon d’échantillon sont présentés sous une forme plus concentrée par rapport aux dilutions de travail 

requises dans le test. Après dilution des solutions concentrées, veuillez tenir compte des dates de péremption suivantes: le tampon 
d’échantillon ainsi que le tampon de lavage dilués doivent être conservés entre 2° et  8°C pendant 2 semaines maximum. 

– Ne pas mélanger les réactifs de différents lots de kits de test fr-elisa. 
 
Généralités: 
Les anticorps contre les phospholipides (APAs) ont été associés à l’apparition de thrombose, thrombocytopénie, avortement fœtal, insuffi-
sance cérébro-vasculaire et infarctus du myocarde (syndrome anti-phospholipides). Les anticorps anti-cardiolipine peuvent être de type IgG, 
IgM ou IgA: la signification clinique de ces trois sous-classes principales d’immunoglobulines est un sujet de discussion controversée. La 
présence d’anti-cardiolipine IgG semble être le test le plus prédictif et le plus spécifique pour la thrombose, la thrombocytopénie et la perte 
fœtale récurrente. De plus, les titres d’anticorps anti-cardiolipine IgG sont étroitement associés avec des complications neurologiques dans 
le lupus érythémateux systémique et chez les patients avec d’autres maladies auto-immunitaires. Cependant, les patients avec des données 
cliniques associées aux anti-cardiolipines ont souvent des taux d’anticorps anti-cardiolipine IgM et IgA élevés. Il est donc devenu important 
cliniquement de déterminer la présence de chacune de ces classes d’auto-anticorps dans le sérum des patients. 
 
Principe de la Méthode: 
Les kits sont des tests immunologiques enzymatiques en phase solide. Les puits de micro-titration sont recouverts de cardiolipine et de β2-
glycoprotéine I (β2-GPI, apolipoprotéine H), ce dernier étant un co-facteur de la cardiolipine, qui forme des complexes avec la cardiolipine. 
La présence de complexes cardiolipine et β2-glycoprotéine I permet à certains anticorps cardiolipine spécifiques de se lier à la phase solide. 
Les puits de la micro-plaque recouverts d’antigènes sont incubés avec les étalons, les contrôles et les échantillons de sérum des patients. 
Durant l’incubation, les anticorps présents dans l’échantillon se lient aux puits recouverts. Le conjugué (anti-IgG/IgM humaines couplés à la 
peroxydase de raifort) est incubé dans les puits pour reconnaître les auto-anticorps liés aux puits recouverts. A la fin de chaque incubation, 
le matériel non lié est enlevé par aspiration et lavage. Un chromogène est ajouté et les auto-anticorps sont mesurés en utilisant un lecteur 
de plaque spectrophotométrique. 
 

Contenu du Kit de Test: 
• 12 x 8 bandelettes de micro-titration recouvertes, préfixées sur le support 
• 1 x Etalon anti-cardiolipine IgG/IgM, prêt à l’emploi; 1 ml 
• 1 x sérum contrôle négatif; prêt à l’emploi; 1000µl  
• 1 x tampon de dilution de l’échantillon  (couleur ocre); concentré 5 fois; 20ml 
• 1 x solution  de conjugué (couleur verte); 15ml 
• 1 x tampon de lavage; concentré 20 fois; 50ml 
• 1 x solution substrat (TMB); 15ml 
• 1 x solution d’arrêt, 10ml 
• feuillets de données: Facteur spécifique 
• information produit 
• système de pipetage 
 
Réalisation du test: 
Nous recommandons l’utilisation de pipettes multicanaux et d’un bac de lavage automatique pour obtenir des durées d’incubation très syn-
chronisées et un haut niveau de performance pour tous les étalons et échantillons utilisés dans le test. 
 

Etapes Préliminaires: 
• porter tous les réactifs à température ambiante 
• toujours ouvrir l’emballage après avoir atteint la température ambiante 
• diluer le tampon de dilution de l’échantillon (couleur ocre)( 1 part) avec de l’eau distillée (4 parts). Volume total = 100ml 
• diluer le tampon de lavage (1part) avec de l’eau distillée (19 parts). Volume total= 1000 ml 
• les sérums patients doivent être dilués au 1:101 avant utilisation. Distribuer 10µl de l’échantillon dans 1 ml de tampon d’échantillon 

dilué (couleur ocre). 
• les étalons sont prêts à l’emploi 
• les sérums de contrôle positif et négatif sont prêts à l’emploi 
• la solution de conjugué (couleur verte) est prête à l’emploi 
• le chromogène (TMB) doit être utilisé sans aucune influence de la lumière. Après utilisation, il doit être conservé à l’abri de la lumière 
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• les bandelettes non utilisées doivent être rapidement replacées dans l’emballage avec le dessiccateur, refermer et conserver entre 2 et 
8°C. 

Manipuler la solution d’arrêt avec prudence! Acide Sulfurique! 
 

Mode Opératoire: 
• 100µl d’échantillons de patients dilués, d’étalons non dilués et des sérums de contrôle non dilués sont pipetés dans les puits. Il est 

recommandé de réaliser plusieurs déterminations et "blancos" (tampon de dilution de l’échantillon couleur ocre, prédilué) 
• incuber 30 minutes à température ambiante 
• rincer la plaque de micro-titration trois fois en utilisant au moins 300µl de tampon de lavage pour chaque puit et chaque étape de la-

vage. Enlever les traces du tampon restant hors des puits en passant soigneusement un papier absorbant après le dernier lavage. At-
tention: un lavage et une aspiration incomplets des puits peuvent entraîner une diminution de précision. 

• ajouter 100µl de conjugué (solution couleur verte) à chaque puit 
• incuber 30 minutes à température ambiante 
• éliminer des puits le conjugué non lié et laver la plaque comme décrit ci-dessus.  
• ajouter 100µl de chromogène (TMB) à chaque puit 
• incuber 30 minutes à l’abri complet de la lumière et à température ambiante 
• ajouter 50µl de solution d’arrêt dans le même ordre que le chromogène 
• déterminer l’extinction optique à 450nm dans les 30 min après l’arrêt de la réaction 
 
Evaluation du Test: 
Tout d’abord, la Densité Optique (DO) de l’étalon mesuré doit être multipliée par le facteur spécifique repris dans le feuillet des données. 
Le résultat de ce calcul est la valeur de cut-off: 
 

Etalon (DO) x Facteur spécifique = Cut-off (DO) 
 

La DO des sérums testés dans le test doit maintenant être comparée avec la valeur de cut-off calculée. 
.. >1.4 
RRaappppoorrtt  = 1.0 – 1.4 
 

DO échantillon    
Cut-off (DO) 

Positif 
Limite 
Négatif ≤ 1.0 

Les échantillons avec de rapports > 1.4 sont considérés positifs. Des échantillons avec des rapports entre 1.0 et 1.4 doivent être considérés 
limites. Des échantillons avec des rapports ≤1.0  sont considérés négatifs. 
  
Exemple de calcul pour un échantillon positif: 
 

DO échantilon  0.8 
DO étalon  1.9 
Facteur spécifique  0.16 
Valeur cut-off  1.9 x 0.16  =  0.30 

Rapport =   
  

    0.8____ 
1.9 x 0.16 
 

=   0.8_ 
    00..33  =   2.7 

 

Le rapport pour l’échantillon testé est supérieur à 1.4; cet échantillon est donc considéré positif.  
 
L’interprétation des résultats dépend de l’application clinique spécifique du test: chaque laboratoire devrait établir ces propres gammes de 
signification clinique pour la population prise en considération. Un échantillon avec des niveaux d’anticorps douteux devrait être testé à 
nouveau; s’il reste douteux, le résultat devrait être reporté comme douteux et/ou un échantillon supplémentaire devrait être testé selon l’avis 
du médecin. 
Le test peut être évalué si le résultat du contrôle positif est compris dans une gamme indiquée sur le feuillet de données et si en même 
temps, le contrôle négatif se trouve aussi en dessous de la valeur "Cut-Off". 
 
Précautions: 
Pour diagnostic in vitro uniquement! Les standards et les sérums de contrôle sont d’origine humaine. Les sérums ont été testés et sont 
négatifs pour l’HBsAg, l’Hépatite C et le VIH. Toutefois, tous les réactifs doivent être considérés comme potentiellement infectieux et doivent 
donc être manipulés avec les précautions nécessaires. Les règles de manipulation des sérums humains doivent être respectées. 
Avertissement: Certains réactifs contiennent de l’Azide de Sodium. L’Azide de Sodium peut former des Azotures Métalliques hautement 
explosifs avec le plomb et le cuivre présents notamment dans les canalisations. Afin d’éviter la formation et l’accumulation de tels azotures 
dans les canalisations, rincer l’évier à grande eau lors de l’élimination des restes de réactifs. Certains réactifs contiennent de petites quanti-
tés de Thimérosal (<0.1% p/v). Le substrat contient du 3,3’, 5,5’ de Tétraméthylbenzidine. La solution d’arrêt contient 2,6% d’Acide Sulfuri-
que. Manipuler donc tous ces composants comme des agents potentiellement dangereux. 
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