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RESUME

Les maladies auto-immunes systémiques regroupent un ensemble de pathologies
caractérisées par une réaction aberrante du systéme immunitaire dirigées contre les composants
de I’organisme, dont le principal sous-groupe de ces maladies est les connectivites qui se
caractérisent par la production d'auto-anticorps, en particulier les auto-anticorps antinucléaires,
qui constituent des marqueurs essentiels pour leur diagnostic.

L’objectif de ce travail est de comparer et d’évaluer les performances des deux
techniques immunologiques, 1’immunofluorescence indirecte sur cellules d’un carcinome
épidermoide du larynx humain et la méthode Immuno-enzymatique dans la recherche des
autoanticorps antinucléaires. Nous avons réalisé¢ une €tude prospective et descriptive portant
sur100 patients dont 75 atteints de maladies auto-immunes et 25 témoins non atteints. Chez les
patients atteints de maladies auto-immunes, la technique immuno-enzymatique a identifié 53
cas vrais positifs et 22 cas faux négatifs, tandis que I’immunofluorescence indirecte a détecte
64 cas vrais positifs et 11 cas faux négatifs. Concernant les témoins, I’immunofluorescence
indirecte sur cellules carcinome épidermoide du larynx humain a donné 10 cas faux positifs et
15 cas vrais négatifs, contre 2 cas faux positifs et 23 vrais négatifs pour I’immuno-enzymatique.
Nos résultats montrent que la technique d’immunofluorescence indirecte sur cellules carcinome
épidermoide du larynx humain présente une meilleure sensibilité aux dépistages des anticorps

antinucléaires, tandis que la technique Immuno- enzymatique offre une spécificité supérieure.

Mots clés : Maladies auto-immunes, Auto-anticorps antinucléaire, immunofluorescence

indirecte I’immunofluorescence indirecte sur cellules d’un carcinome épidermoide du larynx

humain, Immuno- enzymatique, sensibilité, spécificité.



ABSTRACT

Systemic autoimmune diseases represent a heterogeneous group of disorders in which
the immune system mounts an aberrant response against self-antigens. The most prominent
subgroup includes connective tissue diseases, characterized by the presence of autoantibodies,
particularly antinuclear antibodies (ANA), which are essential diagnostic biomarkers.

We conducted a prospective and descriptive study involving 100 patients, including 75
with autoimmune diseases and 25 without. Among the autoimmune diseases, Enzyme-linked
immunosorbent technique identified 53 true positive cases and 22 cases false cases negative,
while the Indirect Immunofluorescence detected 64 true positive cases and 11 cases false
negative. Regarding healthy subjects, the indirect immunofluorescence on human epidermoid
cells form the larynx, strain2 gave 10 false positive cases and 15 true negative cases, against 2
false positive cases and 23 true negative cases for the enzyme-linked immunosorbent
In conclusion, our results indicate that the indirect Immunofluorescence technique on human
epidermoid cells form the larynx strain2 has a better sensitivity for antinuclear antibodies

detection, while enzyme-linked immunosorbent offers a higher specificity.

Keywords: Auto immune diseases, Antinuclear autoantibodies, indirect

immunofluorescence, indirect immunofluorescence on human epidermoid cells form the

larynx2, enzyme-linked immunosorbent
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Glossaire

Maladies auto-immune (MAI) : provoquées par un dysfonctionnement du systéme immunitaire,
résultant d’une activité anormale de LT ou prolifération de lymphocytes B. Elles peuvent étre

spécifiques d’organe (diabéete de type 1) ou systémique (Lupus érythémateux systémique) [1].

Les auto-anticorps antinucléaires (AAN): sont des marqueurs de la perte de tolérance
immunitaire , 1ils ciblant les composants du noyau et sont utilisés dans le dépistage des maladies

auto-immunes systémiques [2].

Les auto-anticorps AAc : sont des immunoglobulines produites par des Lymphocytes B auto
réactifs, dirigés contre des Antigene du soi. Ils jouent un réle central dans la pathogénie de

nombreuses maladies auto-immunes [3].

Cellules HEp-2 : sont Lignée cellulaire dérivée d’un carcinome du larynx humain, utilisée

comme substrat en immunofluorescence indirecte pour la détection des ANA [4].

L’immunofluorescence indirecte (IFT) : c’est une technique de la détection des auto-anticorps
ANA, en utilisant un substrat cellulaire comme cellules hep2 et Ac secondaire couplé a un

fluorochrome [5]

Immuno-enzymatique Elisa : C’est une technique immuno-enzymatique qui permet la détection

et la quantification auto-anticorps antinucléaires [6]

Sensibilité : C’est la capacité d’un test a détecter correctement les patients atteints de la maladie

(vrais positifs) [7]

Spécificité : Capacité d’un test diagnostique a détecter correctement les sujets non atteints par

la maladie, en donnant un résultat négatif (vrai négatif) [7]



Valeur prédictive positive : elle correspond a la proportion de vrais positifs parmi 1I’ensemble

des résultats positifs du test [§]

Valeur prédictive négative : Elle correspond a la proportion de vrais négatifs parmi I’ensemble

des résultats négatifs du test [8]



ABREVATIONS

AAc: Auto-anticorps

AAN: Auto-anticorps antinucléaires

Ac: Anticorps

Ag: Antigéne

ACR : American College of Rheumatology (College américain de rhumatologie)
EULAR : European League Against Rheumatism (Ligue européenne contre le rhumatisme)
ELISA : Enzyme-Linked ImmunoSorbent Assay (Dosage immuno-enzymatique)
FN : Faux négatifs

FP : Faux positifs

HEp-2 : Lignée cellulaire épithéliale humaine de type 2

IFI : Immunofluorescence indirecte

LB : Lymphocytes B

LEP : Lupus érythémateux systémique

LT : Lymphocytes T

Se : Sensibilité

SGS : Syndrome de Gougerot-Sjogren

Sp : Spécificité

VN : Vrais négatifs

VP : Vrais positifs

VPN : Valeur prédictive négative

VPP : Valeur prédictive positive
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Les maladies auto-immunes sont des pathologies chroniques résultant d’un
dysfonctionnement du systéme immunitaire, suite a la perte de la capacité a distinguer le soi
du non-soi. Cette rupture de tolérance immunitaire entraine une réponse anormale dirigée
contre les cellules et les tissus de 1’organisme, induite par la production d’auto-anticorps par

les lymphocytes B ou par I’activation des lymphocytes T [9].

Ces maladies touchent environ 5 % de la population mondiale, avec une nette
prédominance féminine, en raison de 1’influence des hormones sexuelles, notamment les
cestrogenes, ces hormones jouent un role important dans la régulation de 1’expression des
genes [10].

On distingue deux grandes catégories des maladies auto-immunes, spécifiques
d’organe (ciblant un organe précis) et les maladies auto-immunes systémiques, impliquant
plusieurs systémes ou tissus a la fois comme les connectivites [11].

Les connectivites également appelées collagénoses, regroupent un ensemble de maladies auto-
immunes systémiques, telles que le lupus érythémateux systémique, la sclérodermie, le
syndrome de Gougerot-Sjogren et les myosites Ces pathologies partagent comme point
commun la production des auto anticorps antinucléaire dirigée contre les composants du soi
[12].

Le diagnostic de ces maladies repose sur des criteres biologiques et cliniques, établis
par American college of Rhumatology (ACR) et I’European Alliance of Associations for
Rheumatology(EULAR) afin de classifier les connectivites [13].

Deux techniques sont habituellement utilisées pour la recherche des auto anticorps
antinucléaire. La technique d’immunofluorescence sur cellules Hep-2 qui est une méthode de
référence connue par sa sensibilité et sa capacité a détecter plusieurs auto anticorps
antinucléaire, ainsi la technique ELISA qui permet I’identification des antigénes nucléaires
spécifiques ciblées par ces auto anticorps [14].

Dans le cadre de ce travail réalisé au niveau de 1*hdpital Hassiba BenBouali (CHU de
BLIDA), nous avons recherché les auto-anticorps anti-nucléaire par deux techniques
immunofluorescences indirect sur cellules HEp-2 et ELISA. L’étude été réalisée sur 100
patients dont 75 atteints de maladies auto-immunes et 25 témoins sains. L.’objectif est
d’évaluer et comparer la performance diagnostique de deux techniques de detection des AAN

en analysant leur sensibilité dans le contexte des connectivites.
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Chapitre 1 Rappels bibliographique

1.Rappel sur les maladies auto-immunes

1.1. Définition sur les maladies auto-immunes

Les MALI résultent de perturbations immunitaires conduisant a une réaction
immunologique inadaptée de 1’organisme contre les antigenes du soi principalement par les
lymphocytes B et T responsable de 1’activation de plusieurs mécanismes de destruction des
propres constituants de I’individu [15].

L’étiologie de ces maladies est multifactorielle, impliquant des facteurs génétiques,
environnementaux et immunologiques par exemple, un patient qui a une thyroidite auto

immune ou un diabete de type 1[10].

1.2. Classification des maladies auto-immunes
Les maladie auto immune peuvent étre classées selon 1’organe ciblé ou par le type de

tissu on distingue deux grandes catégories :
1.2.1. Les maladies auto-immunes spécifiques d'organes

Les MALI spécifiques d’un organe ciblent un seul organe, lorsque les auto-antigénes
sont exprimés et reconnu comme étrangers, ce qui entraine des dommages. Parmi Les
exemples incluent : la thyroidite auto-immune, le diabete de type 1ou encore la maladie de
Basedow [11].
1.2.2. Les maladies auto-immunes systémiques ou non spécifiques d’organes

Les maladies auto-immunes systémiques regroupent un ensemble varié de photologies
liées a une dérégulation du systtme immunitaire, qui entrainant une activation des cellules
immunitaires contre les auto-antigénes du corps, provoquant ainsi des inflammations et des
dommages touchant plusieurs tissus [16].

Parmi les pathologies on trouve :
_ Le lupus érythémateux systémique (LES)
_ La sclérodermie systémique
_ Le syndrome de Gougerot-Sjogren

_ Les myosites [17].



Chapitre 1 Rappels bibliographique

2. Les connectivites
2.1. Définition

Le terme connectivite ou collagénose était a 1’origine utilisé pour désigner initialement
un groupe de maladies caractérisées par des changements anatomopathologiques du tissu
conjonctif. Toutefois, les connaissances en physiopathologie ont considérablement évolué et
ne mettent plus au premier plan les anomalies du tissu collagene.

Aujourd’hui, les connectivites sont classées parmi les maladies auto-immunes non
spécifiques d’organes. Cette appellation témoigne d’une atteinte souvent multi viscérale et
protéiforme, qui rend le diagnostic de ces affections parfois difficile et nécessite une approche
clinique rigoureuse [ 14].

2.2. Les différents types de connectivites
2.2.1. Le lupus érythémateux systémique

C’est une MAI chronique marqué par une succession de poussées entrecoupées de
période de rémission, caractérisée par la production d’autoanticorps dirigés contre des antigénes
nucléaires notamment I’ADN double brin (anti-dsDNA), la protéine Sm (anti-Sm), ainsi que
d’autre cibles comme ribonucléoprotéines (anti-RNP), les antigénes SSA/Ro et SSB/La, sur un
fond inflammatoire. Le LES présente une vaste gamme de manifestations cliniques,
principalement articulaires, cutanées, rénales, cardiorespiratoires, neurologiques et
Hématologiques [18].

2.2.2. Le syndrome de Gougerot-Sjogren

Est une MAIS chronique, qui se caractérise par la production d’auto-anticorps contre
des antigénes nucléaires soluble ainsi que par une infiltration lymphocytaire des glandes
exocrines [19].

Ce syndrome peut étre isolé SG primitif [SJp] ou associé a une autre maladie auto-
immune du tissu conjonctif sous-jacente (SG secondaire), comme le lupus érythémateux
systémique, la sclérodermie ou les myosites [20].

2.23. La sclérodermie

Est une MAI inflammatoire rare, caractérisée par la présence d’auto-anticorps dirigés
contre les antigénes du soi, le plus souvent les anti-Scle-70 (anti-topo-isomérasel) et anticorps
anti-centromeres. Cliniquement, elle se manifeste par une atteinte cutanée typique avec un
phénomene de Raynaud, plus dépigmentations cutanées, des calcifications sous-cutanées, et
peut évoluer vers une forme systémique avec une atteinte multiviscérale surtout pulmonaire,

digestive et cardiaque [21].
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2.2.3. Les myosites
Les myosites sont des MAI systémiques rares, qui se manifestent par une inflammation

du muscle strié squelettique. Elles peuvent étre acquises ou d’origine génétique. Ces affections
entrainent une dégradation progressive de la force musculaire, qui peut étre accompagnée de
1ésions extra-musculaires (pulmonaires, cutanées, articulaires).
Il existe trois formes principales de myosites :

e La polymyosite (PM)

e La dermatomyosite (DM)

e La myosite avec inclusions [22].

3. Le diagnostic des MAI
3.1. Le diagnostic clinique et biologique non spécifique des MAI

Le diagnostic des connectivites repose sur les caractéristiques cliniques et biologiques.
Sur le plan clinique les atteintes les plus fréquentes sont cutanées, articulaire et rénales dont la
variété peut rendre difficile le diagnostic [23].

En complément les examens biologiques non spécifique comme la vitesse de
sédimentation (VS) et la protéine C-réactive (CRP) permettent d’authentifier le syndrome
inflammatoire général ou une consommation du complément bien qu’ils soient non spécifiques
[24].

Des criteres de classification ont été développés par 1’American College of
Rhumatology (ACR) et la European League Against Rheumatism (EULAR) Ces criteres
associent a des manifestations cliniques et des marqueurs immunologiques spécifiques, chaque
manifestation se voit attribuer un score, et le diagnostic est retenu si le score total atteint ou

dépasse un seuil prédéfini, propre a chaque maladie [25].

3.2. Le diagnostic Immunologique des MAI

Le diagnostic immunologique des connectivites repose sur 1’identification de plusieurs

types d’auto-anticorps, dont les AAN jouent un rdle clé [26].

3.2.1. La rechercher des anticorps anti-nucléaire (AAN)
On recherche principalement les anticorps anti-nucléaires (ANA) dans le contexte des
connectivites, en se basant sur leur spécificité antigénique et leur corrélation clinique. Les AAN

ne sont pas seulement liés aux maladies auto immunes ; ils peuvent également étre identifiés
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dans des affections systémiques, des infections, ou chez des individus en bonne santé,

notamment les personnes agées [27].

3.2.2. Définition des auto anticorps anti-nucléaires

Les AAN sont des immunoglobulines appartenant a la grande famille des AAc. Ils
réagissent contre toute structure du noyau (acides nucléiques, protéines). Néanmoins, seule
une minorité tres limitée d’entre eux a une importance pour diagnostiquer ou adapter un
traitement [28].

IIs sont principalement recherchés dans les connectivites, et ce répartissent en deux
sous-groupes :

Les Ac spécifiques d’Ag nucléaires insolubles (I’anti-DNA et ’anti-histone) et les
anticorps spécifiques d’antigenes nucléaires solubles (anti-SM, I’anti- RNp, anti-SSA et SSB).
D’autre peuvent cibler contre des antigénes nucléaires tels que le nucléole ou le centromere
[29].

3.2.3. L’intérét de la recherche des auto anticorps anti-nucléaire

La recherche d’AAc est fréquemment demandée dans des situations cliniques peu
claires, ou dans le cadre d’un syndrome inflammatoire sans cause évidente. Parmi les situations
indiquant cette recherche :

e Identifier une pathologie auto-immune (En présence de maladies auto-immunes
systémiques (lupus érythémateux systémique, syndrome de Sjogren, etc.)

e Apporte des éléments pronostic

e Suivre I’évolution de la maladie (lupus érythémateux systémique).

e QGuider certains choix thérapeutiques [30].
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4. Production de la lignée cellulaire épithélial humaine de larynx type 2
(Human Epithelial cell line type2)
4.1. Historique et origine des cellules épithélial humaine de larynx

La lignée cellulaire Hep-2 est une lignée cellulaire immortelle qui a été décrite
spécifiquement pour la premiere fois par HW Toolan en 1954, a partir d’un échantillon tumoral
prélevé en 1951 chez un patient atteint d’un carcinome du larynx.

Cependant, Stan Gartler a démontré en 1966 et publié en 1968 que la lignée cellulaire

Hep-2 était réellement composée de cellules d'adénocarcinome cervical, dérivées d'une
contamination par une lignée cellulaire HelL.a [31].
4.2. Définition des cellules épithélial humaine de larynx type 2

Les cellules HEp-2 constituent une lignée cellulaire humaine transformée, issue a
’origine d’un carcinome épidermoide du larynx. Elles présentent de nombreuse similitude avec
les cellules Héla ce qui leur confére une grande diversité antigénique, au point que ces dernieres
ont parfois été utilisée comme substrat dans certains tests pour la détection AAN [29].
4.3. Caractéristiques de la lignée cellulaire épithélial humaine de larynx type 2

e Les cellules Hep2 possedent de gros noyaux et de gros nucléoles qui facilitent une
bonne visualisation des structures nucléaires reconnues par les anticorps présents dans
le sérum du patient [29].
e Leur cytoplasme est riche, permettant une observation détaillée de ses composants au

microscope optique [30].

e Il est possible d’observer de nombreux détails en identifiant les différentes structures de
la cellule en interphase, comme le noyau, les nucléoles, le cytoplasme et
’appareil mitotique [31].

e La multiplication cellulaire active rend les antigénes mitotiques plus facilement
identifiables [32].

e FElles permettent la mise en évidence de différents autoanticorps, avec une précision sur
le titre et I’aspect de fluorescence.

e Les cellules se développent en monocouches et présentent de multiples mitoses, utiles

a l'interprétation et a l'identification d'anticorps particulier [14].



Chapitre 1 Rappels bibliographique

5. Détection des auto anticorps anti-nucléaires

Le dépistage des AAN est réalisé par deux techniques :

Le dépistage par Immunofluorescence indirecte sur cellules Hep-2, considérée comme le gold
standard [33], est recommandée par l'American College of Rheumatology (ACR), en
complément 1’identification par technique Immunoenzymatique ELISA qui permet une

détection ciblée des auto-Ac spécifiques dirigés contre Ag nucléaires solubles [34].

5.1. Technique d’immunofluorescence indirecte sur les cellules épithéliales humaine de
larynx type 2

L'immunofluorescence indirecte (IFI) constitue la technique indispensable de dépistage
des AAN, permettant de détecter la plupart des Ac dans le diagnostic des maladies auto-
immunes spécifiques et non spécifique d'organe

La recherche des ANA par immunofluorescence indirecte (IFI) a été la premicre
technique utilisée depuis les années 1950. Elle permet une orientation des cibles antigéniques

et représente la technique de référence pour le dépistage [35].

5.1.1. Principe d’immunofluorescence indirecte

L’IFI est une technique d’immunofluorescences se base sur la liaison spécifique entre
les auto-anticorps présents dans le sérum du patient et les antigénes nucléaires ou
cytoplasmiques des cellules HEp-2. Un anticorps secondaire conjugué a une substance
fluorescente est utilis€é pour s’associée aux auto-anticorps du patient, ce qui permet leur
observation au microscope a fluorescence [5].

Les cellules HEp-2 représentent différents stades du cycle cellulaire. Elles sont fixées
sur des lames microscopiques dans le but de détecter les auto-anticorps présents dans le sérum
du patient. Par la suite, les lames sont incubées avec le sérum dilué du patient. En présence
AAN, ceux-ci se lient a des antigénes spécifiques situés dans le noyau ou le cytoplasme.
Apres un lavage destiné a éliminer les anticorps non fixés, un anticorps secondaire, conjugué a
une substance fluorescente et dirigé contre les immunoglobulines humaines, est ajouté. Enfin,

les lames sont observées au microscope a fluorescence. L'apparition d'un signal fluorescent vert

indique la présence d'AAN [36] (Figurel).
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Emission de fluorescence

Anticorps anti-immunoglobuline

humaine couplé a la fluorescéine
I .A

Autoanticorps
du patient

Figure 1. Principe de I'IFI sur cellules HEp-2 pour la détection des AAN [37].
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5.1.2. Les avantages et inconvénients de la technique (IFI)

Tableau 1.Avantages et inconvénients de la technique IFI [6,38]

Avantages

Inconvénients

Facilité d'exécution : La technique repose sur
deux incubations de 30 minutes séparées par un
lavage, nécessitant seulement des dilutions

simples du sérum a analyser

Cette méthode peut engendrer des résultats
inexacts en raison de réactions non spécifiques

entre les éléments

Sensibilité : L’immunofluorescence indirecte
(IFT) est environ 100 fois plus sensible que

d'autre technique comme Elisa

L'absence de normalisation entre les Kkits
commerciaux peut conduire a une variation

significative des résultats.

Détection simultanée : Elle permet d’identifier

plusieurs auto-anticorps en une seule analyse.

Des éléments externes tels que la température,
le pH ou la lumiere peuvent affecter les

performances de l'activité enzymatique

Reproductibilité : capacité de reproduire les

résultats

La fiabilité des résultats obtenus est fortement

influencée par la qualité de 1'antigeéne utilisé

Conformation antigénique : L'antigéne est
conservé dans sa conformation native, ce qui

favorise une détection optimale

La fixation inefficace de I’antigéne sur le
support solide peut compromettre la détection

des anticorps

Reconnaissance des épitopes permet la

détection quasi systématique des auto-

anticorps dirigés contre tous les types

d’épitopes, qu’ils soient séquentiels ou

conformation els.

Investissement dans un microscope a

Fluorescence avec des objectifs de qualité

peuvent €tre couteux

11
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5.2. Technique immuno-enzymatique ELISA

5.2.1. Historique

Vers la fin des années 1960, Stratis Avrameas et G.B. Pierce développent les bases
de la technique d’immuno-enzymologie, qui repose sur l'interaction antigéne-anticorps avec un
indicateur enzymatique. En 1971, Peter Perlmann et Eva Engvall affinent cette méthode a
I'Université de Stockholm, donnant naissance a la technique ELISA. L'emploi d'antigénes
recombinants en 1983 a encore accru la sensibilité et la spécificité de 'ELISA. Au fil du temps,
la technique devient automatique grace a l'utilisation de microplaques et de systemes
modulaires ou intégrés. De nos jours, la méthode ELISA est couramment employée pour

identifier les auto-anticorps dans les pathologies auto-immunes [6].

5.2.2 Principe de la technique immuno-enzymatique ELISA

C’est un dosage immunologique ol I’un des réactifs, soit I’antigéne soit 1’anticorps, est fixé
sur une microplaque. Il est possible de révéler la réaction Ag-Ac en marquant le réactif libre a
I’aide d’une enzyme.

Initialement, la méthode ELISA repose sur une stratégie compétitive, utilisant des IgG
humaines en tant qu'antigéne. Dans cette configuration, I’antigéne contenu dans le prélévement
concourt avec une forme enzymatique marquée pour se fixer sur des anticorps immobilisés.
Aujourd’hui, la technique du sandwich est privilégiée dans les dosages immuno-enzymatique
en microplaque, et le terme ELISA s’applique a toutes les méthodes utilisant une enzyme
marquée. Pour détecter les auto-anticorps, ’ELISA indirect reste la méthode la plus répandue

[39] (Figure 2).

Transformation
d’un substrat
incolore ¢n un

gHD ¥
o ;ig W
D g;};;3 DD ;;} produit coloré

int1 Ac

C coupic

1 Un cnzyme

Auto-Ac du
patient

A A A Antigéne

Figure 2. Principe du test ELISA pour la détection des AAN [42].
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5.2.3 Les avantages et les inconvénients de la technique Elisa :

Tableau 2.Avantages et inconvénients de la méthode ELISA [6,40,41]

Avantages

Inconvénients

Une technique simple et facile a réalise

Peuvent étre automatisable

Possibilité d’avoir des résultats faussement

négatifs

Spécificité élevée elle permet de détecter

spécifiquement un Ag ou Ac

Détection et quantification d’Ac

Probleme de fixation des anticorps non

spécifique

Permet la réalisation rapide des résultats

En ciblant des antigénes spécifiques

recombinants, peuvent altérer la détection de

certains  auto-anticorps en raison de

modifications conformationnelles ou de

compétions d’épitopes
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Objectif de I’étude
. Objectif principal :

L’objectif de notre étude est d’évaluer la sensibilité et la spécificité des principales
techniques de détection des auto-anticorps anti-nucléaires (AAN), en particulier
I’immunofluorescence indirecte (IFI) sur cellules HEp-2 et la méthode ELISA (Enzyme- linked

immunsorbent assay).
. Objectifs secondaires :

Comparer les performances diagnostiques des deux tests IFI sur Hep-2 et ANA-ELISA.

Identifier les avantages et les limites de chaque méthode dans notre contexte d’étude.
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1.Type d’étude :

Il s’agit d’une étude prospective descriptive, menée au laboratoire d’immunologie de
I’unité Hassiba BenBouali CHU de Blida entre avril et juin 2025. Les sérums de 100 patients
repartis en deux groupes 75 patients avec suspicion de MAI principalement connectivites et 25
témoins sains consultant pour des bilans biologiques. Les échantillons ont été analysés a 1’aide
de deux techniques IFI sur HEp-2 et le test ANA-ELISA, afin d’évaluer la sensibilité et la
spécificité de chacune de ces méthodes dans la détection des auto-anticorps anti-nucléaires

(AAN).

2.Matériel :
2.1. Matériel biologique :
2.1.1. Critére d’inclusion :
On a inclus les sérums de patients atteints de connectivites, répondant aux critéres de

classification ACR-EULAR, et disposant d’une fiche renseignements cliniques correctement

remplie. (Voir ANNEXE 01)

2.1.2. Critéres d’exclusion :
Les patients dont les sérums étaient insuffisants ou non pas etaient trouvé.

2.1.3. Echantillons :
Les prélevements sanguins ont été effectués par ponction veineuse a 1’aide d’un garrot, dans
des tubes secs. Les échantillons ont ensuite été centrifugés afin obtenir les sérums, lesquels ont
¢été conservés a une température de +4°C
2.2. Matériel non biologique :
_ Micropipettes 1000, 100 et 10 et 5 pL.
_ Microscope a fluorescence type Jenamed 2 Carl Zeiss.
_ Lecteur ELISA avec filtre de 450nm type MRXeDynex bioscience.
_ Centrifugeuse Jouan type CR3i.
_ Congg¢lateur Jouan.
_ Lamelles.
_ Tubes Eppendorf.

_ Embouts stériles.
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3.Méthodes :

3.1. Recherche d’AAN par Immunofluorescence indirecte (IFI) :
Principe :

Les lames sur lesquelles les cellules hep2 ont été cultivées sont préparées, puis
incubées avec le sérum du patient a des dilution croissante en présence d’ANA dans le sérum,
ceux-ci se fixent spécifiquement sur aux antigénes anti nucléaires des cellules HEp-2.

Ces complexes sont ensuite détectés a 1’aide d’un anticorps anti-IgG humain couplé a un
fluorochrome.

Enfin, les lames sont visualisées a I’aide d’un microscope a fluorescence

» Le test IFI sur cellules HEp-2 été réalisé par le kit NOVA Lite HEp-2 ANA (Figure3)

Figure 3. NOVA Lite HEp-2 ANA kit voir (ANNEXE 01)

3.1.1. Mode opératoire :
e Les patients suspects d’avoir une maladie auto-immune, ont été prélevé, ou chaque
sérum est conservé a 4°C jusqu’a I’analyse.
e Dans une premicere €tape, les échantillons et les réactifs ont été laissés homogénéisés
par agitation avant chaque utilisation.
e Lasolution de dilution a été préparée en diluant 25ml de PBS dans 975ml d’eau distillée.

e Les échantillons ont ét¢ dilués au rapport 1/80 par la solution de dilution.
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e Dans les lames HEp-2 contenant 12 puits, une goutte de contrdle positif et une goute
négatif ont été ajoutées dans les puits appropriés, suivies des gouttes des échantillons
sériques dans les autres puits. (A)

e [Lalame a ét¢ incubée pendant 30 minutes a température ambiante (B), puis rincé a I’aide
d’une pissette contenant la solution de lavage. La lame est placée dans une fiole de
Coplin contenant le tampon dilué pendant environ 5 minutes afin d’¢liminer les
anticorps non fixés et de limiter les liaisons non spécifiques et a la fin séchée a 1’air
libre. (C)

e Une goutte de conjugues fluorescent a été ajoutée dans chaque puits, suivie d’une ré-
incubation de 30minutes a labri de la lumiére. (D)

e [La lame a été¢ lavée dans une solution PBS pendant Sminutes, ensuite immergée dans
un bain contenant la solution de bleu d’Evans. (E)

e Montage de lame substrat a I’aide de lamelle. (F)

e La lecture a été effectuée au microscope a fluorescence dans une chambre noire en

¢évaluant la présence ou 1’absence d’auto-anticorps dans chaque puits de substrat

(Figure 4)

Figure 4. Etapes principales de I’immunofluorescence indirecte sur cellules HEp-2
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3.1.2. Interprétation des résultats :

Réaction positive : un échantillon est considéré comme positif lorsque 1’intensité de la
fluorescence nucléaire observée est supérieure a celle du témoin négatif. Plusieurs motifs
peuvent €tre observés, évaluant selon le type et la quantité des auto-anticorps présents dans

I’échantillon :

homogene _* moucheté Centromerique

Figure 5. Aspects des motifs d’IFI sur cellules Hep-2

» Motif homogene :
Se caractérise par une fluorescence uniforme de tout le noyau des cellules en interphase.
Egalement une forte fluorescence des cellules mitotiques, accompagnée d’une coloration dense
et irréguliere des chromosomes. Ce qui indique la présence d’auto-anticorps dirigés contre

I’ADN nucléaire, les histones ou le DNP.

» Motif moucheté :
Se caractérise par une fluorescence intense et granulaire de I’ensemble du noyau. Il existe
plusieurs tailles et formes des graines indiquant la présence d’auto-anticorps dirigés contre des

antigenes nucléaires tels que les anti-SSA, anti-SSB, Scl-70, SM et RNP.

> Motif nucléolaire :
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Se caractérise par la présence de granules fluorescents dans le noyau, associé€ a une coloration
ponctuée fine. Ce motif est associé a des anticorps dirigés contre des protéines du nucléole,

notamment les anti-PM-Scl, anti-fibrillarine.

» Motif centromere :
On observe des points discrets dans les noyaux cellulaires au stade d’interphase, qui s’alignent
avec les chromosomes pendant la métaphase. On retrouve principalement les anticorps anti-

centromeres (ACA).

» Motif cytoplasmique :
Se caractérise par la présence de fluorescence dans le cytoplasme, qui indique la présence auto
anticorps dirige contre des composants non nucléaires. Parmi les auto anticorps, On retrouve

notamment les anti-SRP, les anti-mitochondries et les anti-ribosomes.

Réaction négative : L’échantillon est considéré négatif en absence de fluorescence
(coloration spécifique) ou lorsque I’intensité de la fluorescence est égale ou inférieure a celle
du témoin négatif. Une fluorescence non spécifique légere peut parfois étre observée, en raison
de faibles concentrations d’auto-anticorps dirigés contre des composants cytoplasmiques, tels

que les protéines contractiles (Figure 06).

Figure 6. Témoin négatif

3.2. Recherche d’AAN par technique ELISA :
Principe :

La technique repose sur le principe I’ELISA indirect, permettant la détection d’anticorps
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spécifiques dans le sérum du patient, réalisée selon les étapes suivantes :
Des auto-anticorps spécifiques présents dans I’échantillon du patient se lient aux antigénes
fixés au fond des puits formant des complexes antigéne—anticorps. Les micropuits sont
recouverts d’un mélange d’antigéne purifi¢ tels que les histones, le complexe m/RNP.SS-A
(Ro 60 kDa et Ro 52 kDa), SS-B (La), Scl-70 (topoisomérase I), les centromeres (CENP-
A/B), Jo-1 (histidyl-tRNA synthétase), I’ADN double-brin (anti-dsDNA), la chromatine, la
protéine ribosomal P, I’ARN Polymérase Ill. formant des complexes antigéne—anticorps.
Apres une premicre incubation, un lavage est effectué pour élimine les anticorps non
spécifique et non fixé. Le conjugué enzymatique (anticorps secondaire dirigé contre les IgG
humaines et couplé a une enzyme).il se fixe aux complexes antigénes-anticorps formés. Apres
une deuxieme incubation, un nouveau lavage est effectué¢ pour ¢éliminer 1’exces de conjugué.
L’ajout du substrat enzymatique entrainer une réaction colorimétrique et le développement
progressif d’une coloration. Cette réaction est bloquée par I’ajout d’une solution de ’acide,
formant une couleur jaune
L’intensité de la couleur jaune proportionnelle a la concentration d’auto-anticorps présents,
est mesurée a 450 nm a I’aide d’un lecteur optique

» Le test ANA-ELISA a été réalis¢ a 1’aide d’un Kit commercial : Quanta lite ANA

ELISA (Figure 07).

' QUANTA Lite

QUANTA Lite® Kit Contents:
ANA ELISA 1x 10mL TMB Chromogen: 096630
== 1 x 10mL HRP Stop Solution: 095223
GRS, 1 x 25mL HRP Wash Concentrate (40x): 096350
= 1x 12mL ELISA Negative Control: 096458
| 1% 10mL HS HRP IgG Conjugate: 092991 ‘
092993 \ -L 2025-11-30 1 ANA ELISA Plate: 092988
1 1.2mL ANA ELISA Low Positive: 092969
(01)08426350454373(10) 1x 1.2mL ANA ELISA High Positive: 092990
" ‘(ﬁzg:s(ﬂ,zsu:o 1x 50mL ANA Sample Diluent: 092992
Inova Diagnostics, Inc.
San Diego, CA USA 92131
u U.S. & Canada: 1.800.545.9495
Outside the U.S.: 00+ 1- 858-586-9900
618750 Rev. 12 AL Ccon)
e - _ a i

Figure 7. Kit Quanta litt ANA ELISA voir (ANNEXE 02)

3.2.2. Mode opératoire :
e Préparation des échantillons des patients : chaque tube contenant le sérum est complété

par 1000 pL de solution diluant HRP puis homogénéisé par vortex.
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e Distribution dans la microplaque : trois puits sont utilisés pour les controles 100 uL du
contrdle négatif dans le premier puits et dans le deuxieme et troisiéme puits 100 pL du
contrdle faiblement positif. Dans les autres puits, 100 puL est ajoute de sérum dilué des
patients. (La microplaque constitue le support solide sur lequel sont fixés les antigénes
nucléaires). (A)

e Incubation de la plaque pendant 30 min permettant la fixation des auto-anticorps
présents dans le sérum sur les antigénes spécifiques. (B)

e Unlavage avec le tampon HRP WASH est effectu¢ pour €liminés tous les auto-anticorps
non fixés. (C)

e Distribution de 100 uL du conjugué¢ HS HRP IgG dans chaque puits. (D)

e Un deuxieme Lavage par HRP Wash est réalisé

e 100 pL de substrat chromogene sont ajoutes.

e Incubation de la microplaque pendant 30 min a I’ Abri de la lumiére. (E)

e 100 pL de solution stop sont ajoutes dans chaque puits,

e Finalement, la densité optique DO est mesuré a I’aide d’un lecteur ELISA automatisé
la couleur obtenue est proportionnelle a la quantité D'ANA présents dans le sérum des

patients(F)
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Figure 8. Etapes principales de la technique Elisa

3.2.3. Courbe d’étalonnage :

Afin de quantifier la concentration des AAN présents dans les échantillons, une courbe
d’¢talonnage a été générée automatiquement par le logiciel APEX du lecteur de
microplaque, permet d’interpoler les valeurs de (DO a 450nm) des échantillons et d’en

déduire leur concentration en AAN, exprimée en Ul/ml.

w

D@siteﬁ_‘Optique Dga 452nm

o

0 20 40 60 80 100 120 140 160
Concentration (Ul/mL)

Figure 9. Courbe d'é¢talonnage de la technique ELISA
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3.2.4. Interprétation des résultats :

Pour I’évaluation des résultats qualitatifs, la densité optique (DO) de I’échantillon est

comparée a celle du contrdle :

_ Résultat négatif : la densité optique de 1’échantillon est inférieure a celle du controle.

_ Résultat positif : 1a densité optique de I’échantillon est supérieure ou égale a celle du controle.
La valeur seuil de positivité a été fixe a 20, conformément aux recommandations du

fabricant :

_ Négatif <20uL

_ Faiblement positif 20-60 pL.

_ Fortement positif > 60 uL
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1. Caractéristiques démographiques de la population étudiée :

1.1. Répartition des patients selon le sexe :
Sur un total de 75 patients atteints de MAI, la répartition selon le sexe montre une nette

prédominance féminine avec 58 femmes (77%) contre 17 hommes 23% (Figure 09).

FEMME
77%

=" FEMME = HOMME

Figure 10. Répartition des patients atteints de MAI selon le sexe.

Pour les témoins c’est-a-dire les patients non atteints de MAI, sur un total de 25 patients
on a eu une répartition équitable entre les deux sexes avec 13 hommes (53 %) et 12 femmes (48

%).

FEMME
48%
HOMME
52%

= FEMME = HOMME

Figure 11. Répartition des patients sans MAI selon le sexe.
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Selon la littérature les femmes représentent environ 80 % des personnes atteintes de
MALI [42]. Cette prédominance féminine a ¢galement été observée dans d’autres travaux a
I’échelle internationales. En effet, dans une étude épidémiologique allemande portant sur 6,3
millions de personnes a confirmé que 67% de patients atteints de MAI étaient des femmes

[43].

Une ¢étude épidémiologique du syndrome de Sjogren menée sur un échantillon de 7960
patients égyptiens montre que les femmes représentent un taux élevé de 82,8% par rapport a
17,2% d’hommes [44]. De méme, aux Etats-Unis, 1’étude de surveillance de 5417 cas de
lupus érythémateux systémique (SLE) a également révélé 86,1% de femmes confirmant une

forte prévalence féminine dans les MAI [45].

Les études antérieures suggerent que la prédominance féminine en MAI en particulier
les connectivites est expliquée par plusieurs mécanismes :

» Les variations hormonales durant la puberté, la grossesse et la ménopause peuvent
modifier la sensibilité aux MAI chez les femmes. En effet, les cestrogenes par
exemple, stimulent la réponse immunitaire humorale alors que la progestérone et les
androgenes exercent un effet suppresseur sur la réponse immunitaire [46].

» Les facteurs génétiques, notamment I’inactivation aléatoire de 1’'un des deux
chromosomes X chez la femme. Certains geénes situ€s sur ce chromosome comme
TLR7, échappent a cette inactivation, ce qui confére aux lymphocytes féminins une

activité immunitaire plus élevée et favorise la production (AAN) [42].

1.2. Répartition des patients atteints et non atteints de MAI selon les tranches d’4ge :
Selon nos résultats 1’age moyen des patients atteints de MAI est estimé a 42,8 ans, pres
de 50% de ces patients présentent un age compris entre 30 et 50 ans, avec une prédominance
de 25,33% chez I’adulte d’age moyen [40-49 ans] et 24% pour la tranche [30-39 ans] ans, le
reste des patients sont répartit comme suit : 24% pour la tranche [30-39 ans], 12% pour les

personnes agées de plus de 60 ans et 6,66% pour la tranche [10-19 ans].
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30,00%

25,33%
24%
25,00%
20,00% 17,33%
14,66%

15,00% 12%
10,00% 6,66%

0,00%

10 19 20 29 30 39 40 49 50 59 >60

Figure 12. Répartition des patients atteints MAI selon tranche d’age

En paralléle, les témoins présentent une distribution différente, la prédominance est
marquée chez les personnes agées de plus de 60 ans ce qui représentent 36 %. Suivi par des

proportions plus faibles dans les autres tranches d’age.

0,
40% 36 A,
35%
30%
25% 20%
20%
0,
12% 12% 12%
0,

15% 8%
10%

0%

10 19 20 29 30 39 40 _49 50 59 >60

Figure 13. Répartition des patients sans MAI selon les tranches d’age

Selon Cooper et al. (2003), les MAI surviennent le plus a 1’age adulte moyen [47], ce

profil épidémiologique est confirmé par I’étude de Kane et al. (2016) menée sur 724 patients
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atteints de connectivites, ou la moyenne d’age était 43,8 ans [48] Tandis que Feki et al. (2012),
menée sur 90 patients décrivent que la moyenne age la plus représentée est de 44,5 ans [49].
Ces moyennes d’ages peuvent s’expliquer par un pic d’activité du systéme immunitaire observe
a I’age adulte moyen, période ou la réactivité¢ des lymphocytes T et B est optimale, augmente
ainsi le risque d’auto réactivité [50].

En effet, Rubtsov et al(2015) montrent que I’activite des cellules T regulatrices (Tregs),
commence a s’alterer avec 1’age, cette alteration dimune la tolerance aux auto-antigenes, ce
qui pourrait favoriser I’apparition des MAI [51]. Ces articles viennent d’appuyer les résultats

observés dans notre travail.
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2. Comparaison des performances diagnostiques d’immunofluorescence

indirecte (IFI) sur les cellules HEP-2 et Immuno-enzymatique (Elisa) :
2.1. Résultats de la recherche des AAN chez les patients atteints de MAI et non atteints
par IFI sur Hep-2 et ELISA :
Dans le cadre de cette étude, les résultats obtenus ont été interprétés selon quatre

catégories diagnostique :

e Vrai positif (VP) : test positif chez un patient présentant cliniquement une MAL

e Faux négatif (FN) : test négatif alors que le patient est cliniquement atteint de MALI.

e Faux positif (FP) : test positif chez un sujet sain, ne présentant aucun signe clinique.

e Vrai négatif (VN) : test négatif chez un sujet réellement sain.

Parmi les 75 patients atteints de MAI, la technique IFI sur HEp-2 a révél¢é 64 cas positifs
(VP) en utilisant un seuil de positivité de 1/80, et 11 cas négatifs (FN), tandis que ’ELISA a
détecté 53 cas positifs (VP) et 22 cas négatifs (FN).

Concernant les 25 sujets sains, I’IFI sur HEp-2 a révélé 10 cas de (FP) et 15 cas (VN),
tandis que ELISA sur ANA-ELISA a détecté 2 cas (FP) avec AAN positifs, et 23 cas (VN). On
voit que I'IFI détecte plus de faux positif par apport a ELISA

Tableau 3. Résultats comparatifs des tests IFI sur HEP-2 et ANA ELISA

Technique Patients Test positif Test négatif
Avec MAI 64 (VP) 11 (FN)
L’IFI sur HEP-2 Sans MAI 10 (FP) 15 (VN)
Avec MAI 53 (VP) 22 (FN)
ELISA Sans MAI 2 (FP) 23 (VN)

Dans 1’¢tude de Tayde P etal. (2020), sur 135 patients suspectes de connectivites, 25
(VP) en IFI sur Hep-2 contre 20 (VP) de ELISA confirmant la supériorité de I’IFI a détecté plus
d’AAN [52]. Ainsi, Mariz et al. (2011) a souligné que I’I[FI permet une meilleure détection des

AAN grace a sa capacité a révéler une large variété d’AAN [53].
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Dans 1’étude de Alsaed et al (2021), réalisée sur 1457 patients atteints de
connectivites. L’IFI sur cellules HEp-2 a détecté 94 résultats positifs correspondant a des (FP),
tandis qu’en ELISA 89 été (FP) [54].Ces résultats confirment que la détection des AAN par IFI
peut conduire a un nombre €levé de faux positifs, notamment en raison de la sensibilité élevée
de la technique, de la variabilité¢ du kit utilisé , ou du profil immunologique transitoire chez
certains sujets , méme par le seuil de dilution trop faible en IFI qui augmente la probabilité de

repérer des ANA non spécifique [55].

Bien que ELISA soit connu comme étant plus spécifique que I'IFI, d’autre travaux
rapportent également des faux positifs ,notamment dans I’étude de Gupta et al.(2024 ), menée
sur 200 individus sains sans MAI, 40 personnes ont présenté un résultat positif par ELISA,
considérés comme (FP), alors que les 160 autres ont été classées comme (VN), ce qui a montré
que ELISA produisent moins de résultat faussement positifs compare a I’'I[FI Cette confirme nos
résultats chez les 25 patients sans MAI, la détection des AAN par IFI sur HEp-2 a révélé 10 cas
(FP) contre 2 seulement ELISA [56].

A I’inverse, dans une ¢tude de Pomakova et al.(2022) menée sur 118 sérums de patients
atteints de atteints de MAI I’IFI sur Hep-2 a détecté¢ des AAN dans les 81 cas, tandis que ELISA
a détect¢ seulement 42 cas, laissant 36 cas non détectés [57].Cette différence significative
s’explique par le panel antigénique restreints des kits ANA ELISA, qui ne permet pas de couvrir
I’ensemble des auto-anticorps présents dans les connectivites [58].Cette étude concorde avec

nos résultats, ou ’ELISA a manqué 22 cas (FN) contre 11 seulement (FN) observés avec I’[FI.
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3. Etude de la sensibilité et la spécificité des techniques immuno-
enzymatique et immunofluorescence indirecte sur cellules HEP-2 dans la

recherche des autoanticorps anti-nucléaire chez les patients atteints ou non

de maladies auto immunes :
Pour calculer la performance de IFI et ELISA dans la détection des AAN, il faut utiliser

les formules suivantes :
e Sensibilit¢ =VP/ (VP+FN)
e Spécificité =VN/ (VN+FP)
e Valeur prédictif positif, VPP=VP/ (VP+FP)
e Valeur prédictif négatif, VPN=VN/ (VN+FN)

Nos résultats indiquent que la détection des (AAN) par technique (IFT) sur cellules HEp-
2 a présenté une sensibilité de 85,33 %, tandis que la technique ELISA a montré une sensibilité
légerement inférieure a 70,7 %. En revanche, on note une supériorité de la spécificité du test

ELISA 92% par rapport a celle de IFI 60%.

La valeur prédictive positif (VPP) était ¢levée pour les deux techniques 86,48 % pour
I’IFI et 96,4% pour ELISA. Tandis que la valeur prédictive négative (VPN) était plus élevée
pour 'IFI 71 42 % que pour ELISA 51,1%.

Tableau 4.Comparaison de la performance de I’IFI et ELISA dans la détection des AAN

L’IFI sur HEP-2 ANA-ELISA
Sensibilité (Se) 85,33% 70,7 %
Spécificité (SP) 60,00 % 92,00 %
Valeur prédictif positif (VPP) 86,48 % 96.4 %
Valeur prédictif négatif (VPN) 71,42 % 51,1%

Plusieurs études ont comparé les performances des techniques IFI et ELISA dans la
détection des AAN chez les patients atteints de MAIS. A titre d’exemple Gomez-Puerta et al.
(2014) ont constaté une sensibilité de 87,7%et une spécificité de 67,8% pour I’'IFI, en utilisant
une dilution 1/80 chez des patients atteints de connectivites [59].

L’ACR (American College of Rheumatology) recommandent une dilution minimale de

1/80 ou 1/60 pour le test IFI sur cellules Hep-2. cela permets a la sensibilité¢ d’atteindre 82% a
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97% grace a sa capacité de capter les auto-anticorps a faible affinité et faire le dépistage initial
g p p rp pistag

des MAIS qui n’est pas possible par la technique ELISA [60].

En revanche, la technique IFI sur cellules Hep-2 expriment 100 a 150 antigénes
différents a divers stades du cycle cellulaire [61]. Cela confeére de détecter un large éventail
AAN donc sensibilité élevée. Par conséquent, cette diversité entraine des limites au niveau de
la spécificité car y aura une détection d’anticorps non spécifique présents chez des personnes
saines ou méme dans d’autre photologie non auto immunes [62]. Ainsi, la spécificité ne dépend
pas seulement de la diversité des antigénes, mais surtout de leur nature et leur qualité pour

obtenir des résultats fiables [63].

Pour ELISA Kumar et al (2009), ont évaluer les performances du test ELISA en
comparant a I’IFI sur cellules HEp-2, considéré comme test de référence. Leurs résultats ont

montré que la spécificité de I’Elisa variait entre 81% et 98% tandis que sa sensibilité était entre

69% 4 98% [64].

L’utilisation du kit Quanta Lite ANA Elisa (INOVA Diagnostics) dans notre étude
s’accorde avec les résultats rapportés par Bentow et al (2013) , qui expliquent que la haute
spécificité de la technique ELISA est due a la présence d’'un mélange d’antigénes nucléaire et
cytoplasmique hautement purifiés et bien définis tels que (Ro, La, Sm, RNP,Scl-70,Jo-1),ce
qui augmente la détection des AAN spécifiques et limite les faux positifs [65]. Cependant
certaines limites techniques de technique ELISA doivent étre considérées, comme la méthode
d’immobilisation de 1’antigéne, une adsorption simple sur plaque de polystyréne réduisent la
sensibilité du test ELISA. Par ailleurs, les méthodes d’extraction de purification et de fixation

propre au fabricant influencent la qualité des antigeénes et par conséquents la spécificité [66].

Une valeur prédictif positif (VPP) par les deux techniques suggere que la probabilité de
détecter réellement une MAI chez un patients ayant un test positif est importante pour confirmer
le diagnostic, a I’inverse une valeur prédictif négatif (VPN) faible aide a exclure la MAI. Enfin,
contrairement a la sensibilité et la spécificité, les (VPP) et (VPN) guide directement la prise de

décision médicale [67].
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4.Concordance entre la technique d’immunofluorescence indirecte (IFI) sur
cellules HEP-2 et la technique Immunoenzymatique ELISA (Enzyme-

Linked immunosorbent Assay) :

Sur un total de 100 patients sains et sans MAI, une analyse croisée des résultats a été
effectué pour évaluer la concordance des deux techniques IFI sur cellules Hep-2 et ELISA.
Nous avons utilisé la formule de concordance globale (%) pour mesurer le niveau d’accord

entre les deux techniques :

a+d
a+b+c+d

e Concordance = x 100

La formule de la concordance globale provient de la matrice de contingence 2x2 utilisé en
épidémiologie pour comparer deux méthodes diagnostiques.

En appliquant les donnes du tableau :

64+14
e Concordance = 00

78
X 100_EX 100 =78%

Une concordance de 78% entre I’IFI et ELISA dans la détection des AAN a été notée,

cela indique que les deux tests sont en accord dans la majorité des cas.

Tableau S.Répartition croisé des résultats d”’ANA obtenus par IFI sur HEP-2 et ELISA

Techniques ANA-ELISA ANA-ELISA Total
Positif Négatif
IFI sur HEP-2 a=64 b=11 75
positif
IFI sur HEP-2 c=6 d=14 25
négatif
Total 70 25 100

a =Vrais positifs (IFI +/ELISA+),b= Faux positifs [FI (IFI+/ELISA),c= faux négatifs IFI
(IFI - /ELISA+), d= vrais négatifs (IFI - / ELISA-)

La plupart des études rapportent qu’il existe une concordance entre IFI sur cellules
Hep-2 et ELISA dans la détection des AAN, généralement comprise entre 65% et 75%
comme le montrent Mariz et al (2011), qui ont observé une concordance 72,9% dans une

cohorte de plus de 400 patients [53].
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De méme, une étude de Yang et al (2016) a mis une évidence une concordance de
93,2% entre les deux techniques [68].

Enfin, dans une étude locale réalisée au CHU de Tizi Ouzou en 2020, portant sur 158
échantillons a montré une concordance plus ¢élevée, atteignant 81% [69].

On constate que les résultats de la littérature confirment la validité de nos propres
résultats, dans lesquels nous avons observé une concordance de 78%. Ce taux refléte une bonne

complémentarité entre les deux techniques.

5.Limite de I’étude :
Au cours de cette étude, plusieurs limites ont été identifiées :
e La taille de I’échantillon, le nombre total de patients inclus (n=100) reste relativement

restreint en particulier en ce qui concerne le groupe témoins uniquement 25 personnes

sans MAI.

Disponibilité des réactifs : I’indisponibilité du kit NOVA LITE Hep-2 ANA pendant une

partie de la période d’étude Jusqu’ aux mois d’avril.

L’absence de données clinique détaillé pour chaque patient a restreint la possibilité de

corréler le résultat biologique a un diagnostic clinique.

Stabilité de la fluorescence :la lecture des lames en IFI doit étre réalisée dans un délai

court, car I’intensité de la fluorescence diminue avec le temps.

L’interprétation des dépend de seuils parfois variables selon les kits par exemple :

dilution 1/80 ou 1/160, ce qui peut affecter la comparaison avec d’autre études
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Conclusion et Recommendation et Perspectives

CONCLUSION :

Au terme de notre travail, I'IFI sur cellules HEp-2 reste la méthode de de dépistage de
référence grice a sa sensibilité élevée et a la richesse des motifs de fluorescence. Cependant, la
technique ELISA est trés performante car elle est plus spécifique, ce qui permet de dire qu’on
peut utiliser comme outil de diagnostic immunologique des connectivites. De plus, la technique
offre d’autres avantages le fait qu’elle est simple, facile a mettre en ceuvre ainsi que son
efficacité d’analyser en série un grand nombre d’échantillons.

Néanmoins, I’étude met en évidence un risque déperdition d’un nombre considérable et
inquiétant de patients présentant des AAN positif détectes uniquement par IFI sur HEp-2.

L’analyse de concordance est de 78% déduit une complémentarité solide entre ces deux
techniques pour le diagnostic des connectivites. Ainsi, 1’association de la sensibilité de I'IFI a

la spécificité de Elisa permet d’optimiser la détection des AAN et de renforcer la fiabilité du

diagnostic des maladies auto-immunes systémiques, notamment les connectivites.
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Recommandation :
Nous constatons, d’apres les résultats obtenus plusieurs recommandations :

» La nécessite utilisation des cellules HEp-2 en Immunofluorescence indirect comme test
de screening initial pour les AAN des la phase exploratoire, en cas de suspicion clinque
d’auto immunité.

» Renforcer la formation a la lecture des motifs de fluorescence sur cellules HEp-2, afin
de garantir une interprétation précise.

» Mettre en place un programme national de standardisation des tests auto-immuns (seuils
de de positivité, type de substrat utilisés, critere d’interprétation).

» Améliorer I’acces aux équipements spécialisés, notamment les microscopes a
fluorescence et les kits HEp-2 et développer un systtme de surveillance
épidémiologique pour mieux estimer la prévalence réelle des maladies auto-immunes

en Algérie.

Perspectives :

Bien que notre étude soit modeste, elle permet de dégager certaines pistes de réflexion

et d’approfondissement, notamment sur les plans méthodologique et clinique

» Nous envisageons la collaboration avec le domaine de la bio-informatique :
Permettre 1’exploitation de grandes quantités de données issues des résultats [FI et ELISA, afin
de dégager des profils types d’auto-anticorps et d’élaborer des modéles prédictifs utiles au

diagnostic.

» Collaboration avec le domaine clinique :
Etudier I'impact des résultats IFI/ELISA sur la prise en charge réelle des patients.
Voir si un résultat positif ou négatif influence réellement la décision thérapeutique du médecin.

Analyser 1’évolution des patients positifs AAN pour voir si le test a une valeur pronostique.

» Intégration de la biologie moléculaire :
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L’analyse des profils d’expression génique, des signatures transcriptomiques ou encore des
polymorphismes génétiques associés a la production d’auto-anticorps pourrait permettre de
mieux comprendre les mécanismes moléculaires sous-jacents aux connectivites. A fin

d’identifier de nouveaux biomarqueurs diagnostiques et pronostiques
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Annexe 02 : Coffret IFI Nova Lite HEp-2 ANA kit
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Annexe 03 : coffret Quanta Lite ANA ELISA
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Annexe 04: tableau des données des patients
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