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Introduction :

La polyarthrite rhumatoide (PR) est une maladie chronique, inflammatoire et auto-immune,
qui affecte principalement les petites et moyennes articulations, pouvant conduire a des
destructions articulaires, mais qui peut se caractériser également par des manifestations

systémiques (nodules, vascularite, sérosite, par exemple).

Elle est actuellement définie selon les critéres de I’ACR (anciennement ARA), revus en

1987, intégrant des parametres cliniques, biologiques et radiologiques. (6)

C’est le plus fréquent des rhumatismes inflammatoires chroniques de I’adulte et sa
prévalence est en perpétuelle croissance. D’apres une étude faite par une équipe médicale de
Tlemcen, la PR est une pathologie qui reste de loin la plus fréquente en Algérie, son
incidence étant estimée a 4500 nouveaux cas par an, touchant beaucoup plus le sexe féminin,

avec un sex-ratio de 4. (119)

La PR est une entité hétérogene, avec un pronostic trés variable, allant d’une forme légere,
non destructrice, incluant méme des cas de rémissions, a des formes trés agressives et
destructrices, pouvant conduire a des degrés élevés d’invalidité et de mortalité. Les deux
premiéres années d’évolution étant décisives pour le devenir du patient (90) (30) avec
apparition de 90% des érosions radiologiques durant ce laps de temps (33)(71) , Les
traitements de la PR associent souvent plusieurs médicaments, pouvant cependant
s’accompagner d’effets secondaires importants (82) (53) . Ainsi, seuls les malades dont
’atteinte sera potentiellement sévére devront bénéficier de ce type de prise en charge, en
raison non seulement des effets secondaires de ces traitements, mais également de leur cott,
en particulier en ce qui concerne les nouveaux agents biologiques (anti- TNFs). La difficulté
majeure actuelle consiste donc a dépister précocement les formes séveres de la PR. (57)

L’incidence de la maladie, les multiples conséquences socioprofessionnelles pour le patient
et son entourage, ainsi que les colts engendrés pour la société, font de cette maladie un enjeu
majeur de santé publique.

De nombreuses études ont démontré la valeur prédictive de I’Anti CCP dans la PR,

ces Anticorps peuvent apparaitre plusieurs mois avant le début des signes cliniques. (91)

Notre principal objectif est d’établir un profil sérologique et inflammatoire des
malades atteints de la PR, ainsi que d’évaluer I'intérét de ce profil dans le diagnostic et le

suivi de la maladie.
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I-Rappels bibliographiques :

1-Définitions:

I1 s’agit du rhumatisme inflammatoire de 1'adulte le plus important par sa frequence,

environs 50 millions de sujets atteints dans le monde, et par sa gravite. (118)

La PR est classée dans les maladies auto-immunes dites systémiques ou non specifiques
d’organes. Les manifestations cliniques observées résultent d’une interaction multifactorielle
relevant de facteurs hormonaux, environnementaux, genetiques et immunologiques. Les
facteurs geénétiques ne repreésentent que 30 % des facteurs favorsant la PR, (Uest dire
I'importance des facteurs environnementaux qui expliquent peut-etre les différences de

prévalence de la PR selon les pays. (20)

Dans la majorite des cas, la PR se présente comme un thumatisme inflammatoire chronique
caracterisé par :
- Cliniquement, des arthrites touchant les membres. Initialement 1"atteinte distale est presque
constante, de méme que I’extension secondaire & d’autres articulations, avec une tendance
nette a la symétrie des localisations. Les articulations sacro-iliaques et le rachis dorsolombaire
sont respectes, mais la localisation au rachis cervical est frequente.
- Histologiquement, on note la présence des synovites prolifératives « pannus synowvial ».
Elles sont agressives, provoquant des érosions osseuses et une dégradation des cartilages de
conjugaison, conduisant a la deformation et la destruction progressive des articulations.
- Immunologiquement, les désordres auto-immuns sont a ’onigine de la production des
facteurs rhumatoides (immunoglobulines anti-IgG) et d’anticorps anti-protéines citrullinges,

qui constituent des marqueurs seriques de la maladie, utiles au diagnostic et au pronostic. (11)




2-Epidémiologie :

La PR est la plus fréquente des maladies rhumatismales de [’adulte, elle entraine des
répercussions fonctionnelles, psychologiques, sociales et professionnelles parfois graves. (88)
Selon des études épidémiologiques, elle touche environ 0,3% a 1% de la population

mondiale (118)

L’incidence annuelle varie entre 20 et 50 nouveaux cas/100,000 habitants par an selon les
régions étudi€es. Les femmes sont quatre fois plus touchées que les hommes, et la tranche
d’age la plus concernée se situe entre 35 et 55 ans. L’insuffisance de ressources en santé ne
permet pas une évaluation précise dans les pays en développement. Les facteurs
environnementaux et les facteurs génétiques sont responsables d’importantes variations dans

la répartition de la maladie a travers le monde. (88)

En Algérie, 'incidence de la maladie n’a pas €té clairement établie a cause du manque
d’information et du diagnostic établi tardivement. D’aprés des études faites par une équipe
médicale de Tlemcen, cette maladie touche pres de 600 .000 personnes en Algérie, avec une

incidence estimée a 4500 nouveaux cas par an (119)

En France 200 000 cas ont été estimé, soit environ 0,3% de la population. Cependant, elle
apparait le plus souvent entre 40 et 60ans, en période pré-ménopausée chez la femme. Les
formes précoces survenant avant 1’dge de 30 ans sont quatre fois plus fréquentes chez la
femme enceinte. Apres 60 ans, la fréquence est identique pour les deux sexes. (58) Une étude
faite en 2009 intitulée EPIRHUM-2 suggere une faible prévalence de la polyarthrite
rhumatoide dans le Nord-Pas-de Calais (0,13%) par rapport a la prévalence nationale (0,31%)
et dans les autres régions frangaises, en particulier dans la région PACA (0,66%). Déja, en
1995, une étude conduite au sein de la communauté urbaine de Lille suggérait une faible
prévalence (0,172%) de la polyarthrite rhumatoide dans le Nord de la France. La prévalence
faible (0,19% en 2005) dans le Nord Pas de Calais est une singularité régionale par
comparaison avec le sud de la France (gradient croissant Nord Sud Frangais) et a I’Europe du
nord (gradient décroissant Nord Sud Européen). Au dela des facteurs éthiopathogéniques
environnementaux et génétiques habituellement rapportés, 1’dge (population plus jeune)
semble étre le principal facteur susceptible d’expliquer cette singularité. La question d’une

véritable inégalité régionale concernant la prévalence de la PR en France reste donc posée.

(16)




3-Physiopathologie:

A I'état physiologique . pour répondre a la diversité des antigénes, les régions vartables
des récepteurs des lymphocytes B et T sont genérées par recombinaisons gemques. Ce
processus étant aléatoire, il permet la production d'un trés vaste répertoire de spéctficites, a
meéme de couvrir en théorie 'intégralite des antigenes rencontres. Le revers de la medaille
toutefois, réside dans la génération de cellules présentant une forte affinité pour les antigenes
du soi.

Ces lymphocytes auto-réactifs pourraient, une fois en pérniphérie, s”activer et représenter une
menace pour 1" organisme. 11 est donc indispensable soit de neutraliser directement ces cellules
lors de leur génération, ¢’est la « tolérance centrale » qu s”effectue au niveau du thymus pour
les lymphocytes T, ou au mveau de la moelle osseuse pour les lymphocytes B | soit
d empécher leur activation au niveau des organes lymphoides secondaires, ¢’est la « tolerance
péripherique »;ici on parle de la tolérance au soi. (08)

La tolérance immunitaire se définit par la capacite du systeme immumtaire a ne pas
manifester de réaction agressive vis-a-vis de certains antigenes avec lesquels il a ¢t au
préalable en contact. Une tolérance immunitaire spécifique s’exerce vis-a-vis de constituants
du soi. Les mécanismes de tolérance naturelle sont acquis au cours du développement, ds sont

multiples et ont pour objectif de prévenir les réactions d’auto-immunite. (49)

Il faut distinguer I’auto-immumnité de I"auto-reactivite. L’auto réactivité est le phénamene
naturel de reconnaissance du soi par les lymphoeytes T ou B. Pour les LB, on posséde des
auto-anticorps naturels en dehors de toute maladie, sans risque de développer une maladie
auto-immune ultérieurement. Pour les LT, il existe ¢galement un répertoire de LT réactifs
capables de recomnaitre des antigenes du soi. (108) Grace au thymus, organe de
développement et de maturation de LT naifs, s”effectue I'éducation des LT a reconnaitre le soi

et le tolérer et reconnaitre le non soi et I’ éliminer.

En pathologie ; L’ auto-immunité résulte d’un défaut dans la mise en place ou le maintien
de la tolérance au soi. Les maladies auto-immunes surviennent quand la rupture de la
tolérance au soi entraine des lésions cellulaires ou tissulaires induites par des lymphocytes T

et/ou des lymphocytes B produisant des auto-anticorps spécifiques d’auto-antigenes. (5)

Le modele générale de développement des maladies auto-immune est bas¢ sur un terrain
génétique de prédisposition, un environnement adéquat, et a 1occasion dun facteur
déclenchant tel qu une infection, une agression physique ou chimique, qui aboutit @ une

destruction tissulaire ou cellulaire puis a une inflammation locale. Il y a d’une part rupture de
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tolérance car i v’a défaut de meécanismes immuno-régulateurs qui auraient normalement di
controler la période mtlammatoire transitoire, et d’autre part possibilit¢ de développer une
maladie auto-immune. Celle-ci donne également lieu a une inflammation secondaire qui va
avoir un role déterminant dans aggravation et la perpétuation du processus auto-immun |
¢’est le cas de plusieurs maladies auto-immunes dont la PR qui associe un desordre
inflammatoire a un autre auto-immun. La frontiere identifiant 'inflammation et 1’auto-

immunite n’est pas toujours facile. (108)

3-1-Facteurs favorisant la maladie:

3-1-1- Facteurs génétiques :

La génetique est evidemment predominante, certains génes predisposent & la maladie (il faut
noter que la concordance chez des sceurs jumelles homozygotes n'est que de 13% contre 5%
pour les dizygotes). Les génes HLA DRI et DR4 sont présents respectivement a 30% et 60%.
L association génétique la plus forte est observée avec les alleles des génes codant pour les
molecules HLA de classe 1T qui sont surtout exprimees a la membrane des cellules présentant

Pantigéne (CPA). (55) (90)

Dans les populations Europeenne, Nord-Americaine et Nord-Africaine, la PR est souvent
associée aux alleles (HLA DRB1*0401, HLA DRB1*0404, HLA DRB1*0101, DRB1*1402).
(7Y Nombre de ces alleles ont en commun une séquence d’acides aminés QKRAA, QRRAA
ou RRAAA: Glutamine-Lysine- Arginine-Alanine-Alanine appelée « épitope partagé »_ qui
pourrait étre au ceeur de la réaction auto-immune medice par les LT.

Bien d'autres genes de susceptibilite 4 la PR ont éte, soit confirmés, soit encore en attente de
replication sur une cohorte indépendante. Ils peuvent étre classé selon la fonction de la
proteine pour laquelle 1ls codent : signalisation intracellulaire/transduction, transcription,
voies de co-stimulation et récepteurs membranaires. Nombre de ces génes sont associes non

seculement a la PR, mais €également & d'autres maladies auto-immunes. (55)

3-1-2-Facteurs hormonaux :

Cette maladie est a nette préedominance féminine avec un sex-ratio d'un homme pour quatre
femmes et survient souvent en periode pen-menopausique. Pendant la grossesse, le nisque de
développer une PR est faible, tandis que dans 'année qui suit le post-partum ce nisque est
nettement plus ¢éleve. Lallaitement a été incrimine comme etant un facteur de nsque,

responsable de I'incidence plus €levee dans le post-partum. Cette implication des facteurs




hormonaux endogénes est soulignee par certaines études qui ont montre une hypo androgénie
relative chez les femmmes mais aussi chez les hommes atteints de PR, avec des taux de
testostérone et de déhydroépiandrostéerone (DHA) plus bas. Les hormones exogenes, que ce
soit la pilule contraceptive ou le traitement hormonal substitutif, ne modifient pas 'incidence

de la PR mais semblent retarder son début et sa séverite. (15)

3-1-3-Facteurs environnementaux :

La ressemblance entre les symptomes de certaines arthrites d’origine virale et la PR ont
amené les scientifiques a chercher une origine infectieuse a la PR. Le phénomene serait i€ a
la similitude de la structure moléculaire de certains antigénes infectieux avec des antigenes
articulaires. Les agents infectieux pourraient donc induire un dystonctionnement immunitaire
et initier la maladie suivant un mécanisme de mimétisme moléculaire. Plusieurs virus et
bactéries ont été incrimines comme Mycobacterium tuberculosis, Escherichia coli, le virus de
I"hépatite C, le parovirus B19, le virus de la rubéole mais aussi et surtout le virus d’Epstem-
Barr {ou EBV). (3)

L HSP70 d’E .coli est reconnue par 1" epitope partageé de la molecule HLA-DR. Les agents
infectieux peuvent induire une réponse immumtaire innee par activation des toll like receptor
(TLR).

D’autres facteurs environnamentaux, comme le statut social, la vie urbaine par rapport au
mode de vie rural, le régime alimentaire, les parodontopathies (dues a Porphyromonas
gingivalis) ont €t incrimings dans le déclenchement de la PR, mais sans que cela soit
formellement prouve. (55)

Parmi les facteurs environnementaux le tabac, une meta-analyse des donnees de la
littérature scientifique publiée en 2010 met en évidence un risque relatif significativerment
supérieur de développer une PR chez les fumeurs et chez les ex-fumeurs par rapport aux
patients non fumeurs. (75) Tout a fait logique, le risque augmente également avec le nombre
de cigarettes fumiées par jour et la durée du tabagisme. Il n’a pas éte établi de seuil a partir
duquel un risque accru devenait mesurable mais quoiqu’il en soit, tous s’ accordent a dire que
le risque de développer une PR demeure plus ¢leve chez les fumeurs ou ex-fumeurs pendant
pres de 20 ans apres 1Marrét du tabagisme. (74) (24)

Il est €galement suggére que le tabac soit responsable d’interactions avec les alleles
HLA DRBI codant pour 1'épitope partage et influence certaines réponses immunologiques.
En effet, les fumeurs portant ces alleles de susceptibilite sont plus exposes a la maladie et
présentent un risque supericur de développe des anticorps anti-peptide cycliques citrullinegs

(anti-CCP) et des facteurs rhumatoides (FR). (10)




3-2-Mécanisme physiopathologique:

Le site principal de l'inflammation, est localisé au niveau de la membrane synoviale. Chez
un sujet normal, la synoviale est une membrane qui délimite la cavité articulaire, elle se
réfléchit sur les piéces osseuses en formant des récessus et s'insére a la limite de la transition
os-revétement cartilagineux. Elle sécréte le liquide synovial composé d'acide hyaluronique,
qui a un role mécanique et nutritif. (22)

Des modifications anatomiques et histologiques sont constatées chez les malades atteints
d’une PR avec la constitution d’un panus synovial suite a une hyperplasie liée a une
prolifération de la couche bordante ,I’installation de I’angiogénese vient pour favoriser la
migration des LT CD4 mémoire dont l'accumulation forme des nodules lymphoides
périvasculaires, une infiltration cellulaire avec les cellules de I'immunité innée et adaptative et
enfin une destruction ostéo-cartilagineuse seront observées ainsi qu'un afflux trés important
de cellules qui ne sera pas contre balance par 'apoptose.

De fagon schématique, I’immunopathologie de la PR peut étre divisée en 3 phases
distinctes : une phase de déclenchement impliquant surtout I'immunité innée, une phase
d’amplification caractérisée par une inflammation de la membrane synoviale impliquant
plutdt I’immunité acquise, une phase de destruction articulaire secondaire a I’action de
cytokines mais aussi a la prolifération pseudo-tumorale des synoviocytes par défaut
d’apoptose, cette prolifération qui ressemble par certains aspects a celle des cellules

cancéreuses constituant un pannus. (55)
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Figure 1:Comparaison entre une articulation saine et une articulation atteinte de PR. (94)

1-Initiation de la réponse immunitaire en périphérie :

Au niveau des organes lymphoides secondaires, les proteines citrullinges, reconnues comme
non soi aprés avoir subi des modifications post transcriptionelles par les peptidylarginine
déiminase (PAD), sont captées par les CPA. Leur apprétement et leur présentation aux
lymphocytes sont facilités par la présence d’un épitope partagé au niveau de la chaine B des
molécules de classe I du complexe majeur d histocompatibilite (CMH). (27)

La CPA, devenue mature, active les lymphocytes T et B, entrainant la synthese des anticorps
anti-CCP et du facteur thumatoide. Ceci explique la presance de ces anticorps tres tot au cours
de I"évolution de la maladie avant méme les signes cliniques et permet un diagnostic precoce.
Les anti-CCP circulent et vont se localiser au niveau de Iarticulation ou is contribuent au

déclenchement de I'inflammation. (46)

2-Développement de I’inflammation dans I’articulation :

2.1. Initiation de I’'inflammation :

Sous I'influence de facteurs de Ienvironnement (Ultraviolets, médicaments, traumatismes et
dérivés de Ioxygeéne), certains auto-antigenes (Collagene de type I, glycoprotéine 39 du

cartilage, IgG, fibrine) (61) (45) subissent une modification post transcriptionnelle et
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deviennent des néoantigénes. (38) Les anti-CCP, formes en périphérie, qui ont migre dans
Iarticulation, reconnaissent et se lient & ces néoantigenes par mimetisme formant des
complexes immuns. ( 70)

Ces derniers. dont le fragment Fc de 1'Ig est libre, se fixent sur le récepteur du fragment Fe
des macrophages synoviaux et des polynucléaires neutrophiles (PNN). L’activation de ces
cellules induit une transduction des signaux a travers un ensernble de tyrosines kinases et une
sécrétion de cytokines TNFa (tumor necrosis factor o), IL1, 1L6. de chimicattractants et de
métalloprotéinases (MMPs). Ces cytokines stimulent 1’angiogenése. (8) (77) Ceci permet le
recrutement des cellules immunitaires au niveau du site inflammatoire avec la formation de

panus synovial : cellules dendritiques, macrophages, LT et LB. (06)

2.2. Activation des cellules de I’'immunité innée :

Les cellules dendrtiques, les macrophages et les synoviccytes sont actives par
I'intermediaire des récepteurs de I'immunite innee, les TLR qu’ils portent a leur surface. (81)
L activation de ces TLR, dans la PR, est déclenchée par la liaison avec leurs ligands
endogénes appelés « damage-associated molecular patterns» (DAMPs) comme la protéine du
choc thermique, ’ADN et 'ARN. (19) La liatson des TLR aux DAMPs entraine une
transduction du signal médiée par quatre protéines adaptatrices, relayces ensuite par plusieurs
kinases et par trois facteurs de transcription : le « nuclear factor kB » (NF-xB), I'« activator
protein 1 » (AP1) et I'« interferon regulatory factor » (IRF). Ces facteurs de franscription
induisent la synthése des interférons (IFN), du TNFq, des interleukinesl, o, 10, 12 et de
différentes chimiokines par les cellules dendritiques. L activation des synoviocytes via leur
TLR. aboutit 4 la synthése de 1'IL1, de I'IL6, de la prostaglandine PGE2 et des MMPs et celle
des macrophages a I'IL1, I'[Lo et le TNFo. (29) (18)

La fixation des cytokines a leurs récepteurs au niveau des cellules cibles de articulation
(macrophage, PNN, synoviocyte) déclenche une cascade de transduction du signal selon des
voies de phosphorylation. Les cellules cibles ainsi activées synthetisent des cytokines, des

facteurs de croissance et des MMPs et entretiennent par cette boucle I inflammation. (9)

2.3. Activation des cellules de I’immunité adaptative :

L’activation des TLR permet aux cellules de 'immunité mnnée d’exercer pleinement leur
fonction de CPA. La cellule capte les néoantigenes (CCP), généres au niveau de 'articulation,
et les charge sur les molécules de classe IT du CMH. Ce chargement des CCP est facilite par la
présence de I”épitope partage sur les molecules HLA DR. Le complexe CCP-CMH mugre vers

la membrane de la CPA pour étre présente aux lymphocytes TCD4. (67)
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Activation des lvimphoceyvtes TCD4:

Le signal 1 d’activation des lymphocytes TCD4 naifs est la liaison du complexe « récepteur
T de I'antigéne (TCR)- CD3 » des lymphocytes avee le complexe « molécule de classe II du
CMH chargée des CCP ». Le signal 2 est donne par la liaison des molecules de costimulation
exprimées sur la cellule dendritique (CD80/86, CD40) et leurs ligands respectifs sur le
lymphocyte (CD28, CD40L).1"activation de ces molecules de surface du lymphocyte TCD4
aboutiead une transduction du signal a travers un ensemble de tyrosine kinase @ Lek, Fyn, et
« associated protein of 70 kDa » (ZAP70). Cette transduction du signal dans le lymphocyte
TCD4 est entretenue et amplifice dans la PR par Iexistence d'un allele de susceptibilite
(620W) du gene « tyrosine phosphate non —receptor type 22 » (PTPN22) qui n’exerce pas
I'inhibition régulatrice normale sur les tyrosines LCK, ZAP70 CD3({ (dzeta) et entretient
I"activation des lymphocytes T. (31)

Apres son activation, le lymphocyte TCD4 se différencie en 'une des trois sous-populations
de T effecteurs (TH1, TH2, TH17) ou en T régulateur (Treg). (32) La PR ctait connue pour
&tre une pathologie TH1 avec synthése d’IFNy et inhibition des lymphocytes TH2. Plusieurs
¢léments ont permis de changer ce concept ; le concept actuel de pathogenie de la PR est
done en faveur d une balance TH17/Treg et non plus TH1/TH2. (17)
La différenciation du TCD4, en TH17 est induite par deux cytokines le « transforming
growth factor p » TGFp et I'IL6. Le TH17 séerete une cytokine pro-inflammatotre, I'IL17
(62) qui induit la sécretion de différents facteurs selon les cellules : IL 1, IL6, PGE2 et MMPs
par les synoviocytes et les chondrocytes, IL1, IL6 et TNFuw par les macrophages et
I"expression de « receptor activator of NF-xB ligand »(RANKL) sur les ostéoblastes. (34)
(28) L’IL17 intervient ainsi dans le recrutement et ["activation des cellules immunitaires
(monocytes et lymphocytes), dans 1"angiogenése, dans la prolifération et I'inflammation de la
membrane synoviale, dans la résorption de ["os et dans la dégéncrescence de la matrice
extracellulaire. (50) Au cours de la PR, I'action suppressive des Treg sur ["activation et la
prolifération des T effecteurs, des B et des cellules dendntiques est deficiente.

La présence d’un taux tres ¢levé de TNFa inhibe Foxp3 et done la séeretion des cytokines
anti-inflammatoires (TGFP, IL10), d’ou un déséquilibre en faveur des cytokines pro-

mflammatoires. (65)

Activation des lvmphocytes B:

Leur contribution dans la pathogénie de la PR est prouvee a plusieurs niveaux : synthese et
sécrétion d’auto-anticorps et de cytokines. Les LB peuvent se comporter comme de veritables

CPA en présentant les antigenes aux lymphoceytes TCD4+. En effet, Ils sont capables de
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reconnaitre des auto-antigenes via leurs récepteurs de type Ig (BCR). La formation de ce
conjugué B-T permet au lymphoeyte B davancer dans le cycle cellulaire, de se multiplier et
de se differencier en plasmocyte seeréteur d auto-anticorps. La prolifération clonale de ces
lymphocytes B auto réactifs pourrait tre favorisée par la cytokine BAFF= BlyS qui fait partie
de la grande famille des TNF. Cette cytokine, interagit avec des récepteurs presents sur les
lymphocytes B. Ces dermiers produsent également certains anto-anticorps detectés dans la PR
tels que les facteurs rthumatoides et les anticorps anti-peptides citrullings. (66) (25)

Le FR n'a pas de r6le direct dans le développement de la synovite thumatoide. Une approche
experimentale montre que l'injection de FR ou de lymphocytes B producteurs de FR a des
souris SCID n'induit pas darthrite chez ces ammaux. Néanmoins les FR, en particulier 1gG,
pourraient jouer un réle indirect dans I'inflammation synoviale en induisant la sécretion des
cytokines pro-inflammatoires, IL1 et TNFa par les macrophages synoviaux. Enfin, le FR est
impliqué dans certaines manifestations extra-articulaires. 11 se dépose dans la paror des
vaisseaux et forme des complexes immuns de taille intermédiaire, active le complément et
induit des lésions de vascularite. Chez certains patients le FR sanguin a des proprictes de

cryoprécipitation, ¢e qui explique certaines manifestations de vascularite. (20)

Une autre molécule importante sur le lymphoeyte B est le CD20 exprimee sur les
lymphocytes pré B et les B matures. La molécule CD20, présente dans les radeaux lipidiques
de la membrane cellulaire, interviendrait aprés activation du récepteur B de I"antigene (BCR),
en tant que canal calcique dans de nombreuses voies de signalisation mises en jeu dans la

prolifération, I"activation, la differenciation et I"apoptose du lymphocyte B. (72)

Lymphocvte T Lymphocyvie B

cp3

BLYS -
(BAFF),

cpaot /7

Figure 2: Interaction et coopération entre LT et LB dans la PR. (36)
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3- La destruction cartilagineuse:

La destruction ostéo-articulaire est la conséquence de la prolifération pseudo-tumorale de la
synoviale et de 'action des cytokines. La nette réduction des destructions articulaires chez les
patients traités pour leur PR par des antagonistes de I’IL6 et du TNFa démontre clairement le
1ole structural de ces cytokines dans cette maladie. Les cytokines pro-inflammatoires
participent a cette destruction articulaire en induisant non seulement la synthese de facteurs de
croissance nécessaires a la prolifération de la synoviale, mais aussi la production par les
synoviocytes de métalloprotéinases, et de collagénases responsables de la degradation des
principaux composants du cartilage. L implication du systéme RANK/RANKL dans la
résorption osseuse sous-chondrale des patients atteints de PR est démontree. Le RANKL est
une cytokine exprimée a la surface des cellules de la lignée ostéablastique, mais aussi des
lymphocytes actives et des cellules endothehales.

La production de RANKL est régulée par les cytokines pro-inflammatoires telles que I'IL6
et le TNFo. mais aussi 'IL17. RANK est le recepteur membranaire de RANKL et
"ostéoprotégérine la forme soluble du recepteur. La liaison de RANKL a son recepteur
membranaire RANK, présent sur les préosteoclastes, favorise la différenciation et I activation

des osteoclastes. (84)

wrrpfuples ¥

178 e

Figure 3:Schéma genéral de la physiopathologie dans la PR. (111)
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4-Clinique:

Evolution variable, formes plus ou moins severss, manifestations extra-articulaires... la
polyarthrite thumatoide est une maladie aux multiples visages qu'il n'est pas toujours facile

de diagnostiquer.

4-1-Les manifestations articulaires :

La forme classique de la PR est caracterisee par l'atteinte des articulations de fagon
symétrique, ¢’est-a-dire que les deux cotes du corps sont touchés de la méme maniere. Au
début ou lorsque la progression de la maladie est moderee, les atteintes peuvent cependant
survenir asymetriquement.

Le tableau suivant donne un apergu des atteintes articulaires les plus frequentes, au debut de

la maladie, puis au cours de son évolution. Voir tableau 1. (48)

Localisation | Des articulations touchées au début | Des articulations touchées |

de la maladie ultérieurement
Du coté droit Du coté gauche

Articulations proximales des 65% 58% 87%

doigts

Poignets 60 57% 82%

Articulations médianes  des 63% 539 63%

doigts

Articulations proximales des 48% 47% 48%

orteils

Articulations des épaules 37% 42% 47%

Articulations des genoux 35% 3% 56%

Articulations des chevilles - 259% 23% 53%%

Articulations des coudes 2% 15% 21%

Tableau 1 : Articulations atteintes dans la PR.

A/ A un stade précoce :

» Tvpiquement on décrit une polyarthrite bilatérale, symétrique et « nue » :

Cela signifie qu’il n"existe aucun signe extra-articulaire ou axial associe¢ dans 70 % des cas.
Elle touche les poignets et une ou plusieurs articulations métacarpophalangiennes (deuxieme
et troisieme le plus souvent) ou interphalangiennes proximales. On note habituellement un

respect des articulations interphalangiennes distales. Ces atteintes articulaires sont fixes et
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symetriques. Les douleurs sont de rythme inflammatoire : réveil nocturne et déroutllage
matinal supeneur a 30 minutes.

Le signe clinique a la palpation est la synovite (voir Figure 04) : gonflement articulaire
rénitent parfois tendu. Au doigt, on note un aspect caracténstique de « fuseau » | au poignet

une tumeéfaction avec parfois, ce qui est évocateur, une ténosynovite cubitale.

Figure 4 : Photo des deux mains d’un malade présentant une synovite des carpes et des [PP.
(114)

Initialement, on observe fréequemment des métatarsalgies bilatérales apparaissant des le
premier pas le matin. L examen climique peut montrer une douleur a la compression latérale
des metatarsophalangiennes ou des métacarpophalangiennes (squeeze test des Anglo-Saxons)
qui est assez évocatrice du diagnostic de PR debutante.

Le diagnostic precoce de la PR est fondamental : il est recommandé de confier le patient a un
rhumatologue s’il y a presence d’au moins un des signes suivants :

-Au meoins trois articulations gonflées.

-Une douleur a la compression latérale des métatarsophalangiennes ou des
metacarpophalangiennes .

-Une raideur matinale de plus de 30 minutes.

Le rhumatologue pourra utiliser si besoin les nouveaux cnteres EULAR/ACR 2010
(demarche collaborative entre les rhumatologues européens et américains), dont le but est
d'identifier trés précocement les malades qui ont une PR récente qui necessite un traitement
par Méthotrexate. La premiere étape de cette demarche est la confirmation d'au moins une
synovite par le médecin. puis ce dernier doit ¢liminer les autres diagnostics (qui pourratent
mieux expliquer les synovites). Si ces deux premieres étapes sont « passees », alors on

utilisera les nouveaux critéres de classification (tableau 3). (117)
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» Dans certains cas (10 % des cas), d’autres manifestations articulaires peuvent étre
révelatrices :
- Atteinte thizomélique (atteinte predominante de la ceinture scapulaire et du bassin) :
plus frequente apres 65 ans.
-Monoarthrite du poignet ou du genou ou ténosynovite 1solee.
-Rhumatisme intermittent avec poussée monoarticulaire, trés  inflammatoire,

d*évolution spontanément régressive en 24 a 48 heures sans sequelle. (117)

B/ A un stade avéré :

C'est le stade ou coexistent des signes inflammatoires (arthrites et ténosynovites) et des

déformations articulaires, les mains sont touchées dans 90% des cas.

« Atteinte des doigts : Ils sont le sidgge de déformations qui sont caracténistiques de la
maladie:
- Coup de vent cubital (voir Figures 05.06)
- Tumeéfaction des 27 et 3° MCP
- Déformation en col de cygne (hyper-extension de I'TPP et flexion de I'TPD) en boutonniere
(flexion de PP et hyper-extension de I'TPD) ou en maillet (chute en flexion de la dermere
phalange)
- Pouce en Z. 11 est important d'évaluer la qualite de la pince pollicidigitale {opposttion du
pouce aux autres)

- Atrophie des muscles inter-osseux.

Figures 5.6 : Photos des malades souffrants d’une deviation « en coup de vent cubital » des
doigts. (21)

« Atteinte du poignet : Les lésions articulaires sont responsables d'une subluxation ventrale du
carpe, une inclinaison radiale et surtout une luxation de la styloide cubitale, a T'origme d'un

signe de la touche de piano, pouvant se compliquer d’une rupture des extenseurs des 47 et 5°
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doigts. Les ténosynovites sont fréquentes. L'atteinte des tendons réalise une tumeéfaction de la
paume, parfois responsable d'un syndrome du canal carpien.

» Atteinte des avant-pieds : Elle est tout aussi fréquente que celle de la main. Elle est souvent
plus précoce ; il s agit dune déformation du gros orteil en hallux valgus (Figure 07), du 5°
orteil en quintus varus avec avant-pied triangulaire. Les orteils peuvent etre deformes avec un
coup de vent peronier ou des orteils en griffe, a l'origine de durllons uleéres conflit pied-
chaussure.

» Atteinte de l'amriére-pied :L'atteinte de la voute plantaire est responsable dun pied plat

4

valgus “’inflammatoire’’
L arthrite peut toucher larticulation tibio-tarsienne. larticulation sous-astragalienne ou
l'ensemble des articulations tarse. Les ténosynovites du jambier posterieur, des péroniers

latéeraux ou du jambier antérieur sont frequentes.

Figure 7 : Schéma d’un Hallux valgus. (87)

« Atteinte du gerou: L atteinte est souvent précoce, de type hydarthrodiale (avec
épanchement). L'épanchement doit etre ponctionne, permettant une analyse du liquide
articulaire. L'hydarthrose peut se complhquer dun kyste poplite de douleurs postérieures ou
d'un tableau de pseudo-phlébite par compression des éléments vasculaires du creux poplite.
La deformation peut se fawre en flexum, a l'origine d'un retentissement fonctionnel tres
mmvalidant.

 Atteinte de la hanche: Elle est habituellement tardive et peu fréquente au cours de
I'évolution de la maladie, elle réalise une coxite démineralisante avec pincement articulaire

homogéne et évolue vers la protrusion acétabulaire, elle est source d'un handicap majeur.
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s Atteinte de I'épaule : Elle est fréquente et parfois inaugurale. Elle débute souvent par une
bursite sous-acromio-deltoidienne puis s'étend a la cavité articulaire. Douloureuse. elle est
responsable d'une limitation précoce des amplitudes articulaires. L'examen radiologique
dépiste précocement la déminéralisation épiphysaire et une uleeration du sulcus, a la partie
superieure de la jonction téte-col.

» Atteinte du coude : Fréquente, elle se traduit par une perte de 'extension. La synovite doit
étre techerchde entre l'olécrane et la téte du radius. L'articulation peut Stre le sicge d'un
épanchement abondant. Synovite et hydarthrose peuvent &tre responsables d'une compression
neurologique de voisinage : compression du nerf cubital au coude.

« Rachis cervical ; L'atteinte de la charniere cervico-occipitale represente la principale
localisation rachidienne de la PR. Elle est responsable de cervicalgie d'horaire inflammatorre.
La luxation atloido-axoidienne anténieure est lice a la mupture du ligament transverse rétro-
odontoidien. Souvent latente cliniquement, eclle peut se compliquer de compression
médullaire. Elle doit étre recherchée par des radiographies du rachis cervical centrées sur C1-
(2, de profil avec des clichés en position neutre, en flexion et en extension. Ces cliches
mettent en évidence le diastasis C1-C2, espace entre le corps de latlas et la dent de
I'odentoide, pathologique quand supérieur a 3 mm.

» Atteinte de l'articulation temnporo-maxillaire.
« Atteinte de l'articulation sterno-claviculaire.
('est la période au cours de laquelle sont associes un syndrome inflammatoire et des signes du

syndrome dys-immunitaire, domines par la présence de facteurs thumatoides. (109)

C/ A un stade séquellaire :

C'est le devenir de la maladie apres plusieurs années de poussées evolutives.
Les signes histologiques svnoviaux perdent leurs caractéristiques : la synoviale devient
fibreuse, linfiltrat lymphoplasmocytaire est minime ou absent. L'histologie n'est plus
évocatrice de la maladie rthumatoide.
Les signes cliniques associent des douleurs inflammatoires et des douleurs mecaniques,
secondaires a la destruction articulaire. Les synovites sont plus rares.
Le syndrome biologique inflammatoire est souvent réduit voir absent. La PR est cteinte. Les

traitements de fond sont souvent inefficaces a ce stade. (109)
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4-2-Les manifestations extra-articulaires :

[Is se volent surtout au debut, lors de linstallation de la maladie sur un mode aigu. Ils
peuvent ensuite se repéter lors des poussées évolutives. L'asthénie est souvent marquee. Une

febricule est plus rare.

4-2-1 - Les nodosités sous-cutanées ou nodules rhumatoides : (Voir Figure 8)

Ils représentent la manifestation extra-articulaire la plus fréquente de la maladie (environ
20% des patients). Il s'agit de tuméfactions sous-cutanges fermes, mobiles, arrondies et
indolores siégeant electivement a la face postérieure des avant-bras, a la région olécranienne,
au dos de la main a proximite des articulations touchées, plus rarement sur les genoux, les
tendons d'Achille, le cuir chevelu... Ils peuvent régresser spontanément. Dans les zones
exposees aux traumatismes (région olécranienne), ils peuvent s'ulcerer et s'infecter.

Les signes histologiques sont caractéristiques : Zone centrale de nécrose fibrinoide, entouree
dune bordure palissadique d'histiocytes et d'un tissu conjonctif infiltré de plasmocytes et de
lymphocytes.

Les nodules rhumatoides sous-cutanés sont trés caractémstiques de la PR mais non
absolument specifiques. Ils peuvent se voir au cours d'autres connectivites et méme de fagon

1solée, en l'absence de toute autre maladie (nodulite thumatoide). (109)

Figure 8 : Photo d’un malade présentant des nodules rthumatoides au cours de la PR. (112)

4-2-2-Les adénopathies et la splénomégalie :

Les adénopathies sont présentes dans 30% des cas. Elles sont surtout palpees aux aisselles,
aux gouttieres sus-épitrochléennes et aux aines. Histologiquement, elles correspondent a des
adénopathies dysimmunitaires sans aucun  signe de malignite (respect des structures

ganglionnaires normales).
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Ine splenomegalie est exceptionnellement rencontrée au cours de la PR. Associée a une
leucopenie et a des ulceres de jambe, elle définit alors le syndrome de Felty (rare : moins de

1% de l'ensemble des PR). (109)

4-2-3-Atteinte rénale :

L apparntion de signes rénaux au cours de la maladie rhumatoide doit faire redouter une
amylose AA « Cliniquement ’amylose se traduit par une atteinte rénale avee, au deébut, une
protéinurie, puis, secondairement, un syndrome néphrotique puis une insuffisance rénale
progressive. On peut également observer des tumefactions indolores de 1"épaule. », ou le plus
souvent une atteinte iatrogene avec une glomeérulonéphrite inferstiticlle ou une
glomerulonephrite extra-membraneuse. Une atteinte propre liee a la polyarthrite thumatoide
est beaucoup plus rare. (109)

L amylose renale est une comphication dont la fréquence est difficile a estimer mais qui est de

I"ordre de 3 @ 30%. (3)

4-2-4-Les manifestations pleuro-pulmonaires :( voir figure 9)

* La pleuresie exsudative (1% des cas) est souvent unilaterale. L'épanchement est rarement
tres abondant, se manifestant par une douleur thoracique latérale basse, une toux et une
dyspnee. L'epanchement est jaune riche en facteurs rhumatoides. pauvre en glucose. La
cellularité est variable, souvent entre 1 000 a S5 000 cellules par mm® (polynucléaires et
lyvmphocytes). Elle guerit le plus souvent en meins de 3 mois, spontanément ou sous l'etfet

d’un trattement corticoide.

» La fibrose pulmonaire interstitielle diffuse représente la manifestation pulmonaire la plus
fréquente : 5 a 20% des cas selon les auteurs. La radiographie montre des opacites réticulo-
nodulaires. Les épreuves fonctionnelles respiratoires permettent le swvi de cette fibrose. Elles
temoignent d'un syndrome restrictif avec diminution de la diffusion de I'oxyde de carbone.
Le lavage broncho-alvéolaire montre une augmentation des cellules : polynucléaires et
lvmphocytes. La fibrose pulmonaire complique surtout les PR masculines et son pronostic est
souvent severe.

* Les nodules thumatoides peuvent étre découverts a la radio dans le parenchyme pulmonaire.
Les difficultés diagnostiques avec une pathologie tumorale ou tuberculeuse justifient parfois
la realisation d'une biopsie. 1ls sont plus fréquents au cours des PR masculines avec facteurs
thumatoides positifs. Associes a une silicose, ils deétinissent le syndrome de Caplan-Colinet.

(109)
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Figure 9 : Radiographie de thorax d’un patient souffrant de PR démontrant un infiltrat
reticulatre prédominant aux bases. (80}

4-2-5-1.es manifestations cardiaques :

+La péricardite est habituellement asymptomatique.

* Les troubles de la conduction et les lésions valvulaires sont exceptionnelles. {109)

4-2-6-Manifestations hématologiques :

— L anémie est frequente et corrélée le plus souvent a I'intensité du syndrome mflammatoire.

— Le syndrome de Felty associé a la polyarthrite thumatoide comprend une splénomeégalie
1solée et une leuconeutropeénie. Il est a rapprocher de la lymphocytose a larges lymphocytes
granuleux constituée d’une prolifération medullaire et sanguine lymphocytaire monoclonale T
de phénotype CD3+CD8+CDS7+. Il survient au cours d’une polyarthrite rhumatoide
ancienne, érosive, nodulaire, fortement seropositive avec présence de facteurs antinucleaires.
Il s’agit d’un syndrome au pronostic defavorable en raison du nsque d’infection grave et

recidivante liée a la leuconeutropénie. Son pronostic est habituellement plus faverable. (109)

4-3-D’autres maladies auto-immunes associées a la PR :

4-3-1-1.e syndrome sec : 20 a 25% des cas

C'est l'association de la PR a un syndrome de Gougerot-Sjogren qui est dit alors secondaire.
La sécheresse (xérophtalmie) est évaluee par le test de Shirmer et l'examen au Rose Bengale.

La sécheresse buccale (Figure 10) est appréciée par le test a la compresse. Le diagnostic de

Gougerot-Sjogren peut etre confirmé par la biopsie des glandes salivaires accessoires. (109)




22

Figurel0: Syndrome sec. (96)

4-3-2-Les vascularites : (représente 1%)

Les manifestations cliniques de vascularite compliquent surtout les PR anciennes, nodulaires,
destructrices et masculines. Elles sont habitucllement associces a la présence de facteurs
thumatoides, a des anticorps anti-nucleaire et une baisse du complément sérique.

Les signes cliniques sont polymorphes:

e Signes cutanés, les plus fréquents: micro-infarctus digitaux, uleéres cutaneés. purpura
vasculaire, gangrene.

» Signes neurologiques: polynevrite, multinévrite sensitivo-motrice

* Signes musculaires et digestifs

* signes géneraux | fievre, amaigrissement. (109)

4-3-3-Autres :

- Syndrome de Raynaud (5 a 10% des cas)

- Amylose secondaire : complication tardive des PR tres mflammatoires.

- Occulaires : (1 a5 % des patients) sclérite et scléromalacie perforante (exceptionnelles).
(109)

- Polyarthrite aigué fébrile : Dans 10 a 15 % des cas, il s’agit d’une polyarthrite aigué febrile
avec altdration de 1'état geénéral et fisvre supérieure a 38,5 °C. 1l faudra cependant elimmer

une polvarthrite infectieuse par le diagnostic différentiel. (117)
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S-Diagnostic:

Depuis 2010, comme ['imagerie ( échographie et IRM), la biologie a pris une part

grandissante dans le diagnostic de la PR, en 2010 ont done éte publié conjointement par les

deux grandes sociétés de rhumatologie américaine, I’ACR (American College of

Rheumatology) et européenne, I’EULAR (European League Against Rheumatism), de
nouveaux critéres qui permettent d’harmoniser au niveau international la définition précise
d"une polyarthrite rthumatoide. Ce travail mené par de nombreux experts de la maladie est un
événement marquant car il est rare d’avoir un tel consensus entre professionnels au niveau

international.

Ces nouveaux critéres combinent plusieurs eléments comme les atteintes des articulations,
Pinflammation (dépistée par des tests de biologie meédicale), la preésence d’anticorps

specifiques (on parle de “sérologie™) ou encore la durée des symptdmes.

A partir de ces différents éléments, il est possible pour chaque patient suspecté de présenter
une polyarthrite thumatoide, de calculer un score entre 1 et 10 et de dire pour chaque patient

suspecte s’il présente ou non une polyarthrite thumatoide.

Les nouveaux criteres ACR / EULAR donnent done la possibilite de diagnostiquer plus
précocement la maladie et permettent aux médecins de proposer un traitement de fond plus tot
au cours de son évolution. (Congres de la SFR 2010 : a la découvert des nouveaux criteres

ACR/EULAR de la PR).
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Critéres ACR de classification d’une polyarthrite rhumatoide

Pour que le diagnostic de PR soit confirmé, le patient doit presenter au moins 4 criteres
parmi les 7 suivants

1-Dérouillage matinal péri-articulaire et articulaire durant au mmoins une heurs avant
I'amelioration maximale *
2- Au moins trois régions articulaires doivent avoir présenté simultanément une tumefaction

des tissus mous ou la présence de liquide (pas uniquement d’excroissance osseuse) observee |

mpar un médecin. Les 7 régions concernées sont les inter-phalangiennes proximales (IPP),
métacarpophalangiennes (MCP), métatarso-phalangiennes, poignets, coudes, genoux., et les
chevilles.

3- Au moins une région tumefiee parmi les 3 suivantes : [PP, MCP, ou poignets.

4- Atteinte simultanée de la méme région articulaire (voir cidessus) bilatérale (l'atteinte
bilatérale des IPP, MCP, ou MTP est acceptable sans symetrie absolue).

5- Nodules sous cutanés sur excroissance osseuse ou sur de larges surfaces ou juxtra-
articulaires, observés par un medecin.

6- Démonstration de taux sérique de facteur thumatoide anormal par toute méthode dont les
résultats se sont avéres positifs chez moins de 5% des témoins nommaux.

7- Signes radiographiques caractéristiques de la PR (en postéro anténeur de la main et du
poignet) qui doivent révéler des érosions ou une décalcification osseuse non equivoque au
niveau ou au voisinage des articulations atteintes (les seuls signes d'arthrose ne sont pas pris
en compte).

*ces critéres doivent tre présents depuis au moins 6 semaines

Tableau 2: Critéres de classification de la PR selon ’ACR (1987). (6)
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Atteintes articulaires Score
1 grosse articulation 0
2 a 10 grosses articulations (symetriques ou non) 1
1 a 3 petites articulations 2
4 a 10 petites articulations 3
10 articulations (dont au moins une petite) 5

Marqueurs sérologiques

Facteurs thumatoides (FR) et ACPA negatifs 0
FR ou ACPA faiblement positifs 2
FR ou ACPA fortement positifs 3
Marqueurs de I'inflammation

VS et CRP normales 0

VS et CRP anormales 1
Durée des symptomes

<6 semaines 0

>ou = 6 semaines 1

Tableau 3: Nouveaux critéres ACR/EULAR de la polvarthnte thumatoide (2010) (115)

*Grosses articulations : ¢paules-coudes-hanches-genoux
*Faiblement positifs :>seuil mais <3 fois le seuil
*Fortement positifs : >3 fois le seuil

Une PR est diagnostiquée si le score est>ou=2a6

5-1 - Examen radiographique :

Les signes caractéristiques de la PR apparaissent rarement avant 6 mois d'évolution et se

manifestent souvent au niveau de la téte du V&

metatarsien. [Is comportent au debut un
¢paississement des parties molles, une augmentation de la transparence radiologique
épiphysaire, ** I’ostéoporose en bande ”. Ensuite apparaissent les érosions pénarticulaires puis
des géodes intra-osseuses juxta-articulaires caractéristiques et secondairement le pincement de

linterligne articulaire qui traduit la destruction du cartilage. (56)

Les examens radiographiques sont réalisés dans le but d’éliminer d’autres diagnostics
(recherche d”adénopathies sur la radiographie de thorax pouvant faire évoquer une sarcoidose,
liseré de chondrocalcinose, ete.), de rechercher la présence d’érosions caractéristiques des
articulations des mains et des pieds (elles sont exceptionnelles a la phase de début, leur

présence étant alors de mauvais pronostic) et de servir de référence pour la surveillance
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confirmer (ou de montrer précocement) I'existence d’une synovite, de confirmer ou

d’infirmer Vexistence d’érosions articulaires et de définir le siége précis de Patteinte

articuiaire. (117)

Figure 11 : Radiographie des deux mains mettant en évidence la localisation des

iésions, la bilatéraiité, i’ éventuelle symétrie, i-Radius, 2-Ulna(cubitus),3-Articuiation MCP
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V, G-main gauche, D-main droite. (105)

S-2-Biians bioiogiques sanguins :

5-2-1 - Bilan inflammatoire :

i exisie dans 90 % des cas un syndrome inflammatoire non spécifique, avec

__________ ~firm

............ 5 PRSP SR NS P S48 .
'dLlunlCnLatlUll uu ld VIIC\\C uc \t‘,dunm 1diion g:u‘uulduc (‘v’x)),_ ﬁal

augmentation des alpha-2 globuline et, parfois, des gam maolnhnlmec I’ Plectrnnhnrece des

protéines sériques, une hyperleucocytose avec polynucléose, une hyperthrombocytose, une

anémie moderée, normo ou hypochrome, hyposiderémique, d origine inflammatotre.

oy

-La viiesse de s€dimentaiion {(VS):

Egalement appelée réaction de Biernacki, est une mesure non spécifique de 'inflamine
Quand 1l v a un nrocessus inflammatoire, la haute teneur en tibrinogéne du sang fait que les
globules rouges se collent ensemble. Les globules rouges en rouleaux sédimentent plus vite.

(31)

N
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Selon Muller :
Pour les hommes, la VS normale correspond a son age divise patr deux.
VS Hormrmne Age 2

Pour les femmes, la VS normale correspond a la somme de son age plus dix. le tout divise par
deux.

\;SFemme = (AAge +1 0) 12 (‘43)

Age Avant 50 ans Aprés 50 ans
Sexe
Homme Vs<15 Vs<20
Femme Vs<20 Vs<30

Tableau 4 : les valeurs normales de la VS selon Sox. (89)

La différence des valeurs observée entre les deux sexes est due, d’une part au fait que le

nombre et la taille des globules rouges sont plus bas chez la femme que chez 'homme, et

d’autre part a des influences hormonales.

Le syndrome inflammatoire lorsque la PR est en poussée se traduit par une augmentation
dela VS.(2)

-Numération-formule sanguine NES :
Examen biologique permettant de comptabiliser les différents €léments figurés du sang

(plaquettes, globules rouges, différentes catégories de globules blancs).

La numeération formule sanguine (N.F.S.) est l'un des examens biologiques les plus
prescrits. En effet, les différentes cellules du sang peuvent étre modifices dans des
circonstances trés varides. Une anomalie de 1"hémogramme est donc un bon moyen de
dépister des maladies trés diverses. La numeration formule sanguine se pratique sur un
prélevement de S millilitres de sang dans une veine, au pli du coude. Les résultats sont
obtenus en quelques heures.

Les appareils actuels, dont la preécision est grande, ne se cantonnent pas au comptage des
éléments du sang ; ils sont également capables de mesurer le volume et le contenu en
hémoglobine des globules rouges, le volume des plaquettes et de signaler les formes
cellulaires anormales. C'est pourquoi la notion d'hémogramme devrait progressivement

supplanter celle de numération formule sanguine. (2)

Environ 80% de personnes atteintes de PR développent une anémie inflammatoire

microcytaire normochrome. (107)



28

-L.a Protéine C réactive (CRP) :

C"estune proteéine fabriquee par le foie, constitue un marqueur specifique et sensible de la

phase aigué de l'inflammation. (56)

La CRP est une protéimne qui refléte I'mflammation aigué ; elle s'¢leve trés rapidement au
cours de processus inflammatoires et permet un diagnostic différentiel entre certaines
pathologies.

Les personnes atteintes de polyarthnte rhumatoide evolutive présentent souvent un taux eleve

de proteine C réactive (Valeur normale : < omg/1). (117)

5-2-2-Bilan immunologique:

5.2.2.1. Recherche des Facteurs rhumatoides (FR) :

Le facteur thumatoide (FR) est un anticorps anti-gammaglobulinique qui appartient le plus
souvent a la classe des IgM. Il peut étre aussi de type IgA, IgG.. Quelle que soit la classe
mmunoglobulimque de ces facteurs. leur point commun est d’étre towjours diriges contre les
immunoglobulines G humaines ou animales. La spécificité de ces facteurs est trés variable et
leur hétérogeneite est grande. Certains FR sont hétérospecifiques et réagissent avee des IgG
animales {(par exemple lapin dans la réaction de Waaler-Rose), dautres  sont
homospecifiques réagissant avec des IgG humaines (test au latex) ou autospecifiques
réagissant alors avec les allotypes des IgG du malade hn-méme.

Les FR sont des anticorps anfi-gammaglobuliniques dirigés contre les IgG. Ils réagissent
avec le domaine CH2 de la partie Fe¢ des immunoglobulines humaines et la partie CH2 et CH3
des IgG de lapin. La diversité allotypique des immunoglobulines se traduit par des vanations
génetiques dun groupe de sujets a ["autre en fonction dalleles qui s’expriment comme des
vartants portés par la chaine H. On decnt ainsi les groupes Gm sur les chaines lourdes des 1gG
et Am sur les IgA. Les sequences Gm constituent des antigenes reconnus par de nombreux
FR. D’autres sequences communes & plusieurs sous-classes d’[gG (antigene Ga) constituent la
cible du FR. Certains FR peuvent s auto-agglutiner en formant des polymeres comprenant de
nombreuses molécules identiques. La valence des IgM étant de 10, un FR se lie a 5 molecules
d’IgM et forme donc un complexe macromoléculaire. Le FR rencontré au cours de la PR est
polyclonal, de faible specificité et de faible affinité. contrairement au FR monoclonal observe
dans les maladies lymphoprolifératives malignes. La synthése de FR-IgM d'idiotype public
n'est pas specifique a la PR et peut étre induite chez des sujets sains aprés stimulation

polyclonale du systéme immunitaire (détection transitoire de FR aprés une vaccination).




Les méthodes sérologiques classiques de détection des FR : ne mettent pratiquement en

¢vidence que les FR de type IgM qui sont seuls agglutinants.

-Par réaction de Waaler-Rose : est de moins en moins utilisée.

Elle est réalisée au moyen de globules rouges de mouton sensibilisés par du sérum de lapin
anti-globules rouges de mouton. Certains laboratoires, utilisent des hématies humaines O
rhésus négatif sensibilisées par un sérum de lapin anti-globules rouges humains O rhésus
négatif.

La réaction de Waaler-Rose peut étre considérée comme positive en pratique a partir du titre

de 1/64e (sur lame).

-Par le test au latex :

Utilise des particules de polystyréne recouvertes d’immunoglobulines humaines. En régle
générale les tests de Waaler-Rose et au latex sont positifs en méme temps. Cependant des
réactions dissociées sont possibles : latex positif - Waaler-Rose négative, I’'inverse étant
exceptionnel. Cela peut s’expliquer par la plus grande sensibilité du test au latex et par la
nature différente des immunoglobulines avec lesquelles réagissent les FR dans ces deux
réactions.

Le test au latex en tube est considéré comme positif a partir de la dilution au 1/80e.

Ces 2 tests « historiques » ne devraient plus étre effectués en routine et systématiquement
remplacés par une des deux techniques suivantes qui ont une bonne sensibilité et une

meilleure spécificité. (20)

-Par La néphélémétrie laser :

Elle mesure I'intensité¢ de la lumiere dispersée par le complexe formé de particules de
polystyréne sensibilisées et de facteurs rhumatoides. Les immunoglobulines fixées sur le
polystyréne peuvent étre d’origine humaine, animale ou constituées d’un mélange. C’est une
technique automatisable, reproductible, linéaire, sensible qui, grace a la forte dilution du
sérum, s’affranchit de certaines interférences. (92)

Le test a la néphélométrie est considéré positif a partir de 20 Ul/mL. (20)

29
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-Parle test ELISA :

C’est une méthode tres sensible de détection des FR qui peut déterminer les differents
1sotypes (IgM, IgA, 1gG).

L interprétation convenable des résultats de la détection du FR necessite que le laboratoire
précise  la technique utilisée et exprime la réponse, si elle est positive, de manicre quantifice

en unités intermnationales. (20)

o La valeur diagnostique des FR dépend du type et de la durée d'evolution de la PR.

e 20 9% des PR n'ont pas de FR quelle que soit I'evolution.

e 30 % des PR ont des FR qui n'apparaissent qu'au cours de la 2" année d'evolution.

e Les FR ne sont pas des marqueurs tres spécifiques de la PR car ils sont détectés dans de

nombreuses autres circonstances cliniques. (117)

Au début de la PR, la recherche du FR est classiquement souvent négative et se positive
secondairement. Cependant plusieurs études de cohortes récentes retrouvent une positivite
dlevée dés le début de la maladie. La présence d’un taux significatif de FR a ce stade est un
élément de mauvais pronostic. Chez certains patients le FR peut &tre present dans le sérum
sans aucune manifestation clinique et ceci plusieurs années avant le debut de la PR
Cependant on peut trouver du FR chez des sujets qui ne développeront jamais de PR.

A la phase d’état le FR est present dans 70 a 85 % des cas, ce qui correspond aux PR dites
“séropositives™ par opposition aux PR * séronégatives 7 chez lesquelles 1l n’y a pas de FR
décelable. Il semble qu’il v ait une certaine correlation entre le titre de positivite du FR et la
progression radiologique de la PR. De plus les PR graves ayant des signes extra-articulaires
sont presque toujours trés fortement séropositives. Le taux de FR varie gencralement peu au
fil des annees et il n’est pas utile de répeter sa recherche lorsque la positivite a ete confirmee.
La détection des FR-IgA associée a celle des FR-IgM augmenterait la sensibiliteé du test sans

diminuer la specificite.

La présence de FR est loin d’étre synonyme de PR elle n’est ni indispensable ni suffisante
pour affirmer le diagnostic. La spécificite du FR varie en fonction du contexte clinique ; elle
est forte en présence d’un tablean de polyarthrite, faible en son absence. On trouve en effet du
FR dans de nombreuses situations pathologiques notamment au cours de certaines
connectivites et surtout au cours du syndrome de Gougerot-Sjogren ou le titre de FR est
particuliérement éleve (souvent trés superieur a celul observe au cours de la PR), chez les
sujets atteints de  maladies infectieuses (présence transitoire) et chez les personnes sanes

surtout aprés 65 ans. Certains isotypes des FR auraient un intérét pronostique, en effet la
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présence de FR IgA serait, pour certains, associée & une PR plus séveére et volontiers

accompagnee de manifestations extra-articulaires (syndrome sec, nodules). (20)

Tableau S: Presence de FR dans des situations autres que la PR. (20)

Pourcentage de positivité
Sujets normaux < 65 ans 1-15
Sujets normaux > 65 ans 7-30
Sujets sains parents de PR 15-20
Lupus érythémateux disséminé 2540
Sclérodermie 20-50
Dermatomyosite 12-20
Gougerot-Sjogren 75-98
Infections bactériennes 11-20
Infections virales 14-17
Mononucléose infectieuse 4-72
Endocardite d’Osler 30-50
Tuberculose 5-15
Lepre 15-30
Syphilis 15-25
Leishmaniose 90-100
Silicose (sans PR) 1542
Bronchite 18-62
Fibrose pulmonaire 3246
Macroglobulinémie 22-30
Myélome 4-18
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5.2.2.2. Recherche des anticorps anti-peptides citrullinés (ACCP):

Ces anticorps ont d’abord ¢té connus sous le terme d’anticorps anti-keératine (AKA) puis
maintenant sous le nom d’anticorps anti fillagrine (AFA). Récemment 1l a &té¢ montré que la
filaggrine subissait d'importantes modifications sous l'effet de peptydylarginines déiminases
et que les anticorps « anti-filaggrine » €taient dirigés contre des protéines déiminges dont les
résidus arginines etaient transformés en citrulline (La citrulline est un acide aminé “non-
standard”. Les acides amings composent les protéines de 'organisme  sont au nombre de 20.
La citrulline est issue d'une modification de 'arginine, et plusicurs protéines contiennent de

la citrullineg)
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Figure 12: Citrullination de I’arginine,

Parmi ces anticorps « anti-filaggrine », les anticorps anti-peptides cycliques citrullings (anti-
CCPj sont dosés par une technique ELISA (1% geénération en 2000 /2% génération en 2002

I3 génération en 2003) avec une meilleure sensibilité de 60% et une trés bonne spécificite

comprise entre 95-99 %. La détermination associee des anticorps anti-CCP et du FR

augmenterait la valeur prédictive positive par rapport a la détermination d’un seul test. (56)

La détection se fait par la techmique ELISA. La plupart des methodes commercialisées
utilisent des peptides synthétiques cychiques citrullinés fixes au fond des puits d’'une
microplaque. L utilisation de peptides synthetiques permet de disposer d'un antigéne de
qualite reproductible et la cyelisation permet une meilleure présentation antigénique et
respecte micux la conformation initiale de 'antigéne. Les anticorps fixés sont réveélés a 1’aide
d’une anti-IgG marquee par une enzyme. Dans les trousses de deuxieme géneration, le choix
des peptides synthetiques utilisés a ete modifié de fagon a ameéliorer les performances de
detection des anticorps et plus particulierement leur sensibilite. (597
En fait, seuls les kits a base de peptides citrullinés permettent une reconnaissance specifique.
En 1999, ’equipe de Walther J. van Venrooij a synthétise plusieurs peptides derves d'une
sequence d’acides amines particulicre de la filaggrine humaine (séquence 300-324) et

possédant des degres de citrullination differents. Un peptide cyclique a alors €te sélectionne
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pour produire un test Elisa anti-CCP de premiere génération (CCP1). Ce test, dote d'une
sensibilité de 68 % (pour une PR de plus de deux ans) et d™une specificité de 95 %, a ensuite
été commercialisé par la socigté Euro-Diagnostica (Armnhem, Pays-Bas) sous le nom
d’ImmunoScanRA .

En 2002, sont apparus des tests Elisa de deuxieme genération {CCP2) qui comprenaient non
plus un mais plusieurs peptides citrullines dont la sensibilite est de 64-77% et la specificite
est de =95%. (64)

En 2003, des trousses utilisant un antigene de 3éme  géneration (CCP3) sont devenues
disponibles. Les tests utilisant cette 3éme génération de peptide ont &t¢  montres
approximativement 5% plus sensible que les tests utilisant I'antigene CCP2 et d'une
spécificite équivalente. L antigéne utilisé dans la trousse de 37 génération est plus reécent; 1l
sagit d’un peptide CCP3 de 3eme génération. Cette trousse utilise un conjugue qui detecte
les anticorps IgA en plus des anticorps IgG habituels. La sensibilite superieure a celle de la
trousse CCP 3 vient du fait que quelques patients atteints d’une polyarthrite thumatoide ont
des anticorps IgA anti-CCP3 en l'absence  d’anticorps anti [gG. Les ameliorations
supplémentaires de la trousse CCP 3 d’ELISA comprennent des puits détachables codes par
des coulsurs et la possibilité d’utiliser soit des échantillons de sérum de patient, soit de

plasma. (54)

-Sensibilité de la technique

Elle varie selon les auteurs de 41 4 66% et dépend d’un réactif & I"autre du nombre de
peptides différents qui auront été fixés dans les puits de la microplaque. En effet, il semble
que pour certains de ces Kits Elisa, au moins 10 peptides différents ont ete utilisés comme
antigene car le profil de réactivité avec les différents peptides different d’un sujet a Iautre.
Les différences observées vont dépendre également de la cohorte étudiée. Ainsi, la fréquence
de positivité est plus faible dans les PR recentes sans facteurs thumatoides que dans les PR
comportant des FR ou des antifilaggrine détectées par immunofluorescence indirecte. Les
trousses de deuxieme génération semblent avoir une meilleure sensibilité, supeneurs ou cgale

a 70 %. (59).

-Specificité de la technique :

La spécificité évaluge par rapport a des sujets sains est excellente et supeneurs a 99 %.
Les études intégrant dans leurs groupes controles d autres maladies auto-immunes avec un
effectif suffisant retrouvent peu de faux positifs parmi les patients atteints de syndrome de

Sjogren. L étude de Bizzaro et al. portant sur 232 serums dont 24 syndromes de Sjogren
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primitifs, 14 lupus erythémateux disséminegs et 24 autres maladies thumatismales, ne retrouve
aucun faux positif parmi ces maladies auto-immunes. Les quelques faux positifs
correspondent a des thyroidites auto-immunes (n=2), des maladies de Lyme (n=3), un cas de
gammapathie monoclonale (# = 1) et un cas d’hépatite C. Cependant dans 2 cas, il semble que
I’on ne puisse exclure [association a une PR. L étude de Schellenkens et al portant sur 329
patients atteints d’une autre maladie rhumatismale, montre également une excellente
spéeificité avee quelques faux positifs dont un syndrome de Sjogren primitif, 1 lupus
érythémateux disséminé, 3 sclérodermies. Cette etude comporte un effectif plus important de
maladies auto-immunes entre 50 et 60 par pathologie, ce qui explique les quelques différences
de résultats. 11 parait en effet pertinent d’évaluer cette specificité par rapport a des patients
ayant d’autres maladies auto-immunes en particulier des rhumatismes inflammatoires
(Sjogren primitif, rhumatisme psoriasique) qui posent des problemes de diagnostic

différentiel.

L mtérét essentiel de marqueurs biologiques de la PR reside dans leur présence a un stade
precoce de la maladie de fagon a pouvoir traiter le plus tot possible pour bloquer son
evolution. Ainsi des études se sont intéressées a la présence d’anti-CCP chez des PR de moins
d™un an d’evolution et montrent une sensibilité entre 52 et 58 %. (59)

Dans une étude plus reécente portant sur 317 patients ayant une PR, ils ont recherche les
CCP2 chez 193 patients  connus pour CCP3 positif et les CCP3 chez les 124 patients connus
pour CCP2 positit.

Ils ont constaté que des valeurs similaires de CCP2 et de CCP3 chez 143 patients (45,1%0).
Des valeurs significativement superieures de CCP3 versus CCP2 chez 144 patients (45,4%)
contre des valeurs significativement supenieurs de CCP2 versus CCP3 chez 30 patients. Par
atlleurs 1ls ont observes 41 faux négatifs en CCP2 versus 11 faux négatifs en CCP3, ce qui a
rapporté en prorata de la distribution initiale des patients en fonction de leur statut vis-a-vis

des CCP, correspond a une sensibilité de 79% pour CCP2 contre 92% pour CCP3. (14)

5.2.2.3. Recherche des anticorps anti-facteurs nucléaires (FAN) :

Auto-anticorps les plus presents en pratique médicale, les anticorps anti-facteurs nucléaires
(FAN) sont dépistes par immunofluorescence indirecte sur cellules HEp-2. Lorsque le résultat
du dépistage est positif, les FAN sont titres, identifies et les résultats obtenus interprétés en

fonction du contexte clinique ayant motivé leur recherche. Ce n’est, en effet, que de la
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confrontation clinico-biologique que nait un diagnostic de connectivite ou d’hépatopathie

auto-immune, principales indications de la recherche des FAN.

-Dépistage :

L’ immunofluorescence indirecte(IFI) sur cellules HEp-2 reste le «gold standard » pour le
dépistage des ANA. Il n’y a cependant pas de consensus concernant les facteurs pouvant
influencer les résultats de I'IFI (conditions de culture ot fixation des cellules HEp-2, dilution
de dépistage, spscificits du conjugus...), ce qui constitue un véritable handicap aux tentatives
de standardisation de la méthode.

En pratique. la plupart des laboratoires effectuent le dépistage des FAN & une dilution du
sérum au 1/80e ou au 1/160e. Toutes techniques confondues, 10 a 15 % des sujets adultes
apparemment sains ont des FAN & la dilution au 1/80e et 5 % au 1/160e, et cette fréquence
augmente avec 1'age, principalement chez les femmes aprés 60 ans. De tels titres sont a

I’évidence sans valeur diagnostique.

-Titrage :

Lorsque le dépistage est positif, des dilutions de raison 2 du sérum permettent de préciser le
titre des FAN ¢ est a-dire I'inverse de la demiére dilution donnant encore une fluorescence.
Chaque laboratoire doit définir son seuil de positivité et préciser sur la feuille de résultat si le
titre observe est significatif (pathologique) ou non.

Lorsque le titre est élevé, le résultat est souvent rendu supérieur a une dilution limite
(généralement 1/1 280).

Les titres élevés sont principalement observds dans les maladies auto-immunes mats ils
peuvent étre retrouvés dans d’autres circonstances. I semble aussi que certains sujets
apparemment sains développent des FAN a titre éleve avec un aspect de fluorescence
particulier appelé« dense fine speckled » (Ac anti-DSF-70, 1'antigéne cible ayant un poids
moléculaire de 70 kDa). Les situations au cours desquelles peuvent etre observés des FAN

figurent dans le tableau 6. (35)
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Données cliniques % Sujets ayant des FAN
Maladies auto-immunes
Lupus érvthemateux systemique =05
Sclérodermie systemique 60-90
Syndrome de Gougerot-Sjérgen 40-70
Dermatomyosite-polymyosite 40-70
Connectivite mixte 100
Polyarthrite thumatoide 15-50
Hépatopathies auto-immunes Variable
Purpura thrombopénique 1diopathique 10-30
Thyroidite auto-imrmune 30-50
Sclerose en plaque 25
Autres circonstances
Fibrose pulmonaire idiopathique S5
Infections Variable
S1 chronique 10-50
Cancers Varnable
Fibromyalgie 15-20
ANA ou lupus induit par des medicaments 50-100
Implants mammaires en silicone 15-20
Sujets apparemment sains
Population normale (Titre 1/160) S augmente avec I’age ; femme> Homme
Apparentés de sujets avec connectivite 5-25
Grossesse 5-10

Tableau 6 : Situations au cours des quelles peuvent etre observes des FAN. (35)

5.2.2.4. Autres auto-anticorps décrits au cours de la polyarthrite rhumatoide :

D autres auto-anticorps associés a la PR ont éte decrits : auto-anticorps anti-alpha-
énolase , anti-calpastatine, anti-glucose-6-phosphate isomérase (GPI),anti-RA33. anti-
major microtubule organizing center (MTOC),anti-peptidylargininedéiminase(PAD).
Cependant, leurs performances diagnostiques (sensibilité, specificité) sont moins bonnes que
celles des ACPA, et ils ne sont pas recherches en pratique courante. Récemment,
I"analyseprotéomique de liquides synoviaux de patients atteints de PR a defini un inventaire
de protéines citrullinées dans [articulation, dénommeé«citrullinome». Parmi ces proteines,
I"apolipoproteine E, lemyeloid nuclear differentiation antigen (MNDA) et la  B-actine sont
montrés comme des cibles du systéme immunitaire dans la PR. Pour chaque protéine, il existe
des épitopes citrullinés immuno dominants et des tests multiplex utilisant des peptides
immuno-dominants issus de ces trois protéines seraient plus prédictifs de PR que 1'utilisation

des peptides individuellement. D autres auto-anticorps, distincts des ACPA et diriges contre
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des protéines modifiées par carbamylation (modification post-traductionnelle de reésidus lysine
en homocitrulline) ont éte rapportes. Ces anticorps anti-protéines carbamylées (anti-CarP) ont

éte mis en évidence chez 45 % des patients avec PR. (39)

5-3-Examen du liguide svnovial :

Tout épanchement intra-articulaire accessible doit &tre ponctionné pour une analyse
bactériologique, cvtologique et pour la recherche de microcristaux. La ponction soulage la
douleur et l'analyse omente le diagnostic. Il s’agit au cours de la PR d'un liquide
inflammatoire non spécifique, riche en cellules, & majonté de polynucléaires neutrophiles.
Parfois, la formule est a prédominance lymphocytaire. Le dosage du complément ou des auto-

anticorps dans le liquide articulaire n’est pas nécessaire en pratique quotidienne. (117)

S-4-Examen anapathologie de 1a PR

La biopsie de la synoviale n’est que rarement faite et montre une synovite non specifique.
Les lésions imtiales sont vasculaires : le nombre des valsseaux synoviaux augmente avec un
infiltrat inflammatoire composé de polynucléaires neutrophiles, macrophages, et lymphocytes.
Ces lymphocytes peuvent s’organiser en nodules lymphoides constitués en majonte de
lymphocytes T CD4+. La synovite est caractérisée par une hypertrophie des villosites
synoviales et une multiplication des franges. Il existe une hyperplasie des cellules synowviales

qui se répartissent en plusieurs couches successives. (87)

6-Diagnostic Différentiel :

6-1 Devant une mono arthrite chronique: 1 faut éliminer une arthrite

infectieuse et notamment tuberculeuse, par I'étude cytologique et bactériologique du liquide

synovial voire par biopsie synoviale (cytologie, culture et PCR).

6-2 Devant _une oligo ou une polvarthrite : Plusieurs syndromes sont

eVoques.

6-2-1 Les polvarthrites d’origine infectieuse :

6-2-1-1 - Polyarthrites infectieuses d'origine bactérienne : Bien que rares, elles doivent

toujours etre évoquees.

-Les septicémies a streptocoque. staphylocoque voire a autre germe, méme en l'absence

de porte d'entrée et surtout s'il s'agit d'un terrain immunodeéprime. Une endocardite doit en
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particulier étre recherchée par un examen clinique attentif et au moindre doute une

¢chocardiographie trans-oesophagienne.

- La brucellose est moins fréquente actuellement mais doit étre évoquee chez les sujets

EXPOSES.

-Les polyarthrites gonococciques sont classiques. I faut y penser devant une polyarthrite

aigué febrile avec parfois ténosynovite survenant chez un sujet jeune.

-La_maladie de Lyme (infection par Borrelia burgdorferi), secondaire a une piqure de

tique, doit étre évoquée dans les zones d’endémie et confirmée par le sérodiagnostic.

-La_svphilis secondaire devenue exceptionnelle peut classiquement se traduire par une

polyarthrite subaigug migratrice.

6-2-1-2 - Les polvarthrites d’origine virale :

¢ liqude synovial des arthrites virales est a prédominance lympho-monocytaire. La

polyarthrite de I'hépatite virale A ou B survient pendant la periode preicténique. Le dosage

des transaminases doit &tre systématique devant toute polyarthrite aigug et complete par les

¢tudes serologiques.

-L'mfection par le virus de I'hépatite C donne plutot des polyarthralgies inflammatoires que

de vértable polyarthrite mais doit étre évoqueée de prncipe. Un syndrome sec peut etre
associe.

-Une infection par le HIV doit étre évoquée chez les sujets a nsque. Elle peut donner des

polyarthralgies parfois hyperalgiques ou une oligoarthrite avec parfois fievre et myalgie.

-Le virus HTLV1 qui est un autre rétrovirus responsable de certaines maladies

neurologigques dans la région des Antilles ou au japon, peut donner également des tableaux de
polyarthrite inflammatoire.

-La_rubéole, notamment chez l'adulte, peut aussi donner une polyarthnite d evelution
régressive, de méme dailleurs que des oreillons ou plus rarement la mononucléose

infecticuse.

-La_vaccination antirubeolique peut entrainer des polyarthrites subaiguss d’évelution

transitoire. Actuellement on observe parfois des manifestations articulaires au décours de la

vaccination contre le virus de Uhépatite B.

-Les infections & parvovirus B19 donnent souvent un tableau de polyarthralgie voire d’oligo

ou de polyarthrite proche de la PR. Le diagnostic sera confirmé par le sérodiagnostic.
Dans certaines regions on évoquera une polyarthrite aigué parasitaire, notamment filarienne,

surtout s'il v a une cosinophilie.
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6-2-1-3 Les polyarthrites d’origine parasitaire : Chez les patients ayant vécu en Afrique ou

en Asie, on évoque le diagnostic de la polyarthrite parasitaire et notamment filarienne, surtout
s'1l existe une éosinophilie. Les explorations sérologiques permettent d’orienter le diagnostic.
I faut également penser a une anguillulose qui peut étre traité par une thérapeutique

specifique et qu’il ne faut surtout pas cortisoner.

6-2-2 - Rhumatismes post-streptococciques :

Le rhumatisme articulaire aigu est devenu trés rare dans les pays occidentaux. Il touche
surtout "enfant et donne un tableau de polyarthralgies febriles, fluxionnaires et migratrices et
tres rarement de véritables polyvarthntes. Le sérodiagnostic sera dune grande utilité. Le

rhumatisme post-streptococcique de 1"adulte est tres rare.

6-2-3 - Les spondvlarthropathies :

Les spondylarthropathies sont les plus fréquents des thumatismes inflammatoires apres la PR
et représentent 1'un des diagnostics différentiels principaux. Les spondylarthropathies (arthrite
réactionnelle, spondylarthrite  ankylosante, rhumatisme psoriasique, thumatisme  des
entérocolopathies chroniques, spondylarthropathies indifférencices) peuvent comporter un
tableau de rhumatisme inflammatoire périphérique isole ou associé a des signes
d’enthésopathie et/ou d atteinte pelvi-rachidienne. 11 s’agit habituellement d’un tableau
d’oligoarthrite ou plus rarement de polyarthrite prédominant sur les grosses articulations,
notamment aux membres inférieurs, et de distribution asymetrique. Il faut rechercher a
I'interrogatoire, 4 ’examen clinique mais également dans les antécédents, les autres signes
évocateurs de spondylarthropathie et proposer des radiographies des articulations sacro-

1haques.

6-2-4 Les autres rhumatismes inflammatoires:

6-2-4-1 - La pseudo-polyarthrite rhizomélique (PPR) :

11 s’agit du rhumatisme inflammatoire le plus fréquent du sujet age chez qui elle represente le
diagnostic différentiel principal de la PR puisque, dans cette population, celle-ci a volontiers
un début thizomélique. L association & des myalgies, "absence de signes articulaires distaux,
I’absence d’anomalie immunologique, 1'amélioration spectaculaire des symptomes sous
I"effet d’une faible corticothérapie orienteront vers une PPR mais souvent seule I'évelution

permettra de trancher definitivement.
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6-2-4-2 - La polyvarthrite oedémateuse du sujet agé :

La polyarthrite cedémateuse du sujet agé ou RS3 PE, parfois associée au gene B7. comporte
un cedeme des mains et parfois des pieds. L’atteinte parait interesser plus les parties molles
qui sont fortement tumefices que les articulations. Son  pronostic est favorable sous
corticoide.

6-2-4-3 - Des rhumatismes inflammatoires plus rares : peuvent parfois tre évoqueés :

Un rhumatisme inflammatoire paranéoplasique chez un sujet de la cinquantaine ayant une

alteration de I”état général.

La maladie de Whipple, rare mais trompeuse, pouvant se manifester initialement par une

polyarthrite. Les troubles digestifs, les adénopathies pouvant ne survenir que secondairement.

Le purpura rhumatoide de 1"adulte se traduit surtout par des polyarthralgies inflammatoires

associées ou non a un syndrome doulourcux abdominal, a un purpura des membres inférieurs,
a une protéinurie.

Les rhumatismes intermittents dont le thumatisme palindromique, les arthrites & ¢osinophiles

ou la maladie périodique peuvent donner un tableau de mono, oligo ou polyarthrite mats les
acces articulaires sont de courte durée. Le rhumatisme palindromique peut de plus évoluer
vers une authentique PR.

La sarcoidose, 1a maladiec de Behget ou Pamylose primitive peuvent donner un tableau

clinique proche de celui de la PR mais atteinte articulaire est exceptionnellement 1solee.

0-2-5 Les atteintes articulaires d’origine auto-immune (Les connectivites) :

Certamnes connectivites comportent des manifestations articulaires inflammatoires volontiers

mnaugurales et peuvent donner le change avec une PR

6-2-5-1-La maladie lupique : est I'un des principaux diagnostics différentiels de la PR, en

particulier chez la femme jeune. Il s’agit d’un tableau de polyarthralgies ou plus souvent
d’oligo ou de polyarthrite. Les signes articulaires sont pratiquement constants et fréquemment
révélateurs. Il convient de rechercher les autres signes de la maladie lupique et, devant tout
rhumatisme inflammatoire pénpheérique, la recherche d’anticorps antinucléaires et en cas de

positivite d’anticorps anti-ADN natif et d’anticorps anti-ENA doit etre systématique.

6-2-5-1 Syndrome _de Gougerot-Sjorgen primitif : Est fréquent. Le diagnostic différentiel

avec la PR est souvent difficile puisque celle-ci1 peut également comporter un syndrome sec

secondaire. Les polyarthralgies inflammatoires sont habituelles, de méme que la positivite du
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FR et la présence danticorps antinucléaires. Par contre un tableau de polyarthrite est

beaucoup plus rare.

6-2-5-2 Connectivites mixtes : les connectivites mixtes associent un syndrome de Raynaud a

des gros doigts boudings et une polyarthrite pouvant donner le change m2avec une PR. Du
point de vue biologique on trouve des anticorps antinucléaires a titre éleve, avec fluorescence

mouchetee des novaux . Les anticorps anti-RNP, evocateurs, sont constants.

6-2-5-3 Autres connectivites :

La Sclérodermie systemique comporte aussi des signes articulaires eévoquant une PR. D autres
connectivites  peuvent donner le change. C’est le cas de la dermatomyosite, de la
polymyosite, de certaines vascularites et notamment de la maladie de wegener. la
polychondriteatrophiante ct les cryoglobulinémies. Le diagnostic de certaines vascularites
est grandement facilité depuis quelques années par la recherche des anticorps anti-cytoplasme

des granulocytes (ANCA).

6-2-6 Les atteintes articulaires d’origine métaboligues :

6-2-6-1 La goutte polyarticulaire : doit 2tre évoquee chez des terrains prédisposes. 11 faudra
rechercher un tophus, une hyperuricémie et surtout des microcnstaux a 1’examen du liqude

synovial.

6-2-6-2 La chondrocalcinose : maladie fréquente chez I’adulte apres la cinquantaine, quel
que soit son sexe. Elle peut étre totalement asymptomatique mais elle peut aussi entrainer des
arthropathies chroniques ressemblant beaucoup a une PR. ou méme de grandes poussces
inflammatoires mono ou polyvarticulaires febriles. Le diagnostic est facilite par la radiographie
systémique des genoux qui sont intéresses dans 90% des cas méme s’ils n’ont jamais eté
cliniquement atteints (lisere calcique caractéristique). L’ étude du liqude synoviale en lumiere

polarisee montre la présence de microcristaux de pyrophosphate de calcium.

0-2-7 L’arthrose :

L arthrose <&rosive, notamment digitale, s'accompagne parfois de poussees congestives
simulant une PR. La localisation des atteintes articulaires et les signes radiographiques

permettront de corriger le diagnostic.
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6-2-8 Fibromyalgies :

("est un diagnostic d’élimmation. Le tableau clinique comporte, sur un fond astheénique et
axio-dépressif, des polyarthralgies (sans enflure), un enraidissement matinal et des troubles du

sommeil. (3)

7- Le traitement de la PR:

L’objectif therapeutique est de preserver les articulations et de maintenir le patient dans un
schéma de vie habituel, sans indumre de profonds changements (arréts de travail,
Immobilisations). (110) L efficacité du traitement se traduire par une amelhioration du Disease
Activity Secore (DAS), mais e¢galement des criteres de I’ American College of Rheumatology

(ACR), ainsi que des principaux signes cliniques. (79).

7-1 — Le traitement svmptomatique :

Le traitement antalgique -

L antalgique le plus utilis€, en dehors des contre indications, est le paracétamol, a la posologie
de 3-4g/). si I'intensite de la douleur est plus marquee, on recourra au tramadol ou a une
association de paracétamol a la codéine, au dextropropoxyphene. Les morphiniques ont une
place limitee, et seront utilisés pour une courte duree. (42) (41)

Les anti-inflammatoires non stéroidiens ( AINS) :

o Les inhibiteurs spécifiques de la cyclo-oxygénase de type 2 :
Arcocxia® est utilise & la posologie de 30mg/jour a 60mg/jour pour améhorer I’efficacite
Celebrex® est utilise a la posologie de200mg répartie en deux prises. Si nécessaire, la dose
peut étre augmentee ultérieurement a 200 mg deux fois par jour (4) . Les AINS sont
admmstrer en dehors de toutes ces contre indications : patients atteints de troubles cardiaques
severes ou d’antécedents d'accident vasculaire cerebral (AVC), ulcere peptique evolutif ou

saignement gastro-intestinal. .. ect.

Les anti-inflammatoires stéroidiens:

Par voie locale ou générale (prednisone, prednisolone), sont des puissants anti-
mflammatoires, souvent prescnit au cours des PR debutantes ou averees et dont I'efficacite a
court terme sur les signes inflammatoires et la prévention des destructions articulaires.

Son emploi reste limite a cause des effets indesirables bien connus de toute corticothérapie

prolongee. (76)
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L infiltration locale de corticoides permet d”obtemir une efficacité maximale tout en dimmuant
le risque d’effets secondaires. Les molécules le plus souvent utilisées sont le cortivazol

(Alim®) ¢t la bétaméthasone (Diprostene®).

7-2 Les ortheéses :

Permettent I'immobilisation des articulations douloureuses lors des crises, diminuant ou
limitant les déformations et les douleurs. Les principales orthéses prescrites dans la PR
concernent les genoux, les mains, les pieds et la voute plantaire. En maintenant 1" articulation
avec une certaine rigidite, elles permettent également au patient d’accomplir a nouveau
certains gestes ; de tenir un outil, un ustensile de cuisine et des appareils ménagers...ect. Elles

peuvent se porter aussi bien le jour que durant la nuit.

7-3 Le traitement de fond :

Le choix du traitement de fond doit tenir compte des specificites du patient qui peuvent
generer certaines contre-indications.

7-3-1 Le traitement conventionnel :

La molécule de référence est le méthotrexate. Les molécules utilisées neécessitent de prendre

des précautions d’emploi et generent des effets indésirables importants. Ces traitements sont

done soumis & une surveillance reguliere.

(110) (79) (47) (12) (60) (113) (103) (40)

DCI Spécialités Galénique Schéma thérapeutique Meécanisme d’action
Meéthotrexate Novatrex® Comprimé Par palier de 2,5 4 5 mg Antifolates et antimétaboliques
2,5mg pendant 4 i 6 semaines, avec | Blocage de la prolifération du
un maximum a 25 mg. pannus synovial
Diminue la  synthése de
Métoject® Solution Administration en prise Iinterleukine (IL)-1
injectable unique hebdomadaire
(jour fixe)
Hydroxychioroquine | Plaquenil® Comprimé Traitement d’attaque : Action  anti-inflammatoire et
Sulfate 2 23 cpijour antalgique.
Traitement d’entretien :
142 cpfour
Salazopyrine Pentasa® Comprimé Palier de 500 mg Acide S-aminosalicylique
hebdomadaire. dose inhibant la production
comprise entre 2 ¢t 3 g d’acide arachidonique
(action anti-infl ammatoire)
Léflunomide Arava® Comprimé Traitement d*attaque : Immunosuppresseur
100 mg/jour sélectif inhibant la prolifération
Traitement d’entretien : des lymphocytes et le processus
10 a 20 mg/jour auto-immun
Ciclosporine Néoral® Capsute molle | Dose  initiale 2,5 | Inhibe I’ activation des
Solution mg/kg/jour lymphocytes T
buvable Dose  maximale 5
mg/kg/jour

Tableau 7: Principales molécules utilisées dans le traitement de fond de la PR.
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7-2-2 Les Biothérapies : ont comme principal but de cibler trés précisément les composantes

immunologiques présentes dans la PR, a savoir les cytokines TNFy, 'IL-1, I'IL-6, amnsi que
la coopération lymphocytaire B et T; Leur introduction dans la thérapeutique s effectue
généralement lors d’un échappement thérapeutique aux traitements de fond habituels
(methotrexate, léflunomide. ). Elles sont alors associées au traitement de fond afin d”avor un

effet synergique. (Voir tableau 8) (104) (23) (83) (39) (26) (44) (78)
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DCI Spécialités Galénique Schéma thérapeutique Mécanisme d’action Réponse aux
traitements
Ftanercept Enbrel® Injection sous | Dose habituelle de 25 mg | une protéine de fusion | 12 semaines
cutanée. (S/C) | par semaine, en 2 fois associant la fraction P75 du | de traitement
Possibilité d’administrer | récepteur  soluble  du | Réduction de
50 mg en une fois TNFa avec un fragment | 20 %o des
Fc d'une IgG1 symptomes
Récepteur  soluble  du
Tumor Mecrosis
Factor  (TNF)a, liaison
avec le TNFa et inhibition
de son action
physiologique
Infliximab Remicade® | Injection Dose de 3 mg/kg en IV | Anticorps (Ac) monoclonal | 12 semaines
intraveineuse. | pendant 2 h (IgGD) chimérique | de traitement.
(V) Perfusions identiques a 2 | antiTNFa
et 6 semaines, puis toutes | Bloque action
les & semaines physiologique du TNFa
Dose maximale de 7.5
mg/kg avec palier de 1.5
mg/kg
Adalimumab | Humira® Injection sous | Dose de 40 mg toutes les | Ac  monoclonal (IgG1l) | 12semaines
cutanée 2 semaines humain anti-TNFa de traitement.
Bloque {action
physiologique du TNFa.
Certolizumab | Cimzia® Injection sous | Injection SC a 200 mg Ac anti TNFa. 12semaines
cutanée. Dose dattaque : 400 mg de traitement.
semaine 0, puis 2 et 4
Dose d’entretien : 200
mg toutes les 2 semaines
Anakinra Kineret® Injection S/C | Administration Protéine se fixant sur le | 16 semaines
quotidienne d’une dose | récepteur de I’'IL-1 de traitement.
de 100 mg Bloque I*action
physiologique de I'TL-1
Rituximab Mabthéra® Injection IV. Pas en premiére intention | Ac  monoclonal (IgGl) | 16 & 24
Perfusion IV lente de chimérique anti-CD20 des | semaines de
1 000 mg lymB traitement.
Bloque I’activation des tym
B
Tocilizumab . Roactemra® | Injection IV, Posologie recommandée | Ac anti-récepteur de PIL-6) | 12 semaines
de & mg/kg, Bloque I’action de I'TL-6, de traitement.
administrée  une fois | cytokine pro-inflammatoire
toutes les 4 semaines
Abatacept Orienca® Injection IV. Perfusion de 30 min., | Protéine de fusion | 12 semaines
dose en fonction (CTLA4-Ig) bloquant la | de traitement.
du poids du patient (de | cellule présentant

500 a 1 000 mg),

répétée aux semaines 2,
4,

puis toutes les 4 semaines

I’antigéne aux lymphocytes
T

Inhibition de [*activation
Iymphocytaire T

Tableau 8 : Principales biothérapies utilisées dans la PR.
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I1- Objectifs :

¥ Objectifs principaux :

1/ Comparer les résultats de notre échantillon de malades atteints de PR avec des
témoins sains.

2/ Etablir un profil sérologique et inflammatoire des malades atteints de PR.
» Objectifs secondaires :

e Démontrer U'intérét de la recherche de anti CCPs dans la prédiction de la
maladie dans notre échantillon.
o Evaluer les différentes techniques utilisées dans le diagnostic immunologique.

o Aider le clinicien a argumenter et planifier le suivi du patient.
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III- PARTIE PRATIQUE :

1-Matériels et méthodes :

1-1-Matériel :

-Le matériel biologique : (Les prélévements)

11 s”agit d’une étude Cas/Temoin rétrospective qui porte sur 130 patients atteints d une
polyarthrite thumatoide, recrutés au sein du service de Rhumatologie de 'EPH de Blida
(Fabour). Les malades inclus dans notre étude bénéficiant d’un suivi thumatologique
hospitalier et/ou extra-hospitalier.

L.>étude est faite au sein de I"unité d’Immunologie de ’unité hospitalo-universitaire
HASSIBA BEN BOUALI de BLIDA durant une période de 5 mois (de Novembre 2013 a
Mars 2014).

A-Critéres d’inclusion :

% Tout patient atteint de polyarthrite thumatoide avec un diagnostic €tabli selon les
criteres de I’ACR 1987 (American College of Rheumatology) ou les criteres
ACR/EULAR 2010 (European League Against Rheaumatism) est inclus dans notre
étude. Cette inclusion concerne soit les patients hospitalisés au service de

Rhumatologie, soit les patients suivis en consultation externe.

*
0'0

Des patients suivis dans les services de rééducation fonctionnelle des ctablissements

hospitaliers de Douéra et de Blida.

<,
.0

Age du patient retenu pour I’étude: plus de 16 ans.

L)

*
*¢

Le patient doit étre en possession d’une fiche de renseignements cliniques dument

remplie par le medecin traitant. {Voir Annexe III)

B-Critéres d’exclusion :
Les patients dont I’4ge est < 16 ans seront exclus de I”étude ainsi que les femmes enceintes

atteintes de PR.
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- Le matériel non biologique :

¢ Instruments:
1- L.a centrifugeuse :

Instrument auquel un moteur imprime un mouvement de rotation extrémement rapide qui
produit la séparation de substances de densités différentes tenues en suspension ou en

émulsion dans un hquide. (2) (Voir Annexe II)

2- Les pipettes :

On utilise des micropipettes appelées pipettes Pasteur, prélevant des volumes extrémement
faibles. 11 existe méme des micropipettes electroniques.
Il existe généralement une gamme de modeles selon le volume a pipetter et la précision du

prelevement a effectuer :

e P1000 : permet de pipetter de 200 a 1 000 ul de solution,
e P200 : permet de pipetter de 20 a 200 pl.
e P20 : permet de pipetter de 2 a 20 pl.
e PI0 : permet de pipetter de 0,5a 10 pl.
e P2 :permet de pipetter de 0,1 a 2 pl. (101)
3- Les embouts (Voir Annexe II)
4-Les tubes : (Voir Annexe II)
# Tube avec EDTA (Pour FNS)

o

» Tube avec citrate de sodium (Pour VS)
» Tube sec (Pour CRP-FR-ACCP-FAN)
5- Agitateur (Voir Annexe II)
6-Eppendorf (Voir Annexe II)
% Appareillage :
1-Néphélomeétre a laser (inarque :DADE BEHRING, type : BN PROSPEC) (Voir Annexe
IT)

-Principe :

Une néphelometre a laser est utilisé pour la detection de la presence d'antigenes ou
d'anticorps et éventuellement le dosage de ceux- ci. (102)

Un rayon laser traverse la cuve contenant d’éventuelles particules du précipite. La
diffraction de la lumiere par les particules (nephlos= nuage) est mesurée a la sortie. Plus il ya

de précipite Ag/Ac plus il y aura de signal sur le photomultiplicateur (appareil qui mesure la




51

diffraction). La mesure est rapide et automatisée, elle permet un dosage quantitatif. Cette

technique permet aussi des mesures d’agglutinats. (13)

SR

L

- e

Figure 13: Schéma de la composition d’un néphelometre a laser. (102)

Nephélometre a laser, pour la détection des antigenes et des anticorps, comprenant :

Une source lumineuse laser (1) émettant un faisceau étroit (2) ;. une cellule de mesure (3) ou
se trouvent des solutions d'antigenes et d'anticorps a tester ; un détecteur photo-clectrique (8)
recueillant la lumiére diffusee (6) par 'echantillon ; des organes de traitement (9-12) des
signaux fournis par le detecteur (8) ;

La cellule de mesure est formée par un tube capillaire (3), le diametre interne du tube
capillaire (3) est voisin du diametre du faisceau laser (2) ; le faisceau laser (2) est
perpendiculaire au tube capillaire (3) et debouche dans ce tube capillaire (3) au voisinage de
l'interface de séparation de la solution d'antigenes avec la solution d'anticorps.

Le tube capillaire (3) est un tube cylindrique droit & section régulicre dont le diametre mterne

est voisin de un millimétre.

Avantage : la consommation de réactif est inferieure a celle de la turbidimetrie avec une

sensibilite de 0,5g/1. (102)

2- Microscope a fluorescence ( marque : CARLZEISS-JENA, type : JENAMED?2). (Voir
Annexe II)

3- Lecteur ELISA (_ marque :DYNEX MAGELLAN BIOSCIENCES, type :MRX" ).
{Vorr Annexe II)
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1-2-Méthodes :

-Bilan inflammatoire :

C’est un bilan biologique qui permet de rechercher des signes biologiques dune

inflammation de 'organisme et d'évaluer I'importance de la réaction inflammatoire. (116)

A- Numération de la formule sanguine ou hémogramme (NFS) :
Principe : C"est la détermination des différentes cellules ainsi que leur numération :

e Globules rouges, globules blancs, plaquettes.

e L hematocrite, "hémoglobine.

e Determination des constantes (indices hématimétriques) VGM, TGMH, CCMH.

e Deétermination des sous populations de GB (PN, PE, PB).

e Dans le cas de la PR 1l s”agit d’une anémie (HB<120g/1 femme et<130g/l homme)
inflammatoire  microcytaire (VGM<=80fl) normochrome (CCMH entre 32 et
36g/100ml). (2) (98)

Protocole : (voir Annexe I)

B- Vitesse de sédimentation (VS):
Principe : (" 2st la mesure de la chute libre des rouleaux de globules rouges dans une colonne

d’un sang rendu incoagulable par addition de citrate de sodium. (97)

Protocole : (voir Annexe I)

C- Protéine C reéactive (CRP):

-Par la technique d’agglutination ( test au latex) :

Principe : C’est un dosage immunologique sur latex mis au point pour une mesure precise et
reproductive des taux sanguins de CRP dans le sérum et le plasma. Elle est positive s'il se
produit une réaction antigéne-anticorps entre la CRP présente dans I'échantillon et l'anticorps
anti-CRP qui a éte absorbe par les particules de latex. (93)

Dans le cas de la PR : le taux de CRP dépasse souvent 50 mg/L. (97)

Protocole : (voir Annexe I)

-Par la laser néphélémétrie :

Principe : Méme principe que celui du FR.

Protocole : Technique automatisable.
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-Bilan immunologique:

A-Détection du facteur rhumatoide :

-Par le test au latex :

Principe : Test d'agglutination passive dans lequel I'antigéne est absorbé sur les particules de
latex qui ensuite s'agrégent en présence de l'anticorps spécifique de I'antigene absorbe.

Dans les cas de PR Ie FR peut étre >8UI/ml. (95)

Protocole : (Voir Annexe I).

-Par le test Waaler rose :

Principe : C’est une technique d’hémagglutination passive utilisant des hématies de mouton
recouvertes d'Ig de lapin anti-hématies de mouton. Elle nécessite la réalisation d’un témoin
avec des hématies non sensibilisées pour éviter les faux positifs dus aux hétéroanticorps. Le

titre obtenu par dilution sur lame ou mieux en microplaque est transformeée en Ul/ml grace a
un ¢talon OMS. (92)

Dans les cas de PR e FR est souvent =08UL/mL

Protocole : (voir Annexe [)

7 Par la laser néphélémétrie :

Principe : Elle est utilisée pour mesurer les concentrations de protéines sériques par
immunoprécipitation : le sérum dilué est mis en présence d'un antisérum specifique et

le complexe antigéne-anticorps anti-proteine precipite sous forme de fines particules
permettant une analyse néphélémeétrique.

Cette technique consiste a mesurer l'intensite d'un rayonnement laser diffuse a travers un
échantillon pour le relier & une concentration. (100)

Protocole : Technique automatisable.

B —Détection et mesure des anticorps anti-CCP3:

-Par la technique ELISA:

Principe : C’est une technique utilisant un ou deux anticorps. L'un de ceux-ci
est spécifique de l'antigéne, tandis que l'autre réagit aux complexes immuns (antigene-

anticorps) et est couplé a une enzyme. Cet anticorps secondaire, respensable du nom de la




2-Résultats et discussions :

2-1-Données démographiques et descriptives de notre échantillon :

a-Répartition des patients selon les tranches d’dge :

30% 27%  27%

25%
20%

12%

15%

9% 9%

10%
5%

0%
20-29 30-39 40-49 50-59 60-69 >70

Figurel4 : Répartition des patients selon les tranches d’age.

Notre population est constituée de 130 malades agés entre 22 et 92 ans avec une moyenne
d’age de 49.56 ansx14,55 et une médiane de 49ans , dont 54% de notre population est agée

entre 40 et 60 ans.

Nos résultats corroborent avec les données de la littérature ;

Littérature Résultats

Mansouri .S (52) Age moyen= 49,36+11,56 ans (18-81ans)
OraJ (63) Age moyen= 52.3 ans (21-89 ans)

Hamdi et All. (38) Age moyen = 52,9+11,6 ans (17-77 ans)

Ces résultats confirment que la tranche d"age la plus concernée se situe entre 35 et 55 ans,

donc la PR touche le plus souvent I’adulte jeune. (Voir épidémiologie)
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b-Répartition des patients selon le sexe :

20%

= Homme

Fermnme

Figurel5 : Répartition des patients selon le sexe.

Dans notre série (N=130), 80 % étaient de sexe féminin (104), et 20 % étalent de sexe
masculin (26).Soit un sex ratio de 4, ce qui confirme la préedominance féminine chez les sujets

atteints de PR.

Nos résultats corroborent les donnees de la littérature

Littérature Reésultats
Ora.] (63) Préedominance féminine de 85%.
Hamdi W et A1(38) Prédominance féminine de 87% avec un sex
ratio de 6,7
Mansourn .S (52) Predominance feminine de 88% avec un sex
ratio de 7

En comparant les données de la littérature avec nos résultats, on constate que la PR esta
prédominance féminine, ce qui vient confirmer les données déja citées dans la partie
concernant les rappels bibliographiques. (Voir épidémiologie).
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c-Répartition des patients selon les valeurs de la VS

28%

L VS normale

VS accélérée

Figure 16 : Répartition des patients selon les valeurs de la VS.

La VS est accélérée chez la plupart de nos patients, ce qui refléte ’ctat de sévérite de la

maladie :

Ala 17 heure : chez 72% des patients.

La valeur moyenne de la VS chez nos patients était 30,75 mm +£28.4 a la 1%° heure (2-146), ce

qui est corrobore avec les données de la littérature.

Litterature

Resultats

Hamdi. W et Al (38)

39 45mm=+25,73 (1-130) chez 100 sujets
atteints de PR répondant aux cniteres de

I’ACR 87.

Mansoun .S (52)

43mm +29 (2-128) selon les critéres ACR
1987 chez 168 patients (94%), et selon les
cnteres ACR/EULAR 2010 chez 11 patients

{6%) pour les PR récentes.

On peut conclure que dans la majorité des cas de PR, la VS est supérieure a la valeur normale

(>10mm) ce qui onente vers le syndrome inflammatoire observe au cours de la PR.




e- Répartition des patients selon les valeurs de la CRP :

51% 499

m Negatif

& Positif

Figurel7 : Répartition des patients selon les valeurs de la CRP obtenues par la laser
néphélémétrie.

Dans notre population (N=127), 51% des patients ont des taux élevés de la CRP. La valeur
moyenne de la CRP était de 27,29 mg/1 £57,22 (0,15-399 mg/1).

Ces résultats sont en accord avec des études antérieures :

Littérature Résultats
Hamdi. W et al (38) Moyenne crp= 18,6 mg/L. + 25,48 (3—179)
Mansouri S (52) moyenne crp= 32mg/l £+ 44 (1-263)

Nos résultats montrent que la valeur de la CRP au cours de la PR dépasse la normale
(>10mg/l).
Les résultats obtenus avec la VS et la CRP nous permettent de considérer ces parametres

comme critére d’orientation au cours de la PR.
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f- Répartition des patients selon les valeurs du FR :

= Negatif

% Positif

Figurel8 : Répartition des patients selon les valeurs du FR obtenues par la laser

néphélémétrie.

Dans notre série de 130 patients, 71 étaient positifs pour le FR (soit 55%).

La répartition de nos résultats est inférieure a ceux retrouvés dans la littérature :

Littérature Résultats
Hamdi. W et al (38) 72% séropositifs
Ora .J (63) 76,1% séropositifs
Mansouri.S (52) 83% séropositifs

Ceci peut €tre expliqué par le manque de sensibilité et spécificité du FR (20), la séronégativité
de la PR dans les 2 premiéres années (117), ainsi que I’impact environnemental (Aires

géographiques différentes).
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Figure 19 : Répartition des patients selon les valeurs du FR obtenues par les techniques
Agglutination (Latex, Waaler rose ) et la laser néphelémetrie.
Néphélometre a laser Agglutination
Latex Waaler Rose
Facteur Notre Littérature | Notre Littérature | Notre Litterature
rhumatoide | serie serie serie
| Sensibilite 55% 80% (RR) | 50% 65-75% 59% 65% (100)
(106)
Specificite 97% 85-95% 97% 75% Q7% 90% (1006)
(RR) (106)
i i

Tableau 9 : Sensibilité et spécificité des méthodes de dosage du FR.

Facteur thumatoide | Néphelemetrie Agglutination Littérature
a laser Latex Waaler
Rose
Valeur prédictive positive 95% 96% 96% 82% (69)
Valeur prédictive négative 63% 96% 65% 8% (69) |
| r
1

Tableau 10 : VPP et VPN du FR.
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Dans notre étude le dosage des FR a été effectué selon plusieurs méthodes, révélant la
technique de Waaler rose comme ¢tant la plus sensible (Tableau ), ce qui ne corrobore pas

avec les données de la littérature.

Concernant la spécificite, les trois techniques utilisées se sont révélées équivalentes  ce qui
ne corrobore pas avec les donnees de la litterature, mais qui fait ressortir une reproductibilite
inter- essai appréciable s1 on tient compte des proportions pratiquement similaires entre les

différentes positiviteés et les différentes negativités des échantillons etudies.

Cependant, une autre étude sur une plus large échelle et portant sur une plus grande
- P 2 Y ! 124
population atteinte de PR s’avere necessaire pour evaluer la sensibilité et la spécificité des

meéethodes.

g-Répartition des patients selon les valeurs obtenues en anticorps Anti-CCP :

¥ Negatif
Positif

Figure 20: Répartition des patients selon les valeurs obtenues en anticorps Anti-CCP.

Dans notre étude, sur les 130 patients, 60% se sont révéles positifs en anticorps Anti-CCP ,

ce qui corrobore avec les donnees de la hittérature citées ¢1 dessous !

Littérature Reésultats
Hamdi W et al (38) 51%
Ora.J (63) 58,1%
Mansourt.S (52) 75.5%
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Detection des anticorps Anti- Technique utilisée: ELISA Littérature
CCP

Sensibilité 7% 69- 82% (54)
Spécificite 100% =950 (64)
VPP 100% 84% (86)
VPN 67% 81%0 (86)

Tableau 11 : Sensibilite et spécificite du test ELISA pour la recherche des anticorps Anti-
CCP.

Dans notre étude, des kits d’anti-CCP de 3eme géneration ont ete utilise. Les évaluations sur
la sensibilité et la specificité retrouvées corroborent avec les mémes valeurs que celles citées

dans la littérature.

h-Répartition des patients selon les résultats obtenus en facteurs anti-nucléaires (FAN) :

2 RNP/Sm
12 mouchetes 3 g5.a
/ ‘ 2 SS-B
13% 1 homogeéne
1
2 Negatif
~ Positif

Figure 21 : Répartition des patients selon les facteurs anti-nucléaires (FAN).

16 patients soit 13% (N=130) se sont réveles positifs en facteurs anti-nucléaires. Parmi eux
12 presentent un aspect moucheté (Soit 75%) et 1 seul patient présente un aspect homogene
(soit 6%). Pour trois patients restant, la détection des facteurs anti-nucléaires n’a pas ete

effectuse.

Nos résultats corroborent avec ceux de la littérature (15-30% de FAN positifs ) (35)
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2-Corrélation : DAS 28,VS, CRP, Anti-CCP,FR

P<0,005
8+
6 - -
(e8]
@ 4
@ 4-
(=)
2
0 T 4 1 L}
0 50 100 150 200
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Figure 22 : Repartition des patients selon le score DAS 28-VS.

Il yaune corrélation entre le DAS 28 et la VS (P<0,005), ce qui corrobore avec les donnees
de la littérature rapportées dans I’ étude effectuée par Smolen JS et al. (73)
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Figure 23 - Répartition des patients selon le score DAS28 -CRP

Il n’y a pas de corrélation entre le DAS28 et la CRP (P=0,9979), ce qui corrobore avec les

données de la littérature selon une étude antérieure. (Smolen JS, Aletaha D) (73)
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Figure 24 : Répartition des patients selon le score DAS28-Anti-CCP

démontre le contraire.
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Figure 25 : Répartition des patients selon le score DAS28-FR
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Il vy a pas de corrélation entre le DAS 28 et le FR (P=0,1870), aucune ¢tude n’a demontre le

contraire.
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Figure 26 : Répartition des patients selon le score FR-Anti-CCP.

Il y a une corrélation entre I’ Anti-CCP et le FR (P<0,0142) ce qui ne corrobore pas avec
I'étude faite par Farid Benkhada et al. (14)
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Figure 27 : Comparaison de I’Anti-CCP chez les malades et les témoins.

Le taux de I’Anti-CCP est significativement élevé chez les patients comparativement aux
témoins (Anti-CCPoy : 171,94 26,89 vs 1,212+ 0,05905 Ul/ml, P<0.0001 respectivement)

Ce qui corrobore avec les données d’une étude qui a montré une grande spécificité allant de
93 298 %. (59)
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Figure 28 : Comparaison des taux du FR chez les patients et les témoins.

Le taux du FR est significativement élevé chez les malades comparativement aux témoins (FR
moy - 152,23+ 25,22 vs 16,63+ 0,2118 Ul/ml, P<0,0001 respectivement). Ce qui corrobore
avec les données d’une étude antérieure dont la sensibilité du test varie également en fonction
du stade de la maladie, et cette sensibilité est faible au stade précoce. Cependant, méme si les
FR ne sont pas spécifiques de la PR, leur recherche et quantification restent utiles pour la
prise en charge d’un rhumatisme inflammatoire. (59).
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Conclusion :

Notre ¢tude, a permis de mettre en lumiere le profil serologique et inflammatoire de la PR,
ainsi d’evaluer son intérét dans le suivi de la maladie.
Le bilan biologique des malades atteints d’une PR était un acteur majeur dans notre travail,
il repose d’une part sur les tests non specifiques qui mesurent I'inflammation et d”autre part
sur la mise en évidence d auto-anticorps : les facteurs thumatoides et les anticorps anti-
peptides cycliques ou protémes citrullinges, par le biais de différentes méthodes de dosage.
Aujourd hui, tous les professionnels s accordent a dire quun diagnostic et un traitement les
plus précoces possibles ralentissent grandement I"évolution de la maladie et améliorent
significativement la qualite de vie des patients, ainsi 1l est nécessaire d”harmoniser nos
méthodes de dosages et d’utiliser celles qui ont fait la preuve de leurs performances.
Un travail important reste a faire pour deévelopper de nouvelles approches diagnostiques et
thérapeutiques permettant de prescrire le traitement adéquat, au moment opportun aux

patients.

Nos perspectives est de lancer des projets de grande envergure qui semblent étre nécessaires,
pour avoir une meilleure évaluation et clarification des contradictions observées dans les
résultats, pour cela le développement passe impérativement par la réalisation d’une meéta-

analyses avec une plus grande échelle.
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Annexes:

Plan des annexes:

Annexe I: Protocoles.

1-Vitesse de sédimentation (VS3).

2-Recherche des facteurs rhumatoides (FR)

-Test au Latex.

-Reéaction de Waaler rose.

3-Détermination de la protéine C réactive (CRP).

-Test au latex.

4- Recherche des auto-anticorps anti peptide citrulliné (Ant1-CCP) par test
ELISA.

3-Recherche des anti-corps anti facteur nucléaire (FAN).
-Dosage EUROIMMUN en IFL

-Technique AESKULISA ANA-HepZ.

Annexe II: Appareils et instruments.

Annexe III: Fiche de renseignement.

Annexe VI: Exemple des résultats obtenus chez trois patients.
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Annexe I : protocoles.

1-Vitesse de sédimentation :

1- Le prélévement sanguin est récupéré dans un tube citrate
(sang et anticoagulant).

2- ATl aide d’une poire, aspirer le sang a I’interieur d’un
tube vertical gradug appelé tube de Westergreen.

3- la vitesse a la quelle les globules rouges sédimentent est

reportée en mm ‘h

4-Les résultats sont donnés en mmvh a la premiere heure et

éventuellement, en mm/ a la deuxiéme heure

2-Recherche des facteurs rhumatoides :

Définition : Le facteur thumatoide (FR) est un auto-anticorps dinige contre le fragment Fe des
IgG. 11 est retrouvé chez les malades atteints de polyarthrite rhumatoide amsi que dans
d’autres maladies auto-immunes. Cet auto-anticorps peut appartenir a la classe des Igh, des
IeG ou des IgA ; ces différents isotypes sont appeles FR IgM, IgG ou IgA. Cependant, dans la
majorité des cas, on a affaire a une IgM anti-IgG. Celle c1i peut &tre essentiellement mise en
évidence par deux techniques d’agglutination : le test au latex et la réaction de WAALER
ROSE.

2-1- Test au latex :

Principe :

11 s’agit d’une réaction d’agglutination passive sur lame utilisant des particules de
polystyréne sensibilisées par des gammaglobulines humaines et qui donnent licu a une
agglutination lorsque’ e¢lles sont mélangées & un <¢chantillon contenant des facteurs

rhumatoides.

Matériels :

e Kit SPINREACT RF-LATEX contenant :
Latex : Suspension de particules de latex couverte de

gammaglobulines humaines, pH =8,2 | Conservateur
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Contréle positif : Couvercle rouge ; Sérum humain avec une concentration de FR =

30 Ul'ml. Conservateur

Controle négatif : Couvercle bleu ; Sérum animal ; Conservateur

e Plaque test avec 6 champs type RAPITEX RF -
BEHRING.

e Baguettes pour melanger.

» Micropipette de SOul.

e Agitateur.

e Diluant.

Echantillon : Sérum frais. Stable 7 jours a 2-8°C ou 3 mois a -

20°C. Les échantillons a restes de fibrine doivent étre centrifuges

avant le test. ‘
Ne pas utiliser les échantillons hémolysés ou ipémiques.
Protocole :

Méthode qualitative

1. Tempérer les réactifs et les echantillons a temperature

ambiante. La sensibilite du test réduit & temperatures basses.

2. Déposer 50 uL de I'échantillon & tester ainsi qu’une goutte de

chaque substance de controle.
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3. Mélanger le réactif de FR- latex vigoureusement ou avec l'agitateur vortex avant de

I"utiliser. Déposer une goutte (50 ulL) a coté de chacune des gouttes precédentes.

4. Mélanger les gouttes au moyen d’une baguette, en essayant d’étendre le meélange sur toute

la superficie intérieure du cercle. Utilisez des baguettes différentes pour chaque échantillon

5. Placer la porte sur un agitateur rotatif de 80 — 100 t.p.m. pendant 2 minutes. L exces de

temps peut entrainer I apparition de faux positifs.
Méthode semi-quantitative

I. Reéaliser des dilutions doubles de

I*échantillon dans une solution saline 9 g/L.
2. Pour chaque dilution, procedez comme pour la methode qualitative.

Lecture et interprétation :

Examiner la présence ou I'absence de I’agglutination immeédiatement apres avoir retire le
couvercle de I'agitateur. La présence d’une agglutination indique une concentration en FR

¢gale ou supenieure a 8 Ul'mlL

Dans la méthode semi-quantitative, I'intitulé de la méthode est déterminé comme la méthode

la plus positive.

Calculs :

La concentration moyenne de FR dans ["échantillon du patient est obtenue en mettant en

pratique la formule suivante:
8 x Intitulé de FR = Ul/ml.

Controle de qualité :

Il est conseillé d utiliser le contrdle positif et négatif pour réguler la fonctionnalité du réactif

de latex. et comme modele de comparaison pour interpréter les résultats.
Tout résultat autre que le résultat qui donne le contrdle négatif est considére comme positif.

Valeurs de référence :

Jusqu’a 8 UI/ml. Il est conseillé a chaque laboratoire d’établir ses propres valeurs de référence




79

Limites de la méthode :

- L incidence des résultats positifs erronés équivaut a 3-5%. Les individus qui semblent offrir
d’autres maladies telles que la mononucléose infectieuse, ’hépatite, la syphilis et les

personnes agees peuvent montrer des résultats positifs errones.

- Il est important, pour obtenir un diagnostic précis de la maladie, de réaliser également un

test de Waaler Rose, en paralléle de "examen clinique du patient.

2-2- Réaction de WAALER ROSE :

Principe :

La technique de Waaler Rose est une technique d’hémagglutination permettant de detecter la
qualité et la semi quantité de FR dans le sérum humain. Les hematies stabilises de chevre et
sensibilisés avec de I'IgG de lapin anti-hématies de cheévre, sont agglutinés par les FR
présents dans I’ échantillon du patient.

Matériels :
o Kit SPINREACT RF-WAALER contenant :

Waaler Rose : Suspension des hématies stabilisés de chevres et
sensibilisés avec de la IgG de lapin anti-hematie de cheévre, pH =

8.2. Préservative.

Controle positif Couvercle rouge : Sérum humain avec une concentration de FR > 30 Ul/ml.

Préservative,
Controle négatif Couvercle bleu : Serum animal, Préservative.

e Plaque de microtitration : en polystyrene, c¢’est une plaque blanche et
non réutilisable.
e Micropipette réglable de S0ul.

e Baguettes pour mélanger.

Echantillon : Sérum frais. Stable 8 jours 4 2-8°C ou 3 mois a -20°C. Les ¢chantillons a reste
de fibrines doivent &tre centrifugés avant d’&tre utihsés. Ne pas utiliser d’echantillons

hémolysés ou lipémiques.
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Protocole :
Méthode qualitative :

1. Temperer les réactifs et les <&chantillons a

température ambiante. La sensibilité du test reduit a

temperatures basses.

2. Déposer S0 uL de I’échantillon a tester ainsi qu’une goutte de chaque substance de contrdle

Positif et négatif sur cercles différentes d une plaque.

3. Mélanger le réactif de WR vigoursusement ou avec 1'agitateur vortex avant utilisation.

Déposer une goutte (50 puL) 4 coté de chacune des gouttes precedentes.

4. Meélanger les gouftes au moyen dune

baguette, en essavant d’étendre le melange sur - »

toute la superficie intérieure du cercle. Utilisez -

des baguettes différentes pour chaque ¢chantillon

5. Situer la plaque sur une superficie lisse et plane durant 2 minutes.

6. Tout de suite aprés, incliner la plaque a 45° a I"horizontale et laisser reposer pendant 1

minute. L excés de temps peut entrainer I’apparition de résultats positifs errones.

Méthode semi-quantitative :
1. Réaliser des dilutions doubles de 1 échantillon dans une solution saline 9 g/L.

2. Pour chaque dilution, procédez comme pour la methode qualitative.

Lecture et interprétation :

Examiner la présence ou ’absence d’agglutination immédiaternent aprés avoir termine la
réaction, en évitant de déplacer ou de soulever la plaque pendant I’analyse. La présence d'une

agglutination indique une concentration de FR ¢gale ou supéneure a 8 Ul/ml.

Dans la méthode semi-quantitative, 'intitule de la méthode est détermine come la methode la

plus posttive.
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Calculs :

La concentration moyenne en FR de 1'échantillon du patient est obtenue par la formule

suivante:
8 x Intituleé de FR = Ul/ml.

Controle de qualité :

Il est conseillé d’utiliser le controle positif et négatif pour réguler la fonctionnalité du réactif

du rdactif, et comme méthode de comparaison pour interpréter les resultats.
Tout résultat autre que le résultat qui donne le controle neégatif est considere comme positif.

Valeurs de référence :

Jusquia 8 Ul/ml. 11 est conseillé a chaque laboratoire de definir ses propres valeurs de

reference.

Limites de la méthode :

- L’incidence des résultats positifs erronés est de 3-5%. Les individus qui souffrent de
maladies telles que la mononucléose infecticuse, "hepatite, la syphilis, et les personnes d'un

age avancé peuvent montrer des résultats positifs errones.

- 11 est important pour établir un bon diagnostic de la maladie de reéaliser egalement un test de

FR-latex, en paralléle de I"examen clinique du patient.

3-Détermination de la protéine C réactive (CRP) :

Test au latex :

Principe :

La technique CRP-Latex est une technique d’agglutination qui permet de détecter la qualite et
la semi-quantité de CRP dans le sérum humain. Les particules de latex recouvertes
d’anticorps anti-CRP humaine sont agglutinées par les molécules de CRP présentes dans

1" échantillon préleve sur le patient.




d’IgG de chevre anti-PCR humaine, pH. 8,2. Conservateur.

82

Matériels :
(’est le méme maténel utilisé dans la méthode RF-LATEX . En
ajoutant le Kit SPINREACT CRP-LATEX qui contient :

Latex : Suspension de particules de latex couvertes

Controle positif Couvercle rouge : Sérum humain avec

une concentration de PCR > 20 mg/L. Conservateur

Controle négatif Couvercle bleu : Sérum amimal. Conservateur

Echantillons : C’est les mémes utilisés dans les méthodes RF-LATEX et RF- WAALER

Protocole :

Méthode qualitative :

1. Temperer les réactifs et les échantillons a température ambiante. La sensibilite du test est
réduite a temperatures basses.

2. Déposer 50 uL de I'echantillon (Remarque 1) a tester ainsi qu'une gontte de chaque
substance de controle positif et négatif, sur cercles diftérentes d’une porte..

3. Mélanger le réactif CRP- latex vigoureusement ou avec 1’agitateur vortex avant utilisation.
Deéposer une goutte (50 L) a cote de chaque goutte précédente..

4. Melanger les gouttes au moyen d’une baguette, en essayant d’etendre le melange sur toute
la superficie intérieure du cercle. Utilisez des baguettes différentes pour chaque echantillon.

5. Situer la porte sur un agitateur rotatif a 80 — 100 t.p.m. et agiter durant 2 minutes. Trop de

temps peut donner lieu a des résultats positifs erronés.
Meéthode semi- quantitative :
1. Realiser des dilutions doubles de 1*échantillon dans une solution saline 9 g/L.

2. Pour chaque dilution, procedez comme pour la méthode qualitative.

Lecture et interprétation: Examiner la présence ou [’absence d’agglutination,

mmediatement aprés avoir retiré la plaque de lagitateur. La preésence d agglutination
mdique une concentration en CRP égale ou supérieure a 6 mg/L.
Dans la méthode semi quantitative, 1'intitule est defini comme la dilution principale qui donne

un resultat positif.
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Calculs :
La concentration movenne de CRP dans "echantillon du patient s’obtient en appliquant la
formule suivante:

¢ x intitule de CRP =mg/L

Controle de gualité :

Il est conseillé d utiliser le contrdle positif et négatif pour réguler la fonctionnalité du réactif
de latex, et comme méthode de comparaison pour interpreter les résultats. Tout reésultat autre

que le résultat qui donne le controle négatif est considéré comme positif.

Valeurs de référence :

Jusqu'a 6 mg/L. Il est conseillé & chaque laboratoire de déterminer ses propres valeurs de
reférence.
4- Recherche des auto-anticorps anti peptides citrulinés par test

ELISA.

Principe du test :

Ce dosage ELISA permet la réalisation d un dosage semi-quantitatif ou quantitatif in vitro
pour la détéermination d”auto anticorps humains de classe IgG dirigés contre les peptides
cycliques citrulinés (CCP). Le coffret contient des barettes de microtitration de 8 puits de
réactif sécables, coatds avee des péptides cycliques citrullinés synthétiques. Lors de la
premiere étape de la réaction, les chantillons patients dilués (sérum ou plasma sur EDTA,
héparine ou citrate) sont incubés dans les puits. Dans le cas d”échantillons positifs, les
anticorps specifiques de classe IgG (mais aussi IgA et IgM) se fixeront sur les antigenes
correspondants. Pour détécter les anticorps fixés, une seconde incubation est réalisce en
utilisant un anticorps anti-IgG humain couple a une enzyme (conjugue enzymatique). Ce

conjugue est capable de générer une réaction coloree.

Composition du Kit :

1- Puits de la microplaque coatés
avec les antigénes : 12 barrettes de
8 puits secables sur leur support,
coatés avec les antigenes. Prét a

I’emploi
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2- Calibrateur 12 5:1, 5 20, 100, 200UR/ml (IgG, humain), prét a ’emploi

3-Controle positif : (IgG, humain), prét a I’emploi.

4-Controle négatif : (IgG, humain), prét a I’emploi.

5-Conjugué enzymatique :anti-IgG humaine (lapin) couple a la peroxydase, prét a I'emploi.
6- Tampon échantillon : préet a 'emploi

7- tampon de lavage : 10xconcentre.

8- Solution de chromogéne/substrat : TMB/H,O-. préte a I'emploi.

9- Solution d’arrét : Acide sulfurique 0,5M préte a "emploi.

Conservation et stabilité : le Kit doit etre conserve entre +2°C et +8°C. Ne pas congeler.

Non ouvert, tous les composants du Kit sont stables jusqu’a la date d’expiration indiquee.

Préparation et stabilité des réactifs

Remarque : Tous les reactifs doivent étre amenes a temperature ambiante (+18°C a +25°C)
environ 30minutes avant I'utilisation. Sauf mention contraire, apres la premiére ouverture, les
reéactifs sont stables jusqu’a la date d’expiration indiquée s’1ls sont conserves entre +2°C et
8°C et proteéges de toute contamination.

-Puis coatés : préts a I'emploi. Ouvrir I'emballage protecteur refermable de la microplaque au
dessus de la fermeture rapide (zip). Ne pas ouvrir tant que la microplaque n’a pas atteint la
température ambiante afin d’eviter toute condensation sur les barrettes individuelles. Replacer
mmmediatement les puits non utilisés d’une microplaque entamee dans I’emballage protecteur
et refermer soigneusement avec la fermeture intégree (ne pas retirer le dessiccateur contenu
dans I"emballage). Une fois que la protection de I’emballage a été ouverte pour la premiere
fois, les puits coatés avec les antigenes peuvent etre conserves dans un endroit sec et a une
temperature comprise entre +2°C et +8°C, pendant 4 mois.

-Calibrateur et controles : Prét a 'emploi. Les réactifs doivent etre homogénéisés
minutieusement avant I’ utilisation.

-Conjugué enzymatique : Prét 4 'emploi. Le conjugué enzymatique doit etre homogénéises
minutieusement avant I’ utilisation.

-Tampon échantillon : prét 4 I’emplo1.

-Tampon de lavage : Le tampon de lavage est concentré 10-. Si une cristallisation apparait
dans le flacon de tampon concentre, le chauffer a 37°C et mélanger son contenu
soigneusement avant de le diluer. La quantité requise doit étre prelevée du flacon avec une
pipette propre et diluee avec de I’eau de-ionisée ou de Ieau distillée (1part de réactif plus

Oparts d’eau distillée).
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-Solution du chromogéne/substrat: Préte a I’emploi. Fermer la bouteille immeédiatement
apres usage, le contenu €tant sensible a la lumiere. La solution du chromogene/substrat doit
atre claire au moment de 1" utilisation. Ne pas utiliser la solution si elle est colorée en bleu.
-Solution d’arret : Préte a I'emplo1

Préparation et stabilité des échantillons sérum ou plasma :

Echantillon : Sérum ou plasma (sur EDTA, heparine ou citrate) humains. Ne pas utiliser
d"échantillons inactivés a la chaleur, car ceux-ci pourralent engendrer des résultats faux

positifs.

Stabilité : Les échantillons patients & examiner peuvent généralement étre conserves entre
+2°C et +8°C jusqu’a 14 jours. Les échantillons dilues doivent etre dosés dans la journee.
Dilution de 1" échantillon : les échantillons patients a examiner sont dilués a 1 :101 avec du
tampon échantillon. Exemple : Ajouter 10ul de sérum & 1.0ml de tampon echantillon et
mélanger soigneusement sur un vortex (le pipetage d’échantillon n’est pas suffisant pour bien
melanger).

Remarque : les calibrateurs et les controles sont pre dilues et préts a I'emploi. Ne pas les
diluer.

Incubation :
Pour la réalisation d’un dosage qualitatif/semi-quantitatif, incuber seulement le calibrateur?
avec les contrdles positif et négatif et les echantillons patients. Pour la réalisation d’un dosage
quantitatif, incuber les calibrateurs 1 a S avec des contrdles positif et négatif et les
echantillons patients.
Realisation manuelle (partielle) du test
Incubation des échantillons {lere étape) : Transférer 100ul des calibrateurs, des controles
positif et négatif ou des échantillons patients dilués dans des puits individualises de la
microplaque selon le protocole de pipetage. Le pipetage ne doit pas prendre plus de 15
minutes. Incuber 60minutes a température ambiante (+ 18°C a +25°C).
Lavage :
=  Manuel ; vider puis laver 3 fois de suite les puits avec 300ul de tampon de lavage par
cycle de lavage.
= Automatique ; Laver les puits 3fois avec 450ul de tampon de lavage (réglage du
programme : Exemple le laveur TECAN Columbus « Overflow Mode » ).
Laisser le tampon de lavage dans chaque puits pendant 30 a 60secondes pour chague cycle

de lavage, puis vider les puits. Aprés le lavage (test manuels et automatisés), éliminer
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minuticusement toute trace de liquide dans la microplaque en la tapotant sur un papier
absorbant face vers le bas, afin de se débarrasser de tout résidu de tampon de lavage.
Remarque : Du liquide résiduel (>10ul) restant dans les puits apres le lavage peut interferer
avec le substrat et aboutir 4 des valeurs de DO faussement faibles.

Un lavage insuffisant (exemple : moins de 3cycles de lavage, trés faible volumes de tampon
de lavage ou trés courts temps de réaction) peut aboutir a des valeurs de DO faussement
fortes.

Les positions libres sur la barrette de microplaque doivent étre compleétees avec des puits
blancs du méme format que celui de la microplaque du parameétre a analyser.

21T

Incubation du conjugué (27 étape) : pipeter 100ul du conjugue enzymatique (anti-IgG
hurmaine couplé a la peroxydase) dans chacun des puits de la microplaque. Incuber 30minutes
a temperature ambiante (+18°C a +25°C).

Lavage : Vider les puits. Laver comme decrit plus haut.

21Tie

Incubation du substrat (3" étape) : pipeter 100ul de la solution du chromogene/substrat
dans chacun des puits de la microplaque. Incuber 30minutes & temperature ambiante , en
protégeant la plaque de la lumiere directe du sole1l .

Arrét de la réaction : Pipeter 100ul de la solution d’arrét dans chacun des puits de la
microplaque dans le méme ordre et avec la méme cadence que I'etape d’incubation du
chromogene/substrat.

Lecture : La mesure photométrique de I'intensité de coloration doit étre faite a la longueur
d’onde 450nm et avec une longueur d’onde de référence comprise entre 620nm et 650nm,
dans les 30minutes qui suivent I"arrét de la réaction. Avant de mesurer, agiter soigneusement
la microplaque pour assurer une bonne homogéneisation de la distribution de la solution
d’arret.

Protocol de pipetage :

1 2 13 |4 [5]6]7 8 19 |10 [11]12
AlC2 [P [Pu|Pxn Cl | P.|Puw | Py
B | Pos |P- | Pys | Py C2 | Py | Py | P
C | Nég | P: | Pys | Pu C3 | Ps]| Py |Ps
D /P, |P. | Py | P C4 | Ps| Pzl Py
E |P. [Py | P C5 | P.| Py | Pan
F | Px | Py | P Pos. | P; | Pys | P
G | Pa | Py | P Neg. | P: | Pis | P
H | P Pz | Py P1 P. | Py | Ps
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Le protocole de pipetage pour les barrettes de 1a 4 est donné a titre d’exemple pour un
dosage qualitatif’semi-quantitatif de 25 ¢chantillons patients (P1 a P25).
Le protocole de pipetage pour les barrettes de 74 10 est donne a titre d”exemple pour un
dosage quantitatif de 25 échantillons patients (P1 a P25).
Les calibrateurs (C1 4 C5), les controles positiff pos) et négatif ( nég) . et les échantillons
patients ont été incubés chacun dans un puits. La fiabilité du dosage ELISA peut etre
amelioree en dosant chaque échantillon en double. Les contréles positif et négatif servent au
controle interne de la fiabilite des proceédures du dosage. Ils doivent etre inclus dans chaque
serie de dosage.

Calculs des résultats :

Dosage qualitatit/’Semi-quantitatif : les résultats peuvent etre evalués semi-quantitativement
par le caleul d’un ratio avec la DO du contrdle ou de I"echantillon patient et la DO du
calibrateur 2. Calculer ce ratio selon la formule suivante :

DO du controle ou de I’échantillon patient = Ratio.

DO du calibrateur 2

EUROIMMUN recommande d’interpréter les résultats de la maniére suivante :

Ratio=<1.0 ! Négatif

Ratio= 1,0 | Positif

Dosage quantitative : la courbe standard a partir de laquelle la concentration des anticorps
anti-CCP dans les échantillons patients pourra étre lue, est obtenu en langant une courbe point
a pomt reliant les valeurs de DO mesurees pour les 3 sérums de calibration (linéaire, axe y)
contre les unités de concentrations correspondantes (logarithmique, axe x). La courbe
standard peut etre calculée par ordinateur en utilisant un des modes suivant : régression
logistique a 4parameétres, régression logistique a 5 parametres, spline d’ajustement, courbe

log-logit et courbe lim/limit.

5- Recherche des anti-corps anti facteur nucléaires (FAN) :

5-1-Dosage EUROIMMUN en immunofluorescence indirecte :

Principe du test : Le coffret est congu exclusivernent pour le dosage in vitro des anti-corps

humains dans le serum ou dans le plasma. Le dosage peut étre réalis¢ de mamiére cualitative
ou quantitative.
Les substrats sont incubeés avec 1'échantillon de patient préalablement dilue. Si1"échantillon

est positif. les anticorps specifiques de classes IgA, [gG et IgM se fixent aux antigenes
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tissulaires. Dans une seconde €tape, les anti-corps fixés sont révéles avec des anticorps anti-
immunoglobulines humaines couples a la fluorescéine et observés avec un microscope a

fluorescence.

Contenus d’un coffret de 50 tests :

1. Lame:

~J

Anticorps anti-humain couplé a la flurescéine (chevre). Prét a I'emploi (CONJUGATE)

3. Contrdle positif, humain, prét a I’emploi

4. Contrdle négatif, humain. prét a I’emploi

5. Selpour PBS pH 7.2

6. Tween 20

7. Milieu de montage, prét a 'emploi (GLYCEROL)

8. Lamelles couvre-objet (62mm~23mm) (COVERGLASS)

Reéalisation du test :

La technique TITERPLANE a éte développee par EUROIMMUN pour standardiser les

analyses immunologiques. Les échantillons ou les anticorps marqués sont d*abord deéposés
dans les puits de réaction du support de réactifs. Les lames a BIOCHIPs sont ensuite placées
dans leurs positions correspondantes sur le support de réactif (avec 1'ergot de reperage), afin
de mettre en contact les BIOCHIPs de la lame et les puits contenant les echantillons. Ainsi,
au moment de I"incubation, toutes les reactions individuelles commencent en méme temps. La
position et la taille des gouttes sont definies précisement par géometrie du systéme. Comime
les fluides sont confines dans un espace clos, I'utilisation d’une « charbre humide »
conventionnelle n’est pas nécessaire. Cette technique permet done d’incuber coté a cote et

simultanément plusieurs échantillons dans les mémes conditions.

Préparation :

1.1. Préparation et stabilité des réactifs : les réactifs individuels d’un lot sont associés les
uns aux autres et ne doivent generalement pas etre echanges avee ceux d’un autre lot. Apres la
premiére ouverture, les réactifs sont stables jusqu'a la date d”expiration du coffret s’ils sont
conserves entre +2°C et +8°C et 8’ils sont protéges de toute contamination.

- Lames : prét a I’'emploi. N ouvrir les pochettes protectrices des lames que lorsqu’elles ont
atteint la temperature ambiante. Identifier les lames avec un feutre. Ne pas toucher les
BIOCHIPs. Apres ["ouverture de la pochette protectrice, la lame ne doit pas étre utilisee pour

le diagnostic.
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- Anticorps secondaire conjugue a la fluorescéine (FITC) : avant sa premiére utilisation,
melanger scigneusement. Le conjugue est sensible a la lumiere.

- Contrdles positif et négatif : mélanger soigneusement avant leur premiere utilisation.

- TBS-Tween : 1sachet de « sel pour tampon phosphate » doit etre dissout dans 1litre d’eau
distillée {(optimum : eau pour perfusion eau injectable) et mélanger avec 2ml de Tween 20 (
agiter pendant 20min jusqu'a homogeneisation complete). Le tampon PBS-Tween ne doit pas
étre utilis€ si la solution devient trouble ou si une contamination apparait.

- Milieu d"inclusion : prét a I'emploi.

- Lamelles couvre-objet : prét a I’emplol.

Support de reactifs : les puits de réaction du support de réactifs sont hydrophiles et les
pourtours hydrophobes. Si nécessaire nettoyer le support avec de I'Extran MAO1(Merck), et
rincer le support abondamment a 1’eau. Pour le desinfecter : tromper le support 1 heure dans
une solution de Sekusept Extra ( Henkel) a 3%. Apres la désinfection rincer le support
abondamment 4 I’eau et sécher le support avec du papier absorbant.

-Tampon d’aviditeés 1 et 2 : melanger soigneusement avant 1" utilisation.

- Solution d uree ; préte a 'emploi, melanger soigneusement avant [ utilisation.

- EUROSORB : prét a 'emplo1. Diluer les echantillons au 1 :10 avec EUROSORB, Diluer
ensuite avec le PBS-Tween pour atteindre la dilution finale et melanger soigneusement,
incuber le mélange pendant 15min a temperature ambiante. Alternativement centrifuger le
mélange (Smin. a 2000 rpm et a temperature ambiante).

- Tampon Glycine-uree : pret a I'emplol. Melanger soigneusement avant ["utilisation. Le
tampon doit etre jaune clair et ne doit pas étre utilisé s1 sa couleur devient verte ou bleue. La
solution Glycine-uree est sensible a la chaleur. Conserver entre +2°C et +8°C. Le tampon peut
egalement étre fractionne et conserve a -20°C. toute precipitation durant la decongelation du
tampon peut étre eliminée par agitation energique de la solution.

- Tampon echantillon : prét a I’'emploi, mélanger soigneusement avant I utilisation.

- Tampon échantillon? : prét a I'emplo1. Melanger soigneusement avant ["utilisation.

- Tampon échantillon3 : prét a 1'emploi, mélanger soigneusement avant 1" utilisation.

- Tampon CMV : 1 sachet de « Sel pou PBS » 1l doit étre dissout dans un litre d’eau distillée
et mélanger avec 1ml de « Additif pour le tampon CMV », agiter pendant 20min jusqu'a
homogénéisation complete.

- Absorbant FTA-ABS : lyophilise. Dissoudre le lvophilisat en respectant le volume indique
sur I"étiquette du reactif dans de I"eau bi-distillée et mélanger soigneusement. L absorbant
FTA préparé peut etre aliquote et conserve a -20°C. 1l est alors stable pour un maximum de 3

mois ou jusqu’a la date d’expiration indiquée, Si elle est inférieure a 3mois.



1.2. Préparation et stabilité des échantillons de sérum et de plasma :
-Echantillon : Sérum humains ou plasma EDTA, héparine ou citrate.
-Stabilité : les échantillons de patients a tester peuvent genéralement etre conservés jusqu'a 14

jours entre +2°C et +8°C. Les échantillons dilueés doivent étre testés le jour meme.

-Anticorps de classe IgM : avant la = gy
: -

détermination des anticorps specifiques de . —————— .
. - o= PR .

classe IgM, les anticorps de classe IgG o S T

doivent atre eliminés de 1" echantillon

patient par immunoabsorption. Ce

traitement evite toute réaction des facteurs
thumatoides de classe IgM présents dans 1"échantillon de patient avec les IgG specifiquement
fixees et donner ainsi des faux résultats [gM positifs, ou déplacement des IgM par des 1gG
specifiques de leur fixation a 'antigene

( faux résultats IgM négtifs). L immunoabsorption des IgG ¢limine également en méme
temps les facteurs thumatoides (absorbant des FR).

-Dilution des échantillons recommandée pour une évaluation qualitative : diluer les
échantillons patients a doser avec du tampon PBS-Tween™ (par exemple dilution 1 :100
mélanger 10,1ul d’echantillon avec 1000ul tampon PBS-Tween™ et homogeneiser
soigneusement

-Dilution des échantillons recommandée pour une évaluation quantitative : les échantillons de
patients a doser sont dilués avec du tampon
PBS-Tween™®. Placer 100ul de PBS-Tween™*
dans des tubes et ajouter 11,1 ul de la dilution
précédente a forte concentration. La dilution a
mncuber dépend de I"anticorps recherche et du
substrat approprie utilise.

2. pipetage : déposer un volume défimt dans
chaque puits de réaction du titerplane en evitant
les bulles d’air. Distribuer tous les echantillons
de la série avant de commencer I'incubation
(jusqu’a 200 dépots). Utiliser le Titerplane avec

son support en polystyrene.

3. Incubation : Commencer les reactions en
mettant chaque lame a BIOCHIPs dans la position correspondante sur le Titerplane (avee

I"ergot de répérage). Vérifier que chaque échantillon est bien en contact avec son BIOCHIPs,
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qu'il ne deborde pas et qu’il ne vienne pas en contact avee un autre échantillon. Incuber
30min a temperature ambiante.

4. lavage : Rincer les lames a BIOCHIPs avec un flux de tampon PBS-Tween pendant au
moins Smin. si possible agité sur un agitateur rotatif. Laver au maximum 16 lames par
cuvette, ensuite remplacer le tampon PBS-Tween avec un tampon neuf.

5. Pipetage : Sur un Titerplane propre, déposer
un volume defim d”anti-globuline humaine
marquee a la fluorescéine dans chaque puits de
réaction. Le conjugue doit étre melange avant

son utilisation. Faire tous les deépots avant de

continuer I'incubation. Utiliser une pipette a
répétition. Pour gagner du temps, durartt 'incubation des chantillons, le conjugue peut ctre
déposé sur un autre support de réaction.

6. Incubation : sortir une lame du tampon PBS-Tween, et dans les Ssecondes, essuyer le dos
et les cotes de la lame. avec une serviette en papier. Placer la lame a BIOCHIPs
immédiatement dans sa position sur le Titerplane (avec Iergot de repérage). Ne jamais sécher
les zones entre les puits de réaction. Vérifier que les BIOCHIPs sont bien en contact avec les
solutions. Procéder de la méme fagon pour les autres lames. A partir de ce stade, proteger les
lames de la lumiere directe du soleil. Incuber B
30min a temperature ambiante.

7. lavage : Remplir le bac de lavage avec du
tampon PBS-Tween neuf. Rincer les lames a
BIOCHIPs avec un flux de tampon PBS-Tween
(utiliser un bécher) et les immerger

mmmediatement dans un bac de lavage

contenant du tampon PBS-Tween neuf pendant
au moins Smin. si possible agiter sur un
agitateur rotatif. 10 gouttes de bleu Evans pour
150ml de tampon phosphate peuvent étre
ajoutées pour la contre coloration. Laver au

maximum 16 lames par cuvette, ensuite

remplacer le tampon PBS-Tween avee du
tampon neuf.
8. Inclusion : placer des lamelles couvre-objet en verre sur le support d'inclusion en

polystyrene. Déposer sur ces lamelles une goutte de max. 10ul de Glycérol/PBS par puits de
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réaction. Sortir une lame a BIOCHIPs du tampon PBS-Tween. Essuyer avec une serviette en
papier le dos, et les 4 bords de la lame, placer. face vers le bas, la lame avec les BIOCHIPs
Jusqu’a ce qu’elle soit en contact avec la lamelle couvre objet préalablement préparee.
Vérifier immeédiatement que la lamelle couvre-objet est bien positionnee. Corriger la position
st necessaire. Procéder de méme avec les autres lames.
9. Evaluation : Interpreter la fluorescence au microscope.
Recommandation générales - Objectif 20 < (coupe de tissus. cellules infectees, et
transfectees), 40~ (Substrat cellulaire).
Filtre d"excitation : 488nm, séparateur de couleur : 510nm, filtre de blocage : 520nm.
Source lumineuse : lampe a vapeur de mercure, 100W, EUROIMMUN LED, EUROStar
Bluelight.
Aspect de fluorescence (réaction positive) ; Si I"echantillon de patient contient des anticorps
dirigés contre le substrat approprie, I"aspect de fluorescence doit correspondre a celui du
contréle positif. Si le controle positif ne montre aucun aspect de fluorescence specifique ou si
le controle négatif montre une fluorescence spécifique claire, les résultats ne doivent pas étre
utilisés et le dosage doit etre refait.
Une large gamme d’image de fluorescence peut étre trouvée sur le site internet

d"EUROIMMUN (www.euroimmun.com)

Evaluation qualitative : si une fluorescence specifique peut étre observeée a la dilution
recomimmandée, le résultat est interprété comme « positif ». s1 aucune fluorescence spécifique
n’est observee, le résultat est interprété comme négatif.

Evaluation quantitative : le titre est défini comme le facteur de dilution pour laquelle une
fluorescence spécifique est tout juste identifiable. Ceci doit étre comparé a la réaction obtenue

avec un serum negatif a la méme dilution.
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Technique TITERPLANE

Lames a BIOCHIP
BIOCHIPs supoon de réactfs

Pipetage: “0 i par puils 13x3 mm;
30yl par puts (5x5 mm;
70w parpudts {9xT mm)

_\/_\/_\/_\f\f echantijons dilués
%0406 —coane

Incubation: 30 min

L Ll 7222 P2 7 .

Lavage: Rincer 1 seconde
§ min dans le bac de lavage

Pipetage: ‘7 parouts {3x3 mm)
. caroots ExE

FER - 1 S

_\/_V_\/_\/_V_ ANticorps conjugué
A2 A A ™ D D D 0

fncubation: .~ -

Lavage: Rinzer * secz-ce

£~ - za"s 2zazce avage

inclusion: —as -
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I N D M Ty
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Evaluation: micresceos a “ucrescence

—
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5-2-Technique AESKULISA ANA-

HEp 2 :

Principe du test : les échantillons de sérum dilue au 1 :101%"° sont incubeés dans les

microplaques sensibilisées avec I'antigéne spécifique. Les anticorps du patient présents dans

I’échantillon se lient & I’antigéne. La fraction non lice est alors éliminée par lavage. Des

immunoglobulines anti-humaines marquées a la peroxydase de raifort (conjugue) sont ensuite

incubees et réagissent avec le complexe antigéne-anticorps fixe sur les microplaques. Le

conjugue non lié est alors éliminé par lavage. L addition de substrat TMB (tetra-methyl-

benzidine) provoque une réaction enzyinatique coloree (bleue) , stoppée par de I"acide dilue

{la couleur vire alors au jaune). L intensite

de la coloration du chromogéne est proportionnelle

a la quantité de conjugué lié au complexe antigéne-anticorps, elle-méme proportionnelle a la

concentration initiale des anticorps respectifs dans 1”échantillon de patient.
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Matériels :

1- Kit AESKULISA ANA Hep 2 :
Contenu du kit :

A reconstituer :

-Tampon Echantillons (5<) 1 flacon de 20ml -
coneentré 5+ (bouchon blane, solution jaune) ;
Contenu : Tris, NaCl, BSA, azide de sodium
<0,1% (conservateur).

-Tampon de lavage (50-) 1 flacon de 20ml -

concentre 50« (bouchon blanc, solution verte) .

Contenu : Tris, NaCl, Tween 20, azide de sodium
<0,1% (conservateur).

Pret a I’emploi :

-Controle négatif': 2 flacons de 1,8ml (bouchon vert, solution incolore) ; Contenu : sérum
humain dilue. azide de sodium <0,1% (conservateur).

-Contrdle positif : 1 flacon de 1,5ml {(bouchon rouge, solution jaune) ; Contenu : Serum
humain dilué, azide de sodium <0,1% {conservateur).

-Cut-off Etalon : 1 flacon de 1.5ml (bouchon bleu, solution jaune) ; Contenu : Sérum
humain dilug, azide de sodium <0,1% {conservateur).

-Conjugue : 1 flacon de 15ml IgG (bouchon bleu, solution bleue) ; Contenu :
Immunoglobuline anti-humaine conjuguees a la peroxydase de raifort

-Substrat TMB : 1 flacon de 15ml (bouchon noir) ; Contenu : TMB/H,O, stabilise.
-Solution d arrét : 1 flacon de 15ml (bouchon blane, solution incolore) ; Contenu : acide
chlorthydnque a 1mol/l.

-Microplaque : 12 barrettes de 8cupules secables.

2- Lecteur de microplaque avec filtre de lecture a 450nm et filtre de réference (en option)
a 0620nm (600 & 690 nm).

3- Verrerie, tubes a essal pour les dilutions.

4- Agitateur vortex.

S- Pipettes de precision (10, 100, 200, 500, 1000ul) ou multi pipette.

6- Appareil de lavage pour microplaques (pipette multicanaux ou systéme de distribution

automatique).
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Procédure du test :

1- Preparations a effectuer avant la distribution
Diluer les réactifs concentres :
érne

Diluer Ie tampon €chantillons concentré au 1 :15
20ml+80ml3.

avee de Ieau distillée (par ex.

e

Diluer le tampon de lavage concentre au 1 ;50

+980ml).

avec de I'eau distillée ( par ex. 20ml

Echantillons :

erT1R

Diluer les ¢chantillons sériques au 1 :1017 avec le tampon echantiflons (1-).

Par ex. 1000ul de tampon échantillons (1 - )+ 10ul de serum. Bien homogeneiser !

Lavage:

Préparer 20ml de tampon de lavage dilué (1<) pour 8cupules ou 200ml pour 96cupules (par
ex. 4ml de concentré + 196ml d’eau distillée).

Lavage automatique : prendre en compte les volumes supplémentaires requis pour I’amorgage
et les volumes morts de I’appareil.

Lavage manuel : Eliminer le liqude des cupules en retournant la plaque . tapoter fermement
la plaque sur un papier absorbant, en orentant les cupules vers le bas. Distribuer 300ul de
tampon de lavage dilu¢ dans chaque cupule et attendre 20secondes. Réaliser toute la
procedure trois fois.

Microplaque :

Calculer le nombre de cupules requises pour effectuer le test. Retirer les cupules non
utilisées du cadre de la plaque et les replacer dans le sac en plastique fourm, avec le
dessiccatit'; fermer hermétiquement et conserver entre 2-8°C.

1- Mode opératoire

-Pipeter 100ul de chaque sérum de patients dilué dans les puits désignes.

-Pipeter 100ul de cut-off étalon et controle négatif et positif dans les puits désignes.
-Incuber pendant 30minutes a temperature 20-30-C.
-laver 3fois avee 300ul de tampon de lavage (dilué au 1 :50°7).
-Distribuer 100ul de conjugué dans chaque cupule.
-Incuber pendant 30minutes a température 20°C-32°C.
-laver trois fois avec 300ul de tampon de lavage (dilue au 1 :50°™)
-distribuer 100ul de substrat TMB dans chaque cupule.
-incuber pendant 30minutes a température 20-32°C et 4 I'abri de la lumiere
-Distribuer 100ul de solution d’arret dans chaque cupule, dans le méme ordre que pour la

distribution de substrat.




-Incuber pendant au moins Sminutes.

-Agiter la plaque avec précaution pendant Ssecondes.
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-Lire la densité optique 4 450nm (en option 450/620nm) dans les 30minutes qui suivent.

Anrwx 8: Procédurs du Test

Sampies {1101} / Controle V ‘
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Interprétation semi quantitative :

Lire la densite optique du cut-off etalon et celle des echantillons de patients. Comparer la
DO des patients a la DO du cut-off ¢talon. Pour I'interprétation qualitative, nous

recommandons de considerer les serums qui se situent dans un domaine de 20% autour de
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la valeur du cut-off comme étant équivoques. Tous les €chantillons, dont la DO est moins

¢levee que celle du cut-off, sont considéres negatifs.

Négatlf DOpatlent < 0,8‘DOFDt-Off

qulivoque : 0,8\/ Docut»offiDOpatlenti 1 :2 * Docut-off

Positif : DOpatient> 1.2%DO0ut ot

Calibrateurs D.0.450/620nm CV%
Controle négatif 0,081 2.6
Cut-off etalon 0,350 1.8
Controle positif 1.259 0,7

Pour la semi-quantitative des résultats, chaque résultats, chaque valeur de DO des patients

peut étre exprimee a travers 'index. L’index se calcule en divisant la DO du patient par

la DO du cut-off :
Négatif : index< 0,8.
Equivoque : Index <1,2.

Positif : Index> 1.2.




Annexe II : Appareils et instruments.

- Appareils :

1) Néphélometre a laser :

2) Microscope fluorescent.
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3) Lecteur ELISA.

29



Instruments annexes :

1) Centrifugeuse.

2) Agitateur.
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4) Tube sec.

5) Tubes avec EDTA.

6) Tube avec citrate de sodium.

7) Eppendorf.

8) Micropipette 500ul, SOul.
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Anmnexe III : fiche de renseignement.

CENTRE HOSPITALO - UNIVERSITAIRE DE BLIDA

UNITE HASSIBA BEN-BOUALI
UNITE HOSPITALO - UNIVERSITAIRE D'IMMUNOLOGIE
Tél : 025411895/96 poste : 220

1“ Fiche de renseignement des malades atteints de polyarthrite rhumatoide
|
L

N° d’identification : .................c..cc... DAte ..o e
NOM & oo e Prénom(s) : .....ccccoveiivivecvenereee
Date de naissance : ..............cceceeee. Sexe: Homme [ | Femme [ |
AATESSE & ..ottt et e en R e enneresinan e aresas e
NUMEro de telEPhone & ..o et et s
Hospitalisé [ | Externe [ |

CHU: ... Sernvice @ ......cccovenennee Médecin traitant : ......................
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Antécédents personnels:

Tabac: Oui[ ] Non[_]
HTA: Oui[_] Non[ ]
Hypercholestérolémie: Oui[__] Non[_]
Diabéte: Oui[_] Non[ ]
Autre affection auto- immune: Oui [ ] Non [ ]
Y I TU I ol 4= Tel Y= SO TV OROPPN
Autres pathologies : Oui[ ] Non[_]




Si OUI PrECISEI ctiieiieeeecttis e ertecree e ne e e e e saees st e errbe e en s seeer s e s sr e et e se ss s s nesens

Antécédents familiaux :

Rhumatisme inflammatoire chronique :

Si oui préciser

Oui (] Non [
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Début de la symptomatologie & ..o

Signes cliniques :

Durée raideur matinale {mn) :
Nombre d’articulations douloureuses sur 28 sites (NAD) @ .o ivveeveeennen.
Nombre d’articulations gonflées sur 28 sites (NAG) & .oovrvvivineniicieen.
Evaluation globale de la maladie par le malade {mm) : ..o

Evaluation globale de la maladie par le médecin {mm) @ ..

Siége de la synovite :

Score critéeres ACR/ EULAR 2009 :
Score DAS28 :

Manifestations extra- articulaires :

Main
Poignet
Coude
Epaule
Hanche
Genoux
Cheville
Pied

..........................

Droite Gauche

Si oui, préciser :

Pleuro-Pulmonaire []

Oculaire

Fievre

[ ]
[ ]

] ]
] ]
[ [
] ]
] ]
[ [
] ]
] [
oui L1 Non []

Cardio-vasculaire []

Ténosynovite ]
Fatigue []




Traitements :

AINS :

Corticoides :

Sulfasalazine :

Méthotrexate :

Etanercept :

Adalimumab :

Oui[_] Non[]
Oui[_] Non[]
Oui[__] Non[_]
Oui[_] Non[ ]
Oui [ Non []
Oui[_] Non[ ]

Examens demandés :

Bilan inflammatoire :

104
Antalgiques : Oui (] Non []
Hydroxychloroquine : Oui ] Non []
Leflunomide : Oui [_] Non[]
Rituximab : Oui [_] Non [}
Infliximab : Oui [] Non[]
Acide folique : Oui (] Non []

s VS I TR
s CRP I R
® EPP/PPS[ | oo,
¢ FNS ] ..
Bilan d’auto-immunité :

¢ FR [ e,
o ACCP [ ] e,
e FAN [ o,
* Autres ...

Tubes prélevés :

Tube citraté [_]
Tube EDTA [ ]

Tube sec

1]

Médecin traitant :
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Annexe IV : Exemple des résultats obtenus chez trois patients.

N°e Service VS2 CRP | CRP | FR FR FR ACCP Nb DAS | Tabac
Mm latex | laser | latex WR laser UL'ml drart | 28
mgT1 | mg/l | U/ml | UVml | U'ml gonf
1 Hosp 29 6 3,17 8 8 10,5 2 10 4,77 Non
24 Hosp 20 6 7,29 1024 2048 222 489 2 3.64 Non
35 Hosp 40 6 1,35 8 8 26,3 76 20 6,8 Non
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Résumé :

Introduction :

La polyarthrite rhumatoide (PR) est le plus frequent des thumatismes inflammatoires
chroniques. 1 s'agit d une composante inflammatoire et auto-immune de 'ensemble du tissu
conjonctif 4 prédominance synoviale dont la pathogénie est mal €lucidee.

L objectif de notre travail est de comparer les résultats de notre €chantillon de patients atteints
de PR avec des témoins sains ainsi que d’€tablir un profil serologique et inflammatoire de ces
patients.

Matériels et méthodes :

Nous avons effectud une étude cas-témoins en comparant un échantillon de 130 patients
atteints d'une PR confirmée, recrutées durant une periode de 5 mois, avec une population de
témoins sains. Les deux groupes ont bénéficié d’un bilan inflammatoire et d’un bilan d”auto-
mmunite.

Résultats :

On a noté une diftérence significative concernant les FR entre patients et temoins (FR ey
152,23+ 25,22 vs 16,63+ 0,2118 Ul/ml, P<0,0001 respectivement), et les Anti-CCP (Anti-
CCPraoy: 171,9 26,89 vs 1,212+ 0,05905 Ul/ml, P<0,0001 respectivement) .

Conclusion :

Les données scientifiques actuelles permettent d’insister sur la nécessité d’une prise en charge
trés précoce, en dépit des difficultés de diagnostic et sur la nécessité d un traitement efficace
adapté individuellement a chaque risque évolutif, en se basant sur des parametres pertinents

de surveillance.

Mots clés :

Polyarthrite thumatoide, inflammation, Auto-immunité, facteurs rhurnatoides, anti-corps
anti-proteines cycliques citrulinges.
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Abstract :

Introduction:

Rheumatoid arthritis (RA) is the most common chronic inflammatory rtheumatism. It is an
mnflammatory and autoimmune connective tissue throughout the predominantly svnovial

whose pathogenesis is poorly understood.

The objective of our work 1s to compare the results of our sample of RA patients with healthy

controls and to establish a serological profile of these patients and inflammatory .

Materials and methods:

We conducted & case-control study comparing a sample of 130 patients with a confirmed PR,
recruited for a period of S months, with a population of healthy controls. Both groups

received an inflammatory balance and a balance of autoimmunity.
Results:

There was a significant difference in FR between patients and controls (FR Avg: 152.23 +
2522 vs 16,63 £ 0.2118 IU/ ml, P <0.0001, respectively), and Anti-CCP {(anti-CCPmoy:
171.9 2689 vs 1.212 = 0.05905 IU / ml, P <0.0001 respectively)

Conclusion:

Current scientific data help to emphasize the need for very early management, despite the
difficulties in diagnosis and the need for effective treatment evolutionary adapted individually

to each risk, based on menitoring of the relevant parameters.

Kevwords :

Rheumatoid arthritis, inflammation, autoimmunity, theumatoid factor, antibodies against

cychic citrulinated protein.
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