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DEFINITION 

Le coffret LISA-TRACKER anti-Adalimumab ( ) 
permet le dosage quantitatif par méthode ELISA des anticorps 
anti-Adalimumab, dans le sérum ou plasma.  

VALEUR DIAGNOSTIQUE 

Les anti-TNFα sont des agents thérapeutiques largement 
utilisés pour traiter des patients atteints par diverses maladies 
inflammatoires. L’Adalimumab est l’un des anti-TNFα préconisé 
pour le traitement de la polyarthrite rhumatoïde, la maladie de 
Crohn, la spondylarthrite ankylosante, etc. C’est un anticorps 
monoclonal totalement humanisé capable de se fixer au TNFα. 
Il permet ainsi de bloquer l’action du TNFα responsable de l’état 
inflammatoire. Cependant, au cours du traitement, certains 
patients peuvent développer des anticorps dirigés contre 
l’Adalimumab. Il en résulte une diminution du taux plasmatique 
de l’anti-TNFα ainsi qu’une réapparition ou une augmentation 
des symptômes de la maladie. 

Le coffret LISA-TRACKER anti-Adalimumab ( ) 
permet aux praticiens de suivre au cours du temps l’évolution 
du taux d’anticorps anti-Adalimumab dans le plasma/serum. 

ECHANTILLONS 

• Les dosages peuvent être effectués sur plasma (tubes de 
prélèvement : EDTA, Héparine ou Citrate) ou sérum. 

• Eviter d'utiliser des prélèvements congelés et décongelés 
plus de 1 fois.  

• Afin de limiter toutes fixations non spécifiques, il est 
conseillé de centrifuger et de filtrer les échantillons congelés 
depuis plus de 6 mois et troubles. 

PRINCIPE DES TESTS 

L’Adalimumab est adsorbé sur un support solide (microplaque). 

• Dans un premier temps, l'échantillon dilué est distribué dans 
un puits de la microplaque. S'il contient des anticorps anti-
Adalimumab, ceux-ci vont se fixer à l’Adalimumab adsorbé. 
Après incubation, un premier lavage permet d’éliminer les 
éléments non-fixés. 

• On ajoute ensuite de l’Adalimumab biotinylé. Après 
incubation, un deuxième lavage permet d’éliminer l’excès 
d’anticorps. 

•  Ensuite, la streptavidine conjuguée à la peroxydase de 
Raifort est ajoutée. Elle se fixe au complexe « Adalimumab 
adsorbé / anticorps anti-Adalimumab / Adalimumab biotinylé » 
précédemment formé. Après incubation, un troisième lavage 
permet d’éliminer l'excès de conjugué. 

• L'étape de chromogénèse est réalisée en déposant le 
substrat de l'enzyme : TMB (3,3’,5,5’ tétraméthylbenzidine). Au 
cours de celle-ci, se développe une coloration proportionnelle 

à la quantité d’anticorps anti-Adalimumab présente dans 
l'échantillon. 

• L'addition de H2SO4 permet de bloquer la réaction 
enzymatique. 

• La lecture des densités optiques à 450 nm sur un 
spectrophotomètre constitue la dernière étape de réalisation du 
test. 

• Une gamme étalon permet de définir la quantité d’anticorps 
anti-Adalimumab (ng/ml) présente dans l’échantillon. 

Le coffret LISA-TRACKER anti-Adalimumab ( ) a 
été validé pour suivre le taux en anticorps anti-Adalimumab 
(pour les patients utilisant le médicament original Humira®, ou 
utilisant des biosimilaires comme l’ABP501 (Amgevita®) et le 
SB5 (Imraldi®)). 

 

COMPOSITION DU COFFRET 

 

 48 tests 96 tests 

Une microplaque de barrettes noires 
amovibles, sensibilisée par de l’Adalimumab.  

6 
barettes 

12 
barrettes 

Cinq flacons « Etalon - anti-Adalimumab », 
(ng/ml). (Ils peuvent être utilisés plusieurs 
fois.) 

Prêts à l'emploi. 

La quantité en anticorps anti-Adalimumab 
est indiquée sur le flacon. 
Bouchon marron 

5 x 

1,5ml 

5 x 

1,5ml 

Flacon « contrôle positif – anti-Adalimumab», 
(ng/ml). (Ils peuvent être utilisés plusieurs 
fois.) 

A diluer. 

Les valeurs attendues (ng/ml) sont 
indiquées sur le flacon.  
Bouchon marron. 

1 x 

1ml 

1 x 

1ml 

Flacon d’anticorps biotinylé 

Prêt à l'emploi.  
Bouchon noir. 

1 x 

7,5ml 

2 x 

7,5ml 

Flacon de streptavidine conjuguée à la 
peroxydase. 

Prêt à l'emploi. 
Bouchon vert. 

1 x 

12ml 

1 x 

12ml 

Flacon de Tampon Phosphate-Tween pH 7,2 
(concentré 10x) - A reconstituer en eau 
distillée. 

Bouchon blanc. 

1 x 
100ml 

1 x 
100ml 

Flacon de Substrat (TMB). 
Prêt à l’emploi. 

Bouchon noir. 

1 x 

12ml 

1 x 

12ml 

Flacon de solution d’arrêt H2SO4 (0.25 N). 
Prêt à l’emploi. 

Bouchon violet. 

1 x 

15ml 

1 x 

15ml 
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MATERIEL NECESSAIRE NON FOURNI 

• Eau distillée 

• Pipettes de précision 

• Lecteur muni d'un filtre 450 nm 

• Peigne de lavage 8 canaux. 
 

STABILITE ET CONDITIONS DE CONSERVATION 

• Tous les réactifs et les barrettes de puits sensibilisées 
doivent être conservés entre +2°C et +8°C dans leur 
conditionnement d’origine. 

• Ne pas utiliser un coffret dont les dates de péremption sont 
dépassées. 

• Après la première ouverture, conserver les barrettes non 
utilisées à l'intérieur de la pochette plastique en présence 
du sachet déshydratant, correctement refermée et les 
remettre immédiatement entre +2°C et +8°C. 

 

PREPARATION DES REACTIFS 

A l’exception du TDL, qui peut être préparé à l’avance, 
les réactifs doivent être préparés de manière 
extemporanée. 

1. Tampon de dilution et de lavage (TDL) 

- Diluer le Tampon Phosphate-Tween concentré au 1/10 
en eau distillée. 
 

- Durée de conservation : 3 mois entre +2°C et +8°C (ne 
plus utiliser si des signes de contaminations ou de 
modifications apparaissent). 

Remarque : en présence de cristaux dans la solution 
concentrée, placer le flacon 15 min. à +37°C avant 
utilisation. 

2. Préparation des échantillons et du contrôle positif 

- Diluer les échantillons et le contrôle positif au 1/2 en 
tampon TDL (exemple : 130µl + 130µl de TDL). Agiter 
vigoureusement au vortex. 

3. Utilisation de l’anticorps biotinylé - prêt à l'emploi  

- Estimer le volume nécessaire à la manipulation et le 
transférer dans un tube à partir duquel se fera le dépôt. 

4. Utilisation du conjugué (streptavidine-HRP) - prêt à 
l'emploi  

- Estimer le volume nécessaire à la manipulation et le 
transférer dans un tube à partir duquel se fera le dépôt. 

5. Utilisation du substrat - prêt à l'emploi 

- Estimer le volume nécessaire à la manipulation et le 
transférer dans un tube opaque à partir duquel se fera 
le dépôt. 

 

PRECAUTIONS D'EMPLOI 

- Retirer tous les réactifs hors de leur logement de 
conditionnement et les ramener impérativement à température 
ambiante (+18°C / +25°C) au minimum une demi-heure avant 
de commencer le dosage.  

- La température des réactifs peut influencer le résultat final. 

- S'assurer que les plaques soient bien égouttées après 
chaque lavage. 

- Ne pas utiliser les réactifs si des signes de contaminations ou 
de modifications apparaissent.  

- Les étalons et les contrôles sont d'origine humaine. Pour 
chacun, les recherches d'anticorps anti-HIV 1 et 2, anti-HCV et 

d'antigènes de l'hépatite B se sont révélées négatives. 
S'agissant de produits potentiellement infectieux, il est 
toutefois nécessaire de les manipuler avec les précautions 
d'usage. 
- Les réactifs en solution (excepté le substrat & la solution 
d’arrêt) contiennent comme agent de conservation, de l’azide 
de sodium à une concentration <0.1% ou du ProClin® 300 à 
une concentration <0.6%. Ne pas avaler et éviter tout contact 
avec la peau et les muqueuses. L’azide de sodium peut former 
des mélanges explosifs lors de son élimination dans les 
canalisations de cuivre ou de plomb. Rincer abondamment lors 
de telles éliminations. 

-         À cette concentration, le ProClin® 300 peut être irritant 

pour les yeux, la peau et nuisible en cas d’ingestion en 

quantités importantes. C’est un sensibilisant cutané; une 

exposition prolongée ou répétée peut entraîner une réaction 

allergique chez certains sujets sensibles. 

- Le coffret LISA-TRACKER anti-Adalimumab ( ) a 
été élaboré dans le respect du Règlement (CE) n° 1272/2008 
en ce qui concerne la classification, l’étiquetage et l’emballage 
des substances et des mélanges. 

- LISA-TRACKER anti-Adalimumab ( ) a été optimisé 
pour les conditions opératoires précisées dans cette notice. Le 
non-respect des dilutions, de la préparation des réactifs, du 
protocole ou la substitution d’un réactif par un autre produit 
peuvent affecter les performances finales du test. 
 

MODE OPERATOIRE 

1. Préparation du test 

Utiliser la feuille de travail contenue dans le coffret pour 
noter la localisation des échantillons.  

Pour chaque essai, prévoir : 

- 5 puits « étalon » (gamme de calibration) 

- 1 puits « contrôle positif» 

- 1 puits par échantillon 

 

2. Incubation des étalons, du contrôle positif et des 
échantillons 

Déposer 100µl par puits pour chaque étalon. 

Déposer 100µl par puits de contrôle dilué. 

Déposer 100µl par puits pour chaque échantillons dilués. 

Laisser incuber 40 minutes à température ambiante. 

Vider les puits par retournement de la plaque. 

Procéder à une série de 3 lavages en tampon de dilution 
et de lavage (TDL) (300µl/puits). 

Eliminer le liquide résiduel en tamponnant la plaque sur un 
papier absorbant. 

 

3. Incubation de l’anticorps biotinylé 

Déposer 100µl d’anticorps biotinylé spécifique, prêt à 
l’emploi, dans tous les puits. 

Incuber 20 minutes à température ambiante. 

Vider les puits par retournement de la plaque. 

Procéder à une série de 3 lavages en tampon de dilution 
et de lavage (TDL) (300µl/puits). 

Eliminer le liquide résiduel en tamponnant la plaque sur un 
papier absorbant. 
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4. Incubation du Conjugué 

Déposer 100µl de conjugué prêt à l’emploi dans tous les 
puits. 

Incuber 15 minutes à température ambiante. 

Vider les puits par retournement de la plaque. 

Procéder à une série de 3 lavages en tampon de dilution 
et de lavage (TDL) (300µl/puits). 

Eliminer le liquide résiduel en tamponnant la plaque sur un 
papier absorbant. 

 
5. Incubation du Substrat 

Déposer 100µl de substrat dans tous les puits. 

Incuber 15 minutes à température ambiante et à l’abri de 
la lumière. 

 
6. Arrêt de la réaction 

Ajouter 100µl de H2SO4 dans tous les puits. 

 
7. Lecture 

Lire la densité optique de chaque puits avec un 
lecteur de microplaques muni d'un filtre 450nm au 
cours des 30 minutes suivant l’arrêt de la réaction. 

 

RESULTATS ET INTERPRETATION 

- La densité optique (DO) de l’étalon 1 doit être au moins 
égale à 0.8. 

- La valeur (ng/ml) du contrôle positif doit être comprise dans 
la fourchette d’acceptation inscrite sur le flacon. 

- Tracer la courbe d’étalonnage (polynomiale) en portant en 
abscisse (axe des X) la quantité d’anticorps anti-
Adalimumab (ng/ml) de chaque étalon et, en ordonnée (axe 
des Y), la DO correspondante. 

- La quantité dosée d’anticorps anti-Adalimumab de 
l’échantillon peut être lue directement sur la courbe. 

- Tout échantillon possédant une DO supérieure à celle de 
l’étalon 1 est considéré « hors-gamme ». Il peut être redilué 
afin d’estimer précisément la quantité d’anticorps anti-
Adalimumab. Dans ce cas, il faut tenir compte du facteur 
de dilution. 

 

CARACTERISTIQUES ET PERFORMANCES DES DOSAGES 

 
Limite de détection / Seuil de positivité 

Estimée à partir des 134 échantillons issus d’une population 
« individus sains ». 

 
Limite de détection Anti-Adalimumab 

10 ng/ml  

> 95ème percentile 

 
Plage de mesure 

Anti-Adalimumab 

10 ng/ml - 160 ng/ml 

 
 
 
 
 
 

Etude des substances interférentes 

LISA-TRACKER anti-Adalimumab ( ) a été évalué : 
- sur des échantillons en solution complétés avec les 
composés suivants : bilirubine (à 0,2 mg/ml), hémoglobine (à 
2 mg/ml), triglycérides (à 10 mg/ml) et facteurs rhumatoïdes (à 
1000 UI/ml). 
 Aucune interférence n’a été détectée. 

Précision 

 Intra-essai 
(10 tests dans le même 

essai) 

Inter-essais 
(2 tests dans 6 essais 

différents) 

Paramètres 
Valeur 

moyenne  
CV (%) 

Valeur 
moyenne  

CV (%) 

Anti-
Adalimumab 

(ng/ml) 

24 4.1 26 8.4 

65 2.9 73 11.1 

128 2.8 139 5.5 

 

LIMITES 

L'efficacité de ce kit n'est confirmée que pour les sérums / 
plasma humains, l'applicabilité des autres types d'échantillons 
n'est pas vérifiée. 

Des résultats fiables et reproductibles seront obtenus lorsque 
la procédure de dosage est effectuée conformément aux 
instructions et dans le respect des bonnes pratiques de 
laboratoire. 

Le diagnostic clinique ne doit pas être établi sur la base des 
résultats d'un seul résultat de test mais doit intégrer toutes les 
conclusions cliniques et de laboratoire. 

CONTROLE DE QUALITE 

Il est conseillé d’utiliser des contrôles de qualité interne ou 
externe. Le contrôle IMMUNO-TROL anti-Adalimumab (

), réf: LTA 003-PC, renferme des anticorps dirigés 
contre l’Adalimumab. Il est à tester de façon identique à celle 
des échantillons.  
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SCHEMA RECAPITULATIF DU MODE OPERATOIRE 

 

Réactifs Mode opératoire 

Etalons 

100µl / puits Contrôle positif dilué 

Echantillons dilués 

Incubation 40 minutes à température ambiante 

Lavage* Laver 3 fois en tampon de dilution/lavage (TDL) : 3 x 300µl / puits 

Anticorps secondaire biotinylé 100µl / puits 

Incubation 20 minutes à température ambiante 

Lavage* Laver 3 fois en tampon de dilution/lavage (TDL) : 3 x 300µl / puits 

Streptavidine-HRP 100µl / puits 

Incubation 15 minutes à température ambiante 

Lavage* Laver 3 fois en tampon de dilution/lavage (TDL) : 3 x 300µl / puits 

Substrat (TMB) 100µl / puits 

Incubation 15 minutes à température ambiante et à l’abri de la lumière 

Solution « stop » 100µl / puits 
* Eliminer le liquide résiduel en tamponnant la plaque sur un papier absorbant
 

Exemple de configuration de dosage : 26 sérums à doser en anti-Adalimumab 

 1 2 3 4 5 6  7 8 9 10 11 12 

A Etalon 5 Sérum3 Sérum11 Sérum19          

B Etalon 4 Sérum4 Sérum12 Sérum20          

C Etalon 3 Sérum5 Sérum13 Sérum21          

D Etalon 2 Sérum6 Sérum14 Sérum22          

E Etalon 1 Sérum7 Sérum15 Sérum23          

F C+ Sérum8 Sérum16 Sérum24          

G Sérum 1 Sérum9 Sérum17 Sérum25          

H Sérum 2 Sérum10 Sérum18 Sérum26          
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