8
virQ

LABORATORE -« DIAGNOSTIQU
ES

Arbovirus ViraChip Test Kit 2.0 rourlesanticorosjgM contre les arbovirus c E

Mode d'emploi

Immunoblot sur puce destiné a la détection qualitative d’anticorps IgM dirigés contre des antigenes spécifiques d’arbovirus des espéces suivantes : virus Zika,
virus de la dengue et virus du chikungunya, dans le sérum humain.

Le Test Kit Arbovirus ViraChip® IgM 2.0 est un immunoblot basé sur un dosage immunoenzymatique au format microarray permettant de détecter des anticorps
dirigés contre trois arbovirus différents. A cette fin, des antigénes spécifiques purifiés du virus Zika, du virus de la dengue et du virus du chikungunya sont fixés a
des emplacements définis sur une membrane de nitrocellulose. Les antigénes spécifiques purifiés comprennent des protéines d'enveloppe, des protéines non
structurales et une protéine pré-membranaire.

Le Test Kit Arbovirus ViraChip®IgM 2.0 répond aux exigences des normes de qualité de la directive 98/79/CE.

Principe du test

Au fond de chaque puits d’'une plaque de microtitrage standard a 96 puits (MTP) se trouve une membrane de nitrocellulose sur laquelle des antigénes sont fixés
sous forme de spots d’analyse (microarray). Pendant I'incubation du sérum, les anticorps spécifiques aux arbovirus présents dans le sérum du patient se lient aux
antigénes fixés sur le microarray. Au cours de l'incubation avec le conjugué, celui-ci se lie au complexe antigéne-anticorps. Aprés ajout de la solution de
Chromogen/Substrate, la phosphatase alcaline liée a I'anticorps conjugué transforme le Chromogen/Substrate, colorant ainsi le complexe antigéne-anticorps sur
le microarray en violet a noir. Aprées l'incubation avec le sérum, I'incubation avec le conjugué et I'incubation avec le Chromogen/substrat, une étape de lavage est
effectuée a chaque fois pour éliminer les anticorps et les réactifs non liés.

Chaque micropuce contient, outre les spots d’analyte, les spots de contréle suivants : controles de sérum, controles de conjugué, contréles d’étalonnage et
un controéle négatif. Les spots d’analyte servent a détecter les anticorps dirigés contre les antigénes spécifiques des arbovirus :

1. les antigénes du virus Zika marqués d’un « Z- » : Z-E, Z-Ei, Z-Elll, Z-EllI*, Z-NS1, Z-NS2B, Z-NS5, Z-prM

2. les antigénes du virus de la dengue marqués d’un « D- » : D-E, D-Ei, D-Elll, D-EllI*, D-NS1 et

3. lantigéne du virus du chikungunya C-E, marqué d’un « C- ».

Ainsi, grace a la méthode utilisant une puce & micro-réseau Arbovirus ViraChip®IgM, il est possible de détecter en paralléle les anticorps IgM spécifiques de trois
arbovirus.

@

Pour une identification sans ambiguité, les puits sont codés par couleur : & cet effet, 'Arbovirus VCNP®|gM est marqué d’un quart de cercle bleu sur le bord du puits.

Référence : V-ABCMOK

Contenu du conditionnement : MTP de 96 puits séparables individuellement
Echantillon : 10 pl de sérum

Durée du test : environ 130 minutes

Contenu du kit

1 MTP a 96 puits Antigen Coated Wells pour Arbovirus ViraChip® (réf. : V-ABCMAC) Puits
sécables individuellement avec micro-réseauxViraChip®, préts a I'emploi
12 ml ViraChip®Conjugate AP anti-IlgM humaine (réf. : V-UVCMKI)

Solution de conjugué anti-IgM humaine pour les tests ViraChip® {d'origine caprine’,
contenant de la phosphatase alcaline bovine, préte a I'emploi

100 ml ViraChip® ViraStripe® ViraBlot®Diluant / Wash Buffer (réf. : V-UVNUWP)
Tampon de lavage concentré pour les tests ViraChip®, contenant des détergents et des
sels pour empécher les liaisons non spécifiques, concentré 10 fois

12 ml ViraChip®Chromogen / Substrate Solution (Référence : V-UVCUCS)
Solution chromogéne/substrat pour les tests ViraChip®, contenant du BCIP / NBT, préte a I'emploi

Tampon supplémentaire nécessaire a la dilution des échantillons, fourni séparément

50 ml ViraChip®Sample Buffer (Référence : V-UVCUPP)
Tampon d'échantillonnage pour les tests ViraChip®, contenant du lait en poudre, des
détergents et des sels pour empécher les liaisons non spécifiques, prét a I'emploi

Disponible en option

1 barre MTP de 8 puits Antigen Coated Wells pour Arbovirus ViraChip®(8) (Référence : V-ABCMRT)
Puits sécables individuellement avec micro-réseaux ViraChip®, préts a l'emploi

110 i Arbovirus ViraChip®Positive Control IgM (Référence : V-ABCMPK)
Sérum témoin positif IgM, humain, prét a I'emploi

330 pl Negative Control IgG, A, M Pe"Arbovirus ViraChip® (Référence : V-ABCPNK)

Sérum de controle négatif pour IgG, IgA, IgM, humain, prét a I'emploi

Matériel supplémentaire requis

1. ViraChip® Software® pour la préparation, la réalisation et I'interprétation du test, a partir de la version v1.3.0- (Référence : V-VCNUPR)
1960
2. Lecteur de codes-barres 2D pour la lecture des codes DataMatrix
3. Plaque de microtitrage pour compléter les rangées entamées de la plaque de microtitrage dans le cadre de (réf. : V-UVNMTP)
support
avec 96 puits vides
4. Agitateur orbital (750 tr/min) pour le mélange des échantillons et des réactifs pendant le traitement ou agitateur
linéaire (20 Hz)
5. ViraChip®Scanner pour la numérisation / la mesure des tests ViraChip® développés, a partir du ViraChip® (réf. : V-UVCSCA)
ou le lecteur ViraChip® Scanner v1.0 ou ViraChip®Scanner Rev.01 (réf. : V-UVCCAM)
6. En option : ventilateur pour un séchage plus rapide des plaques de microtitrage développées
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Arbovirus ViraChip®Test Kit 2.0 pour les @"i™®s|gM contre les arbovirus -2-
Préparation des réactifs et des échantillons des patients

Avant utilisation, amener tous les réactifs et la plaque de microtitrage emballée a température ambiante (TA : 20-
23 °C). Bien mélanger tous les réactifs avant utilisation.

Tampon de lavage Diluer le concentré de tampon de lavage au 1/10 dans de I'eau distillée ou déionisée (H,O) : 100 ml

Dilution d'utilisation : concentré de tampon de lavage + 900 ml dH,O

Tampon d'échantillonnage : Prét a I'emploi

Solution de conjugué : Préte a I'emploi

Solution Chromogen / substrat : Préte a I'emploi

Puits de la plaque de microtitrage (MTP) : Retirer avec précaution la plaque de microtitrage (MTP) de son emballage et placer le nombre requis de

puits dans un support de plaque de microtitrage vide (Préparation et réalisation du test, point 3). Utiliser les puits
immédiatement aprés les avoir sortis de leur emballage. Remettre immédiatement les puits non utilisés dans leur
emballage d'origine, le refermer hermétiquement et le conserver entre 2 et 8 °C.

Echantillons des patients : Les échantillons des patients sont mis en ceuvre a une dilution de 1:76, par exemple 10 pl d’échantillon du patient +
750 pl de tampon d’échantillon. Lors du traitement, 100 pl de I'échantillon dilué sont nécessaires.
Contrbles : Si nécessaire, les sérums de contréle positif et négatif sont utilisés a une dilution de 1:16, par exemple :

10 pl de sérum de controle + 150 ul de tampon d'échantillon. Lors du traitement, 100 pl du contréle dilué sont utilisés.

Structure des micro-réseaux Arbovirus ViraChip®igM

Antigénes :

Chaque antigéne spécifique du virus Zika (Z-E, Z-Ei, Z-Elll, Z-Elll*, Z-NS1, Z-NS2B, Z-NS5 et Z-prM), les antigénes spécifiques du virus de la dengue (D-E, D-Ei,
D-Elll, D-EllI* et D-NS1) ainsi que I'antigéne spécifique du virus du chikungunya (C-E) est déposé sous forme de spot individuel. Chaque spot correspond a une
bande sur 'immunoblot Western.

Contréles :

Chaque puits® ViraChip®contient les contréles intégrés suivants :

deux contrdles de sérum (sc), un controle négatif (nc), deux contréles de conjugué IgG (ccG), deux controles de conjugué IgM (ccM) et six controles d'étalonnage (cal).
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Figure 1 : Image d'une cavité de la plaque de microtitrage avec I'arbovirus V2C"P®|gM pour arbovirus (agrandie). Disposition des spots pour les antigénes et des spots
pour les controles intégrés.
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Nomenclature et description des antigénes d'arbovirus tirées de la littérature

Arbovirus Nomenclature :

Virus Zika Z-E

Z-Ei
Z-Elll
Z-Ell*
Z-NSs1

Z-NS2B

Z-NS5

Z-prM

Virus de la dengue D-E

D-Ei

D-Elll
D-EllI*

D-NS1

Virus du chikungunya C-E

2793_Arbovirus_ViraChip_IgM_2.0_AL_fr_RevA

Antigéne :

Enveloppe

Enveloppe
Enveloppe Il
Enveloppe III*

Protéine non structurale

Protéine non structurale 2B

protéine non structurale 5

protéine pré-membranaire

Enveloppe

Enveloppe
Enveloppe Il
Enveloppe III*

Protéine non structurale

Enveloppe

Remarques :

La protéine E du virus Zika constitue la majeure partie de la
surface du virion et intervient dans les processus de réplication,
tels que la liaison aux cellules hotes et la fusion membranaire
(10,8,25).

Fragment interne de la protéine E du virus Zika.
Région de la protéine E du virus Zika.
Région modifiée de la protéine E du virus Zika.

La NS1 est une protéine de grande taille qui joue divers roles
dans I'évasion immunitaire, la pathogenése et la réplication
virale du virus Zika (3,13).

La NS2B est un cofacteur essentiel pour le clivage de la capside
(21).

La NS5 est une ARN polymérase dépendante de 'ARN (RdRp)
et une méthyltransférase essentielle a la synthése de I'’ARN viral
et au coiffage de 'ARN du virus Zika (21,33)

La prM, conjointement avec la protéine E, joue un réle important dans I’
assemblage du virus Zika (18).

La protéine E du virus de la dengue constitue la majeure partie
de la surface du virion et intervient dans des processus liés a la
réplication, tels que la liaison aux cellules hétes et la fusion
membranaire (20,17).

Fragment interne de la protéine E du virus de la dengue.

Région de la protéine E du virus de la dengue.

Région modifiée de la protéine E du virus de la dengue.

La NS1 est une grande protéine qui joue divers roles dans
I'évasion immunitaire, la pathogenése et la réplication virale du
virus de la dengue (24).

La protéine E est une protéine de fusion qui intervient dans la
fusion membranaire lors de linfection par le virus du
chikungunya (6).
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Arbovirus ViraChip®IgM Test Kit 2.0

Préparation et réalisation du test

En cas de traitement automatisé, les temps d’incubation, les volumes et l'ordre des différentes étapes peuvent différer des instructions de travail indiquées ci-
dessous. Des instructions détaillées étape par étape pour la solution d’automatisation utilisée, ainsi qu’un guide d'utilisation de la VC"P®Software: sont fournis lors
de la mise en place des appareils et de la formation dispensée par Viramed Biotech AG. Voir également la section « Remarques concernant les appareils et les

logiciels ».

1.

Remplissage
Sélection des tests et saisie des données d’échantillons dans le plan de
chargement de la ViraChip®Software.

Chargement

Lecture des codes-barres 2D figurant sur les étiquettes du Test Kit et de la
plaque de microtitrage, afin de transférer les numéros de lot et les facteurs
spécifiques au lot (lot specific factors).

Traitement
Effectuer toutes les étapes du traitement en température ambiante.

3.1 Préparation
- Placer dans le cadre de support le nombre de puits défini
conformément a la configuration.
- Remplir les emplacements vides d'une rangée de la plaque de
microtitrage dans le cadre de support avec des puits vides. Les
rangées sont numérotées de 1 a 12 sur la plaque de
microtitrage.

- Ajouter 300 pl de tampon de lavage prét a I'emploi dans chaque
puits.

- Incuber pendant 5 minutes a température ambiante sur |'agitateur.
- Aspirer le liquide.

3.2 Pré-incubation \

3.3 Incubation du sérum
- Conformément au plan de répartition, ajouter 100 pl d’échantillon
de patient dilué ou 100 pl de sérum de contrdle dilué dans la
cavité correspondante.
- Incuber pendant 30 minutes a température ambiante sur
l'agitateur.
- Aspirer le liquide.

Laver 3 fois

- Ajouter 300 pl de tampon de lavage prét a I'emploi dans chaque
puits.

- Incuber pendant 5 minutes a température ambiante sur I'agitateur.
- Aspirer le liquide.

34

3.5 Incubation avec le conjugué

- Ajouter 100 pl de solution de conjugué dans chaque puits.

- Incuber pendant 30 minutes a température ambiante sur
I'agitateur.

- Aspirer le liquide.

3.6 Laver 3 fois

- Ajouter 300 pl de tampon de lavage prét a I'emploi dans chaque
puits.

- Incuber pendant 5 minutes a température ambiante sur I'agitateur.

- Aspirer le liquide.

3.7 1lavage
- Ajouter 300 pl d’eau distillée ou déionisée dans chaque puits.
- Incuber pendant 1 minute a température ambiante.

- Aspirer le liquide.

3.8 Incubation du substrat
- Ajouter 100 pl de solution de Chromogen/substrat dans chaque
puits.
- Incuber pendant 15 minutes a température ambiante sur
I'agitateur.
- Arrét : aspirer le liquide.

3.9 Laver 3 fois
- Ajouter 300 pl d'eau distillée ou déionisée dans chaque puits.

- Pas d'incubation intermédiaire. j
- Aspirer le liquide.

3.10 Sécher les puits
Laisser sécher pendant 20 minutes a une humidité
maximale de 60 % sous un flux d’air continu.

Numérisation
Mesurer les micro-puces ViraChip®a I'aide du ViraChip®Scanner ou du
ViraChip®Reader.

2793_Arbovirus_ViraChip_IgM_2.0_AL_fr_RevA
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Veiller a ce qu'aucune particule de plastique ne tombe dans les puits lors de
la rupture des barrettes.

Régler les aiguilles d'aspiration ou utiliser les pipettes de maniére a ne pas
endommager le fond des puits.

Les fonds des alvéoles doivent étre entierement recouverts de liquide
pendant les étapes d’incubation.

Pendant les étapes d’'incubation et de lavage, utiliser un agitateur orbital
réglable a une fréquence d'environ 750 tr/min, ou un agitateur linéaire
réglable a une fréquence d’environ 20 Hz.

En cas d’humidité élevée, le temps de séchage peut étre prolongé. Il est
également possible de laisser sécher pendant 12 heures a température
ambiante, a I'abri de la lumiére.

Les mesures des micro-puces'™C"P®doivent étre effectuées dans les 24
heures suivant le traitement (conserver la plaque de microtitrage a I'abri de
la lumiére). Veuillez vous reporter au manuel de I'appareil pour connaitre la
procédure exacte.
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Test Kit de test ViraChip®IgM pour arbovirus 2.0 -5- ES
5. Analyse
5.1 Vérifier I'affectation des spots d'antigénes et des spots de
contréle (validation technique)
En fonction de sa position, chaque spot est automatiquement
attribué par la VrChiP®Software au spot d’antigéne ou au spot de
contrdle correspondant.
L'attribution automatique doit étre vérifiée visuellement a I'aide du
modele présenté a la figure 1. Les attributions qui ne correspondent
pas au modele présenté doivent étre marquées comme « non
valides » dans le champ « QC ». L'échantillon concerné doit étre
réanalysé.
5.2 Contréle de validité
Le controle de validité est effectué automatiquement par la
ViraChip®Software. Une puce & ADN"™C"®est valide lorsque les spots de contrdle suivants
répondent aux critéres définis dans la VChP®Software :
- Controles sériques (sc) supérieurs a la valeur seuil
- Controles de conjugués IgM (ccM) supérieurs a la valeur seuil
Les controles de conjugués IgM doivent présenter une réactivité plus forte
que les contrdles des autres classes de conjugués.
- Controles de calibrage (cal) supérieurs a la valeur seuil
- Controle négatif (nc) inférieur a la valeur seuil
Si I'un des critéres mentionnés n’est pas rempli, la puce & ADNVraChip® ggt
classée comme « non valide ». Les puces & ADN ViraChip® non valides ne
doivent pas étre analysées et doivent étre refaites.
5.3 Evaluation des micro-puces ViraChip® » ) . )

. X ; . i R Les unités ViraChip® de chaque spot sont calculées par la
L'évaluation ~des echanﬂlleir:(:hipg% patients est effectuée \;achip®software en tenant compte des facteurs spécifiques au lot, par
ay'tomatlguemgnt‘ par Ja Software selon les critéres rapport aux contréles d’étalonnage.
d’évaluation définis ci-apres :

Critéres d’évaluation

Unités ViraChip®des spots Résultat Evaluation

des antigénes du virus Zika :

Spot Z-NS1

2 100 unités ViraChip®
ou . . . Présence d'anticorps IgM spécifiques contre le virus Zika. Une infection par le
= Positif pour le virus Zika : .

au moins trois spots d’antigénes it pour’e virus i virus Zika est probable.

2 100 unitésViraChir®parmi : Z-E, Z-Ei,

Z-Elll, Z-Elll*, Z-NS2B, Z-NS5, Z-prM

Aucun spot

2 100 unités ViraChip®ou

toutes les autres combinaisons Aucun anticorps IgM spécifique contre le virus Zika n’est détectable. En cas

Négatif pour le virus Zika de suspicion d’infection, analyser un deuxieéme échantillon pour détecter les
anticorps IgM et IgG aprés 2 a 3 semaines.

Antigénes du virus de la dengue :

Spot D-NS1

2 100 unités ViraChip® . S P .
ou Positif pour le virus de la denguel Présence d'anticorps IgM spécifiques contre le virus de la dengue. Une

au moins trois spots d'antigénes
2 100 unités'ira®"*®provenant de
D-E, D-Ei, D-Elll, D-EllI*

Aucun spot
2 100 unités ViraChip®ou
toutes les autres combinaisons Négatif pour le virus de la

dengue

infection par le virus de la dengue est probable.

Aucun anticorps IgM spécifique dirigé contre les antigénes du virus de la
dengue n'est détectable. En cas de suspicion d'infection, effectuer un
deuxiéme prélevement aprés 2 a 3 semaines pour rechercher les anticorps
IgM et IgG.

de I'antigene du virus du
chikungunya :

C-E Spot
2 100 unités ViraChip®

Résultat positif pour le virus du
chikungunya

C-E Spot

<100 unités ViraChip® Résultat négatif pour le virus du

chikungunya

2793_Arbovirus_ViraChip_IgM_2.0_AL_fr_RevA

Présence d'anticorps IgM spécifiques dirigés contre I'antigéne
d'enveloppe du virus du chikungunya. Une infection par le virus
du chikungunya est probable.

Aucun anticorps IgM spécifique dirigé contre I'antigéne d'enveloppe du virus
du chikungunya n'est détectable. En cas de suspicion d'infection, analyser
un deuxieme échantillon pour détecter les anticorps IgM et IgG aprés 2 a 3
semaines.
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Arbovirus ViraChip®IgM Test Kit 2.0

Importance diagnostique des anticorps anti-arbovirus

1. Généralités

Les virus Zika, de la dengue et du chikungunya sont des arbovirus pathogenes
pour 'homme, principalement transmis par les moustiques (genre Aedes). Les
virus Zika et de la dengue appartiennent a la famille des flavivirus (genre
Flavivirus), tandis que le virus du chikungunya appartient a la famille des
togavirus (genre Alphavirus) (9). La proximité génétique de ces virus ainsi que
le chevauchement de leurs aires de répartition compliquent leur différenciation
sérologique.

Un diagnostic fiable est en outre compliqué par le fait que de nombreux
flavivirus (tels que les virus Zika et de la dengue) provoquent des symptomes
similaires, voire aucun symptéme, et que les anticorps des patients infectés
par le virus Zika peuvent présenter une réaction croisée avec d’autres
flavivirus (32). Par ailleurs, les infections par le virus Zika ou le virus
Chikungunya pendant la grossesse sont notamment soupgonnées de
présenter un risque pour le foetus (28,29,4).

2. Anticorps anti-virus Zika

a) Les anticorps IgG sont produits quelques jours aprés les anticorps IgM et
peuvent étre détectés plusieurs mois, voire plusieurs années aprés l'infection
(5), voire persister toute la vie (19).

b) Les anticorps IgM apparaissent généralement quelques jours aprés le
début de la maladie (14,5) et peuvent étre détectés jusqu'a trois mois. La
plupart du temps, les anticorps IgM disparaissent dés 4 a 8 semaines aprés
'apparition des symptomes (19) ; toutefois, chez certains patients, des
anticorps IgM ont pu étre détectés plus longtemps (5).

En régle générale, les anticorps IgM sont détectables en cas d'infection
récente (19) et peuvent donc étre interprétés comme un signe d’infection
aigué.

3. Anticorps anti-virus de la dengue

a) Les anticorps IgG apparaissent généralement environ une semaine aprés
le début de la maladie lors d’une primo-infection, atteignent leur pic quelques
semaines aprés l'infection, diminuent ensuite Iégérement et persistent pendant
des décennies, voire plus (30).

L’apparition d’anticorps IgG anti-dengue a titre élevé avant ou en méme temps
que celle des anticorps IgM est caractéristique d’une infection secondaire par
le virus de la dengue (22).

b) Les anticorps IgM apparaissent dés 3 & 5 jours aprés le début de la
maladie lors d’'une primo-infection. lls atteignent leur pic environ 2 semaines
apres l'infection, puis diminuent (22).

La cinétique de formation des anticorps IgM est similaire lors des infections
primaires et secondaires par le virus de la dengue (22). Cependant, les titres
d’anticorps IgM sont généralement nettement

Données de performance
Sensibilité
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plus faibles (22) et peuvent méme étre totalement absents (11), ce qui peut
entrainer des résultats faussement négatifs (19). En raison de leur étroite
parenté, le phénomene peut étre similaire lors d’infections secondaires par des
flavivirus tels que le virus Zika.

4. Anticorps anti-virus du chikungunya

a) Les anticorps IgG peuvent étre détectés dés le septieme jour de la
maladie (19) et persistent pendant plusieurs mois (16). Une multiplication au
moins par quatre des anticorps IgG dans deux échantillons consécutifs
prélevés chez le patient est considérée comme une preuve d’infection (19).

b) Les anticorps IgM peuvent généralement étre détectés dans le sérum du
patient dés la phase aigué de la maladie (16), au plus tard 5 a 7 jours apres le
début de la maladie (19,15). Les titres d’anticorps IgM atteignent leur niveau
maximal 3 a 5 semaines apres 'apparition de la maladie et persistent pendant
environ 2 mois (31). La détection d’anticorps IgM a elle seule est considérée
comme indicative d’'une infection aigué€, mais doit étre confirmée par un suivi
(19).

5. Pour tous les arbovirus, la protéine d’enveloppe E (E-protéine) constitue
une cible principale de la réponse immunitaire des anticorps neutralisants. Des
études récentes montrent que la protéine E du virus Zika présente une forte
similitude avec celle du virus de la dengue et du virus du Nil occidental (1,12).
Pour le virus du chikungunya en particulier, la protéine E est considérée
comme hautement spécifique (6).

6. Des réactivités croisées entre les antigénes viraux respectifs ont été
décrites lors d’infections par les virus Zika, de la dengue, du Nil occidental, de
la fievre jaune, de I'encéphalite japonaise, de la MEVE et du chikungunya
(34,12,7). Dans les régions ou deux ou plusieurs arbovirus sont endémiques,
les infections multiples et séquentielles compliquent le diagnostic différentiel
en raison de la présence antérieure d’anticorps spécifiques a ces arbovirus
(7,32).

7. Aprés une primo-infection, I'évolution clinique d'une seconde infection par
un virus antigéniquement apparenté peut étre aggravée en raison de la
présence d'anticorps inter-espéces et a réaction croisée (1,2,23).

@

8. Les stimulations polyclonales provoquées par d’autres infections virales, telles que

par exemple 'EBV, peuvent entrainer des réactions positives aux anticorps
lors du Test Kit ViraChip®IgG 2.0 pour les arbovirus.

9. Lors de I'évaluation et de l'interprétation du test, il convient de tenir compte
d'une exposition antérieure du patient aux arbovirus lors de voyages ou de
séjours prolongés dans des zones d'endémie.

Des échantillons de sérum positifs prédéfinis provenant de zones d’endémie et de zones non endémiques pour les virus de la dengue et du Zika, ainsi que des
échantillons présentant une infection cliniquement confirmée par le virus du chikungunya, ont été analysés a I'aide du kit Arbovirus V2ChP®IgM afin de détecter la
présence d’anticorps IgM dirigés contre les virus du Zika, de la dengue et du chikungunya. Les résultats sont présentés dans les tableaux 1a, 1b et 1c.

Echantillons de sérum

Arbovirus Ve’ lgM — Virus Zika Résultat

Total Positif

Négatif % de sensibilité

Virus Zika : résultat prédéfini comme positif* 11 11

0 100 % (11/11)

Tableau 1a : Echantillons de sérum positifs prédéfinis provenant de zones d'endémie et de zones non endémiques pour la dengue et le virus Zika. Résultats

du test Arbovirus ViraChir®lgM — virus Zika.

Echantillons de sérum

Arbovirus ViraChip°’lgM — Résultat pour le virus de la dengue

Total Positif

Négatif % de sensibilité

Virus de la dengue : résultat prédéfini comme 16 16
positif*

0 100 % (16/16)

Tableau 1b : Echantillons de sérum positifs prédéfinis provenant de zones d'endémie et de zones non endémiques pour les virus de la dengue et du Zika.

Résultats du test Arbovirus Virachir®|gM — virus de la dengue.
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Echantillons de sérum

Arbovirus Ve’ lgM — Virus du chikungunya Résultat

Total Positif

Négatif % de sensibilité

Virus du chikungunya défini cliniquement* 20 19

1 95 % (19/20)

Tableau 1c : Echantillons de sérum présentant une infection par le virus du chikungunya définie cliniquement. Résultats test Arbovirus Virachir®lgM — virus

du chikungunya.

*) Aucune information n'est disponible concernant les infections multiples par le méme arbovirus ou par d'autres arbovirus.

Spécificité

Afin de déterminer la spécificité analytique, 61 échantillons provenant de donneurs de sang allemands (région non endémique) et 15 échantillons provenant de
femmes enceintes allemandes (région non endémique) ont été analysés a l'aide du test Arbovirus VIC"P®|gM afin de détecter la présence d'anticorps IgM dirigés
contre le virus Zika, le virus de la dengue et le virus du chikungunya. Les résultats sont présentés dans les tableaux 2a, 2b et 2c.

3 Arbovirus Ve’ lgM — Virus Zika Résultat
Echantillons de sérum
Total Négatif Positif % de résultats % de spécificité
positifs
Donneurs de sang (non endémiques) 61 61 0 0% 100 % (61/61)
Femmes enceintes (non endémiques) 15 15 0 0% 100 % (15/15)
Total 76 76 0 0% 100 % (76/76)

endémique). Résultats du test Arbovirus ViraChie®lgM — virus Zika.

Tableau 2a : Spécificité chez les donneurs de sang allemands (région non endémique) et les femmes enceintes allemandes (région non

Echantillons de sérum

Arbovirus ViraChip’lgM — Résultat pour le virus de la dengue

Total Négatif Positif % de résultats % de spécificité
positifs
Donneurs de sang (non endémiques) 61 59 2 3% 97 % (59/61)
Femmes enceintes (régions non endémiques) 15 15 0 0% 100 % (15/15)
Total 76 74 2 3% 97 % (74/76)

endémique). Résultats du test Arbovirus ViraChir®lgM — virus de la dengue.

Tableau 2b : Spécificité chez les donneurs de sang allemands (région non endémique) et les femmes enceintes allemandes (région non

Echantillons de sérum

Arbovirus ViraChip’lgM — Résultat pour le virus du chikungunya

Total Négatif Positif % de résultats % de spécificité
positifs
Donneurs de sang (non endémiques) 61 60 1 2% 98 % (60/61)
Femmes enceintes (régions non endémiques) 15 15 0 0% 100 % (15/15)
Total 76 75 1 1% 99 % (75/76)

Tableau 2c : Spécificité chez les donneurs de sang allemands (région non endémique) et les femmes enceintes allemandes (région non

endémique). Résultats du test Arbovirus Virachie®lgM — virus du chikungunya.

Exigences relatives a I'utilisateur

1. Ce test ne doit étre réalisé que dans un laboratoire spécialisé disposant de
I'équipement de laboratoire approprié (par exemple, conforme aux BPL) et, le
cas échéant, des autorisations officielles nécessaires pour manipuler les
échantillons a analyser.

Conservation et durée de conservation des réactifs

1. Micro-puces ViraChip®: conservées dans leur emballage d'origine fermé,

elles se conservent entre 2 et 8 °C jusqu'a la date de péremption.

2. Tampon de lavage concentré, 10 fois : se conserve entre 2 et 8 °C

jusqu’a la date de péremption.

3. Tampon de lavage prét a I'emploi : se conserve environ 2 semaines

entre 2 et 8 °C. En cas de conservation prolongée, le tampon prét a I'emploi

peut étre divisé en aliquotes et congelé a -20 °C.

4. Tampon pour échantillons : se conserve entre 2 et 8 °C jusqu'a la date de
péremption.

5. Solution de conjugué : se conserve entre 2 et 8 °C jusqu’a la date de
péremption.

2793_Arbovirus_ViraChip_IgM_2.0_AL_de_RevA

2. Afin d’obtenir un résultat de test précis, il convient de respecter le mode
d’emploi et les « Bonnes pratiques de laboratoire (BPL) ».

3. Ce test ne doit étre réalisé que par du personnel qualifié ayant regu une
formation sur la procédure de test.

6. Solution Chromogen/substrat : se conserve entre 2 et 8 °C jusqu’a la
date de péremption. Protéger de la lumiére !

7. Apres la premiére ouverture des réactifs et des composants du kit, la durée
de conservation est généralement maintenue jusqu’a la date de péremption
indiquée, a condition d’'une utilisation conforme (« bonnes pratiques de
laboratoire ») et du respect des conditions de conservation indiquées sur
I'étiquette dans I'emballage d’origine.
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Précautions / Mesures de sécurité

1. Tous les composants sériques humains ont été testés pour la présence
d’anticorps anti-VHC, anti-VIH 1 et 2 et de I'antigéne HBs, et se sont révélés
négatifs. Néanmoins, tous les composants humains du kit, ainsi que les
échantillons des patients, doivent étre considérés comme potentiellement
infectieux et utilisés en respectant les précautions d’usage. Lors de la
manipulation de matiéres potentiellement dangereuses ou infectieuses, il
convient de respecter les lois, réglements et prescriptions nationaux et
internationaux applicables. Cela vaut également pour le stockage et
I'élimination des produits chimiques et réactifs utilisés.

2. Les mesures de protection relatives a la manipulation de substances
dangereuses et biologiques doivent étre respectées conformément aux
directives en vigueur dans chaque pays pour les laboratoires. Ces mesures
comprennent notamment :

- Ne pas pipeter avec la bouche.

- Porter des gants jetables et des lunettes de protection ou un masque facial.

- Ne pas manger, boire ni fumer sur le lieu de travail.

LABORATORE -
ES

3. Eviter tout contact de la peau et des muqueuses avec la solution de
Chromogen / substrat. En cas de contact avec la peau ou les yeux, rincer
immédiatement et abondamment a I'eau.

4. Les échantillons et tous les matériaux potentiellement contaminés, ainsi que
les déchets liquides infectieux, doivent étre décontaminés conformément aux
directives de laboratoire généralement reconnues, par exemple par un
autoclavage d’au moins 20 minutes & 121 °C. Pour I'élimination des déchets
liquides, ceux-ci peuvent par exemple étre mélangés a de I'hypochlorite de
sodium dans un rapport volumique tel que le mélange final contienne 1 %
d'hypochlorite de sodium. Laisser agir pendant 30 minutes pour une
désinfection compléte.

5. Les informations relatives aux dangers potentiels, aux mesures de premiers
secours, aux mesures a prendre en cas de rejet accidentel de quantités
importantes, a la manipulation et au stockage, a I'équipement de protection
individuelle, aux consignes d'élimination ainsi qu'aux données toxicologiques
sont consignées dans les fiches de données de sécurité.

6. Il convient d’éviter que de la poussiere et d’autres impuretés ne pénétrent
dans les cavités du MTP, car cela pourrait fausser les résultats.

Prélevement, manipulation et stockage de I’échantillon du patient

1. Le Test Kit Arbovirus ViraChip®IgM 2.0 doit étre utilisé avec du sérum
humain comme échantillon.

2. Le prélevement doit étre effectué par du personnel médical qualifié,
conformément aux normes en vigueur, a partir de sang total (27).

3. Les échantillons ayant subi un prétraitement thermique, hémolytiques,
ictériques ou lipémiques peuvent entrainer des résultats non valides.

4. Les échantillons ne doivent pas présenter de contamination microbienne.
5.En régle générale, les échantillons non dilués peuvent étre conservés
jusqu'a 5 jours a une température comprise entre 2 et 8 °C. Pour une
conservation pouvant aller jusqu’a 24 mois, les échantillons doivent étre
congelés en aliquotes a une température d’au moins -20 °C.

Limites de la méthode d’analyse

1.Un résultat positif du test réalisé sur I'échantillon d'un patient doit étre
considéré comme un symptéme. L'interprétation et I'évaluation des résultats
du test ne doivent étre effectuées que par du personnel médical qualifié, apres
analyse de toutes les données pertinentes (26).

2. Un résultat négatif n’exclut pas un contact avec I'agent pathogéne ou une
infection.

3. La détection d’anticorps spécifiques peut conduire a des résultats différents
selon les tests utilisés ou les fabricants, en raison des variations de sensibilité,
de spécificité et de méthodes de test.

4. En cas d'immunosuppression, I'interprétation des résultats est limitée (26).

Remarques concernant les appareils et les logiciels

1. En cas d’exécution automatisée, il convient de programmer et d'utiliser les
étapes de travail validées par Viramed Biotech AG pour le type de processeur
concerné.

2.En cas d'utilisation de consommables spécifiques au processeur, les
configurations correspondantes doivent étre validées par Viramed Biotech AG
conformément aux instructions du fabricant.

3. La configuration des appareils et des logiciels fournie par Viramed Biotech
AG ne doit pas étre modifiée. Toute modification peut entrainer des résultats
erronés.

6. Avant de commencer l'essai, les échantillons doivent étre amenés a
température ambiante. Aprés décongélation, mélanger délicatement les
échantillons et, si nécessaire, éliminer les particules Vvisibles par
centrifugation.

7. 1l convient d'éviter de congeler et de décongeler les échantillons a plusieurs
reprises.

5. Les médicaments et 'administration d'immunoglobulines peuvent provoquer
des réactions anticorps non spécifiques (26).

6. Les dispositifs de diagnostic in vitro ne doivent pas étre utilisés au-dela de
la date de péremption indiquée, car la fiabilit¢ des résultats n’est alors plus
garantie.

7. Le respect scrupuleux des instructions d’utilisation est essentiel pour obtenir
des résultats de test précis. Une exécution insuffisante des étapes de lavage
peut entrainer des résultats erronés.

8. La préparation d’échantillons groupés, dans lesquels plusieurs sérums sont
analysés ensemble, n’est pas autorisée, car ce type de préparation peut nuire
a la sensibilité et a la spécificité du test.

4. Seuls les logiciels spécifiques a l'appareil doivent étre utilisés. Les
modifications apportées aux fichiers de configuration ne peuvent étre
effectuées que par Viramed Biotech AG.

5. Seuls les systémes homologués par Viramed Biotech AG doivent étre
utilisés comme appareils de mesure.

6. L'analyse des micro-puces'ira®"P®s'effectue exclusivement a l'aide de la
ViraChip®Software. Une analyse manuelle ou visuelle n'est pas possible.
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