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| NOM ET APPLICATIONS \

Remarque : modifications
en surbrillance.

Le test MP Diagnostics HCV Blot 3.0 est un test
immunoenzymatique qualitatif pour la détection in vitro des
anticorps dirigés contre le virus de I'hépatite C (VHC) dans le
sérum ou le plasma humain. Il est destiné a étre utilisé comme
test complémentaire ou de confirmation pour des échantillons qui
Se sont déja révélés positifs lors de tests immunoenzymatiques
tels que des tests ELISA.

Le test MP Diagnostics HCV Blot 3.0 est destiné a étre utilisé
par des professionnels pour aider au diagnostic de I'infection
par le VHC.

Le test MP Diagnostics HCV Blot 3.0 est destiné a étre utilisé
manuellement ou de maniére semi-automatisée a l'aide du
systéme validé AutoBlot.

[ INTRODUCTION

Le VHC est la principale cause d’hépatite dite non A, non
B (NANB) transmise par voie parentérale. LOMS décrit la
présence de l'infection par le virus de I'népatite C dans toutes
les régions. Le taux de morbidité le plus élevée se situe
dans la région de la Méditerranée orientale et dans la région
européenne, avec 12 millions de personnes infectées dans
chacune des régions. Dans la région de I'Asie du Sud-Est
et dans la région du Pacifiqgue occidental, on estime que 10
millions de personnes sont infectées dans chaque région. Neuf
millions de personnes sont infectées dans la région africaine et
5 millions en Amérique. Le virus de I'hépatite C est transmissible
par le sang. Il se transmet le plus souvent par la réutilisation
ou la stérilisation inadéquate du matériel médical, en particulier
des seringues et des aiguilles dans les établissements de
soins, par la transfusion de sang et de produits sanguins
non contr6lés et par l'utilisation de drogues injectables par le
partage du matériel d’injection. La plupart des personnes ne
présentent aucun symptéme au cours des premieres semaines
suivant I'injection. Il peut s’écouler entre deux semaines et six
mois avant que les symptomes apparaissent. Lorsque des
symptomes apparaissent, ils peuvent inclure de la fievre, une
sensation de grande fatigue, une perte d’appétit, des nausées
et des vomissements, des douleurs abdominales, des urines
foncées, des selles pales, des douleurs articulaires, une
jaunisse (jaunissement de la peau ou des yeux)®.

Des tests de dépistage pour le diagnostic de [Iinfection
par le virus de I'hépatite C sont aujourd’hui généralement
disponibles. Ces tests de dépistage recourent habituellement
a des antigenes issus de la région structurelle (capside) ainsi
qu’a un ou plusieurs antigenes spécifiques issus de régions

18. Avant utilisation, vérifier que les équipements automatisés,
s'ils sont utilisés, sont validés.

19. Veiller a ce que l'ajout des échantillons se fasse a
distance des bandelettes. La plaque peut étre inclinée et
I’échantillon étre ajouté a I'emplacement de collecte du
tampon, a I'extrémité inférieure. Ceci permet d’éviter la
formation de points sombres liée au dép6t de I’échantillon
sur la bandelette.

20. Eviter de conserver les réactifs et les échantillons dans un
congélateur auto-dégivrant.

CONSERVATION

1. Stocker la trousse de test HCV BLOT 3.0 de MP
Diagnostics et ses composants entre 2°C et 8°C hors
périodes d'utilisation.

2. Lorsqu’ils sont conservés entre 2°C et 8°C, tous les réactifs
et toutes les bandelettes restent stables jusqu’a la date de
péremption indiquée sur la trousse. Ne pas congeler les
réactifs.

3. Les composants ouverts, avec une manipulation et un
stockage appropriés, sont stables jusqu’a la date de
péremption indiquée sur le kit.

A. Bandelettes a antigénes

« Eviter toute exposition inutle des bandelettes a
antigénes a la lumiére.

B. Réactifs

Les réactifs doivent étre conservés dans les flacons ou
bouteilles d’origine, dont le bouchon doit étre en place.

Verser tous les réactifs encore froids et les replacer entre
2°C et 8°C pour conservation dés que possible.

Un précipité peut se former lorsque le substrat est
conservé entre 2°C et 8°C. Ceci n'a aucune incidence
sur le fonctionnement la trousse.

ATTENTION: Eviter toute exposition inutile du substrat
a la lumiére.

COLLECTE, TRANSPORT ET CONSERVATION DES
PRELEVEMENTS

Des échantillons de sérum, de plasma EDTA ou de plasma
citrate peuvent étre utilisés. Les échantillons de plasma
hépariné ne doivent pas étre utilisés car ils peuvent provoquer
une réaction non spécifique au niveau de la bande HCV Core.

Avant de les stocker, vérifier que les caillots sanguins ou les
cellules sanguines ont été séparés par centrifugation.

Il est recommandé de conserver les échantillons entre 2 °C
et 8 °C si le test doit étre effectué dans les 7 jours suivant le
prélévement ou de les congeler a -20 °C ou moins pendant 60
jours maximum. Il est préférable d'utiliser des prélevements
clairs, non hémolysés. Les échantillons lipémiques, ictériques
ou contaminés (par des particules ou des bactéries) doivent étre
filtrés (0,45 um) ou centrifugés avant le test.

Les prélevements peuvent étre inactivés, mais cela n’est pas
indispensable au fonctionnement optimal du test.

Pour les inactiver, procéder comme suit:

1. Retirer le couvercle du récipient contenant les
prélévements.

2. Chauffer le prélevement a 56°C pendant 30 minutes au
bain-marie.

3. Laisser refroidir le préléevement avant de refermer les
couvercles.

4. Le prélevement peut étre congelé pour étre conservé
jusqu’a l'analyse.

non structurelles du virus (NS3, NS4, NS5). Les échantillons
montrant une réaction positive reproductible aux tests de
dépistage doivent étre soumis a des tests complémentaires plus
spécifiques afin de confirmer leur séropositivité au VHC car des
faux-positifs peuvent étre obtenus avec les tests de dépistage
HCV ELISA actuels.

Ces tests complémentaires de confirmation doivent comprendre
des antigénes viraux individuels ainsi que les contréles négatifs
appropriés. Le test HCV BLOT 3.0 de MP Diagnostics
comprend des antigénes des régions structurelles et non
structurelles du VHC et est prévu pour étre utilisé comme test
complémentaire de confirmation de la présence d’anticorps anti-
VHC.

DESCRIPTION DES SYMBOLES UTILISES

Il s’agit des symboles graphiques utilisés sur les produits et
emballages des produits diagnostiques de MP Diagnostics.

Utiliser avant
g Synonyme :

Date de péremption

Equipement
médical a usage
diagnostique

g
w)

in vitro
Code du lot de
fabrication
Synonymes : Numéro du
Numéro de lot catalogue
Numéro de lot de
fabrication
Attention!
Limites de f} Voir les
température instructions
d’utilisation
Représentant
u Fabricant agréé dans la
Communauté
européenne
W Contenance suffisante [:Ii] ﬁg;ﬁz:z::s
pour <n> tests diutilisation
® Ne pas réutiliser Ldeelr:l;g;g:irlque

‘ PRINCIPES CHIMIQUES ET BIOLOGIQUES DU TEST

Les bandelettes de nitrocellulose contiennent cing protéines
recombinantes du VHC, dont les régions Core, NS3-1, NS3-
2, NS4 et NS5 du génome du VHC. Les protéines du VHC
sont exprimées sous la forme de protéines de fusion GST,
aussi une bande de contréle GST est incluse afin de montrer
la réaction positive a la GST native. Les tests comportent
également une bande de contréle IgG et une bande anti-lgG.
Les bandelettes de nitrocellulose sont mises a incuber avec les
prélévements plasmatiques ou sériques dilués et les controles.
Les anticorps anti-VHC spécifiques, s'’ils sont présents dans le
prélévement, se lient alors aux protéines VHC des bandelettes.
Les bandelettes sont lavées afin d’éliminer les substances non
liées, puis mises a incuber avec de I'anti-lgG humaine purifié
par affinité et conjugué a de la phosphatase alcaline. L’anticorps
conjugué se fixera sur tout complexe antigene-anticorps formé
par les tests. Le conjugué non lié est éliminé par lavage. Un
substrat a base de BCIP/NBT est ajouté afin de permettre de
visualiser les bandes de protéines positives des tests.

Il est déconseillé de soumettre le prélévement a des cycles
répétés de congélation-décongélation.

MATERIEL SUPPLEMENTAIRE NECESSAIRE NON
FOURNI AVEC LA TROUSSE

Eau désionisée ou distillée
+ Gants jetables

Plateau a bascule (offrant une vitesse de basculement allant
de 12 & 16 oscillations par minute et un angle d’inclinaison
de 5 a 10 degrés afin de permettre un lavage homogene des
membranes)

Pipetteurs et embouts de contenance appropriée
+ Aspirateur avec collecteur a I'nypochlorite de sodium

Bain-marie a 56°C (facultatif)

+ Hypochlorite de sodium pour la décontamination

Systéme AutoBlot 36 (code produit : EMCO019) / Systéeme
AutoBlot 48 (code produit : EMCO020) et les accessoires des

systemes (veuillez contacter votre représentant local ou le
fabricant pour plus de détails) (facultatif)

‘ PREPARATION DES REACTIFS

1. TAMPON DE LAVAGE DILUE

(a) Le TAMPON DE LAVAGE DILUE doit étre préparé
juste avant utilisation.

(b) Diluer 1 volume de TAMPON CONCENTRE DE
LAVAGE (20X) dans 19 volumes d'eau de qualité
réactif. Bien mélanger.

2. TAMPON DE BLOTTING

(a) Le TAMPON DE BLOTTING doit étre préparé juste
avant utilisation.

(b) Diluer 1 volume de TAMPON CONCENTRE DE
STOCKAGE (10X) dans 9 volumes d’eau de qualité
réactif. Bien mélanger.

(c) Ajouter 1 g de POUDRE DE BLOTTING pour chaque
volume de 20 ml de TAMPON DE STOCKAGE dilué
préparé a I'étape 2(b) ci-dessus. Mélanger afin de
garantir la dissolution totale de la poudre.

(d) Mélanger a nouveau avant de verser.

3. SOLUTION DE CONJUGUE DE TRAVAIL

Remarque: Préparer la solution dans un bécher / récipient

en polypropyléne.

(a) La SOLUTION DE CONJUGUE DE TRAVAIL doit étre
préparée juste avant utilisation.

(b) Préparer la SOLUTION DE CONJUGUE DE TRAVAIL
en diluant le CONJUGUE a 1/1000 dans le TAMPON
DE BLOTTING (par exemple, 5 pl de CONJUGUE dans
5 ml de TAMPON DE BLOTTING.

4. SOLUTION DE SUBSTRAT (préte a I'emploi)

(a) Verser directement le volume nécessaire depuis
la bouteille. Utiliser une pipette propre. Reboucher
fermement aprés utilisation.

| PROCEDURE

Remarque : a) Aspirer tous les produits chimiques et réactifs
utilisés dans un collecteur contenant de
I'hypochlorite de sodium.

b) Toutes les incubations doivent étre effectuées
sur un plateau a bascule.

‘ ELEMENTS DE LA TROUSSE
Description du contenu Quantité
fournie
BANDELETTES DE Disponible
NITROCELLULOSE par 18 ou 36

Comportant des  antigénes bandelettes
recombinants issus des régions

structurelles et non structurelles

du VHC. Deux bandes de

commande  d’additon  de

sérum (IgG anti-humain et IgG

humain). Conserver au sec et a

I'abri de la lumiére.

[controL[—=] CONTROLE NEGATIF 1 flacon
Sérum humain normal inactivé (80 pl)
non-réactif pour I'antigéne
extérieur de I'hépatite B
(HBsAg), les anticorps a
HIV-1, le HIV-2 et le HCV.

Contient de I'azide de sodium
et du thiomersal comme

conservateurs.
CONTROLE POSITIF 1 flacon
Sérum humain inactivé a fort (80 pl)

titrage en anticorps anti-VIH-1
et anti-VIH-2 et non-réactif
a I'AgHBs et a lanti-VHC.
Contient de I'azide de sodium
et du thiomersal comme

conservateurs.
[Bur[stock[1ox] TAMPON CONCENTRE DE 1 bouteille
STOCKAGE (10x) (20 ml)

Tampon Tris contenant du
sérum normal de chévre
inactivé par chauffage.
Contient du thiomersal comme

conservateur.
[Bur[wasrzo[7] TAMPON CONCENTRE DE 1 bouteille
LAVAGE (20x) (70 ml)

Tampon Tris contenant
du Tween 20. Contient

du thiomersal comme
conservateur.

CONJUGUE 1 flacon
Anti-lgG  humain de chévre (120 pl)

conjugué a de la phosphatase
alcaline. Contient de I'azide de
Sodium comme conservateur.

[suss[ecir/neT] SUBSTRAT 1 bouteille
Solution de 5-bromo-4-chloro- (100 ml)
3-indolyl  phosphate  (BCIP)
et de nitrobleu de tétrazolium

(NBT).

POUDRE DE BLOTTING 10 sachets
Lait écrémé déshydraté (1 g chacun)
Mode d’emploi 1 exemplaire
Pinces 1 Unité

Plaque d’incubation*

Remarque : Le volume de réactifs fourni permet de réaliser 4
cycles.

Attention :

Certains échantillons entrainent I'apparition de marques
sombres a I'endroit ou ils sont déposés sur la bandelette. Pour
éviter ce probleme, procédez comme suit :-

i. L'échantillon ne doit étre déposé qu’une fois le TAMPON DE
BLOTTING ajouté.

i. Incliner légérement la plaque en soulevant I'extrémité
supérieure ou inférieure. Le tampon de blotting s'écoule
alors jusqu'a I'extrémité inférieure de la plaque. Déposer
I’échantillon a I'emplacement ou le tampon de blotting est
recueilli. Une fois tous les échantillons déposés, remettre
la plaque a plat. Veiller a ce que les bandelettes restent
humides en permanence au cours de 'opération.

Si I'utilisateur ne souhaite pas incliner la plaque, il lui est
également possible de déposer les échantillons a I'extrémité
supérieure ou inférieure du puits. Ainsi, I'apparition
éventuelle de marques sombres n'empécherait pas la lecture
des résultats sur la bandelette.

Marche a suivre :

1. A raide de pinces, extraire avec précaution
le nombre nécessaire de BANDELETTES
du tube et les disposer, face numérotée
vers le haut, dans chaque puits. Placer
également les bandelettes nécessaires aux
contréles positifs et négatifs.

2. Ajouter 2 ml de TAMPON DE LAVAGE 2ml
DILUE dans chaque puits.

3. Incuber les bandelettes pendant au moins 2 minutes
1-2 minutes a température ambiante (25 +
3°C) sur un plateau a bascule (vitesse de
12 a 16 oscillations par minute). Eliminer le
tampon par aspiration.

4. Ajouter 2 ml de TAMPON DE BLOTTING 2ml
dans chaque puits.

5. Ajouter 20 pl de sérum du patient, ou autant 20 pl
de controle, dans les puits appropriés.
Veiller a ne pas déposer les prélévements
directement sur les bandelettes.

6. Recouvrir la plaque avec le couvre- 60 minutes
plaque fourni et incuber pendant 1 _heure
a température ambiante (25 + 3°C) sur le
plateau a bascule.

7. Retirer le couvre-plaque avec précaution
de facon a éviter d’éclabousser ou de
mélanger les échantillons. Incliner Ila
plaque pour aspirer le mélange des puits.
Changer 'embout de I'aspirateur a chaque
échantillon afin d’éviter toute contamination
croisée.

8. Laver chaque bandelette a 3 reprises avec 3x2ml
2 ml de TAMPON DE LAVAGE DILUE en
laissant tremper pendant 5 minutes sur le
plateau a bascule entre chaque lavage.

9. Ajouter 2 ml de SOLUTION DE CONJUGUE 2ml
DE TRAVAIL dans chaque puits.

10. Couvrir la plaque et incuber pendant 1 60 minutes
heure a température ambiante (25 + 3°C)
sur le plateau a bascule.

11. Aspirer le CONJUGUE dans les puits. Laver 3x2ml
comme indiqué a I'étape 8.

* Barquettes d’incubation fournies dans un emballage séparé
du kit.

PRECAUTIONS D’UTILISATION

1. Utilisation réservée au diagnostic in vitro.
2. Utilisation réservée aux professionnels.

3. Consulter I'emballage du produit pour connaitre les
composants susceptibles de présenter un risque
biologique.

INFORMATIONS RELATIVES A LA SECURITE ET LA SANTE

ATTENTION : Cette trousse contient des substances
d’origine humaine. Aucune technique de test ne

Apermet de garantir totalement que les produits
sanguins humains ne sont pas susceptibles de
transmettre une infection.

MANIPULER LES PRELEVEMENTS DE TEST ET LES
CONTROLES POSITIFS ET NEGATIFS COMME L’EXIGENT
LES AGENTS POTENTIELLEMENT INFECTIEUX. Il est
recommandé de manipuler les composants et les spécimens a
analyser conformément aux Bonnes Pratiques de Laboratoire.
lls doivent également étre éliminés dans le respect des regles
de sécurité en vigueur.

Le Contréle Positif et le Contréle Négatif contiennent du
thiomersal et de l'azide de sodium tandis que le tampon
concentré de stockage et le tampon concentré de lavage
contiennent du thiomersal et le conjugué, de I'azide de sodium.
L’azide de sodium peut réagir au contact du cuivre et du plomb
présents dans certaines tuyauteries et former des sels explosifs.
Les quantités utilisées dans cette trousse sont limitées.
Toutefois, lors de leur élimination, les substances contenant
des azides doivent étre rincées abondamment afin d'éviter la
formation d’azides métallisés dans les tuyauteries.

Conformément a la directive CE 1272/2008 (CLP), les
composants dangereux sont classés et étiquetés comme suit :

Composant : Bandelettes de nitrocellulose

Terme d’avertissement : Danger

Pictogramme :

H228 Matiere solide
inflammable.

Mentions de danger :

Mentions de précautions: |P210 Tenir & I'écart de la
chaleur/des étincelles/des
flammes nues/des surfaces
chaudes. — Ne pas fumer.

P280 Porter des gants de
protection/des vétements de
protection/un équipement de
protection des yeux/du visage.

Mentions supplémentaires: |Fiche de données de sécurité

EUH210 disponible sur
demande.

Contient: Nitrocellulose 100 %

Composant : TAMPON CONCENTRE DE
STOCKAGE (10x)
TAMPON CONCENTRE DE
LAVAGE (20x)

Terme d’avertissement : Avertissement

Pictogramme :

12. Ajouter 2 ml de SOLUTION DE SUBSTRAT 2ml

dans chaque puits.

13. Couvrir la plaque et incuber pendant 15 15 minutes
minutes sur le plateau a bascule.

14. Aspirer le SUBSTRAT et rincer les 3x2ml
bandelettes a au moins trois reprises a
I'aide d’eau de qualité réactif afin d’arréter
la réaction. (Une coloration de fond sombre
peut apparaitre si le lavage est insuffisant a
cette étape.)

15. A laide de pinces, placer délicatement
les bandelettes sur du papier absorbant.
Couvrir avec le papier absorbant et sécher.
Il est également possible de laisser les
bandelettes sécher dans les cupules de la
plaque.

16. Fixer les bandelettes sur une feuille de
résultats (papier blanc non absorbant).
Ne pas appliquer de ruban adhésif au
niveau des bandelettes révélées. Examiner
les bandelettes (voir linterprétation des
résultats) et reporter les résultats. Pour
les stocker, maintenir les bandelettes dans
I'obscurité.

RESUME DES PROCEDURES DE TEST

Mentions de danger : H373 Risque présumé d’effets
graves pour les organes a la
suite d’expositions répétées ou

d’une exposition prolongée

Mentions de précautions: [P260 Ne pas respirer les
poussiéres/fumées/gaz/
brouillards/vapeurs/aérosols.

P501 Eliminer le contenu/
récipient conformément a
la réglementation locale/
régionale/nationale/
internationale.

Mentions supplémentaires: |Fiche de données de sécurité
EUH210 disponible sur
demande

Contient: Thimérosal 0,1 %

1. Eviter toute contamination microbienne des réactifs lors
de l'ouverture des flacons ou bouteilles et de I'extraction
d’échantillons de produit.

2. Ne pas pipeter a la bouche.

3.  Manipuler les préléevements de test, les bandelettes
de nitrocellulose et les contréles positifs et négatifs
conformément aux précautions a prendre avec les agents
potentiellement infectieux.

4. Porter une blouse de laboratoire et des gants jetables
pendant le déroulement du test. Jeter les gants dans des
sacs poubelle destinés aux matériaux présentant un risque
biologique. Se laver abondamment les mains par la suite.

5. Il est fortement recommandé de procéder a ce test dans un
local prévu pour les opérations a risque biologique.

6. Ne pas placer d’aliments et de boissons a proximité des
produits.

7. En cas d’accident ou de contact avec les yeux, rincer
immédiatement a grande eau et consulter un médecin.

8. Consulter immédiatement un médecin en cas d’ingestion
de substances contaminées ou de mise en contact avec
des plaies ouvertes ou autres Iésions cutanées.

9. Essuyer immédiatement les éclaboussures de substances
potentiellement infectieuses a I'aide de papier absorbant
et nettoyer la zone contaminée a l'aide d’une solution
d’hypochlorite de sodium a 1 % avant de reprendre le
travail. L’hypochlorite de sodium ne peut étre utilisé sur
les éclaboussures contenant de I'acide que si la zone a
préalablement été essuyée et séchée a l'aide de papier
absorbant. Le matériel utilisé (y compris les gants jetables)
doit étre éliminé comme les matériaux susceptibles de
présenter un risque biologique. Ne pas autoclaver les
matériaux contenant de I’hypochlorite de sodium.

10. Autoclaver tous les matériaux utilisés et contaminés a
121°C (15 p.s.i.) pendant 30 minutes avant de les éliminer.
Il est également possible de décontaminer les matériaux
dans une solution d’hypochlorite de sodium a 5 % pendant
30 a 60 minutes avant de les éliminer dans des sacs
poubelle pour produits a risque biologique.

11. Décontaminer tous les produits chimiques et réactifs
utilisés en y ajoutant le volume d’hypochlorite de sodium
nécessaire pour arriver a une concentration finale d’au
moins 1 %. Laisser en contact pendant 30 minutes pour
garantir le succés de la décontamination.

12. Veuillez NE PAS réutiliser les supports d’incubation.

CONTROLE DE QUALITE

Les contréles négatifs et positifs doivent étre effectués pour
chaque test. Pour que les résultats obtenus a lissue d’un test
soient valables, les conditions suivantes doivent étre remplies:

1.  BANDES DE CONTROLE (CONTROLE anti-lgG et 1gG)

Les deux bandes de contrble (anti-IgG et IgG, voir le
diagramme ci-dessous) doivent montrer une réaction
positive différentielle sur tous les tests. La présence de
la bande anti-lgG indique que le sérum a été ajouté lors
de I'étape d'incubation initiale. L’'absence de la bande de
contrdle anti-IlgG et la présence de la bande IgG sur un
test signalent que le sérum du patient n’a pas été ajouté.
Si aucune bande n’apparait sur la totalité du test, méme
au niveau des contréles, il est possible que la manipulation
ait été incorrecte ou que I'un des réactifs de la trousse soit
défectueux.

2. CONTROLE NEGATIF

Seules les bandes de contrdle IgG et anti-IgG doivent
réagir positivement sur la bandelette négative. (Fig. 1b)

3. CONTROLE POSITIF

Toutes les bandes de protéines VHC recombinantes
doivent réagir positivement avec le sérum de contrble
positif. Les bandes de contréle anti-lgG et IgG doivent
également réagir positivement. La bande de contrle GST
doit réagir négativement. (Fig. 1a).

Les exigences des tests de controles qualité des kits MP
Diagnostics HCV Blot 3.0 sont tragables via des procédures

Réactifs Qté Durée internes de production/CQ. La préparation des controles de test
- MP Diagnostics HCV Blot 3.0 est décrite par des procédures
Bandelette de nitrocellulose 1 - internes détaillées de production/CQ.
Tampon de lavage 2ml 2 mins _ _
Tampon de blotting >ml B INTERPRETATION DES RESULTATS
Prélevement 20l 60 mins Le diagramme suivant représente les antigénes et contréles
Tampon de lavage 3x2ml 3 x 5 mins recouvrant le HCV BLOT 3.0 de MP Diagnostics.
Conjugué 2ml 60 mins " 2- é
Tampon de lavage 3x2ml 3 x 5 mins P g2 5 Ba
£ 85 = 22
Substrat (prét a 'emploi) 2ml 15 mins § g8 o 7 Y 4 o B g8
Eau distilée sxzm |- FO— — - —

QUANTITE DE REACTIF NECESSAIRE
SELON LE NOMBRE DE BANDELETTES

Réactifs NOMBRE DE BANDELETTES
UTILISEES

3|6|9]15(20(27|36

Tampon de lavage 1X (ml) | 60 [100|140]240]300(400]|520

Tampon de blotting 1X (ml) | 20 | 40 | 60 | 80 [100[120]160

Conjugué (ul) 11 (17|23 |35|45|59 |77
Substrat (ml) 111723354559 |77
Poudre de blotting (g) 1123|4568

Localiser et identifier le niveau d'intensité des bandes de
controle. La bande d'intensité 3+ est la bande anti-lgG et
la bande d'intensité 1+ est la bande de contréle IgG. Celles-
ci doivent étre visibles sur toutes les bandelettes. Ces deux
bandes servent de référence pour définir l'intensité de toute
autre bande positive par comparaison. La comparaison avec
ces bandes permet d’attribuer un niveau de réactivité a chaque
antigéne de la bandelette.

PROFIL DE LECHANTILLON INTERPRETATION
1) Réactivité nulle -
2) Réactivité < contrdle 1+ +
3) Réactivité = controle 1+ 1+
4) Réactivité > controle 1+ et o4
< controle 3+
5) Réactivité = contrdle 3+ 3+
6) Réactivité > contrdle 3+ 4+

PRECAUTIONS ANALYTIQUES

1. Des échantillons de sérum, de plasma d’EDTA ou de
plasma de citrate peuvent étre employés. Des échantillons
de plasma d’héparine ne doivent pas étre employés car
pouvant causer des réactions non spécifiques a la bande
de noyau de HCV.

2. Le fonctionnement optimal du test n’est possible que dans
le RESPECT ABSOLU du mode opératoire décrit dans ce
mode d’emploi. Le non-respect de ce mode opératoire peut
entrainer I'obtention de résultats aberrants.

3. NE PAS MODIFIER OU ECHANGER DES REACTIFS DE
TROUSSES DIFFERENTES. L'assemblage des contréles,
conjugué et bandelettes de Western Blot est étudié pour
un fonctionnement optimal. Utiliser uniquement les réactifs
fournis avec la trousse.

4. Ne pas utiliser les composants de la trousse au-dela de la
date de péremption figurant sur ’emballage de la trousse.

5. Eviter toute contamination microbienne des réactifs lors de
I'ouverture des flacons ou bouteilles et de prélévements
de produit. Une contamination réduirait la durée de
conservation des trousses et entrainerait I'obtention
de résultats erronés. Utiliser des procédés aseptiques,
notamment les pipettes ou les embouts jetables de pipette,
lors de prélevements dans les flacons.

6. Les contrdles de la trousse doivent étre testés en méme
temps que les échantillons des patients a chaque cycle de
test.

7. Afin d’éviter toute contamination croisée, utiliser un nouvel
embout de pipette pour chaque nouvel échantillon.

8. Pour obtenir des résultats optimaux, verser les réactifs
encore froids et les replacer le plus rapidement possible
entre 2°C to 8°C pour conservation.

9. Il est recommandé de nettoyer la verrerie utilisée avec
les réactifs a 'aide d’acide chlorhydrique a 2 M et de la
rincer abondamment a I'eau distillée ou désionisée avant
utilisation.

10. Utiliser exclusivement de I'eau désionisée ou distillée de
qualité réactif pour diluer les réactifs.

11. Tous les réactifs doivent étre convenablement mélangés
avant utilisation.

12. La solution de conjugué de travail, le tampon de lavage
dilué et le tampon de blotting doivent étre préparés
extemporanément.

13. La solution de conjugué de travail doit étre préparée a
I'aide d’'un bécher ou d’un récipient en polypropylene.

14. Ne pas manipuler les réactifs dans une zone contenant
un niveau élevé de vapeurs désinfectantes chimiques
(par exemple, les vapeurs d’hypochlorite) au cours de leur
conservation ou de l'incubation, et ne pas effectuer le test
dans une telle zone. La mise en contact inhibe la réaction
de coloration. Ne pas exposer non plus les réactifs a une
forte luminosité.

15. |l est préférable d’effectuer le test a température ambiante
(25°C +3°C).
16. Veiller a ce que les bandelettes de test soient disposées

de fagon a ce que les numéros inscrits sur les bandelettes
soient dirigés vers le haut.

17. Pour le test de Western Blot, il est important d’utiliser
un agitateur a bascule et non un agitateur rotatif. Dans
le cas contraire, le bon fonctionnement de la trousse
serait compromis. La vitesse et I'angle d’inclinaison
recommandés pour I'agitateur sont respectivement de 12
a 16 cycles par minute et de 5 a 10 degrés.

PROFIL DU TEST INTERPRETATION

Aucune bande de réactivité
1+ ou supérieure

NEGATIF

Bandes VHC de réactivité 1+
ou supérieure a 2 antigénes
VHC

ou POSITIF

réactivité 2 ou supérieure a
la bande nucléo-capsidique
uniquement.

Toute bande VHC de réactivité
1+ ou supérieure mais le profil
ne remplit pas les criteres
d’un résultat

POSITIF

INDETERMINE

La réactivité isolée de la bande de contréle GST est considérée
comme indiquant un résultat NEGATIF.

La réactivité 1+ ou supérieure de la bande de contrle GST avec
réactivité 1+ ou supérieure pour un ou plusieurs antigenes VHC
est considérée comme indiquant un résultat INDETERMINE.

Un échantillon apparu négatif lors d’un test de dépistage ou
de confirmation du VHC d’un autre fabricant peut donner un
résultat positif avec le test HCV BLOT 3.0 de MP Diagnostics
en raison de la présence d’épitopes uniques dans ce test de
confirmation.

CABACTERISTIQUES DE FONCTIONNEMENT
SPECIFIQUES

Au total, 550 échantillons positifs au VHC et 583 échantillons
négatifs au VHC ont été testés avec MP Diagnostics HCV Blot
3.0 ; la sensibilité globale de diagnostic est de 99,8 % et la
spécificité globale de diagnostic est = 99,9 %.

Performance MP Diagnostics HCV Blot 3.0
Performance 95% ClI

Sensibilité du 99.82% (549/550) [98.99% a 100.00%

diagnostique *

Spécificité du 100% (583/583) 99.37% a 100%

diagnostique **
Valeur prédictive 100%
positive (PPV)
Valeur prédictive 99.83%
négative (VAN)
* Echantillons positifs au VHC, y compris divers génotypes du
VHC de 1 a6.

** Echantillons négatifs au VHC, y compris échantillon de

donneur de sang normal, échantillon a réaction croisée/
échantillon interférent/échantillon de grossesse.

99.33% a 100%

98.80% a 99.98%




Echantillons pour la spécificité du diagnostique

Catégorie Taille de I’échantillon de Le fonctionnement optimal du test n’est possible que dans le multiple antigen HCV enzyme immunoassay. Transfusion; FIGURE 1
spécificité respect absolu du mode opératoire décrit. Le non-respect de 32: 805-813. a b
ce mode opératoire peut entrainer l'obtention de résultats . ‘
Donneurs de sang sains 215¢7 aberrants. Van der Po'eIlC. L. Reesink H., W Schaasberng. etl al. - ®
3 1990. Infectivity of blood seropositives for hepatitis C virus /
Donneurs hospitalisés 213#13 Un résultat NEGATIF n’exclut pas la possibilité d’une antibodies. Lancet; 335:558-560.
exposition ou d’une infection par le VHC. Un résultat négatif
Réactivité croisée (HTLV-I/I, 138 ourrait probablement étre d(i & une infection précoce avant la Colombo M., Kuo G., Choo Q-L., et al. 1989. Prevalence
P P P of antibodies to hepatitis C virus in Italian patients with ™ m-Bande de contréle 3+ (dé éri
N N . ] ) - ) pot sérique)
VIH-1, VIH-2, VHA, HBsAg, séroconversion lorsque le niveau d’anticorps est trop faible pour hentocellular carcinoma. Lancet: 2: 1006-8
échantillons de grossesse) étre détecté. p s ;2 .
- - - X . S Bruix J., Barrera J., Calvert X. et al. 1989. Prevalence of
Interférences INDETEBMINES. nse do!ventlpas étre utilises C?m".‘e. ’base antibodies to hepatitis C virus in Spanish patients with
- — pour le diagnostic d’une infection par le VHC. La réactivité =1+ hepatocellular carcinoma and hepatic cirrhosis, Lancet; 2:
Triglycéride 1 4 un antigéne VHC unique peut constituer une réactivité non 1004-6 ’ ’
Hemoalobine 1 spécifique, indiquer une infection passée soignée ou indiquer un : : : - — Core
g début de séroconversion. Nous recommandons de renouveler European Centre for Disease Prevention and Control.
Protéine totale 1 le test sur un nouveau prélévement deux a six mois plus tard. Hepatitis C. In: ECDC. Annual epidemiological report for m —NS3-1
Les sérums INDETERMINES peuvent étre testés par ACP afin 2020. Stockholm: ECDC; 2022. NS3-2 | Protéines de VHC
RF 2 de _déternl'liner plus_précisément si un sujet a été exposé au VHC https://www.who.int/news-room/fact-sheets/detail/ o ) rotéines de
19G 5 ou infecté par ce virus. i ] _ NS4
— Un résultat positif ne permet pas de distinguer linfection . . . i
bilirubine 2 passée de l'infection actuelle ; un test d’acide nucléique (TAN) MP Biomedicals Asia Pacific Pte Ltd. o — NS5
Limieus > pour l'acide ribonucléique (ARN) du VHC est nécessaire pour 2 Pioneer Place o . L
pemiq confirmer I'infection active et la nécessité d’'un traitement.” Singapour 627885 Bande speécifique au virus visualisée a I'aide de: Bande de contrdle GST
E.coli 6 Téléphone : + 65 6775 0008 a. Control positif fort Bande d e 1
el : i i ande de contréle 1+
Totale =5 LIMITES DE GARANTIE ‘ Courriel : enquiry_ap@mpbio.com b. Contrél négatif
Remarque : Reésultats indéterminés inclus dans le calcul. # Le fabricant ne garantit la trousse d’analyse que pour un usage Adresse du site web: www.mpbio.com (Remarque: Cette position de la bande GST est indiquée mais la
indique le nombre de résultats indéterminés. diagnostique in vitro sous réserve que soient respectées les bande elle-méme n’est pas visible car ces sérums ne sont pas
Six(B) " substances  iniertéromes’ exogonss  diférentos spécifications et limites décrites dans le Mode d’emploi du eu [rRep MP Biomedicals Germany GmbH reactifs a la GST.) ¥ %
e T e e _produnt et que celw-_cn soit l:mI!se conformément ay_x,preser_n_es Tharinger StraBe 15
tétracycline, éthanol, rifampicine) ont été ajoutées a des InStr-UCtI;-) ns. Le fabricant de(lzllmeAtoultAeAresponsab||[|t9, e)(ﬁlmﬂg 37269 Eschwege
échantillons HCV Neg- et Pos+ et les résultats n’ont montré ou |mp_|t,:|te, y comprlsyce_e, imp |c’|te ou exp |(’:|te,, e a Allemagne
o , la qualitt marchande, I'aptitude a I'emploi ou I'adéquation Teéléph - +49 5651 921 111
aucun effet suite & la présence de ces substances. O S ’ N . elephone : +
implicite a une autre fin particuliére. Les personnes physiques Télécopie : +49 5651 921 181
Echantillons de séroconversion/Panel a faible concentration ou morales peuvent demander réparation pour les dommages Courriel : diagnostics @mpbio.com
Au total, quatorze (14) cas de séroconversion ont été testés CaUSéS. par un dispgsitif 'de'fectueu'x conforméme nt au droit
avec MP Diagnostics HCV Blot 3.0. La réactivité et le nombre d,e Iiien @ Ew g EiEl é ppllg_ables: Lo mandataweA el
moyen de jours & partir du premier prélévement sanguin se sont légalement responsable des dispositifs défectueux au méme
avérés meilleurs ou comparables avec le kit MP Diagnostics titre que le fabricant et conjointement et solidairement avec lui si
HCV Blot 3.0, aux autres kits de détection du VHC disponibles le fabricant n’a pas respecté ses obligations énumérées dans le
— marché réglement (UE) 2017/746.
Quinze (15) autres cas de séroconversion ont été testés avec PROBLEMES TECHNIQUES / RECLAMATIONS /
MP Diagnostics HCV Blot 3.0. 14 cas de séroconversion ont été INCIDENTS GRAVES
testés positif au VHC ; 1 cas de séroconversion n’a pas donné
de résultats. Dans I'éventualité d’un probléme technique / d'une réclamation,
Au total, quatre (4) échantillons a faible concentration de procéder comme suit :
VHC ont été évalués avec le kit MP Diagnostics HCV Blot 1. Noter le numéro de lot de la trousse, la date de péremption
3.0 et d’autres dispositifs de test du VHC dlsponlbles dans le et le numéro de lot de la bandelette.
commerce. Les performances de MP Diagnostics HCV Blot 3.0 ,
se sont avérées meilleures ou comparables a celles des autres Conserver les trousses et les résultats obtenus.
dispositifs de test du VHC disponibles dans le commerce. Contacter le bureau MP Biomedicals le plus proche ou
Sensibilité analytique votre distributeur local.
Avec le titrage de trois (3) échantillons positifs au VHC, le seuil Si un incident grave s'est produit en relation avec le dispositif,
de réactivité du kit MP Diagnostics HCV Blot 3.0 s’est avéré étre celui-ci doit étre signalé au fabricant ainsi qu'a I'autorité
compris entre une dilution de 1:800 et 1:1280. compétente de I'Etat membre dans lequel I'utilisateur et/ou le
L. patient est établi. Le résumé de la sécurité et du rendement (N°
Précision de référence : SSP-MP Diagnostics HCV Blot 3.0) est disponible
La reproductibilité inter-essai (entre les séries) et intra-essai (au sur EUDAMED ou peut étre obtenu auprés de MP Biomedicals.
cours d’une série, au cours d’une journée et d’un jour a l'autre)
du test MP Diagnostics HCV Blot 3.0 a été évaluée a I'aide d’un BIBLIOGRAPHIE ‘
ensemble d’échantillons de contrdle. Tous les résultats obtenus
se situent systématiquement dans les criteres acceptables, ce 1. Choo Q-L., et al. 1989. Isolation of a cDNA clone derived
qui indique que le test MP Diagnostics HCV Blot 3.0 est robuste, from a blood-borne Non-A, Non-B viral hepatitis genome.
reproductible et cohérent dans I'étude de trois (3) lots. Science; 244: 359-62.
2. Kuo G, et al. 1989. An assay for circulating antibodies to
a major etiologic virus of human Non-A, Non-B hepatitis.
Science; 244: 362-364.
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LIMITES DE LA METHODE

Kleinman S., Alter H., Busch M., et al. 1993. Increased
detection of hepatitis C virus infected blood donors by a

SCHEMA DE DEPANNAGE

Des taches sombres
apparaissent sur les bandelettes

Les bandes attendues ne se
développent pas ou sont de
faible intensité

Absence de bande de controle
sérique

Les bandelettes sont
défectueuses

Des taches blanches
apparaissent sur les bandelettes

Un fond foncé apparait sur la
bandelette en I’absence ou en
présence de bandes positives.

Des bandes autres que celle
du sérum de contréle se
développent sur le contréle
négatif

1. Sérum non ajouté.

Vérifier le controle positif

2. Les bandelettes ont été
retournées pendant le test.

-

. Elles sont fissurées.

N

. Les bandelettes ont été

retournées pendant le test. 1. Bandes surdéveloppées (arréter

la réaction plus t6t).

n

Elles contiennent des bulles

3. Conjugué non ajouté. X e 5
d’air qui provoquent I'apparition

2. Les plateaux n'ont pas été 4. Substrat non ajouté
! 2. Lavage incomplet . . de taches blanches dans les
c?':'lrecitlement laves avant Les puits de plateau ou le zones réactives, suffisamment
utilisation. contréle peuvent avoir subiune importantes pour empécher
3. Mauvaise dissolution de la contamination croisée. toute détection.

poudre de transfert. 3. Elles présentent des taches

sombres dues a de la croissance
de moisissures a la suite de
I'ouverture initiale des tubes de
bandelettes. Toutefois, si des
taches sombres apparaissent

-

N

. Contamination bactérienne ou
fongique de I'échantillon de test.

Précipitation de complexes
immuns dans I'’échantillon de
test vieilli.

Contréle positif faible

Le probleme est probablement
da aux réactifs.

Contréle positif OK

Le probleme est probablement
da a I'échantillon de test.

quelque temps aprés I'ouverture
initiale du tube, le probleme est

di aux mauvaises conditions de
stockage des bandelettes sur le
site de l'utilisateur.

Réactifs mal prepares.

©

Contamination bactérienne ou
fongique de la bandelette en
raison d’un stockage inadéquat.

=

. Réactifs mal préparés.

-

. Dilution incorrecte de

2. Mauvaise dilution du o . .
I’échantillon pour essai.

| conjugué.
4. Bandelettes endommagées,
fissurées ou rayées.

N

Echantillon pour essai
contaminé par le conjugué.

(]

. Réactifs instables en raison
d’'une mauvaise exposition
a la température.

(il

Les bandelettes n’ont pas été
correctement lavées entre les
étapes du test.

@

Echantillons pour essai
fortement immuns
complexés.

»

Conjugué contaminé par de
I'lgG humaine.

e

1gG de I'échantillon pour
essai détériorées ou
dénaturées en raison de
processus de congélation-
décongélation répétés ou
d’un stockage inapproprié.

(&)

. pH du substrat incorrect en
raison d’une exposition a
des rayons UV forts ou a
un agent réducteur.

o

. Plateaux, réactif(s) ou eau
ayant une concentration
élevée en phosphate.

(&)

. Utilisation d’'une plate-forme
rotative au lieu d’une plate-
forme & bascule.

N

Utilisation d’'une plate-forme
rotative au lieu d’une plate-
forme & bascule.

o

L’échantillon pour essai
peut étre un ELISA «faux»
positif
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