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‘ NOM ET APPLICATIONS

Remarque : modifications
en surbrillance.

Le test HTLV BLOT 2.4 de MP Diagnostics est un test
enzymatique qualitatif destiné a la détection in vitro des anticorps
anti-HTLV-I et HTLV-II dans le sérum ou le plasma humain. Il
est prévu pour étre utilisé comme test complémentaire plus
spécifique sur les préléevements de sérum ou de plasma humain
ayant montré une réaction positive reproductible aux procédures
de dépistage de type test par immunoadsorption avec enzyme
conjugué (ELISA).

INTRODUCTION

Les études épidémiologiques récentes menées aux Etats-Unis
et en Europe confirment I'existence d’une prévalence mixte de
chacun des deux virus HTLV-1 et HTLV-Il au sein de diverses
populations a risque élevé, tels que les consommateurs de
drogues par voie intraveineuse. Les tests de dépistage des virus
HTLV-I/Il sont largement disponibles. Les prélévements montrant
une réaction positive reproductible aux tests de dépistage doivent
étre soumis a des tests complémentaires plus spécifiques afin
de confirmer leur séropositivité au HTLV-I ou au HTLV-II. Ces
tests complémentaires doivent étre en mesure d’identifier les
anticorps dirigés contre les protéines de la nucléocapside (gag) et
de I'enveloppe (env) des virus HTLV-l et HTLV-II. Les bandelettes
de Western Blot comprenant des antigenes viraux natifs du
HTLV-I constituent I'un de ces tests complémentaires couramment
utilisés. Toutefois, en raison de I'absence d’antigene natif de
I’enveloppe dans le test du Western Blot HTLV-I traditionnel, il
est souvent nécessaire de recourir a des méthodes de radio-
immunoprécipitation pour confirmer plus précisément la présence
d’anticorps anti-HTLV-I/Il. La discrimination des séropositifs au
HTLV-l et HTLV-II nécessite I'emploi de tests complémentaires (&
savoir de peptide spécifique, de tests ELISA, de réaction ACP).
Il est donc nécessaire de recourir a des tests sérologiques
complémentaires simples et néanmoins spécifiques et sensibles
pour obtenir une confirmation et une différenciation rapides des
échantillons séropositifs au HTLV-I et au HTLV-II.

Le test HTLV BLOT 2.4 de MP Diagnostics a permis d’améliorer
la sensibilité et la spécificité de la confirmation comme de la
différenciation des cas de séropositivité au HTLV-l et au HTLV-
1. Ceci a été rendu possible par 'intégration de MTA-1, protéine
recombinante unique de I'enveloppe du HTLV-I (rgp46-I), de K55,
protéine recombinante unique de I'enveloppe du HTLV-II (rgp46-I1)
et de GD21, protéine recombinante de I'enveloppe du HTLV-| et
du HTLV-II, épitope courant et néanmoins specifique. Chaque
bandelette comporte également un contréle interne ajouté a
I’échantillon permettant de limiter au maximum les risques de
faux négatifs liés aux erreurs de manipulation.

Le test HTLV BLOT 2.4 de MP Diagnostics est prévu pour étre
utilisé comme test a anticorps complémentaire afin d’analyser les
échantillons ayant montré une réaction positive reproductible aux
tests de dépistage initiaux du HTLV-I/II. Les profils sérologiques
pouvant étre mis en évidence par le test HTLV BLOT 2.4 de MP
Diagnostics sont les suivants : séropositif au HTLV, séropositif
au HTLV-I, séropositif au HTLV-1I, séronégatif ou indéterminé.

11. La solution de conjugué de travail, le tampon de lavage
dilué et le tampon de blotting doivent étre préparés juste
avant utilisation.

12. La solution de conjugué de travail doit étre préparée a
I’aide d’un bécher ou d’un récipient en polypropyléne.

13. 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.

14. Il est préférable d’effectuer le test a température ambiante
(25°C £ 3°C).

15. 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.

16. 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 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.

17. Avant utilisation, vérifier que les équipements automatiseés,
s'ils sont utilisés, sont validés.

18. Veiller a ce que I'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 'extrémité inférieure. Ceci permet d’éviter la
formation de points sombres liée au dép6t de I'’échantillon
sur la bandelette.

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

CONSERVATION

1. Conserver la trousse HTLV BLOT 2.4 de MP Diagnostics
et ses composants entre 2 et 8°C en dehors des 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.

A. Bandelettes a antigénes
« Eviter toute exposition inutile des bandelettes & antigénes
ala 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 des 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

Les échantillons sériques ou plasmatiques recueillis dans
’EDTA, I'héparine ou le citrate de sodium peuvent étre utilisés.
Avant de les stocker, vérifier que les caillots sanguins ou les
cellules sanguines ont été séparés par centrifugation.

DESCRIPTION DES SYMBOLES UTILISES

Les symboles graphiques suivants sont ceux qui sont utilisés
sur les produits et emballages des produits diagnostiques
de MP Diagnostics. Ce sont les symboles apparaissant le
plus fréquemment sur les équipements médicaux et sur leurs
emballages. Certains des symboles courants sont expliqués
plus en détail dans la norme européenne et internationale EN
ISO 15223-1 : 2016.

Utiliser avant Equipement
8 Synonyme : médical & usage
Date de péremption diagnostique in
vitro
Code du lot de )
fabrication Numlero du
Synonymes : catalogue
Numéro de lot
Numéro de lot de
fabrication i A E Attention
Jr Limites de Représentant
température epresentan
ﬁ agréé dans la
“ Eabricant Communauté
européenne
W Contenance suffisant Consulter les
pour <n> tests EIII instructions
d’utilisation
® Ne pas réutiliser

Contenus

‘ PRINCIPES CHIMIQUES ET BIOLOGIQUES DU TEST

Des protéines virales HTLV-1 issues de particules virales
dissociées, inactivées et natives, ainsi que des protéines
congues génétiquement sont intégrées aux bandelettes
de nitrocellulose. Les bandelettes de nitrocellulose sont
individuellement mises a incuber avec les prélévements
plasmatiques ou sériques dilués et les contréles. Les
anticorps spécifiques au HTLV-I/II, s’ils sont présents dans
le prélévement, se lient alors aux protéines de HTLV-I/Il des
bandelettes. Les bandelettes sont lavées afin d’éliminer les
substances non liées et les anticorps se liant spécifiquement
aux protéines HTLV peuvent étre visualisées a I'aide d’une
série de réactions aux anticorps de chevre anti-IgG humaine
conjugués a la phosphatase alcaline, et du substrat a base
de BCIP/NBT. Cette méthode est suffisamment sensible pour
permettre de détecter des quantités marginales d’anticorps
anti-HTLV dans le sérum ou le plasma.

Les échantillons doivent étre conservés entre 2 et 8°C si le test
est pratiqué dans les 7 jours suivant le prélévement et congelés
a -20°C ou température inférieure si le test est pratiqué aprés
plus de 7 jours. Il est préférable d'utiliser des prélevements
clairs, non hémolysés. Les échantillons extrémement
lipémiques, ictériqgues ou contaminés (par des particules)
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. Dévisser le couvercle du récipient contenant les
prélevements.

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

3. Laisser refroidir le prélévement avant de refermer le
couvercle.

4. Le préléevement peut étre congelé pour étre conservé jusqu’a
I'analyse.

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

+ Un plateau a bascule (offrant une vitesse de basculement
allant de 12 a 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'hypochlorite de sodium

+ Bain-marie a 56°C (facultatif)

» Hypochlorite de sodium pour la décontamination

| 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 DE LAVAGE CONCENTRE
(20X) dans 19 volumes d’eau de qualité réactif. Bien
mélanger.

2. TAMPON DE BLOTTING

(a) Reconstituer chaque bouteille de TAMPON DE
STOCKAGE LYOPHILISE a I'aide de 100 ml d’eau
de qualité réactif. Bien mélanger pour dissoudre.
Le TAMPON DE STOCKAGE RECONSTITUE ainsi
obtenu reste stable pendant 6 semaines s’il est
conservé entre 2 et 8°C.
Le TAMPON DE BLOTTING doit étre préparé juste
avant utilisation. Ajouter 1 g de POUDRE DE
BLOTTING pour chaque volume de 20 ml de TAMPON
DE STOCKAGE RECONSTITUE préparé a I'étape 2(a)
ci-dessus. Mélanger afin de garantir la dissolution totale
de la poudre.
(c) Mélanger a nouveau avant de verser.

3. SOLUTION DE CONJUGUE DE TRAVAIL
Remarque: Préparer la solution dans un bécher / récipient
en polypropylene.

(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, 10 ul de CONJUGUE
dans 10 ml de TAMPON DE BLOTTING).

c

ELEMENTS DE LA TROUSSE

Description du contenu Quantité

fournie

BANDELETTES DE Disponible
NITROCELLULOSE par 18 et 36

Comporte un lysat viral bandelettes

de HTLV-I, des antigénes
d’enveloppe recombinants
et une bandelette (anti-IgG
humaine) de contréle de dépot
sérique. Conserver au sec eta
I’abri de la lumiére.

[controL[—] CONTROLE NEGATIF 1 flacon
Sérum humain normal inactivé (80 pl)
non réactif aux anti-VHC,
anti-VIH-1/2, anti-HTLV-1/

Il et AgHBs. Contient les
conservateurs suivants
: azoture de sodium et

thimérosal.
[conror[ 7]  CONTROLE POSITIF FORT | 1 flacon
Sérum humain inactivé a (80 )

fort titrage en anticorps anti-
HTLV-I et non réactif aux anti-
VHC, anti-VIH-1/2 et AgHBs.
Contient les conservateurs
suivants : azoture de sodium
et thimérosal.

conwor[i[¥] CONTROLE POSITIF FORTII 1 flacon
Sérum humain inactivé a (80 pl)
fort titrage en anticorps anti-
HTLV-II et non réactif aux anti-
VHC, anti-VIH-1/2 et AgHBs.
Contient les conservateurs
suivants : azoture de sodium
et thimérosal.

[Bur[vo.stock] TAMPON DE STOCKAGE 1ou2
LYOPHILISE bouteilles
A reconstituer avec de I'eau (chacune
de qualité réactive. Tampon devant étre

Tris avec protéines animales reconstituée
et non animales inactivées a hauteur de

par la chaleur. Contient le 100 ml)
conservateur suivant
thimérosal.

Bur[wasa[zx[7] TAMPON CONCENTRE DE 1 bouteille
LAVAGE (20x) (70 ml)

Tris associé au Tween-20
et contenant du thimérosal
comme conservateur.

CONJUGUE 1 flacon
Anti-lgG humain de chévre (120 pl)
conjugué a de la phosphatase
alcaline.

4. SOLUTION DE SUBSTRAT (préte a I'emploi)
(a) Verser directement le volume nécessaire depuis la
bouteille. Utiliser une pipette propre. Veiller a bien
reboucher apres 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.

Attention :

Certains échantillons entrainent I"apparition de marques
sombres a I'endroit ou ils sont déposés sur la bandelette. Pour
éviter ce probléme, veiller & procéder comme suit :-

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

ii. Incliner légerement la plague en en soulevant son 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 I'opération.

ii. Si l'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. Alaide de pinces, extraire avec précaution
le nombre nécessaire de BANDELETTES
du tube et les disposer, face numérotée
vers le haut, dans chaque puits. Placer
des bandelettes pour les contrdles positif
fort, positif faible et négatif.

2. Ajouter 2 ml de TAMPON DE LAVAGE 2ml
DILUE dans chaque puits.
3. Incuber les bandelettes pendant au moins 5 minutes

5 minutes a température ambiante (25
+ 3°C) sur un plateau a bascule (a une
vitesse de 12 & 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, 20 pl
ou autant de contréle, dans les puits
appropriés.

6. Recouvrir la plaque avec le couvre-plaque 60 minutes

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 fagon a éviter d’éclabousser ou de
mélanger les échantillons. Incliner la
plaque pour aspirer le mélange des
puits. Changer 'embout de I'aspirateur
a chaque échantillon afin d’éviter toute
contamination croisée.

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
Localisateur de protéines 1 piece
Pinces 1 piece

Plague d’incubation*

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

* Barquettes d’incubation fournies dans un emballage séparé
de la trousse.

PRECAUTIONS D’UTILISATION

1. Utilisation réservée au diagnostic in vitro.

2. Utilisation réservée aux professionnels.

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

INFORMATIONS RELATIVES A LA SECURITE ET LA SANTE

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

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

MANIPULER LES PRELEVEMENTS A TESTER, LES
CONTROLES POSITIFS FORTS | ET Il ET LES CONTROLES
NEGATIFS COMME S’IL S’AGISSAIT POTENTIELLEMENT
D’AGENTS INFECTIEUX. Il est recommandé de manipuler
les composants et les échantillons a analyser conformément
aux Bonnes Pratiques de Laboratoire. lls doivent également
étre éliminés dans le respect des regles de sécurité en vigueur.

Les contréles positifs forts | et Il et le contréle négatif
contiennent du thimérosal et de I'azoture de sodium tandis que
le tampon concentré de stockage et le tampon concentré de
lavage contiennent du thimérosal et le conjugué, de I'azoture de
sodium. L’azoture 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 azotures doivent étre rincées abondamment afin
d’éviter la formation d’azotures 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 : C

H228 Matiere solide
inflammable.

Mentions de danger :

8. Laver chaque bandelette a 3 reprises 3x2ml
avec 2ml 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 2ml
CONJUGUE 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. 3x2ml
Laver comme indiqué a I'étape 8.
12. Ajouter 2 ml de SOLUTION DE 2ml

SUBSTRAT 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.

15. A l'aide de pinces, placer délicatement
les bandelettes sur du papier absorbant.
Couvrir avec du 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 l'interprétation des
résultats) et reporter les résultats. Pour
les stocker, maintenir les bandelettes
dans 'obscurité.

RESUME DES PROCEDURES DE TEST

Réactifs Quantités | Durées
Bandelette de nitrocellulose 1 -

Tampon de lavage 2ml 5 min
Tampon de blotting 2ml -
Prélévement 20 ul 60 min
Tampon de lavage 3x2ml 3 x5 min
Conjugué 2ml 60 min
Tampon de lavage 3x2ml 3 x5 min
Substrat (prét a I'emploi) 2ml 15 min
Eau distillée 3x2ml -

QUANTITE DE REACTIF NECESSAIRE
SELON LE NOMBRE DE BANDELETTES

Réactifs NOMBRE DE BANDELETTES UTILISEES
3|6 9 |15 |20 | 27 | 36

Tampon de lavage 60 | 100 | 140 | 240 | 300 | 400 | 520

1X (ml)

Tampon de blotting 20| 40 | 60 | 80 | 100|120 | 160

1X (ml)

Conjugué (W) 11|17 | 23 | 35 | 45 | 59 | 77

Substrat (ml) 1117 | 23 | 35 | 45 | 59 | 77

Poudre de blotting (g) 1 2 3 4 5 6 8

P210 Tenir a 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.

Conseils de prudence:

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

Contient: Nitrocellulose 100 %

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

Composant:

Terme d’avertissement: Avertissement

Pictogramme: é‘

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

Conseils de prudence: P260 Ne pas respirer les
poussieres/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 a tester, les bandelettes
de nitrocellulose, les contréles positifs forts | et Il et
les contrdles négatifs comme I'exigent 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 ni 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. Consulterimmédiatement un médecin en cas d’ingestion
de substances contaminées ou de mise en contact avec
des plaies ouvertes ou autres lésions cutanées.

CONTROLE DE QUALITE

Il est recommandé de recourir au contréle négatif et aux deux
contréles positifs forts a chaque test quel que soit le nombre
d’échantillons testés. Pour que les résultats obtenus a l'issue
d’un test soient valables, les conditions suivantes doivent étre
remplies :

1. CONTROLE NEGATIF
Aucune des bandes virales HTLV-I/II spécifiques, rgp46-I,
rgp46-1l ou GD21, ne doit apparaitre sur la bandelette de
contréle négatif. La bande correspondant au contréle du
dépot sérique (anti-lgG humaine) doit étre visible.

2. CONTROLE POSITIF FORT |
Les bandelettes HTLV devant étre obligatoirement
présentes sont p19, p24, rgp46-l et GD21. La bandelette de
I’échantillon de contréle (antiglobuline IgG) doit étre visible.

Remarque: Bien qu’il ne s’agisse pas d’une pratique
courante, une bandelette gp46 peut étre présente. Si elle
est présente, elle apparait comme une bandelette diffuse.
En raison de la rareté des bandelettes virales gp46 et des
erreurs d’interprétation de celles-ci dans cette plage de
masse moléculaire, la bandelette gp46 n’est pas utilisée
comme critére d’interprétation de I'essai.

3. CONTROLE POSITIF FORT Il
La bande de contréle du dépot sérique et toutes les bandes
HTLV-I/Il pertinentes fonction des poids moléculaires
doivent apparaitre. Les bandes HTLV pertinentes devant
étre présentes sont les bandes p24, GD21 et rgp46-Il. La
bande correspondant au contréle du dépét sérique (anti-lgG
humaine) doit étre visible.

INTERPRETATION DES RESULTATS \

La bande de contrdle sérique permet de s’assurer du dépdt du
sérum lors du test. L’absence de cette bande signale qu’aucun
sérum, conjugué ou substrat de test n’a été déposé sur la
bandelette de test ou que d’autres erreurs de manipulation
ont été commises.

Localiser et identifier les bandes apparaissant sur les
bandelettes portant les contrdles positifs forts. Ces bandelettes
servent ensuite a identifier les bandes présentes sur les
bandelettes portant les prélevements a tester.

PROFIL DE L’ECHANTILLON INTERPRETATION

1. Aucune réactivité aux protéines SERONEGATIF
spécifiques du HTLV

2. Réactivité a la protéine GAG SEROPOSITIF

(p19 accompagnée ou non de AU HTLV-I
p24) et a deux protéines ENV
(GD21 et rgp46-1)

3. Réactivité a la protéine GAG SEROPOSITIF
(p24 accompagnée ou non de AU HTLV-II
p19) et a deux protéines ENV
(GD21 et rgp46-11)

4. Réactivité aux protéines GAG SEROPOSITIF
(p19 et p24) et ENV (GD21) AU HTLV*
-SEROPOSITIVITE AU HTLV-I
indiquée par p19 = p24

-SEROPOSITIVITE AU HTLV-II
indiquée par p19 < p24
5. Bandes spécifiques au HTLV
détectées mais critéeres de
séropositivité au HTLV-I, HTLV-
Il ou HTLV non remplis.
Les profils de bandes
indéterminés suivants peuvent
toutefois étre interprétés comme
indiquant une SERONEGATIVITE:
- Profil HTLV-1 GAG par
Western Blot indéterminé
(PHGI) Présence des p19,
p26, p28, p32, p36, p53 mais
absence de la p24 et de toute
protéine ENV.

INDETERMINE**

9. Essuyerimmédiatement les éclaboussures de substances
potentiellement infectieuses a I'aide de papier absorbant
et nettoyer la zone contaminée a I'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 I'aide de papier
absorbant. Le matériel utilisé (y compris les gants jetables)
doit étre éliminé selon la procédure pour 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. Il est déconseillé de réutiliser les plaques d’incubation.

PRECAUTIONS ANALYTIQUES

1. Lefonctionnement 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.

2. NE PAS MODIFIER OU ECHANGER DES REACTIFS
DE LOTS DE TROUSSES DIFFERENTS. L’assemblage
des contrdles, conjugué et bandelettes de Western Blot est
étudié pour un fonctionnement optimal. Utiliser uniquement
les réactifs fournis avec la trousse.

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

4. Eviter toute contamination microbienne des réactifs lors de
I'ouverture des flacons ou bouteilles et de prélevements
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.

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

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

7. Pour obtenir des résultats optimaux, verser les réactifs
encore froids et les replacer dans un lieu de conservation
entre 2°C et 8°C le plus rapidement possible.

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

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

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

- Toute combinaison de
protéines GAG (p19, p26,
p28, p32, p36, p53) mais
absence de la p24 et de toute
protéine ENV.

- Toute protéine GAG isolée
(p19, p24, p26, p28, p32,
p36, p53)

Les cas de séropositivité au HTLV dont le type n’a pu étre
défini peuvent étre résolus a I'aide de 'algorithme de Wiktor
etal en'absence des rgp46-1 et rgp46-II. L’efficacité de cet
algorithme, qui s’appuie sur la réactivité relative des p19 et
p24, dans le cadre de la différenciation des deux sérotypes
a été montrée.” 1121314

** L’interprétation indéterminée est fondée sur les
recommandations de 'OMS de 1990."° Cependant, plusieurs
études ont indiqué que certains profils indéterminés de
bandes (comme répertoriés) pourraient étre interprétés
comme des résultats séronégatifs, en particulier chez les
donneurs de sang sains.'®?5 Par exemple, une étude portant
sur 37 724 donneurs de sang sains a confirmé que les
profils PHGI pouvaient étre interprétés sans risque comme
étant séronégatifs.?® Il convient toutefois d’étre prudent
lorsque des profils indéterminés sont obtenus chez des
consommateurs de drogue par voie 1V, des donneurs de
sang issus de zones endémiques ou des patients atteints
de pathologies neurologiques.?®?

L’infection double du sérum d’un sujet est possible, bien que
rare, et peut également étre différenciée d’aprés les critéres
ci-dessus. Le profil de bandes d’'un prélevement de ce type
indiquera une réaction positive au HTLV-I et au HTLV-II. Les
informations disponibles montrent que la séropositivité aux
rgp46-1 et rgp46-11 est respectivement spécifique au HTLV-| et
au HTLV-II. Par conséquent, les sérums réactifs aux rgp46-I,
rgp46-1l, GD21, p19 et p24 peuvent étre classés parmiles cas
d’infection double.

IDENTIFICATION DES BANDES

Le Localisateur de protéines (Figure 1) fourni dans la trousse est
utilisé pour localiser et identifier les bandes sur les bandelettes
avec un contréle réactif fort | et Il. Ces bandes de contréle sont
ensuite utilisées pour identifier des bandes présentes sur les
bandes utilisées avec des échantillons. Chaque Localisateur
de protéines est spécifique a un lot ; seul le Localisateur de
protéines fourni avec la trousse doit étre utilisé pour localiser
et identifier les bandes.

HTLV BLOT 2.4
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Figure 1 : Exemple de Localisateur de protéines




LIMITES DE LA METHODE

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

L’obtention d’un résultat NEGATIF ne permet pas d’exclure la

possibilité d’une exposition au HTLV—Ipu au HTI_,V—II, ou d’une Interprétation
infection par ces virus. Les Blots INDETERMINES ne doivent "
A s . ) - ) Méthode HTLV | et ) L Total
pas étre utilisés comme base pour le diagnostic de l'infection HTLV | | HTLV Il " |Indéterming***
par le HTLV-I/II. HTLV I
HTLV 45 53 4 0 102
Une séropositivité a la p19 comme a la p24 a également été BLOT 2.4
observée au sein de populations non infectées a faible risque de MP
bien que les fluctuations liées a la p24 soient relativement rares. Diagnostics
LI 48 51 0 3 102

La sensibilité de la rgp46-1 a été évaluée a 95 % en France, a
100 % pour les échantillons confirmés par ACP en Jamaique
et aux Etats-Unis et & 98 % chez les donneurs de sang
séropositifs au HTLV-I. Il a été montré que la sensibilité de la
rgp46-11 s’élevait a plus de 98 % sur les échantillons confirmés
par ACP aux Etats-Unis.

La sensibilité globale de chaque spécification de type, rgp46-I1
et rgp46-11, est estimée supérieure a 97 %. La faible proportion
d’échantillons HTLV-I et HTLV-II ne réagissant pas a la rgp46-I
ou a la rgp46-1l est réactive au minimum a la GD21 et a une ou
plusieurs bandes GAG, p19, ou p24, et remplissent ainsi les
criteres de séropositivité au HTLV (profil 4) ou d’indétermination
(profil 5). Aucune interprétation faussement négative n’a été
relevée.

Il peut étre utile de procéder a un test complémentaire de
type ACP (HTLV-I et HTLV-II) afin de dissocier les échantillons
séropositifs au HTLV pour lesquels le test HTLV BLOT 2.4 de
MP Diagnostics n’a pu identifier s'il s’agissait d’une infection
par le HTLV-1 ou le HTLV-II (i.e. profil 4).

Interprétation

CARACTERISTIQUES SPECIFIQUES DE FONC- Méthode .| Faux | Total
TIONNEMENT HTLV | | HTLV Il | Indéterminés NEG

HTLV 2 2
Les performances du test HTLV BLOT 2.4 de MP Diagnostics, BLOT 2.4 6 6 0 0 s
destiné a la détection des anticorps dirigés contre les virus de MP '
HTLV-1 et HTLV-II, ont été évaluées a I'aide de prélévements Diagnostics
séropositifs et séronégatifs au HTLV-I/Il, puis comparées a
deux tests de dépistage comprenant des antigénes HTLV- | et LI 21 6 4 1 32

HTLV-II (protéines ou peptides recombinants).
Sensibilité

Des prélevements positifs aux anticorps HTLV-I et/ou HTLV-II,
découlant de tests commerciaux ELISA, ont été utilisés afin
de déterminer la sensibilité des tests HTLV BLOT 2.4 de MP
Diagnostics.

A. Comparaison a un test LI 1

Voici les résultats de la comparaison entre le test HTLV BLOT
2.4 de MP Diagnostics et un test LI 1, pour des échantillons
positifs acquis auprés de Boston Biomedica, Inc., Etats-Unis
(BBI) et ProMedDx :

*  Le test HTLV BLOT 2.4 de MP Diagnostics a donné 2
résultats indéterminés et 1 résultat négatif qui a aussi
été détecté comme négatif avec le test LI 1. Le test LI 1
conclut a 3 résultats négatifs.

Les deux tests ont établi les discriminations suivantes pour les
102 échantillons positifs au HTLV :

*x

Apparition des marqueurs spécifiques a la fois au HTLV-I
et HTLV-II, indiquant une coinfection.
Impossible de déterminer les souches HTLV en raison de
I’'absence de marqueurs spécifiques.

Les tests HTLV BLOT 2.4 de MP Diagnostics et LI 1 ont
donné des résultats similaires. Les discordances sont dues a
I'utilisation de différents antigenes immobilisés et de méthodes
différentes.

Le test HTLV BLOT 2.4 de MP Diagnostics a montré une
sensibilité de 97,1 %, équivalente a celle obtenue par le test LI 1.

B. Comparaison a un test LI 2

Un panel anti-HTLV-1 et Il de la Société Francaise de
Transfusion Sanguine (SFTS-94) composé de 26 échantillons
HTLV-1 et 6 échantillons HTLV-II a été analysé. Les résultats
du test HTLV BLOT 2.4 de MP Diagnostics obtenus dans le
cadre de ce panel ont été comparés a un test LI 2, comme suit :

Le test HTLV BLOT 2.4 de MP Diagnostics a correctement
identifié les échantillons positifs au HTLV, établissant une
sensibilité supérieure a 99,9 % pour ce panel. Dans les mémes
conditions, le kit comparatif (LI 2) a généré une sensibilité de
96,9 %.

Spécificité

200 échantillons provenant de donneurs de sang ont été testés.
Résultat de spécificité : 92,5 %. 15 échantillons n’ont pas pu
étre déterminés et aucun résultat faux positif n’a été détecté.
En ajoutant 150 prélévements cliniques, 50 de grossesse,
50 potentiellement infectieux (10 prélévements ictériques,
hémolytiques, triglycériques, lipémiques, protéiniques) et 73
a réactivité croisée potentielle (TB, Helicobactor pylori, HEV,

Test LI 1 dengue, HBV, HCV, HIV-1, HIV-2), |a spécificité globale atteint
Méthode NEG / IND POS Total 89,2 % (461,/51 7).56 échanf(illlons n,’o!'n pas pu étre’déternjinés
" et aucun résultat faux positif n’a été détecté. 6 échantillons
EEIC_)YI' 04 NEG / IND 3 0 3 ont été confirmés par un autre test comme étant vrais positifs.
de MP . POS 0 102 102
Diagnostics | Total 3 102 105
7
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Bandes spécifiques au virus visualisées a I'aide de :

a. Un sérum a double infection par les HTLV-1 et Il

b. Contrdle positif fort | (réactif au HTLV-I uniquement)
c. Controble positif fort Il (réactif au HTLV-II uniquement)
d. Controle négatif

LIMITES DE GARANTIE

Le fabricant ne garantit la trousse de test que pour un usage
diagnostique in-vitro, sous réserve que soient respectées les
spécifications et limites décrites dans le mode d’emploi du
produit et que celui-ci soit utilisé conformément aux présentes
instructions. Le fabricant décline toute responsabilité, explicite
ou implicite, y compris celle, implicite ou explicite, liée a la
qualité marchande, I'aptitude a I'emploi ou I'adéquation implicite
a une autre fin particuliere. Le fabricant ne peut s’engager que
sur un remplacement ou un remboursement du produit. Le
fabricant ne peut étre tenu responsable par I'acheteur ou toute
autre partie d’aucune détérioration, blessure ou perte financiere
résultant de I'utilisation du produit.

PROBLEMES TECHNIQUES / RECLAMATIONS

Dans I'éventualité d’un probleme technique / d’une réclamation,

procéder comme suit :

1. Noter le numéro de lot de la trousse et la date de
péremption.

2. Conserver les trousses et les résultats obtenus.

3. Contacter le bureau MP Biomedicals le plus proche ou
votre distributeur local.
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