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Aptima™ Herpes Simplex Viruses 1 & 2 Assay

Pour diagnostic in vitro.

Réservé a I’exportation américaine.
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Renseignements généraux Aptima™

Renseignements généraux

Usage prévu

Le test Aptima pour les virus herpés simplex de type 1 et 2 (test Aptima VHS-1 et VHS-2) est un test in vitro
en temps réel qui mesure I'amplification des acides nucléiques (TAAN) pour le dépistage et la différenciation
qualitatives de I'ARN messager (ARNm) des virus de I'herpés simplex (VHS) de type 1 (VHS-1)

et de type 2 (VHS-2) dans le systéme Panther™.

Le test peut étre utilisé pour vérifier les échantillons prélevés sur un écouvillon par le clinicien a partir

de lésions cutanées de la région anogénitale, inséré dans un milieu de transport viral (VTM) ou un milieu
de transport d'échantillons Aptima (STM). Le test contribuera au diagnostic des infections aux VHS-1 et/ou
VHS-2 chez les patients et patientes symptomatiques.

Le dispositif n'est pas congu pour le dépistage a partir du fluide cérébrospinal ou pour le dépistage prénatal.

Résumé et explication du test

Les virus de I'herpés simplex de type 1 et 2 (VHS-1 et VHS-2) sont des virus dont 'ADN a double brin
appartenant a la sous-famille des Alphaherpesvirinae. Quoique les VHS-1 et VHS-2 sont étroitement liés,

ils sont distincts sur le plan génétique et sérologique (1). Aux Etats-Unis au cours de la période 2005 & 2010,
la séroprévalence du VHS-1 était de 53,9 % et celle du VHS-2, 15,7 % (2).

Les VHS-1 et VHS-2 infectent habituellement la peau scarifiée ou les muqueuses génitales, provoquant des
Iésions douloureuses. Suite a une phase initiale symptomatique, les virus passent en phase d'infections
latentes dans les ganglions du nerf sensoriel provoquant des infections incurables chez 'homme. Plusieurs
facteurs comme le stress physique ou émotionnel, la fiévre, le rayonnement ultraviolet et des Iésions aux
tissus peuvent provoquer une réactivation du virus menant a des lésions récurrentes ou I'élimination
asymptomatique (1, 3).

Quoique les deux types de virus peuvent infecter les muqueuses génitales, le VHS-1 représente la majorité
des infections non génitales. L'infection génitale par VHS est I'une des infections transmissibles sexuellement
les plus prévalentes aux Etats-Unis. Bien que le VHS-2 soit toujours la cause la plus courante de I'herpés
génital, des études récentes suggerent une augmentation de l'incidence de I'herpés génital provoquée par

le VHS-1 (4). Les infections génitales par VHS peuvent faciliter I'acquisition et la transmission du virus

de lI'immunodéficience humaine (VIH) (5). En outre, les femmes avec une primo-infection génitale au VHS

en fin de grossesse ont 50 % de chance de repasser le virus au feetus et courent un risque plus élevé
d'avortement spontané et d'accouchement prématuré (6).

Un pourcentage élevé d'infections au VHS asymptomatique passe inapergue auprés du patient ou du médecin
(7). Un diagnostic précis des infections au VHS améliore le service d'aide au patient, permet un traitement
efficace et réduit la transmission (4).

Par le passé, les infections au VHS étaient diagnostiquées en procédant a une culture virale suivie du typage
par immunofluorescence qui sont des procédures qui exigent du temps et beaucoup de main-d'ceuvre. Les
tests par amplification des acides nucléiques (TAAN) se sont avérés étre plus sensibles que les méthodes
de culture et fournissent un résultat plus rapidement (4).

Le test Aptima pour VHS-1 et VHS-2 est un TAAN mis au point pour étre utilisé avec le systéme automatique
Panther. Le systeme cible la capture, I'amplification médiée par la transcription (TMA), le dépistage en temps
réel des VHS-1 et VHS-2 et un contréle interne (Cl). Le test Aptima pour VHS-1 et VHS-2 amplifie et détecte
I'ARNm pour les deux types (8). Ces ARN proviennent du génome viral au cours du cycle d'infection et sont
intégrées a l'intérieur des particules virales du VHS-1 et du VHS-2 avant que le virus ne soit libéré des cellules
infectées (9). C'est pourquoi le test Aptima pour VHS-1 et VHS-2 détecte les cellules infectées par le virus

et les particules elles-mémes, du virus mature.

Principes de la procédure

Le test Aptima pour VHS-1 et VHS-2 comporte trois étapes principales, qui ont toutes lieu dans un seul
tube sur le systéme Panther : capture de la cible, amplification de la cible par TMA et détection des
produits d'amplification (amplicons) par sondes marquées par fluorescence (torches moléculaires).
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Le test comporte un Cl dans toutes les trousses pour contrdler la capture, I'amplification et le dépistage
des acides nucléiques ciblés.

Les échantillons sont prélevés dans un STM ou transférés dans un STM qui méne a la lyse des cellules, libére
I'ARNm et I'empéche de se dégrader au cours de I'entreposage. Lors de I'exécution du test Aptima pour VHS-1
et VHS-2, 'ARNm ciblé est isolé de I'échantillon par la capture des oligoméres liés aux microparticules
magnétiques. Les oligomeéres de capture renferment des séquences complémentaires a des régions précises
de molécules cibles d'ARNm de VHS de méme qu'une chaine de résidus de déoxyadénosine. Lors de I'étape
d'hybridation, la région spécifique de la séquence des oligoméres de capture se fixe sur une région précise

de la molécule cible de 'ARNm du VHS. Le complexe oligoméres de capture:cible est alors extrait

de la solution en réduisant la température de réaction a la température ambiante. Cette baisse de température
permet a I'hybridation de se produire entre la région désoxyadénosine de I'oligomére de capture et les
molécules poly- désoxythimidines liées covalentement aux particules magnétiques. Les microparticules,

y compris les molécules ciblées d'ARNm du VHS capturées qui y sont liées, sont attirées sur les parois du tube
de réaction a l'aide d'aimants, puis le surnageant est aspiré. Les microparticules sont alors lavées pour enlever
la matrice résiduelle de I'échantillon qui pourrait contenir des inhibiteurs de I'amplification.

A la fin de la capture de la cible, 'ARNm du VHS est amplifiée par TMA, qui est une méthode d'amplification
des acides nucléiques transcriptionnelles qui utilise deux enzymes : la transcriptase inverse de virus

de leucémie murine de Moloney (MMLYV) et 'ARN polymérase de T7. La transcriptase inverse est utilisée pour
générer une copie de I'ADN de la séquence d'’ARNm ciblée qui renferme une séquence de promoteur pour
I'ARN polymérase de T7. L'ARN polymérase de T7 produit plusieurs copies de I'amplicon d'ARN a partir

de la matrice d'ADN.

La détection se déroule en temps réel par I'hybridation spécifique sur I'amplicon de torches moléculaires d'acide
nucléique simple brin présentes pendant la phase d'amplification de la cible. Chaque torche moléculaire est
munie d'un fluorophore et d'un suppresseur. Le suppresseur inhibe la fluorescence du fluorophore. Il a été congu
pour étre a proximité lorsque non hybridé a I'amplicon. Lorsque la torche moléculaire s'hybride a I'amplicon,

la distance entre le suppresseur et le fluorophore augmente et il émettra un signal a une longueur d'onde
spécifique aprés excitation par une source de lumiére. Davantage de torches moléculaires s'hybrident

en présence d'un plus grand nombre d'amplicons. L'augmentation du signal de fluorescence provenant

de I'amplification progressive est détectée par les fluorimétres au sein du systéme Panther. Le systéme Panther
peut déceler et faire la différence entre trois signaux fluorescents correspondants aux produits d'amplification
du VHS-1, du VHS-2 et du Cl. La fluorescence (mesurée en unités de fluorescence relative [RFU]) est contrélée
au fil du temps pour générer une courbe émergente fluorescente en temps réel pour chaque type de colorant
rapporteur. Le logiciel du systéme Panther compare les courbes produites a des mesures prises a heures
précises (TTime) pour présenter les résultats pour le VHS-1, le VHS-2 et le CI.

Mises en garde et précautions

A. Afin de réduire le risque d'obtention de résultats invalides, lisez attentivement I'ensemble de la notice
et le Manuel de I'opérateur du systéme Panther/Panther Fusion™ avant d'effectuer ce test.

Recommandations concernant les laboratoires
B. N'utilisez que le matériel de laboratoire jetable fourni ou recommandé.

C. Prenez les précautions de laboratoire habituelles. Ne pas pipeter avec la bouche. Ne pas manger, boire
ou fumer dans les aires de travail désignées. Portez des gants jetables sans poudre, des lunettes de
protection et des blouses de laboratoire pour manipuler les échantillons et les réactifs de la trousse.
Lavez-vous bien les mains aprés avoir manipulé les échantillons et les réactifs de la trousse.

D. Les plans de travail, les pipettes et le reste du matériel doivent étre régulierement décontaminés avec une
solution d'hypochlorite de sodium de 2,5 % a 3,5 % (0,35 M a 0,5 M).

E. Jetez tout le matériel qui a été en contact avec les échantillons et les réactifs en conformité avec
la réglementation locale, étatique, provinciale, territoriale et fédérale (10, 11, 12, 13). Nettoyez
et désinfectez a fond tous les plans de travail.

F. Appliquez les bonnes pratiques en vigueur dans les laboratoires de biologie moléculaire, y compris
la surveillance de I'environnement.
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Recommandations concernant les échantillons

G. Les dates de péremption des trousses de transfert d'échantillons se rapportent au prélévement
ou au transfert d'échantillons et non pas a la date des tests effectués sur ceux-ci. Les échantillons
prélevés ou transférés a un moment quelconque avant la date de péremption ont valides s'ils ont été
transportés et entreposés en conformité a la notice de I'emballage méme si la date de péremption inscrite
sur le tube de transfert est atteinte.

H. Les échantillons peuvent étre infectieux. Appliquez les précautions universelles (10, 11, 12) lors
de la réalisation de ce test. Veuillez établir les bonnes méthodes de manipulation et d'élimination
en conformité aux réglements locaux (13). Cette procédure ne doit étre réalisée que par du personnel
ddment formé sur I'utilisation du test Aptima pour VHS-1 et VHS-2 et sur la manipulation de produits
potentiellement infectieux.

I. Maintenez des conditions d'entreposage adéquates pendant le transport des échantillons pour préserver
leur intégrité. La stabilité des échantillons dans des conditions de transport autres que celles
recommandées n'a pas été évaluée.

J. Evitez toute contamination croisée lors des étapes de manipulation des échantillons. Veillez
particulierement a éviter toute contamination par la diffusion d'aérosols lors du débouchage
ou de l'ouverture des échantillons. Les échantillons peuvent contenir des taux d'organismes tres
importants. Veillez a éviter tout contact entre les récipients d'échantillons et a ne pas passer au-dessus
d'un récipient ouvert en jetant le matériel usagé. Changez de gants en cas de contact avec
un échantillon.

K. S'il est percé, le bouchon Aptima peut laisser couler du liquide sous certaines conditions. Pour de plus
amples renseignements, veuillez consulter les procédures de tests appropriés.

L. L'échantillon peut étre rejeté si le laboratoire regoit un tube de transport d'échantillons sur écouvillon
Aptima présenté sans écouvillon, avec deux écouvillons, ou un écouvillon d'un fournisseur autre que
Hologic. Avant de rejeter un tube de transport d’échantillon ne contenant aucun écouvillon, vérifiez qu'il
ne s’agit pas d’un tube de transfert d’échantillon Aptima, car ce type de tube ne contient pas d’écouvillon.

Recommandations concernant les tests

M. Ne pas échanger, mélanger ou combiner les réactifs de test des trousses portant différents numéros
de lot de référence. Les contréles et les échantillons de test Aptima (systéme Panther) peuvent provenir
de lots différents.

N. Evitez de contaminer les réactifs par des agents microbiologiques ou des nucléases.

Fermez et entreposez tous les réactifs de test aux températures indiquées. La performance du test peut
étre affectée par I'utilisation de réactifs de test mal entreposés. Pour de plus amples renseignements,
consultez « Conditions d'entreposage et de manipulation des réactifs » et « Procédure de test pour

le systeme Panther ».

P. Ne pas combiner de réactifs de test ou de liquides de test sans consignes spécifiques. Ne pas rajouter
de réactif ou de liquide dans les flacons. Le systéme Panther vérifie le niveau des réactifs.

Q. Certains réactifs de cette trousse sont étiquetés avec des symboles de risque et de sécurité.

Remarque. Pour en savoir plus sur les dangers et les conseils de prudence pouvant étre associés aux réactifs,
consultez la bibliotheque de fiches de données de sécurité sur www.hologicsds.com. Pour en savoir plus sur les
symboles, consultez la légende des symboles sur www.hologic.com/package-inserts.
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Conditions d'entreposage et de manipulation des réactifs

A. Letableau suivant présente les conditions d'entreposage et de stabilité pour les réactifs et les contrdles.

Trousse ouverte (reconstituée)

Réactif Entreposage (non ouvert)

Entreposage Stabilité
Réactif d'ampilification 2°Ca8°C
Solution de reconstitution d'amplification 15°Ca30°C 2°Ca8°C 30 jours’
Réactif enzymatique 2°Ca8°C
Solution de reconstitution enzymatique 15°Ca30°C 2°Ca8°C 30 jours’
Réactif promoteur 2°Ca8°C
Solution de reconstitution du promoteur 15°Ca30°C 2°Ca8°C 30 jours’
Réactif de capture de cible 15°Ca30°C 15°C a 30 °C? 30 jours!
Controle négatif 2°Ca8°C Flacon a usage unique
Contréle positif 2°Ca8°C Flacon a usage unique
Controle interne 2°Ca8°C Flacon a usage unique

" Lorsque des réactifs sont retirés du systéme Panther, veillez a les remettre immédiatement a leurs températures d'entreposage appropriées.
2 Conditions d'entreposage pour le réactif de capture de cible actif (avec contréle interne ajouté).

B. Jetez tous les réactifs reconstitués et le réactif de capture de cible actif (WTCR) inutilisés aprés 30 jours

ou apres la date de péremption du lot de référence, selon la premiére éventualité.

Les réactifs entreposés dans le systeme Panther sont stables pendant 120 heures.

D. Les contréles sont stables jusqu’a la date indiquée sur les flacons.

E. A Le réactif promoteur et le réactif promoteur reconstitué sont photosensibles. Protégez ces réactifs de

la lumiére lors de leur entreposage et pendant la préparation avant de les utiliser.

F. Evitez la contamination croisée lors de la manipulation et de I'entreposage du réactif. Rebouchez tous les
réactifs reconstitués avec des bouchons neufs a chaque fois avant de les entreposer.

G. Ne pas congeler les réactifs.

Test Aptima pour virus herpes simplex de type 1 et 2
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Prélevement et entreposage des échantillons

Remarque : manipulez tout échantillon comme s'il contenait des agents potentiellement infectieux. Appliquez
les précautions universelles.

Remarque : veillez a éviter toute contamination croisée pendant les étapes de manipulation des échantillons.
Par exemple, veillez a ne pas passer au-dessus de tubes ouverts lors de I'élimination de matériel usagé.

Les échantillons prélevés sur écouvillons par le clinicien a partir de Iésions anogénitales peuvent étre insérés
dans un STM ou un VTM.

Il est possible de prélever des échantillons sur des Iésions avec :

une trousse de prélévement d'échantillons sur écouvillon multitest Aptima™ (pour STM).

une trousse commerciale de prélévement avec VTM.

A. Directives pour le prélévement

Consultez la notice d'emballage de la trousse de prélévements d'échantillons appropriés pour connaitre les
directives spécifiques au prélévement. (Trousse de prélevement sur écouvillon multitest Aptima, pour les
échantillons prélevés dans du STM, ou trousse de transfert d’échantillons Aptima™, pour les échantillons
prélevés dans du VTM).

B. Transport et entreposage de I'échantillon avant le test

1.

Echantillons sur écouvillon prélevés avec la trousse de prélévement d'échantillons sur écouvillon
multitest Aptima.

a.

Transportez et entreposez I'échantillon dans le tube de transport d'échantillons sur écouvillon
Aptima a une température entre 2 °C et 30 °C jusqu'a 60 jours apres le prélévement.

Si un entreposage prolongé s'avere nécessaire, entreposez les échantillons a < -20 °C
jusqu'a 90 jours apreés le prélévement.

Echantillons sur écouvillon prélevés avec une trousse de prélévements dans un VTM

a.

Transportez et entreposez I'échantillon dans le tube du VTM a une température entre 2 °C et 8 °C
jusqu'a 3 jours aprés le prélevement.

Avant de procéder au test Aptima pour VHS-1 et VHS-2, transférez les échantillons prélevés
du VTM dans le tube de transfert de la trousse de transport des échantillons Aptima qui
contient 2,9 ml de STM selon les directives ci-dessous.

Préparez la zone de transfert de I'échantillon
i. Enfilez des gants sans poudre propres.

ii. Essuyez les plans de travail et les pipettes avec une solution d'hypochlorite de sodium entre
25%et3,5% (0,35 M a 0,5M).

iii. Laissez la solution d'hypochlorite de sodium en contact avec les surfaces et les pipettes
pendant au moins 1 minute, puis rincez avec de I'eau désionisée. Séchez les surfaces avec
des essuie-tout propres.

iv. Couvrez la table avec des protections de paillasse de laboratoire absorbantes a envers
plastifié propres.

V. Dans la zone de transfert des échantillons, déposez un portoir de tubes a essai avec
un nombre suffisant de tubes de transfert d’échantillons Aptima correspondant au nombre
d'échantillons dans un VTM qui seront testés.

Vi. Etiquetez chaque tube de transfert d'échantillons Aptima avec le numéro d'entrée
ou l'identifiant de I'échantillon.
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d. Description de la procédure de transfert de I'échantillon

i. Pour réduire les risques de contamination avec d'autres échantillons, travaillez sur
un échantillon en VTM a la fois.

ii. Portez des gants sans poudre propres et placez les échantillons a tester dans la zone
de transfert des échantillons.

iii. Prenez 1 échantillon dans un VTM. Débouchez le tube de transfert d'échantillons Aptima
correspondant, déposez le bouchon sur la table avec les filets vers le haut.

iv.  Agitez les échantillons dans le VTM au vortex pendant 3 & 10 secondes. Débouchez le tube,
déposez le bouchon sur la table avec les filets vers le haut.

V. Dans la minute qui suit le passage au vortex, pipetez 0,5 ml de I'échantillon du VTM dans
le tube de transfert de la trousse de transport des échantillons Aptima qui contient
2,9 ml de STM.

vi. Eliminez I'embout de la pipette dans un contenant avec une solution d'hypochlorite
de sodium a 0,5 %.

Vii. Remettez le bouchon et fermez bien le tube de transfert de la trousse de transport
d'échantillons Aptima. Inversez délicatement le tube de deux a trois fois pour assurer
le mélange complet de I'échantillon.

viii. Le cas échéant, remettez le bouchon sur le tube contenant le reste de I'échantillon dans
un VTM pour entreposage a <—-70 °C.

iX. Répétez les étapes iii a viii pour le transfert des autres échantillons. Changez de gants sans
poudre souvent et principalement, en cas de contact avec un échantillon.

e. Aprés le transfert dans un tube de transfert d'échantillons Aptima, vous pouvez transporter
et entreposer les échantillons entre 2 °C et 30 °C jusqu'a 30 jours.

f.  Siun entreposage prolongé s'avére nécessaire, congelez les échantillons dans le VTM du tube
de transfert d'échantillons Aptima a < —20 °C jusqu'a 90 jours.

C. Entreposage des échantillons aprés le test
1. Vous devez maintenir a la verticale dans un portoir les échantillons qui ont déja subi le test.

2. Les tubes d'échantillons doivent étre recouverts avec une barriére neuve et propre de pellicule
plastique, une feuille d'aluminium ou un bouchon.

Remarque. Les échantillons doivent étre expédiés conformément aux réglementations
nationales, internationales et régionales en vigueur en matiére de transport.

Remarque. Toute situation entrainant la perte ou I’évaporation du milieu de culture pendant
le transport, la manipulation ou le stockage peut compromettre la possibilité de pipeter
plusieurs aliquotes.

3. S'il faut congeler des échantillons ou les expédier, échangez le bouchon perforable par un bouchons
neuf inviolable sur les tubes de transport d'échantillons. S'il faut expédier les échantillons a une autre
installation pour les tests, il faut maintenir les températures recommandées.

4. Avant de déboucher et de reboucher les échantillons testés au préalable, centrifugez les tubes
de transport d'échantillons pendant 5 minutes a 420 FRC (force relative centrifuge) pour amener tous
les liquides au bas du tube. Evitez les éclaboussures et la contamination croisée.

Remarque : I'expédition des échantillons doit s'effectuer conformément a la réglementation locale, nationale
et internationale applicable concernant le transport.
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Systéeme Panther

Les réactifs du systéme Panther nécessaires pour le test Aptima pour VHS-1 et VHS-2 sont présentés
ci-dessous. Les symboles d'identification des réactifs sont également indiqués a c6té du nom du réactif.
Réactifs et matériels fournis

Remarque. Pour de l'information sur les mentions de danger et de mise en garde pouvant étre associées
aux réactifs, consultez la bibliotheque de fiches signalétiques au www.hologic.com/sds.

Trousse de test Aptima pour virus herpés simplex de type 1 et 2
100 tests (2 boites de test et 1 trousse de contrbles), no de cat. PRD-03568

Les contrdles sont offerts séparément. Consultez les numéros de catalogue individuels ci-dessous.

Boite réfrigérée de test Aptima pour virus herpés simplex de type 1 et 2

(entreposer entre 2 °C et 8 °C dés réception)

Symbole Composant Quantité
A Réactif d'amplification 1 flacon
Acides nucléiques non infectieux lyophilisés dans une solution tamponnée.
E Réactif enzymatique 1 flacon
Transcriptase inverse et polymérase d’ARN lyophilisées dans une solution
tamponnée HEPES.
PRO Réactif promoteur 1 flacon
Acides nucléiques non infectieux lyophilisés dans une solution tamponnée.
Cl Contrdle interne 1x0,3ml

Acides nucléiques non infectieux dans une solution tamponnée.

Boite a température ambiante de test Aptima pour virus herpés simplex de type 1 et 2

(entreposer entre 15 °C et 30 °C dés réception)

Symbole Composant Quantité

AR Solution de reconstitution d'amplification 1x7,2ml
Solution aqueuse contenant du glycérol et des agents de conservation.

ER Solution de reconstitution enzymatique 1x5,8mL

Solution tamponnée HEPES contenant un surfactant et du glycérol.

PROR Solution de reconstitution du promoteur 1x4,5ml
Solution aqueuse contenant du glycérol et des agents de conservation.

TCR Réactif de capture de cible 1x26ml

Acides nucléiques dans une solution saline tamponnée contenant des acides nucléiques
non infectieux fixés sur une phase solide.

Collets de reconstitution 3

Fiche des codes a barres du lot de référence 1 fiche

Test Aptima pour virus herpes simplex de type 1 et 2 8 AW-15735-2201 Rév. 005


http://www.hologic.com/sds

Aptima™ Renseignements généraux

Trousse de contréles Aptima pour virus herpés simplex de type 1 et 2 (no de cat. PRD-03569)

(entreposer entre 2 °C et 8 °C dés réception)

Symbole Composant Quantité

CONTROL - Contrdle négatif 5x2,7ml
Solution tamponnée.

CONTROL + Contrdle positif 5Sx1,7ml

Acides nucléiques non infectieux dans une solution tamponnée.

Etiquette code a barres des contréles 1 fiche

Matériel requis mais offert séparément

Remarque. Le matériel avec les numéros de catalogue énumeérés est offert par Hologic, a moins
d'avis contraire.

Matériel Ne de cat.
Systéme Panther 303095
Systéme Panther Fusion PRD-04172
Systéme Panther pour le traitement en continu des fluides et des PRD-06067

déchets (Panther Plus)

Trousse d'analyse Panther pour les tests en temps réel PRD-03455 (5 000 tests)
(tests en temps réel seulement)
La trousse de liquides pour le test Aptima™ (ou trousse de liquides universelle) 303014 (1 000 tests)

contient la solution de lavage Aptima, le tampon pour solution de désactivation
Aptima et le réactif huileux Aptima

Unités multi-tube (Multi-Tube Unit, MTU) 104772-02
Assortiment de sacs a rebuts Panther 902731
Couvercle de poubelle a rebuts Panther 504405

Trousse d'analyse du systéme Panther 303096 (5 000 tests)

(lors de la réalisation de tests TMA en temps différé parallélement a des
tests TMA en temps réel)

Contient des MTU, des sacs a rebuts, des couvercles de poubelles

a rebuts, des solutions d'Autodetect et une trousse de liquides
universelle

Trousse de liquides pour le test Aptima 303014 (1 000 tests)
(Contient la solution de lavage Aptima, le tampon pour solution
de désactivation Aptima et le réactif huileux Aptima)

Unités multi-tube (Multi-Tube Unit, MTU) 104772-02

901121 (10612513 Tecan)

Embouts, 1 000 pL, filtrés, conducteurs, pour détection de liquides, 903031 (10612513 Tecan)

z ni

ausage unique MME-04134 (30180117
Tous les produits ne sont pas disponibles dans toutes les régions. Tecan)
Communiquez avec votre représentant pour obtenir des détails MME-04128
de votre région.

Trousse de transfert d'échantillons Aptima™ 301154C

a utiliser avec les échantillons prélevés dans un VTM

Trousse de transfert d'échantillons Aptima — Imprimable PRD-05110

a utiliser avec les échantillons prélevés dans un VTM
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Matériel N° de cat.
Trousse de prélévement d'échantillons sur écouvillon multitest Aptima PRD-03546

Eau de Javel (5 % a 8,25 % (0,7 M a 1,16 M) —

Gants jetables sans poudre —
Bouchons perforables Aptima 105668
Bouchons de rechange inviolables 103036A

Bouchons de rechange pour réactifs

Solutions de reconstitution de réactif damplification, enzymatique et promoteur

CL0041 (100 bouchons)
TCR 501604 (100 bouchons)

Protecteur de paillasse de laboratoire a envers plastifié —
Chiffons non pelucheux —
Pipette —
Embouts -
Agitateur-mélangeur vortex —

Centrifugeuse

= Matériel facultatif

Référence
Hologic Bleach Enhancer pour le nettoyage 302101

pour le nettoyage courant des surfaces et des équipements.

Agitateur pour tubes —
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Procédure de test pour le systéme Panther

Remarque : consultez le manuel de I'opérateur du systeme Panther/Panther Fusion pour de plus amples
renseignements sur la procédure Panther Fusion.

A. Préparation de la zone de travail

1. Nettoyez les plans de travail sur lesquels les réactifs seront préparés. Essuyez les plans de travail
avec une solution d'hypochlorite de sodium entre 2,5 % et 3,5 % (0,35 M et 0,5 M). Laissez la solution
d'hypochlorite de sodium en contact avec les surfaces pendant au moins 1 minute, puis rincez avec
de I'eau désionisée. Ne laissez pas sécher la solution d'hypochlorite de sodium. Recouvrez la surface
de la paillasse avec des housses de paillasse de laboratoire absorbantes et propres, doublées
de plastique.

2. Nettoyez un plan de travail distinct sur lequel les échantillons seront préparés. Suivez la procédure
décrite ci-dessus (étape A.1).

3. Nettoyez les pipettes. Suivez la procédure de nettoyage décrite ci-dessus (étape A.1).

B. Reconstitution des réactifs/préparation d'une trousse neuve

Remarque : la reconstitution des réactifs doit étre effectuée avant d'entreprendre toute tdche sur
le systeme Panther.

1. Avant de procéder au test, les réactifs d'amplification, enzymatique et promoteur doivent étre
reconstitués en combinant le contenu des flacons de réactifs avec la bonne solution de reconstitution.

a.

Laissez les réactifs lyophilisés atteindre la température ambiante (entre 15 °C et 30 °C) avant
de les utiliser.

Faites correspondre chaque solution de reconstitution avec son réactif lyophilisé. Avant de fixer
le collier de reconstitution, assurez-vous que les symboles sur I'étiquette de la solution
de reconstitution et du réactif correspondent.

Vérifiez les numéros de lot sur la fiche des codes a barres du lot de référence pour vous assurer
que les réactifs appropriés sont jumelés. Bouchons étiquetés des flacons de solution
de reconstitution.

Ouvrez le flacon en verre contenant le réactif lyophilisé et insérez fermement I'embout
entaillé du collier de constitution sur I'ouverture du flacon en verre (Figure 1, étape 1).

Ouvrez le flacon de solution de reconstitution correspondante et déposez le bouchon sur un plan
de travail propre et couvert.

Tout en tenant le flacon de solution de reconstitution sur la table, insérez fermement l'autre
extrémité du collier de constitution sur I'ouverture du flacon de solution de reconstitution
(Figure 1, étape 2).

Inversez lentement les flacons assemblés. Laissez la solution drainer du flacon dans le flacon
en verre de la solution de reconstitution (Figure 1, étape 3).

Remuez délicatement la solution dans le flacon pour la mélanger. Evitez la formation de mousse
lorsque vous remuez le flacon (Figure 1, étape 4).

Attendez au moins 15 minutes pour que le réactif lyophilisé se dissout dans la solution puis
inversez de nouveau les flacons assemblés a un angle de 45 degrés; pour minimiser la formation
de mousse (Figure 1, étape 5). Laissez tout le liquide drainer de nouveau dans le flacon

de solution de reconstitution.

Retirez le collet de reconstitution et le flacon en verre (Figure 1, étape 6).

Rebouchez le flacon de plastique avec le bouchon muni de I'étiquette correspondant au réactif
que vous avez conserveé, ou avec un nouveau bouchon. Inscrivez les initiales de I'opérateur
et la date de reconstitution sur I'étiquette (Figure 1, étape 7).

Jetez le collet de reconstitution et le flacon en verre (Figure 1, étape 8).
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Option : il est possible de procéder a un mélange supplémentaire des réactifs d’amplification,
enzymatiques et promoteurs a l'aide d’un agitateur de tubes. Pour ce faire, placez le flacon en
plastique rebouché sur un agitateur pour tubes réglé a 20 tr/min (ou équivalent) pendant au moins
5 minutes.

Mise en garde : évitez la formation de mousse lors de la reconstitution des réactifs. La mousse
interfére avec le détecteur de niveau dans le systeme Panther.

Mise en garde. Il est nécessaire de bien mélanger les réactifs pour obtenir les résultats

escomptés.
f1 @ 3 M\ /4 ] T

154 ‘ ' n
g 3 |

Figure 1. Procédure de reconstitution des réactifs

2. Préparation du réactif de capture de cible actif (WTCR)
a. Jumelez les bons flacons de TCR et de Cl.

b. Vérifiez les numéros de lot tu réactif sur la fiche des codes a barres du lot de référence pour vous
assurer que les réactifs appropriés de la trousse sont jumelés.

c. Ouvrez le flacon de TCR et déposez le bouchon sur un plan de travail propre et couvert.

d. Ouvrez le flacon de Cl et videz tout le contenu dans le flacon de TCR. Attendez-vous a ce qu'une
petite quantité de liquide demeure dans le flacon de CI.

e. Bouchez le flacon et remuez délicatement la solution pour mélanger le contenu. Evitez
la formation de mousse a cette étape.

f. Inscrivez les initiales de I'opérateur et la date actuelle sur I'étiquette.
g. Jetezle flacon et le bouchon du CI.
C. Préparation des réactifs précédemment reconstitués

1. Les réactifs d'amplification, enzymatique et promoteur précédemment reconstitués doivent atteindre
une température ambiante (entre 15 °C et 30 °C) avant de commencer le test.

Option : il est possible de procéder a un mélange supplémentaire des réactifs d’amplification,
enzymatiques et promoteurs a l'aide d’un agitateur pour tubes. Pour ce faire, placez le flacon
en plastique rebouché sur un agitateur pour tubes réglé a 20 tr/min (ou équivalent) pendant
au moins 25 minutes.

2. SilawTCR présente un précipité, réchauffez-le entre 42 °C et 60 °C jusqu'a 90 minutes. Laissez le
wTCR revenir a la température ambiante avant de I'utiliser. Ne l'utilisez pas si le précipité persiste.

3. Vérifiez si les réactifs n'ont pas dépassé le temps de stabilité au cours de I'entreposage y compris
la stabilité dans le systéeme.

4. Meélangez bien chaque réactif en les inversant délicatement avant de les charger dans le systéme.
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Evitez la formation de mousse lors de I'inversion des réactifs.

5. Ne rajoutez pas de réactif dans les flacons. Le systéme Panther reconnait et rejette les flacons qui ont
été remplis a nouveau.

D. Manipulation des échantillons
1. Vérifiez visuellement que chaque tube a échantillon répond a l'un des critéres suivants :

a. Laprésence d’un seul écouvillon de prélévement Aptima de couleur rose dans un tube de transport
d’échantillons a écouvillon.

b. L’absence d’écouvillon dans le tube de transfert d’échantillons Aptima destiné aux échantillons VTM.
2. Laissez les contrbles et les échantillons revenir a la température ambiante avant de les utiliser.

Remarque. Avant de procéder au test et/ou pour résoudre les problemes de résultats non valides pouvant
étre liés a I'échantillon, il est possible de mélanger I'échantillon au vortex a vitesse élevée pendant au
moins 3 minutes, puis a vitesse réduite pendant 1 minute (afin de faire descendre le liquide dans le tube).

3. Inspectez les tubes d'échantillon avant de les insérer dans le portoir :

a. Sile tube d'échantillon présente des bulles dans I'espace entre le liquide et le bouchon,
centrifugez le tube pendant 5 minutes a 420 FRC pour les éliminer.

b. Siun tube d'échantillon affiche un volume moindre que celui habituellement observé lorsque les
directrices de prélévement sont respectées, centrifugez le tube pendant 5 minutes a 420 FRC
pour enlever tout liquide dans le bouchon.

Remarque. Le non-respect des étapes 3a-3b peut entrainer une fuite de liquide par le bouchon du tube
d'échantillon.

Remarque. Il est possible de tester jusqu'a 5 aliquotes distincts de chaque tube d'échantillon. Essayer
de pipeter plus de 5 aliquotes du tube d'échantillon peut mener a des erreurs de traitement.

E. Préparation du systéme

1. Configurez le systéme selon les instructions du Manuel de I'opérateur du systeme Panther/Panther
Fusion et de la section « Remarques concernant la procédure ».

Remarque. Assurez-vous que des portoirs de réactifs et des adaptateurs TCR de taille appropriée
sont utilisés.

2. Chargez les échantillons.

Remarques concernant la procédure
A. Controles

1. Les tubes de contrdle positif et négatif peuvent étre chargés a n'importe quelle position ou dans
n'importe quelle baie d'échantillon du systéme Panther. Le pipetage des échantillons commence
quand 1 des 2 conditions suivantes est satisfaite :

a. Les contrbles sont en cours de traitement par le systéme.
b. Les résultats valides des contréles sont enregistrés sur le systéme.

2. Une fois que les tubes de contréles ont été pipetés et sont en traitement avec un réactif spécifique
de la trousse, les échantillons du patient peuvent alors étre testés jusqu'a 24 heures avec la trousse
correspondante, a moins que :

a. Lesrésultats du contréle sont invalides.
b. Latrousse de réactifs de test correspondante soit retirée du systéme.
c. Latrousse de réactifs de test correspondante ait dépassé les limites de stabilité.

3. Chaque tube de controle peut étre testé qu'une seule fois. Essayer de pipeter plus d'une fois du tube
peut mener a des erreurs de traitement.
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B. Température
La température ambiante est définie comme la température entre 15 °C et 30 °C.
C. Gants poudrés

Comme avec tout systéme de réactif, I'excés de poudre sur certains gants peut entrainer la contamination
des tubes ouverts. Il est recommandé d'utiliser des gants sans poudre.

Controle de la qualité
A. Critéres de validité d'une série

Le logiciel détermine automatiquement la validité d'une série. Il déclarera une série invalide si un ou l'autre
des contréles, ou les deux (négatif et positif), présentent des résultats invalides.

Les résultats d'une série peuvent étre invalidés par un opérateur si des problémes techniques, d'appareil
ou liés a l'opérateur sont observés et documentés lors de la réalisation du test.

Dans ce cas, on doit reprendre la série.
B. Validité du controle
Le tableau 1 définit le critére de validité TTime pour les contréles négatifs et positifs.

Tableau 1 : Criteres de validité TTime

TTime IC TTime VHS-1 TTime VHS-2
Contréle négatif 27,0 et <40,0 - -
Controle positif 27,0 et <53,0 23,0 et <35,0 23,0 et <35,0

Remarque. Les échantillons externes de contréle de la qualité (non fournis) doivent étre testés en conformité
a la réglementation locale, étatique, provinciale, territoriale et fédérale ou aux exigences en matieres
d'homologation et les procédures normales de contréle de la qualité.

Remarque. Pour de l'assistance en présence des contrbles hors limites, communiquez avec le soutien
technique de Hologic.

Remarque. Lorsque le TTime ne peut étre calculé, un tiret (-) sera affiché.
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Interprétation des tests
Les résultats des tests sont automatiquement déterminés par le logiciel. Les résultats de dépistage pour
le VHS-1 et le VHS-2 sont présentés séparément. Le tableau 2 affiche des résultats possibles d'une série
valide et de l'interprétation de ces résultats. Le premier résultat valide est celui qui doit étre consigné. Les
échantillons dont les résultats sont invalides doivent faire I'objet d’'un nouveau test. Si le résultat reste invalide
aprés ce nouveau test, un nouvel échantillon doit étre prélevé.

Tableau 2 : Interprétation des résultats

Résultat VHS-1 Résultat VHS-2 Interprétation

VHS-1 nég VHS-2 nég Négatif : Aucun ARNm de VHS-1 ou VHS-2 décelé

VHS-1 nég VHS-2 POS VHS-2 positif : détection d'’ARNm du VHS-2

VHS-1 POS VHS-2 nég VHS-1 positif : détection d'ARNm du VHS-1

VHS-1 POS VHS-2 POS VHS-1 et VHS-2 positifs : détection d'ARNm de VHS-1 et VHS-2
Invalide Invalide Invalide : Une erreur est survenue lors de la génération du résultat.

L'échantillon doit étre analysé de nouveau.

Le tableau 3 affiche les critéres TTime pour la détermination des résultats pour un échantillon en particulier.
Un test peut aussi étre invalide en raison d'autres parametres hors des limites prévues.

Tableau 3 : Criteres TTime

TTime IC TTime VHS-1 TTime VHS-2
Négatif 27,0 et<45,0 - -
VHS-1 positif -ou 27,0 et <53,0 23,0 et <53,0 -
VHS-2 négatif
VHS-1 négatif -ou 27,0 et <53,0 - >3,0 et <53,0
VHS-2 positif
VHS-1 positif -ou 27,0 et <53,0 23,0 et 53,0 23,0 et 53,0
VHS-2 positif
Invalide - - -

Remarque. Lorsque le TTime ne peut étre calculé, un tiret (-) sera affiché.

Limites
A. L'utilisation de ce test est limitée au personnel ayant été formé sur la procédure. Le non-respect
des instructions figurant dans cette notice peut donner lieu a des résultats erronés.

B. L'obtention de résultats fiables repose sur le prélevement, le transport, I'entreposage
et le traitement appropriés des échantillons.

C. Le dispositif n'est pas congu pour le dépistage a partir du fluide cérébrospinal ou pour
le dépistage prénatal.
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Performance de I'analyse du test du systéeme Panther

Milieu de transport viral (VTM)

On a évalué la performance du test Aptima pour VHS-1 et VHS-2 avec des types de VTM couramment utilisés
(Milieu de transport viral universel BD/Copan, Remel M4RT, Remel M4 et M5). On a incorporé la souche VHS-1
Maclntyre ou des particules virales de la souche VHS-2 MS a chaque milieu a prés de 3 fois le seuil

de détection. Chaque plaque a alors été transférée selon les directives de la notice d'emballage du STM.
Pour évaluer les éventuelles interférences de différents types de VTM, des plaques sans VHS ont également
été diluées dans un STM et testées a 40 sous-échantillons par plaque. Les résultats de toutes les plaques
négatives ont été valides et négatifs. Toutes les plaques avec le VHS-1 ou le VHS-2 ont testé positives pour
le bon type de VHS.

Sensibilité de I'analyse

On a déterminé la sensibilité de I'analyse/seuil de détection du test Aptima pour VHS-1 et VHS-2 en testant
des séries de plaques de VHS-1 ou de VHS-2 dilués dans des échantillons cliniques négatifs regroupés dans
des STM et VTM, dans des matrices fondées sur STM. Pour le VHS-1, les souches de virus Maclintyre et HF
ont été testées. Pour le VHS-2, les souches de virus MS et G ont été testées. Au moins 60 sous-échantillons
ont été testés a chaque concentration pour chaque plaque pour toutes les matrices et souches de virus avec
les 3 lots de réactifs.

Une analyse de régression des unités de probabilité a été exécutée pour établir le seuil de détection prévu
a 95 % pour chaque souche de VHS dans chacune des matrices de tous les lots. Le seuil de détection

a été défini comme la concentration a laquelle les sous-échantillons testés ont été positifs a =295 % selon
les calculs poussés pour les 3 lots de réactifs.

Tableau 4 : Seuil de détection pour VHS-1 et 2 dans un VTM et STM

Seuil de détection

DICT50/ml
Type/souche de VHS Type d'échantillon (IC a 95 %)
ST™M 60,6 (37,9 a 143,2)
VHS-1 Maclntyre
VTM 186,9 (148,1 a 266,5)
ST™M 78,9 (47,7 2 195,3)
VHS-1 HF
VTM 159,3 (98,3 4 326.7)
STM 18,2 (10,7 2 46,1)
VHS-2 MS
VTM 28,7 (15,6 & 105,6)
STM 18,8 (13,2 2 36,4)
VHS-2 G
VTM 128,8 (57,8 4 584.2)

Vérification du seuil de détection

On a vérifié le seuil de détection en utilisant 2 isolats cliniques de VHS-1 et 2 pour le VHS-2. Les isolats ont
été isolés des échantillons cliniques positifs pour le VHS. On a procédé a des cultures de ces échantillons
ainsi qu'une quantification a l'interne. Chaque isolat a été testé avec le test Aptima pour VHS-1 et VHS-2 avec
60 sous-échantillons chacun a 1 fois, 3 fois et 10 fois le seuil de détection. Les tests ont été achevés pour les
matrices avec un STM et un VTM pour les 4 isolats cliniques et menés avec 3 lots de réactifs. Tous les sous-
échantillons des isolats cliniques aux 3 concentrations testées ont été détectés par le test Aptima pour VHS-1
et VHS-2, démontrant que le test peut détecter précisément une palette d'isolats de VHS-1 et VHS-2 au seuil
de détection déterminé.
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Co-infection

Les plaques ont été préparées avec des particules virales de VHS-1 a 3 fois de seuil de détection et du VHS-2
a 1000 fois le seuil de détection et des plaques avec VHS-2 a 3 fois le seuil et du VHS-1 a 1000 fois le seuil

de détection. D'autres plaques ont été préparées avec du VHS-2 a 100 fois, la concentration de VHS-1 a 3 fois
le seuil de détection. Tous les tests ont donné des résultats positifs de détection pour les deux virus.

Réactivité croisée

Pour évaluer la sensibilité et la spécificité analytiques du test Aptima pour VHS-1 et VHS-2 en présence

de micro-organismes non ciblés qui peuvent étre présents dans les échantillons cliniques, on a préparé des
plagues de micro-organismes non ciblés dans un STM a une concentration de 1 x 10% unités/ml pour les virus
et 1 x 10% unités/ml pour tout autre organisme. Les organismes ont été testés sans VHS ou en présence

de VHS-1 ou VHS-2 a 3 fois le seuil de détection. Quarante-sept des 48 microbes testés n'ont pas eu d'effets
sur la performance du test a 1 x 10° unités/ml; le Streptococcus pneumoniae n'a pas influencé les résultats

a 1 x 105 unités/ml (tableau 5).

Tableau 5 : Spécificité analytique

Microorganismes

Concentration

Acinetobacter calcoaceticus

1 x 108 UFC/ml'?

Acinetobacterlwoffii

1 x 108 UFC/ml'?

Actinomyces israelii

1 x 108 copies d'ARN/mI2

Adénovirus type 1

1 x 10% DICT50/ml®

Alcaligenes faecalis

1 x 108 UFC/ml"

Atopobium vaginae

1 x 108 copies d'’ARN/m/?

Bacteroides fragilis

1 x 10 UFC/ml'?2

Bifidobacterium adolescentis

1 x 10 UFC/ml'?2

Virus BK

1 x 10° copies d'ADN/mI®

Bordetella bronchiseptica

1 x 108 UFC/ml'?

Bordetella pertussis

1 x 108 UFC/ml'?

Campylobacter jejuni

1 x 10 UFC/ml'?2

Candida glabrata

1 x 10 UFC/ml'?2

Clostridium difficile

1 x 108 UFC/ml'?

Clostridium perfringens

1 x 10 UFC/ml'?2

Corynebacterium genitalium

1 x 108 UFC/ml'?

Cryptococcus neoformans

1 x 108 UFC/ml'?

Enterobacter aerogenes

1 x 108 UFC/ml'?

Enterobacter cloacae

1 x 10 UFC/ml'?2

Enterococcus faecium

1 x 10 UFC/ml'?2

Enterococcus faecalis

1 x 108 UFC/ml'?

Virus Epstein-Barr

1 x 10° copies d'ADN/mI®

Escherichia coli

1 x 10 UFC/ml'?2

Fusobacterium nucleatum

1 x 108 UFC/ml'?

Gardnerella vaginalis

1 x 10 UFC/ml'?2

Haemophilus ducreyi

1 x 108 UFC/ml'?

Virus de I'hépatite B

1 x 105 Ul/ml*3
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Tableau 5 : Spécificité analytique

Microorganismes

Concentration

Klebsiella pneumoniae

1 x 108 UFC/ml'2

Lactobacillus crispatus

1 x 108 UFC/ml'"?

Moraxella catarrhalis

1 x 108 UFC/ml'"?

Mycoplasma hominis

1 x 108 copies d'’ARN/m/?

Mycoplasma orale

1 x 108 copies d'ARN/mI2

Neisseria gonorrhoeae

1 x 108 UFC/ml'"?

Neisseria meningitidis

1 x 108 UFC/ml'2

Parvovirus B19

1 x 105 DICT50/mI®

Prevotella bivia

1 x 108 UFC/ml'2

Propionibacterium acnes

1 x 108 UFC/ml'"?

Proteus mirabilis

1 x 108 UFC/ml'2

Proteus vulgaris

1 x 108 UFC/ml'"?

Pseudomonas aeruginosa

1 x 108 UFC/ml'"?

Staphylococcus aureus

1 x 108 UFC/ml'2

Staphylococcus epidermidis

1 x 108 UFC/ml'2

Staphylococcus saprophyticus

1 x 108 UFC/ml'2

Streptococcus mitis

1 x 108 UFC/ml'"?

Streptococcus pneumoniae

100 000 UFC/mI'2

Streptococcus pyogenes

1 x 108 UFC/ml'2

Virus varicelle-zona

1 x 10° copies d'ADN/mI®

Virus du Nil occidental

1 x 10% DICT50/ml®

TUFC = Unité formatrice de colonie, 2Données internes de Hologic, Inc. 3Données

de ZeptoMetrix Corporation (Buffalo, NY), “Ul = unité internationale

Interférence

Les substances interférentes, énumérées au tableau 6, ont été testées avec Aptima pour le VHS-1 et VHS-2

a des concentrations initiales de 5 % vol/vol (V/V), qui sont équivalentes & 100 % de la capacité de I'écouvillon
(CE); ou & des concentrations de 0,03 % ou 5 % poids/vol (P/V) ou & 4 x 10° cellules/ml pour les leucocytes.
Les plaques ont été préparées avec un STM et évaluées pour la sensibilité et la spécificité. La sensibilité a été
évaluée de fagon distincte pour le VHS-1 et le VHS-2 en incorporant des particules virales dans une substance
a trois fois le seuil de détection sur des plaques. Les plaques de VHS négatifs avec cette substance ont
également été évaluées pour la spécificité.

On n'a observé aucun effet sur la performance du test en présence d'une marque représentative des substances
exogénes suivantes a une concentration de 5 % P/V ou V/V (100 % CE) : lubrifiant vaginal; créme antifongique;
douche; vaporisateur féminin; médicament pour herpés labial; baume a lévres; lotion corporelle; poudre pour

le corps; solution de lavage a I'acide acétique glacial; creme pour les hémorroides; antitussif; pate a dents
etrince- bouche. Le gel spermicide/contraceptif n'a pas influencé a une teneur de 4 % P/V ou de 80 % de CE.
Aucune influence n'a été observée en présence d'une marque représentative d'un médicament antiviral

a5 % P/V. On n'a observé aucun effet sur les performances du test pour les substances endogénes testées
suivantes a 5 % V/V ou P/V (100 % (CE) : urine; mucus et liquide séminal. Aucune influence n'a été observé
pour les substances endogénes suivantes aux concentrations finales énoncées : leucocytes (4 x 10° cellules/ml);
salive (4 % P/V / 80 % CE); protéine (4 % P/V / 80% CE); sang complet (0,5 % V/V / 10 % CE); et matiére

fécale (0,03 % P/V /0,6 % CE).
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Tableau 6 : Substances interférentes

Substance Marque/source Concentration finale*.
lubrifiant vaginal KY Jelly 5% VIV
gel spermicide/contraceptif Options Gynol Il 4 % PN
créeme antifongique Monistat 3 5% PN
douche Up & Up Feminine Wash 5% VIV
vaporisateur féminin FDS Feminine Deodorant Spray 5% PN
médicament pour herpés familial Releev 5% PNV
baume a lévres Carmex 5% PNV
lotion corporelle Vaseline Aloe Fresh 5% PNV
poudre Poudre Summer's Eve 5% PNV
solution de lavage a I'acide solution de lavage a I'acide o
acétique glacial aceétique glacial 5% ViV
creme pour les hémorroides Preparation H 5% PNV
urine Prélévement d'urine a l'interne 5% VIV
sang complet Prélévement de sang complet 0.5 % VIV

a l'interne

Leucocyte de la Biological

leucocytes Specialty Corporation 4 x 105 cellules/ml
salive Prélévement de salive a l'interne 4 % PN
mucus Sigma Aldrich Mucine 0,3 % PNV
liquide séminal liquide séminal 5% VIV
matiére fécale matiére fécale 0,03 % PV
protéine Caséine 4 % PN
médicament antiviral acyclovir 5% PNV

*Les concentrations finales représentent la concentration finale (CF) de I'échantillon lorsque testé avec.
linstrument Panther. Pour les prélevements CE, CF de 5 % = 100 % CE; CF de 4 % = 80 % CE;
CF de 0,5 % =10 % CE; CF de 0,03 % = 0,6 % CE.
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Performance du test clinique du systéme Panther

Reproductibilité

La reproductibilité du test Aptima pour VHS-1 et VHS-2 a été évaluée a 3 sites externes aux Etats-Unis.

On a procédé aux tests avec 3 lots de réactifs et 6 opérateurs (2 opérateurs & chaque site). A chaque site, les
tests se sont déroulés sur une période d'au moins 6 jours. Les plaques ont été préparées en incorporant des
particules virales de VHS-1 et/ou de VHS-2 dans un STM. Les concentrations finales de VHS-1 variaient entre
0 DICTso/ml et 86,96 DICTso/ml et celles du VHS-2 variaient entre 0 DICTso/ml et 1,63 DICTso/ml.

Les puits des plaques de VHS négatif et ceux avec de faibles niveaux (<1 X seuil de détection et 1 a 2 X seuil

de détection) ou des niveaux moyens (2-3X seuil de détection) de VHS-1 et VHS-2 ont été testés avec Aptima
pour VHS-1 et VHS-2. La correspondance était parfaite avec les résultats escomptés pour le VHS-1 et le VHS-2
dans les puits négatifs et modérément positifs de la plaque et < 100 % dans les puits de la plaque a des
concentrations de prés de I'IC a 95 % ou sous I'IC du test dans les substances contaminées avec des particules
virales (tableau 8). Les tableaux 9 et 10 résument la variabilité du signal du test Aptima pour le VHS-1 et VHS-2
dans les puits faiblement et modérément positifs de la plaque et dans le contréle positif.

Tableau 8 : Reproductibilité - correspondance du test Aptima pour VHS-1 et VHS-2 avec les résultats escomptés

Conc. cible Résultats Correspondance (%)
Conc. (DICTs0/ml) escomptés Correspondant (n) (IC a 95 %)
VHS-1 VHS-2 VHS-1 VHS-2 VHS-A1 VHS-2 N VHS-1 VHS-2 VHS-1 VHS-2
Nég.  Nég. 0 0 Nég. Nég. 108 108 108 100 100
(96,6-100)  (96,6-100)
PosF Nég. 28,90 0 Pos. Nég. 108 103 108 95,4 100
(89,6-98,0)  (96,6-100)
Nég. PosF 0 0,54 Nég. Pos. 108 108 105 100 97,2
(96,6-100)  (92,1-99,1)
PosF PosM 28,90 1,63 Pos. Pos. 108 97 108 89,8 100
(82,7-94,2)  (96,6-100)
PosM  PosF 86,96 0,54 Pos. Pos. 108 108 108 100 100
(96,6-100)  (96,6-100)
Nég.E  Nég. 3,00 0 Pos. Nég. 108 50 108 46,3 100
(37,2-55,7)  (96,6-100)
Nég. Nég.E 0 0,20 Nég. Pos. 108 108 86 100 79,6

(96,6-100)  (71,1-86,1)

IC = intervalle de confiance; Conc. = concentration; Nég.E = négatif élevé (<1X seuil de détection); PosF = positif
faible (1-2 x seuil de détection); PosM = positif modéré (2-3 x seuil de détection); Nég. = négatif; Pos. = positif
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Tableau 9 : Reproductibilité - variation du signal du test Aptima pour VHS-1 et VHS-2

Entre les
Entre les Entreles opérateurs/ Entre les Au sein
sites lots jours' séries d'une série Total
Virus TTime ET ET ET ET ET ET
Conc. N  moyenne (% CV) (% CV) (% CV) (% CV) (% CV) (% CV)
VHS-1
PosF 103 24,68 0 1,63 0,75 0,54 0,88 2,07
(0) (6,62) (3,04) (2,18) (3,55) (8,40)
PosF 97 23,91 0 2,18 0,86 0 1,60 2,84
(0) (9,11) (3,58) ) (6,71) (11,87)
PosM 108 22,96 0 1,54 0,38 0,68 0,94 1,96
(0) (6,69) (1,65) (2,96) (4,11) (8,55)
VHS-2
PosF 105 25,49 0 0,84 0,70 0 2,52 2,74
(0) (3,30) (2,74) ) (9,87) (10,76)
PosF 108 25,34 0 1,54 0,86 0,59 2,67 3,26
(0) (6,08) (3,41) (2,34) (10,53) (12,85)
PosM 108 22,91 0 1,09 0,35 0,42 1,06 1,62
(0) (4,76) (1,53) (1,83) (4,64) (7,07)

Conc. = concentration; CV = coefficient de variations; PosF = positif faible (1-2 x seuil de détection); PosM = positif
modéré (2-3 x seuil de détection); ET = écart-type

Remarque. Pour certains facteurs, la variabilité peut étre négative. Cela peut survenir si la variabilité, en raison

de ces facteurs, est trés petite. Dans ces cas, I'ET et le CV sont indiqués par 0.

"Il est possible de confondre la variabilité entre les opérateurs et celle entre les jours. Par conséquent, les estimés
de la variation entre opérateurs et entre les jours a été combinée pour obtenir la variabilité entre opérateurs/jour.

Tableau 10 : Reproductibilité - variation du signal du test Aptima pour VHS-1 et VHS-2 du contréle positif

Entreles  Entreles Entre les

sites lots opérateurs/jours’ Entre les jours Total

TTime ET ET ET ET ET
Virus N moyenne (% CV) (% CV) (% CV) (% CV) (% CV)

VHS-1 36 20,11 0 1,30 0,40 1,09 1,75
0) (6,48) (1,99) (5,42) (8,68)

VHS-2 36 22,16 0 1,61 0,71 1,38 2,24
0) (7,27) (3,21) (6,22) (10,09)

CV = coefficient de variations; ET = écart-type

Remarque. Pour certains facteurs, la variabilité peut étre négative. Cela peut survenir si la variabilité, en raison
de ces facteurs, est trés petite. Dans ces cas, I'ET et le CV sont indiqués par 0.

"Il est possible de confondre la variabilit¢ entre les opérateurs et celle entre les jours. Par conséquent,
les estimés de la variation entre opérateurs et entre les jours a été combinée pour obtenir la variabilité entre
opérateurs/jour.
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Performance clinique

Une étude clinique, multicentrique et prospective a été menée pour établir les caractéristiques

de performances pour le test Aptima pour VHS-1 et VHS-2. Au total, 544 sujets admissibles (195 hommes
et 349 femmes) présentant des Iésions anogénitales actives ont été inscrits dans 17 sites cliniques aux
Etats- Unis. lls provenaient notamment de cliniques de planification familiale, de cabinets de dermatologie,
pédiatrie/adolescents, de cliniques d'infections transmissibles sexuellement, de cabinets privés, de cliniques
de santé publique, d'hdpitaux, d'universités et de sites de recherche clinique.

Deux (2) échantillons sur écouvillon ont été prélevés d'une méme Iésion pour chaque sujet : 1 avec

un écouvillon provenant d'une trousse de prélévement commercial disponible avec un VTM et 1 échantillon
prélevé avec un écouvillon de la trousse de prélévement d'échantillons sur écouvillon multitest Aptima (STM).
lIs ont été traités en conformité aux directives de la notice correspondante de I'emballage. Le test Aptima pour
VHS-1 et VHS-2 a été exécuté a trois sites externes. La performance du test Aptima pour VHS-1 et VHS-2

a été évalué par rapport a un composite de référence. La méthode du composite de référence a utilisé les
résultats du test de typage par culture ELVIS ID et D3 du VHS et les résultats d'une procédure validée de RCP
bidirectionnelle/séquencgage. Un troisiéme test pour le VHS-1 et VHS-2, autorisé par la FDA américain,

a été utilisé pour déterminer l'interprétation finale du composite de référence lorsque les résultats de la culture
ELVIS D3 et de la RCP/séquencgage ne correspondent pas quant au type de VHS détecté ou quand

la RCP/séquencgage détecte les deux types. La performance du test Aptima pour VHS-1 et VHS-2 a été
estimée pour la détection distincte du VHS-1 et VHS-2 en utilisant chaque type d'échantillons.

Pour le VHS-1, parmi les 544 sujets admissibles, 528 types d'échantillons dans un VTM et 531 types
d'échantillons dans un STM font partie des résultats pouvant étre évalués pour I'analyse du VHS-1

(16 échantillons dans VTM et 13 dans STM ont été signalés comme ayant un composite de référence inconnu
pour l'interprétation ou ont été retirés).

Pour le VHS-2, parmi les 544 sujets admissibles, 533 types d'échantillons dans un VTM et 535 types
d'échantillons dans un STM font partie des résultats pouvant étre évalués pour I'analyse du VHS-2

(11 échantillons dans VTM et 9 dans STM ont été signalés comme ayant un composite de référence inconnu
pour l'interprétation ou ont été retirés).

Les tableaux 11 et 12 présentent la performance du test Aptima pour VHS-1 et VHS-2 par rapport

a la méthode de composite de référence pour des échantillons de Iésions cutanées anogénitales conservés
dans un STM et un VTM. Dans I'ensemble, la sensibilité pour le VHS-1 dans un VTM était de 93,4 %

et de 94,7 % pour les types d'échantillons préservés dans un STM. La spécificité était de 99,8 % pour les
échantillons dans un VTM et de 99,6 % pour ceux dans un STM (tableau 11). Dans I'ensemble, la sensibilité
pour le VHS-2 dans un VTM était de 96,9 % et de 98,4 % pour les types d'échantillons préservés dans

un STM. La spécificité était de 97,5 % pour les échantillons dans un VTM et de 92,8 % pour ceux dans

un STM (tableau 12).
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Tableau 11 : Sommaire des résultats VHS-1 par type d'échantillons dans un VTM et un STM

Type Prév. Sensibilité % Spécificité % VPP % (ICa VPN % (IC a
d'échantillon Genre N TP FP TN FN (%) (ICa95%)" (IC a95 %) 95 %)?2 95 %)2
VTM Combinés 528 71 13 451 5% 144 93,4 99,8 98,6 98,9
(85,5-97,2) (98,8->99,9)  (93,0-100)  (97,6-99,6)
Homme 192 19 1 170 2 109 90,5 99,4 95,0 98,8
(71,1-97,3)  (96,8-99,9)  (78,6-99,8) (96,4-99,9)
Femme 336 52 0 281 3 164 94,5 100 100 98,9
(85,1-98,1)  (98,7-100)  (93,7-100)  (97,1-99,8)
ST™M Combinés 531 71 25 454 45 141 94,7 99,6 97,3 99,1
(87,1-97,9)  (98,4-99,9) (91,1-99,6) (97,9-99,8)
Homme 192 20 2 169 1 10,9 95,2 98,8 90,9 99,4
(77,3-99,2)  (95,8-99,7)  (74,5-98,7)  (97,2-100)
Femme 339 59 0 28 3 159 94,4 100 100 99,0
(84,9-98,1)  (98,7-100)  (93,6-100)  (97,2-99,8)

STM = échantillons sur écouvillon Aptima multitest; Prév. = prévalence; VTM = échantillons en milieu de transport viral

1Score de I'IC

2VPP a IC a 95 % calculé a partir de I'IC précis a 95 % pour le rapport de probabilité positif, VPN a IC a 95 % calculé a partir de I'IC
a 95 % pour le rapport de probabilité négatif

3L'échantillon a présenté un résultat négatif de culture.

“Deux (2) échantillons présentaient des résultats négatifs par culture. 1 échantillon a présenté un résultat positif pour un VHS
non typable et 2 échantillons ont présenté un résultat positif pour VHS-1 par culture.

SLes deux échantillons ont présenté des résultats négatifs de culture.

8Un (1) échantillon présentait un résultat négatif de culture. 1 échantillon a présenté un résultat positif pour un VHS non typable
et 2 échantillons ont présenté un résultat positif pour VHS-1 par culture.

Tableau 12 : Sommaire des résultats VHS-2 par type d'échantillons dans un VTM et un STM

Type Prév. Sensibilité % Spécificité % VPP % VPN %

d'échantillon Genre N TP FP TN FN (%) (ICa95%)' (ICa95%)' (ICa95%)> (ICa95%)?

VTM Combinés .0 e 75 970 8 480 96,9 97,5 97,3 97,1
" (94,0-98,4) (94,9-98,8) (94,7-98,8)  (94,6-98,7)

Homme 9,3 98,2 97,5 97,3
194 79 2 103 423 g98087)  (937-995)  (92,0-997)  (93,0-99.4)

Femme 97,1 97,0 97,1 97,0
339 169 5 160 5 513 g35988) (93,1-98,7) (93,8-99,0)  (93,4-99,0)

ST™ Combinés .. e oos pmg 45 480 98,4 92,8 927 98,5
"~ (96,1-99,4) (89,1-95,3) (89,4-953)  (96,3-99,6)

Homme 9,3 24,6 92,9 97,2
194 79 6 106 3 423 (398087 (88,8-97,5) (86,5-97,1)  (92,8-99,4)

Femme 99,4 91,6 92,6 99,3
341 174 14 1521 513 96899.9) (86,3-94,9) (88,5-95,7)  (96,6-100)

STM = échantillons sur écouvillon Aptima multitest; Prév. = prévalence; VTM = échantillons en milieu de transport viral

'Score de I'lC

2VPP a IC a 95 % calculé a partir de I'IC précis a 95 % pour le rapport de probabilité positif, VPN a IC a 95 % calculé a partir
de I'IC a 95 % pour le rapport de probabilité négatif
3Six (6) échantillons présentaient des résultats négatifs par culture et un autre, 1 résultat positif pour le VHS-1, par culture.
4Les 8 échantillons ont présenté des résultats négatifs de culture,

SDix-huit échantillons présentaient des résultats négatifs par culture et 2, des résultats positifs pour le VHS-1, par culture.
6Les 4 échantillons ont présenté des résultats négatifs de culture.
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Valeurs attendues

Prévalence

La prévalence du VHS-1 et VHS-2 observée au cours d'une étude clinique multicentrique a été calculée pour
le test Aptima pour VHS-1 et VHS-2. Le sommaire de la prévalence du VHS-1 et VHS-2 obtenue avec le test
Aptima pour VHS-1 et VHS-2 est présenté dans le tableau 13 par groupe d'ages, genre et type d'échantillon.

Tableau 13 : Distribution de genre et d'age par type d'échantillons dans un VTM et un STM?

Genre

Prévalence % (nbre résultats positifs/nombre testé)

Groupe d'age

VTM

STM

VHS-1

VHS-2

VHS-1

VHS-2

Homme
Tous les ages
<2 ans
Entre 2 et 11 ans
Entre 12 et 21 ans
Entre 22 et 30 ans
Entre 31 et 40 ans
Entre 41 et 50 ans
Entre 51 et 60 ans
> 60 ans
Femme
Tous les ages
<2 ans
Entre 2 et 11 ans
Entre 12 et 21 ans
Entre 22 et 30 ans
Entre 31 et 40 ans
Entre 41 et 50 ans
Entre 51 et 60 ans

> 60 ans

Combinés

Tous les ages

10,4 (20/192)

0,0 (0/0)
0,0 (0/1)
11,1 (2/18)
14,0 (13/93)
12,5 (5/40)
0,0 (0/20)
0,0 (0/14)
0,0 (0/6)

15,5 (52/336)
0,0 (011)
0,0 (0/0)

23,8 (15/63)

14,6 (25/171)

11,1 (7/63)

18,2 (4/22)
7,7 (1113)
0,0 (0/3)

13,6 (72/528)

41,8 (81/194)
0,0 (0/0)
0,0 (0/1)

38,9 (7/18)

34,0 (32/94)

50,0 (20/40)

52,4 (11/21)

57,1 (8/14)
50,0 (3/6)

51,3 (174/339)
0,0 (011)
0,0 (0/0)

56,3 (36/64)
52,6 (90/171)
46,0 (29/63)
39,1 (9/23)
46,2 (6/13)
100 (4/4)

47,8 (255/533)

11,5 (22/192)
0,0 (0/0)
0,0 (0/1)

11,1 (2/18)
14,9 (14/94)
12,8 (5/39)
0,0 (0/20)
7.1 (1114)
0,0 (0/6)

15,0 (51/339)
0,0 (0/1)
0,0 (0/0)

23,1 (15/65)

14,5 (25/172)

12,5 (8/64)

10,0 (2/20)
7,1 (1114)
0,0 (0/3)

13,7 (73/531)

43,8 (85/194)
0,0 (0/0)
0,0 (0/1)

38,9 (7/18)

35,8 (34/95)

53,8 (21/39)

52,4 (11/21)

57,1 (8/14)
66,7 (4/6)

55,1 (188/341)
0,0 (0/1)
0,0 (0/0)

59,1 (39/66)
56,4 (97/172)
47,6 (30/63)
47,6 (10/21)
57,1 (8/14)
100 (4/4)

51,0 (273/535)

<2 ans 0,0 (0/1) 0,0 (0/1) 0,0 (0/1) 0,0 (011)
Entre 2 et 11 ans 0,0 (0/1) 0,0 (0/1) 0,0 (0/1) 0,0 (011)
Entre 12et21ans 21,0 (17/81) 52,4 (43/82) 20,5 (17/83) 54,8 (46/84)
Entre 22 et30 ans 14,4 (38/264) 46,0 (122/265) 14,7 (39/266) 49,1 (131/267)
Entre 31 et40ans 11,7 (12/103) 47,6 (49/103) 12,6 (13/103) 50,0 (51/102)
Entre 41 et 50 ans 9,5 (4/42) 45,5 (20/44) 5,0 (2/40) 50,0 (21/42)
Entre 51 et 60 ans 3,7 (1/27) 51,9 (14/27) 7.1 (2128) 57,1 (16/28)
> 60 ans 0,0 (0/9) 70,0 (7/10) 0,0 (0/9) 80,0 (8/10)

TAucun sujet ne s'est avéré positif pour les deux types du test Aptima pour VHS-1 et VHS-2.
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Valeurs prédictives positive et négative pour des taux hypothétiques de prévalence

Le tableau 14 présente les valeurs prédictives estimées pour des résultats positifs et négatifs (VPP et VPN)
du test Aptima pour VHS-1 et VHS-2 pour la détection des deux types parmi les différents taux hypothétiques
de prévalence sont présentées pour chaque type d'échantillons. Ces calculs sont fondés sur I'ensemble

de la sensibilité et spécificité estimées pour chaque type d'échantillons comme déterminé dans I'étude

de performance clinique.

Tableau 14 : Prévalence p/r VPP! et VPN? hypothétiques pour la détection du VHS-1 et VHS-2 par

type d'échantillons
VHS-1 VHS-2
Prévalence VPP VPN VPP VPN
Type d'échantillon (%) (%) (%) (%) (%)
VTM 1 81,0 99,9 27,9 100
2 89,6 99,9 43,9 99,9
5 95,7 99,7 66,9 99,8
10 97,9 99,3 81,0 99,6
20 99,1 98,4 90,6 99,2
30 99,5 97,3 94,3 98,6
40 99,6 95,8 96,2 97,9
50 99,8 93,8 97,5 96,9
ST™M 1 68,6 99,9 12,1 100
2 81,5 99,9 21,8 100
5 91,9 99,7 41,9 99,9
10 96,0 99,4 60,3 99,8
20 98,2 98,7 774 99,6
30 98,9 97,8 854 99,3
40 99,3 96,6 90,1 98,9
50 99,5 94,9 93,2 98,4

STM = échantillons sur écouvillon Aptima multitest; VTM = échantillons en milieu de transport viral

VPP a été calculée au moyen de :

(sensibilité x prévalence)/(sensibilité x prévalence + [1 - spécificité] x [1 - prévalence]).

2VPN a été calculée au moyen de :

(spécificité x [1 - prévalence]) / ([1 - sensibilité] x prévalence + spécificité x [1 - prévalence]).

Distribution TTime pour les controles positifs du test Aptima pour VHS-1 et VHS-2

Le tableau 15 présente la distribution des valeurs TTime pour le contréle positif du test Aptima pour VHS-1
et VHS-2 de toutes les séries valides effectuées lors de I'étude de performance clinique.

Tableau 15 : Distribution TTime pour les contrbles positifs
du test Aptima pour VHS-1 et VHS-2

TTime

Statistiques VHS-1 VHS-2
N 107 107
Moyenne 20,03 22,01
Médiane 19,8 21,7
ET 1,198 1,612
CV (%) 6,0 7.3
Minimum 18,1 19,5
Maximum 22,9 26,2

CV = coefficient de variations; ET = écart-type
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