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Le systéme de test ZEUS ELISA IgG du virus d’herpés simple de type 1 (VHS-1) est un test d’immunoenzymologie (ELISA) congu pour la détection qualitative
d’anticorps de classe 1gG dirigés contre le virus d’herpés simple (VHS) dans un échantillon de sérum sanguin humain. Le test a été congu pour évaluer le dépistage
sérologique d’une primo-infection ou d’une infection réactivée par le virus d’herpés simple. A cause des possibilités de réactivité croisée d’antigénes communs, les
deux tests (ELISA VHS-1 et VHS-2) doivent étre exécutés parallélement sur le méme échantillon pour bien diagnostiquer le sérum du patient. Ce test a été congu pour
des diagnostics in vitro. IMPORTANT : Il est possible que les tests de dépistage sérologique du virus d’herpés simple avec des préparations de virus entiéres ne
permettent pas de différencier un résultat positif HSV-1 ou HSV-2 sur la majorité des échantillons de patients a cause de la réactivité croisée d’antigénes communs
aux deux virus. Pour plus de détails, voir la section de cette notice intitulée « Limites de I’essai ».

Les infections au virus d’herpés simplex (VHS) peuvent étre dues a deux types d’antigénes distincts, le VHS-1 et le VHS-2 (1). Les deux types de VHS sont des
pathogénes humains largement répandus. Le VHS-1 est généralement associé a des infections dans la zone oropharyngale et aux yeux, alors que le VHS-2 cause la
plupart des infections génitales et néonatales (1, 2). Cependant, la spécificité des tissus n’est pas absolue (3). Le VHS-2 peut parfois étre isolé dans la zone
oropharyngale et 5-10 % des infections génitales primaires peuvent étre causées par le VHS-1 (1, 4).

Les infections au VHS sont qualifiées soit de primo-infection, soit d’infection récurrente. Aprés une infection, une infection latente est établie dans les neurones
sensoriels et une infection récurrente résulte de la réactivation de I'infection latente (2). Les infections récurrentes ont tendance a étre moins sévéres et de plus
courte durée que la primo-infection (1). Les infections par VHS sont généralement localisées au foyer initial de I'infection. Toutefois, une maladie grave, localisée ou
disséminée, n’est pas a exclure chez les personnes présentant un déficit immunologique. Ces personnes incluent les nouveau-nés et les patients sous traitement
immunosuppresseur, tels que les patients greffés et les patients cancéreux (1, 2).

Les infections au VHS sont transmises par des sécrétions contenant le virus lors de contacts personnels intimes. Les infections au VHS, autant primaires que
récurrentes, sont souvent sous-cliniques et asymptomatiques. La séparation des cellules virales est le plus important facteur contribuant a la propagation du virus (2).
Entre 75 et 90 % des personnes de faible niveau socio-économique acquiérent des anticorps anti-VHS dés la fin de leurs dix premiéres années de vie (5, 7). Chez les
personnes de niveau socioéconomique supérieur, entre 30 et 40 % deviennent séropositives dés 15 ans (5).

Les primo-infections au VHS-1 de la muqueuse buccale sont généralement observées chez les enfants de moins de 5 ans (2). La plupart des infections sont
asymptomatiques. Les infections symptomatiques sont caractérisées par une gingivostomatite associée a de la fiévre, une sensation de malaise et un gonflement
tendre des glandes lymphatiques cervicales (2). Plusieurs petites vésicules se développent dans la muqueuse buccale, causant des ulcéres qui guérissent apres
environ deux semaines. La forme la plus courante de VHS-1 récurrent est I’herpés labial, faisant apparaitre des éruptions vésiculaires sur les lévres, autour du nombril
et sur la peau autour de la bouche (1, 2). Les symptomes de I'herpés génital sont des lésions ulcératives multiples accompagnées de douleur, de fiévre, de dysurie et
de lymphadénopathie (6). La complication la plus grave de I’herpés génital est une maladie néonatale (2).

A la différence du cytomégalovirus, le VHS traverse rarement le placenta pour infecter le foetus in utero (1). Le VHS est transmis de la mére au nouveau-né au
moment de I'accouchement (1). Les nourrissons acquiérent I'infection en traversant la filiere pelvi-génitale infectée ou si la rupture des membranes a eu lieu il y a
plus de six heures (6). Chez les méres ayant une primo-infection active, le risque de transmission aux bébés peut atteindre 40 % (5). Environ 69-80 % des bébés
souffrant d’herpés néonatal sont nés de mére ne présentant aucun symptome d’herpés génital lors de la naissance (5).

Les nourrissons infectés par le VHS apparaissent normaux a la naissance, mais développent quasi invariablement des symptémes durant la période néonatale (1, 5).
L’infection néonatale par VHS peut rester localisée ou se disséminer (1, 5). Une infection localisée peut concerner un foyer ou une combinaison de foyers. Il s’agit de
la peau, des yeux, de la bouche ou du systéme nerveux central. L'infection disséminée se manifeste par une pneumopathie, une hépatite, une coagulopathie
intravasculaire disséminée et une encéphalite (1, 5). Parmi les nourrissons atteints de VHS néonatal, la moitié environ décédent en I'absence de traitement et environ
la moitié des survivants développent des séquelles neurologiques ou oculaires séveres (3).

Les procédures sérologiques peuvent étre utiles pour le diagnostic d’une primo-infection au VHS, ainsi que pour démontrer I'existence d’une infection passée au VHS.
Le diagnostic d’une primo-infection repose sur la démonstration d’une séroconversion ou d’une hausse significative du dosage entre deux sérums, I'un aigu, I'autre
convalescent (2, 4). Les procédures sérologiques sont moins utiles pour le diagnostic d’infections récurrentes par le VHS dans la mesure ou les infections récurrentes
ne se manifestent souvent pas par un changement de niveau d’anticorps (2, 4). En outre, parmi les personnes présentant une primo-infection par le VHS-2 qui ont eu
une infection passée par le VHS-1 durant I'enfance, peu voire aucune augmentation du niveau d’anticorps spécifiques anti-VHS-2 n’est constatée (2 - 4). Plusieurs
procédures sérologiques ont été développées pour détecter des anticorps dirigés contre le VHS. Elles incluent les suivantes : réaction de fixation du complément,
dépistage d’anticorps par immunofluorescence indirecte, neutralisation sur plaque et test d'immunoenzymologie (ELISA) (2, 4 et 6). Le test ELISA a été décrit pour la
premiére fois par Engvall et Perlman, et il a été appliqué par la suite a la détection d’un large éventail d’antigénes et d’anticorps différents (10, 11 et 12). Comparé a
d’autres tests sérologiques, le test ELISA peut étre une méthode trés spécifique, sensible et fiable de dépistage d’anticorps dirigés contre le VHS (6, 13 et 14). Le test
ELISA permet la détermination objective du statut en matiére d’anticorps en une seule dilution de I'échantillon et il est adapté au dépistage dans un grand nombre
d’échantillons patient.

Le systeme de test ZEUS ELISA I1gG a VHS-1 a été congu pour la détection d’anticorps de classe 1gG contre le VHS-1 dans un échantillon de sérum sanguin humain. Les

puits des barrettes a micro-puits plastiques sont sensibilités par une absorption passive d'antigéne au VHS-1. La procédure de test comprend trois étapes

d’incubation :

1. Les échantillons de sérum sanguin du test (correctement dilués) sont incubés dans des micropuits enduits d’antigene. Tout anticorps spécifique de I’antigéne se
trouvant dans le sang s’accrochera a I’antigéne immobilisé. La plaque est lavée de fagon a enlever les anticorps non fixés et les autres composants sériques.

2. Des anticorps IgG antihumains d’origine caprine conjuguées a de la peroxydase sont ajoutés dans les puits et la plaque est incubée. Le conjugué réagira avec les
anticorps IgG immobilisés sur la phase solide de I'étape 1. Les puits sont lavés pour enlever le conjugué n'ayant pas réagi.

3. Les micropuits contenant du conjugué de peroxydase immobilisé sont incubés avec une solution de substrat peroxydase. L’hydrolyse du substrat avec de la
peroxydase produit un changement de couleur. Aprés un certain temps, la réaction est arrétée et I'intensité de la couleur de la solution est mesurée par
photométrie. L’intensité de la couleur de la solution dépend de la concentration d’anticorps dans I’échantillon d’origine.

Matériel inclus :

Chaque systéeme de test contient les composants suivants en quantité suffisante pour réaliser le nombre de tests indiqué sur I’étiquette du conditionnement.
REMARQUE : Les composants suivants contiennent de I'azoture de sodium comme agent de conservation sous une concentration inférieure a 0,1 % (volume
d'eau) : controles, étalon et SAVe Diluent®.
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PLATE 1 Plaque : 96 puits configurés en douze bandes de 8 puits, enduits d’antigéne VHS-1 inactivé (souche). Les bandes sont emballées dans un porte-bandes
et placées avec du desséchant dans une enveloppe hermétiquement fermée.
CONJ ) Conjugué : Solution d'immunoglobulines de chévre anti-IgG humaines conjuguée a de la peroxydase du raifort (spécifique a la chaine Fc). Un flacon de
* 15 ml avec bouchon blanc. Prét a I'emploi.
CONTROL + 3. Controle positif (sérum humain) : Une ampoule de 0,35 ml avec bouchon rouge.
CAL 4. Etalon (sérum humain) : Une ampoule de 0,5 ml avec bouchon bleu.
CONTROL ‘ - 5. Contréle négatif (sérum humain) : Une ampoule de 0,35 ml avec bouchon vert.
bIL SPE 6 SAVe Diluent®: Un flacon de 30 ml a bouchon vert contenant du Tween-20, de I'albumine de sérum bovin et tampon phosphate salin. Prét a I'emploi.
" REMARQUE : La solution SAVe Diluent® change de couleur lorsqu’elle est combinée & du sérum.
SOLN TMB | 7. TMB: Un flacon de 15 ml a bouchon ambre contenant du tétraméthyl-3, 3’, 5, 5’-benzidine (TMB). Prét a I'emploi.

SOLN

STOP | 8. Solution d’arrét : Un flacon de 15 ml a bouchon rouge contenant du 1M H2S0a4, 0.7M HCI. Prét a I'emploi.

WASHBUF | 10X

Tampon de lavage concentré (10 x) : Dilution d’un volume de concentré dans neuf volumes d’eau distillée ou déionisée. Un flacon de 100 ml a
bouchon transparent contenant une solution de Tween 20 et un tampon phosphate salin concentré 10 x (solution bleue). REMARQUE : La solution 1 x
présente un pHde 7,2 £0,2.
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Les composants suivants ne doivent pas nécessairement étre utilisés avec des systemes de test ayant un numéro de lot correspondant et peuvent donc étre
librement utilisés avec des systéemes de test ZEUS ELISA : TMB, solution d’arrét et tampon de lavage. La solution SAVe Diluent® peut étre interchangée dans
n’importe quel systéme de test ZEUS ELISA avec le produit n2 005CC.

Le systeme de test contient également une étiquette de composant contenant des informations spécifiques de lot a I'intérieur de la boite du systéeme de
test.

Pour utilisation diagnostique in vitro uniquement.

Observer les précautions normalement applicables lors de toute manipulation de réactif de laboratoire. En cas de contact oculaire, rincer immédiatement les
yeux avec beaucoup d’eau et consulter un médecin. Porter des vétements protecteurs appropriés, ainsi que des gants et une protection des yeux/du visage. Ne
pas respirer les vapeurs de ce produit. Jeter conformément a toutes les lois applicables.

Les puits de la plaque ELISA ne contiennent pas d’organismes viables. Cependant, les bandes doivent étre considérées comme des matériaux biologiques
dangereux et étre manipulées en conséquence.

Les solutions de contrdle sont des matériaux biologiques dangereux. Les matériaux d’origine de ces produits ont fait I'objet de tests approuvés n’ayant révélé
aucune présence d’antigéne du VIH-1, de HBsAg et d’anticorps contre le VHC et le VIH. Cependant, puisqu’aucune méthode de test n’offre une garantie absolue
d’absence de tout agent infectieux, ces produits doivent étre manipulés selon les consignes du niveau 2 de biosécurité, conformément aux recommandations
applicables aux échantillons de sang et aux sérums humains potentiellement infectieux dans le manuel des centres américains de controle des maladies intitulé
« Biosafety in Microbiological and Biomedical Laboratories » (derniére édition) et conformément aux normes de 'OSHA concernant les agents pathogénes
sanguins (19).

Pour obtenir des résultats exacts, il est essentiel de respecter les délais et les températures d’incubation. Vérifier que tous les réactifs sont équilibrés a
température ambiante (20-25 2C) avant de commencer le test. Les réactifs non utilisés doivent étre retournés a une température de réfrigération
immédiatement aprés utilisation.

Un mauvais lavage peut causer de faux résultats positifs ou négatifs. S’assurer de minimiser la quantité de solution de lavage résiduelle (p. ex. par absorption ou
aspiration) avant d’ajouté le conjugué ou le substrat. Ne pas laisser les puits sécher entre les incubations.

La solution SAVe Diluent®, les solutions de contréle et la solution étalon contiennent de I'azoture de sodium sous une concentration inférieure a 0,1 % (volume
d'eau). Il a été signalé que I'azoture de sodium pouvait former des accumulations de plomb ou d’azoture de cuivre dans la tuyauterie de laboratoire, lesquelles
peuvent causer des explosions ou des détonations. Pour éviter ce risque, rincer abondamment les éviers avec beaucoup d’eau aprés y avoir jeté une solution
contenant de I'azoture de sodium.

L’inhalation, I'ingestion et le simple contact cutané de la solution d’arrét peuvent avoir des effets TOXIQUES, notamment des brilures. En cas d’accident ou de
malaise, consulter immédiatement un médecin.

La solution TMB est nocive. Ce produit peut irriter les yeux, le systéme respiratoire et la peau.

Le tampon de lavage concentré est IRRITANT. Ce produit peut irriter les yeux, le systéeme respiratoire et la peau.

Essuyer le fond de la plaque de fagon a enlever les empreintes digitales et les résidus de liquide pouvant fausser les mesures de densité optique.

La dilution et I'adultération de ces réactifs peuvent produire des résultats erronés.

Ne pas utiliser les réactifs d’autres vendeurs ou fabricants.

La solution TMB doit étre incolore, jaune trés pale, vert tres pale ou bleu tres pale lors de son utilisation. Une contamination de la solution TMB avec du
conjugué ou d’autres oxydants peut causer un changement de couleur prématuré. Ne pas utiliser la solution TMB si elle est nettement bleue.

Ne jamais pipeter a la bouche. Eviter tout contact de la peau ou des muqueuses avec des réactifs ou des échantillons humains.

Eviter toute contamination microbienne des réactifs. Des résultats incorrects pourraient survenir.

Toute contamination des réactifs ou des échantillons pourrait fausser les résultats.

Les récipients en verre réutilisables doivent étre lavés et abondamment rincés de fagon a enlever tout résidu de détergent.

Eviter les éclaboussures et la génération d’aérosols.

Ne pas exposer les réactifs a une lumiére puissante durant leur stockage ou durant une incubation.

Laisser les bandes de micropuits et le support arriver a température ambiante avant d’ouvrir 'enveloppe protectrice, afin de protéger les puits de toute
condensation.

Récupérer la solution de lavage dans un bassin a résidus. Traiter la solution résiduelle avec un désinfectant (p. ex. 10 % de javel domestique a 0,5 %
d’hypochlorite de sodium). Eviter d’exposer les réactifs aux vapeurs de javel.

Mise en garde : Avant d’ajouter une solution de javel, neutraliser les résidus liquides jusqu’a I'obtention d’un pH acide.

Ne jamais utiliser une plaque ELISA dont la bande indicatrice du sachet de déshydratant est passée du bleu au rose.

Ne pas laisser le conjugué entrer en contact avec des récipients ou des instruments pouvant avoir précédemment contenu une solution utilisant de I'azoture de
sodium comme agent de conservation. Des quantités résiduelles d’azoture de sodium peuvent détruire I'activité enzymatique du conjugué.

Ne pas exposer les réactifs a des solutions contenant de la javel ni méme aux odeurs fortes s’échappant d’une solution contenant de la javel. De trés petites
quantités de javel (hypochlorite de sodium) peuvent détruire I’activité biologique de plusieurs réactifs de ce systeme de test.
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Lecteur de micropuits ELISA pouvant lire des mesures avec des longueurs d’ondes de 450 nm. REMARQUE: il est possible d’utiliser un lecteur a longueur
d’onde unique (450 nm) ou a longueur d’onde double (450/620 - 650 nm). L’utilisation d’un lecteur a longueur d’onde double est préférable, puisqu’il a été
établi que le filtre de référence supplémentaire réduisait I'interférence potentielle provenant d’anomalies susceptibles d’absorber la lumiére.

Pipettes pouvant mesurer avec précision des quantités de 10 — 200 pl.

Pipette a canaux multiples pouvant mesurer avec précision des quantités de 50 — 200 pl.

Réservoirs de réactif pour pipettes a canaux multiples.

Flacon de lavage ou systéeme de lavage de micropuits.

Eau distillée ou déionisée.

Cylindre gradué d’un litre.

Pipettes sérologiques.

Embouts de pipettes jetables.

Serviettes en papier.

Minuterie de laboratoire pour mesurer les étapes d’incubation.

Bassin de résidus et de désinfectant (p. ex. 10 % de javel domestique a 0,5 % d’hypochlorite de sodium).

Bandes de micropuits avec revétement : Refermer immédiatement de fagon hermétique le sachet de bandes non utilisées en y laissant le
8°C déshydratant et replacer le sachet dans un environnement de stockage approprié. Aprés I'ouverture du sachet, les bandes demeurent
JHF stables pendant 60 jours, tant que les bandes indicatrices du sachet de déshydratant demeurent bleues.

2°C Conjugué — NE PAS CONGELER.

Systéme de test non ouvert, étalon, contréle positif, contréle négatif, solution TMB, solution SAVe Dilent®

25°C Solution d’arrét : 2 - 25°C
. H Tampon de lavage (1 x) : 20 - 25°C pendant un maximum de 7 jours; 2 — 8 °C pendant un maximum de 30 jours.
2°C Tampon de lavage (10 x) : 2 - 25°C

ZEUS Scientific recommande que I'utilisateur préléve les échantillons conformément au document M29 du CLI intitulé « Protection of Laboratory Workers from
Infectious Disease » (derniére édition).

Aucune méthode de test connue ne peut offrir une garantie totale qu’un échantillon de sang humain ne causera aucune transmission d’infection. Par
conséquent, tous les dérivés d’échantillons sanguins doivent étre considérés comme possiblement infectieux.

Utiliser uniquement du sérum sanguin fraichement prélevé et correctement réfrigéré, obtenu selon la procédure de ponction veineuse aseptique de cette
analyse (15, 16). Ne pas utiliser si un anticoagulant ou un agent de conservation a été ajouté. Eviter d’utiliser du sérum sanguin hémolysé, lipémique ou exposé
a des bactéries.

Les échantillons peuvent étre conservés a température ambiante pendant un maximum de 8 heures. Si aucun test n’est effectué dans un délai de 8 heures, le
sérum sanguin peut étre stocké a 2 — 8 °C pendant un maximum de 48 heures. Si I'exécution du test est retardée, le sérum sanguin peut étre stocké a -20 °C ou
moins. Eviter les cycles multiples de gel/dégel pouvant causer une perte d’activité anticorps et produire des résultats erronés. Les laboratoires utilisateurs ont la
responsabilité de consulter tous les documents de référence disponibles et/ou leurs propres études afin de déterminer les critéres de stabilité appropriés pour
leur laboratoire. Les laboratoires utilisateurs ont la responsabilité de consulter tous les documents de référence disponibles et/ou leurs propres études afin de
déterminer les critéres de stabilité appropriés pour leur laboratoire (20).

Sortir les composants de leur lieu de stockage et laisser les composants se réchauffer a température ambiante (20 — 25 °C).

Déterminer le nombre de micropuits nécessaires. Prévoir six déterminations de contréle/étalon (un blanc réactif, un controle négatif, trois étalons et un
contréle positif) par série. Exécuter un blanc réactif pour chaque analyse. Vérifier les exigences de logiciel et de lecteur pour connaitre les configurations
appropriées contrdles/étalon. Replacer les bandes inutilisées dans le sachet en y laissant le déshydratant, puis fermer hermétiquement le sachet et conserver a
2-8°C.

EXEMPLE DE CONFIGURATION DE PLAQUE
1 2

A Blanc Patient 3
B Contrdle négatif Patient 4
C Etalon etc.
D Etalon
E Etalon
F Controle positif
G Patient 1
H Patient 2

Préparer une dilution 1:21 (p. ex. 10 pl de sérum + 200 ul de SAVe Diluent®) de contrdle négatif, d’étalon, de contrdle positif et de sérum de chaque patient.
REMARQUE : La solution SAVe Diluent® changera de couleur pour confirmer que I'échantillon a été combiné avec le diluant.

Dans les puits individuels, ajouter 100 pl de contrdle, d’étalon et d’échantillon de patient (solutions diluées). S’assurer que les échantillons sont correctement
mélangés. Utiliser un embout de pipette différent pour chaque échantillon.

Ajouter 100 pl de solution SAVe Diluent® dans le puits A1 comme blanc réactif. Vérifier les exigences de logiciel et de lecteur pour connaitre les configurations
appropriées de puits de blanc réactif.

Incuber la plaque a température ambiante (20 — 25 °C) pendant 25 + 5 minutes.

Laver les bandes de micropuits 5 fois.

a. Procédure de lavage manuel :

1.  Secouer vigoureusement pour faire sortir le liquide des puits.

2. Remplir chaque micropuits de tampon de lavage. S’assurer qu’aucune bulle d’air n’est emprisonnée dans les puits.

3. Répéter les étapes 1 et 2 jusqu’a un total de 5 lavages.

4 Secouer vigoureusement pour faire sortir la solution de lavage de tous les puits. Inverser la plague sur une serviette en papier et donner des coups
fermes pour faire sortir les résidus de solution de lavage dans les puits. Inspecter visuellement la plague pour s’assurer qu’il ne reste aucun résidu de
solution de lavage. Récupérer la solution de lavage dans un bassin jetable et traiter avec un désinfectant a la fin des procédures de la journée.

b.  Procédure de lavage automatisé :

Si un systéme automatisé de lavage de micropuits est utilisé, régler le volume distribué a 300 — 350 ul par puits. Programmer un cycle de 5 lavages sans

délai entre les lavages. Si nécessaire, la plaque de micropuits peut étre retirée de I'appareil de lavage, puis inversée sur une serviette en papier et recevoir

des coups fermes pour faire sortir les résidus de solution de lavage dans les puits.
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Ajouter 100 pl de conjugué dans chaque puits, y compris dans le puits de blanc réactif, a la méme vitesse et dans le méme ordre que les échantillons.
Incuber la plague a température ambiante (20 — 25 °C) pendant 25 + 5 minutes.
Laver les micropuits conformément a la procédure décrite dans I'étape 7.
Ajouter 100 pl de TMB dans chaque puits, y compris dans le puits de blanc réactif, a la méme vitesse et dans le méme ordre que les échantillons.
Incuber la plague a température ambiante (20 — 25 °C) pendant 10 + 15 minutes.
Arréter la réaction en ajoutant 50 ul de solution d’arrét dans chaque puits, y compris dans le puits de blanc réactif, a la méme vitesse et dans le méme ordre que
les échantillons. Les échantillons positifs passeront du bleu au jaune. Aprés avoir ajouté la solution d’arrét, taper plusieurs fois sur la plaque pour que les
échantillons soient bien mélangés.
Programmer le lecteur de micropuits pour lire avec une longueur d’onde de 450 nm et mesurer la densité optique de chaque puits par rapport au blanc réactif.
Lire les résultats de la plaque moins de 30 minutes aprés avoir ajouté la solution d’arrét.
RESUME DE LA PROCEDURE D’ANALYSE

1. Diluer le sérum 1:21.

2. Ajouter I'échantillon dilué dans les micropuits a raison de 100 pl/puits.

3. ———— » Incuber 25 + 5 minutes.

4. Laver.

5. Ajouter le conjugué — 100 pl/puits.

6. =———ow3 Incuber 25+ 5 minutes.

7. Laver.

8. Ajouter le TMB — 100 pl/puits.

9, ——o—» Incuber 10 - 15 minutes.

10. Ajouter la solution d’arrét, 50 pl/puits — Mélanger.

11. LIRE les résultats dans les 30 minutes.

Chaque fois qu’une analyse est exécutée, I'étalon doit étre exécuté en trois exemplaires. Un blanc réactif, un contréle négatif et un contréle positif doivent
également étre inclus.

Calculer la moyenne des trois puits d’étalon. Si une des trois valeurs est a plus de 15 % de la moyenne, éliminer cette valeur et recalculer la moyenne avec les
deux puits restants.

Les valeurs de densité optique (DO) moyenne de I'étalon, du contréle positif et du contréle négatif devraient se situer dans les plages suivantes :

Plage DO
Controle négatif <0,250
Etalon >0,300
Controle positif >0,500

a. La DO du contrdle négatif divisée par la DO moyenne de I'étalon devrait étre <0,9.

b.  La DO du contrdle positif divisée par la DO moyenne de I'étalon devrait étre >1,25.

c.  Siles conditions ci-dessus ne sont pas satisfaites, le test est invalide et doit étre répété.

Le contrdle positif et le controle négatif servent a détecter une anomalie de réactif substantielle, mais ne garantit pas la précision a la fin de I'analyse.

Des contrbles supplémentaires peuvent étre testés conformément aux réglementations gouvernementales en vigueur et aux normes des organisations
d’accréditation compétentes.

Le document C24 du CLSI intitulé « Statistical Quality Control for Quantitative Measurement Procedures » contient des informations supplémentaires sur les
procédures appropriées de contréle de qualité.

Calculs :

a.  Facteur de correction : Le fabricant a déterminé une valeur seuil de densité optique pour les échantillons positifs et I'a corrélée a I'étalon. Le facteur de
correction (FC) permet de déterminer la valeur seuil des échantillons positifs. Il permet également de compenser les |égéres variations de résultats d’un
jour a l'autre. Le facteur de correction est déterminé pour chaque lot de composants et est imprimé sur I'étiquette de composants située du la boite du
systeme de test.

b.  Valeur seuil de densité optique : Pour obtenir la valeur seuil de densité optique, multiplier le FC par la DO moyenne de I'étalon, déterminée ci-dessus.

(FC x DO moyenne de I'étalon = Valeur seuil de DO)
C.  Rapports valeur d’indice/DO : Calculer le rapport valeur d’indice/DO de chaque échantillon en divisant sa valeur de DO par la valeur seuil de DO de I'étape

b.
Exemple : DO moyenne de I'étalon = 0,793
Facteur de correction (FC) = 0,25
Valeur seuil de DO = 0,793 x 0,25 = 0,198
DO inconnue de I'échantillon = 0,432
Rapports valeur d’indice/DO de I’échantillon = 0,432/0,198=2,18

Interprétations : Les rapports valeur d’indice/DO sont interprétés de la maniére suivante.
Rapport valeur d’indice/DO

Echantillons négatifs <0,90
Echantillons ambivalents 0,91a1,09
Echantillons positifs >1,10

a. Le VHS-1etle VHS-2 ont en commun de nombreux antigénes a réaction croisée. Par conséquent, pour évaluer complétement I'état des anticorps 1gG anti-
VHS, les tests ELISA VHS-1 et VHS-2 doivent tous deux étre exécutés simultanément sur chaque échantillon. Les résultats des deux tests doivent étre
comparés et évalués comme suit :

Positif (21,10) Ambivalent (0,91-1,09) Négatif (< 0,90) Interprétation
HSV-1, HSV-2
HSV-1 HSV-2

Positif pour I'anticorps 1gG anti-VHS. Indique une infection actuelle ou passée

HSV-2 HSV-1
HSV-1 HSV-2 par VHS-1 ou VHS-2, ou les deux.
HSV-2 HSV-1
-1 -2
HEV 1, HSV Ambivalent. Les échantillons doivent étre testés de nouveau. Voir la
Hov-1 HSv-2 remarque (b) ci-dessous
HSV-2 HSV-1 q .

HSV-1, HSV-2 Négatif pour I'anticorps IgG anti-VHS. Indique une absence d’infection actuelle
ou passée par VHS-1 ou VHS-2. Voir item 3 ci-dessous.
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b.  Refaire deux fois le test sur les échantillons lorsque les rapports de DO sont dans la zone d’ambivalence (0,91 — 1,09). Le résultat final sera obtenu dés que
deux mesures concordantes seront observées. Evaluer répétitivement les échantillons ambivalents avec une autre méthode sérologique et/ou reprendre
I’évaluation en prélevant d’autres échantillons une a trois semaines plus tard.

c.  Les échantillons obtenus trop tot durant une primo-infection peuvent ne pas présenter de niveaux dépistables d’anticorps IgG. Si une primo-infection est
suspectée, un autre échantillon doit étre prélevé sous 8 a 14 jours et analysé en méme temps que I’échantillon d’origine pour déterminer la
séroconversion.

d.  Pour évaluer les deux sérums (aigu et convalescent), les deux échantillons doivent étre évalués lors d’une méme analyse. Si I'échantillon aigu est négatif et
que I'échantillon convalescent est positif pour I'anticorps IgG anti-VHS-1 ou anti-VHS-2, voire pour les deux, la séroconversion a eu lieu et une primo-
infection par VHS est indiquée.

Le VHS-1 et le VHS-2 ont en commun de nombreux antigénes a réaction croisée et une majorité des anticorps produits en réponse a une infection initiale est
dirigée contre des antigénes communs (17). L'infection initiale par le VHS-2 chez les personnes présentant une infection passée par le VHS-1 produira
probablement une hausse significative du dosage des anticorps dirigés contre les antigenes communs, de méme que contre les antigénes spécifiques du VHS-2.
Les résultats de tests de dépistage d’anticorps dirigés contre le VHS-1 et le VHS-2 ne peuvent pas indiquer le foyer de l'infection. Le test n’a pas vocation a
remplacer un isolement viral.

La présence d’anticorps 1gG anti-VHS-1 et anti-VHS-2 n’implique pas nécessairement la protection contre une infection future par le VHS-1 (17). Toutefois, les
personnes présentant une infection passée par le VHS-1 qui sont ensuite infectées par le VHS-2 peuvent bénéficier d’une évolution clinique moins sévere (17).
Le rapport DO d’un seul échantillon sérique ne peut étre utilisé pour déterminer la présence d’une infection récente. Les paires d’échantillons (aigu et
convalescent) doivent étre prélevées et dosés simultanément pour démontrer la séroconversion.

Les résultats des tests de démonstration de séroconversion doivent étre interprétés en conjonction avec une évaluation clinique et les résultats d’autres
procédures diagnostiques.

Les échantillons contenant des anticorps anti-antigénes nucléaires (comme on en dépiste chez les patients atteints de lupus érythémateux systémique) peuvent
donner de faux résultats positifs avec les tests ZEUS ELISA VHS-1 et VHS-2.

Les échantillons prélevés trop tét durant un processus d’infection risquent de ne pas présenter des niveaux détectables d’IgG. Dans ces cas, un second
échantillon peut étre prélevé aprés 2 a 7 semaines et analysé en méme temps que I’échantillon d’origine pour rechercher la séroconversion.

Un test de dépistage d’IgG anti-VHS positif chez un nouveau-né doit étre interprété avec précaution dans la mesure ou les anticorps maternels acquis
passivement peuvent persister pendant 6 mois. Un test négatif pour I'anticorps IgG chez un nouveau-né peut contribuer a exclure une infection congénitale
(18). Le diagnostic le plus définitif d’'une infection VHS active exige I'isolement du virus.

Les tests ZEUS ELISA anti-VHS-1 et anti-VHS-2 ne sont pas destinées au diagnostic d’une infection en cours chez une femme enceinte. Une telle infection doit
étre déterminée par isolement viral (4).

Les résultats de cette analyse sont qualitatifs et doivent étre considérés comme positifs ou négatifs pour la présence d’anticorps I1gG dirigés contre le VHS. Ce
test peut uniquement dépister la séroconversion lorsque le sérum actif est négatif et le sérum convalescent positif. Les criteres de hausse significative du titre
n’ont pas été établis.

L'incidence d’infection par VHS varie selon I'age, la situation géographique, les comportements sexuels et le niveau socioéconomique (2). Aux Etats-Unis, entre 30 et
90 % des personnes de plus de 10 ans sont positives a I'anticorps dirigé contre le VHS (7, 8).

Systeme de test IgG VHS-1 5

Etudes comparatives

Le systéme de test ZEUS ELISA de dépistage d’IgG au VHS-1 a été comparé a un test ELISA disponible dans le commerce pour la détection des anticorps 1gG
dirigés contre le VHS-1. 132 échantillons de sérum provenant de donneurs sains du nord-est des Etats-Unis ont été examinés avec les deux procédures. Les
résultats sont résumés ci-dessous :

Test ELISA IgG VHS-1 de référence
Positif Négatif Ambivalent*
Systeme de test Positif 92 1 2
ZEUS ELISA 1gG Négatif 3 33 0
VHS-1 Ambivalent* 1 0 0

Spécificité = 97,1 % (33/34)
* Les résultats ambivalents ont été exclus des calculs de sensibilité et de spécificité.
Sensibilité = 96,8 % (92/95)

Précision et reproductibilité :

Des études de reproductibilité ont été réalisées pour évaluer la précision intra-essai et inter-essai du systéme de test ZEUS ELISA IgG VHS-1. Les analyses ont été
effectuées a 'aide de quatre échantillons dotés de valeurs de rapports de DO dans les intervalles positif haut, positif bas et négatif. Huit répétitions de chaque
échantillon ont été testées sur trois jours consécutifs. Le rapport de DO moyenne et le coefficient de variation (CV) ont été calculés pour chaque échantillon. Les
résultats sont résumés ci-dessous :

Intra-essai (n=8) Inter-essai (n=3)
Analyse 1 Analyse 2 Analyse 3
Sérum Rapport moyen % CV Rapport moyen % CV Rapport moyen % CV Rapport moyen % CV
1 4.87 7.5 4.62 4.8 3.84 7.0 4.44 10.0
2 2.58 6.9 2.38 6.3 2.06 16.0 2.34 9.0
3 1.77 9.1 1.59 5.3 1.28 9.0 1.55 13.0
4 0.58 6.2 0.53 5.2 0.61 6.0 0.57 2.5

Réactivité croisée

Vingt-et-un (21) échantillons sériques qui étaient négatifs avec les tests ZEUS ELISA IgG VHS-1 et VHS-2 ont été analysés par fluorescence indirecte pour dépister
la présence d’anticorps 1gG spécifiques du virus varicelle-zona (VZV), de I'antigéne de la capside virale (VCA) du virus Epstein-Barr (EBV) et du cytomégalovirus
(CMV). Douze (12) des échantillons étaient positifs pour au CMV, 10 étaient positifs au VZV et les 21 étaient tous positifs au VCA. Ces résultats montrent que le
systéme de test ZEUS ELISA 1gG VHS-1 ne présente pas de réaction croisée avec les anticorps dirigés contre d’autres virus de I’herpés.
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