PLATELIA™ LYME IgM
¥ 96 72951

DETECTION QUALITATIVE DES ANTICORPS IgM
ANTI-BORRELIA BURGDORFERI SENSU LATO DANS
LE SERUM OU LE PLASMA HUMAIN PAR METHODE
IMMUNOENZYMATIQUE

IVD
q3




1-

22

DOMAINE D’UTILISATION

Platelia™ Lyme IgM est un test immunoenzymatique par immunocapture
pour la détection qualitative des anticorps IgM dirigés contre Borrelia
burgdorferi sensu lato dans le sérum ou le plasma humain.

INTERET CLINIQUE

La borréliose de Lyme, ou maladie de Lyme, est une maladie infectieuse
non contagieuse, due a une bactérie de la famille des Spirochetaceae,
Borrelia burgdorferi, transmise par des tiques du genre Ixodes (2). Le
réservoir du germe est constitué par toute une variété d’animaux. La
transmission a ’homme se fait lors de la morsure des tiques, et le risque
de transmission est d’autant plus grand que la morsure dure plus
longtemps.

La maladie de Lyme est largement répandue dans les régions tempérées
et froides de I'hémisphére nord, de la Chine a I'Amérique du Nord et de la
Scandinavie a I'Afrique du Nord. On estime environ a 17 000 le nombre de
cas annuels aux Etats-Unis (3), et a plus de 50 000 celui en Europe, ou il
semble exister un gradient positif d'ouest en est (4).

Il est maintenant établi que la bactérie Borrelia burgdorferi, décrite en
1984 comme une espece unique, est un complexe de plusieurs espéces,
dont trois ont un pouvoir pathogéne certain pour I'homme : Borrelia
burgdorferi sensu stricto (ss), Borrelia garinii et Borrelia afzelii (7). Les trois
espéces pathogenes circulent en Europe tandis que seule B. burgdorferi
sensu stricto est retrouvée aux Etats-Unis.

Les symptdomes de la maladie de Lyme sont variés et parfois difficiles a
reconnaitre (6). L'évolution clinique se déroule selon trois phases
distinctes. Le stade précoce (Stade I), peut étre asymptomatique ou se
traduire par un tableau pseudo-grippal. Dans 50 a 80% des cas, on note
I'apparition plusieurs jours ou semaines aprés la morsure de la tique d’un
rash cutané inflammatoire a extension centrifuge d’aspect tres particulier
nommé erythema migrans (EM). En I'absence de traitement, la
dissémination des Borrelia par voie sanguine se traduit quelques semaines
plus tard par la survenue d’arthrites inflammatoires, d’atteintes
neurologiques et méningées, de manifestations cutanées ou cardiaques
(Stade Il). Apres plusieurs mois ou années, la maladie évolue vers une
forme chronique associant a des degrés divers acrodermatite chronique
atrophiante, encéphalopathie, encéphalomyélite et arthrite chronique
(Stade 11I) (1).
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Il existe un tropisme organique particulier a chacune des espéces. Si le
premier stade d'érythéme migrant est indistinctement lié aux trois
especes, I'évolution vers une forme neurologique est préférentiellement
associée a l'espece B. garinii, les arthrites plutét a B. burgdorferi ss,
I’'acrodermatite chronique atrophiante étant quant a elle spécifique de B.
afzelii.

Le diagnostic de maladie de Lyme ne doit étre posé qu’aprés une
évaluation rigoureuse des antécédents du patient, de ses critéres cliniques
et biologiques, et de I'évaluation du risque de contamination. En raison
des difficultés de I’examen direct, de la culture bactérienne et de la mise
en ceuvre des techniques de biologie moléculaire, la sérologie reste
I’élément clé du diagnostic biologique de la maladie de Lyme (1,5,8). Les
anticorps IgM anti-Borrelia burgdorferi apparaissent en général 3 a 6
semaines aprés le début de I'infection et peuvent persister pendant
I’évolution de la maladie. La réponse IgG est plus tardive et n’atteint son
pic qu’aprés des mois, voire des années. S’il est moins utile au stade
précoce, le diagnostic sérologique s’avere en revanche indispensable lors
des stades secondaires ou tertiaires, notamment en I’'absence d’érytheme
migrant. Lorsque la sérologie est négative et le contexte clinique
évocateur, une nouvelle sérologie doit étre réalisée 3 semaines apres le
premier prélévement. La présence d’IgM spécifiques n’est pas synonyme
d’infection récente, de méme que la présence d’lgG n’est pas toujours le
signe d’une infection ancienne.

La nature des antigénes et des anticorps utilisés dans les réactifs
Platelia™ Lyme IgM (Réf. 72951) et Platelia™ Lyme IgG (Réf. 72952)
permettent respectivement la détection des anticorps spécifiques IgM et
IgG dirigés contre les différentes souches américaines et européennes de
Borrelia burgdorferi sensu lato (B. burgdorferi ss, B. garinii, B. azfelii).

PRINCIPE

Platelia™ Lyme IgM est un test permettant la détection qualitative des
anticorps IgM anti-Borrelia burgdorferi sensu lato dans le sérum ou le
plasma humain par une méthode immunoenzymatique par immunocapture
des IgM sur phase solide.

Des anticorps anti-chaines p humaines sont utilisés pour sensibiliser la
microplaque. Un mélange d’antigéne Borrelia et d’anticorps monoclonal
anti-antigéne Borrelia marqué a la peroxydase est utilisé comme conjugué.
La mise en ceuvre du test comprend les étapes suivantes :
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e Etape 1

Les échantillons a étudier ainsi que les controles sont dilués au 1/101 puis
déposés dans les cupules de la microplaque. Durant cette incubation de
1 heure a 37°C, les IgM présentes dans I’échantillon sont captées par les
anticorps anti-p fixés sur les cupules de la microplaque. Les IgG et les
autres protéines sériques sont éliminées par les lavages pratiqués a la fin
de l'incubation.

e Etape 2

Le conjugué (mélange d’antigéne Borrelia et d’anticorps anti-Borrelia
marqué a la peroxydase) est déposé dans toutes les cupules de la
microplaque. Durant cette incubation de 1 heure a 37°C, si I’échantillon
testé contient des anticorps IgM spécifiques de Borrelia, ceux-ci vont fixer
le conjugué. Le conjugué en excés non lié est éliminé par les lavages
pratiqués a la fin de I'incubation.

e Etape 3

La présence des complexes immuns (anti-chaine p humaine / IgM anti-
Borrelia / Antigéne Borrelia / Anticorps monoclonal anti-Borrelia marqué a
la peroxydase) éventuellement formés est révélée par I’addition dans
chaque cupule d’une solution de révélation enzymatique.

e Etape 4

Aprés incubation a température ambiante (+18-30°C), la réaction
enzymatique est stoppée par addition d’une solution d’acide sulfurique
1N. La densité optique lue a 450/620 nm, interprétée par rapport a une
valeur seuil, permet de confirmer ou d’infirmer la présence d’IgM anti-
Borrelia dans I’échantillon testé.

COMPOSITION DE LA TROUSSE

Les réactifs sont fournis en quantité suffisante pour réaliser 96
déterminations en un maximum de 6 séries. Tous les réactifs sont destinés
a I'usage exclusif du diagnostic in vitro.



Etiquetage Réactifs Présentation
R1 Microplate |Microplaque (prét a I'emploi) : 12 barrettes 1
de 8 cupules a puits sécables sensibilisées
par des anticorps anti-chaines p humaines
R2 |Concentrated Solution de lavage (20x) : 1x70 ml
Washing  |Tampon TRIS-NaCl (pH 7,4), 2% Tween® 20.
Solution  |Conservateur : < 1,5% ProClin™ 300
(20x)
R3 Negative |Contréle Négatif : 1x0,75 ml
Control  |Sérum humain négatif en IgM anti-Borrelia, en
antigéne HBs et en anticorps anti-VIH1, anti-
VIH2 et anti-VHC
Conservateur : < 1,5% ProClin™ 300
R4 Cut-off Contréle Valeur Seuil : 1x0,75 ml
Control  |Sérum humain réactif pour les IgM anti-Borrelia,
et négatif en antigéne HBs et en anticorps anti-
VIH1, anti-VIH2 et anti-VHC
Conservateur : < 1,5% ProClin™ 300
R5 Positive Contréle Positif : 1x0,75 ml
Control  |Sérum humain réactif pour les IgM anti-Borrelia,
et négatif en antigéne HBs et en anticorps anti-
VIH1, anti-VIH2 et anti-VHC
Conservateur : < 1,5% ProClin™ 300
Réa Antigen  |Antigéne (lyophilisé) : 2x0gs8,0ml
Sérum albumine bovine, Antigéne Borrelia
R6b | Conjugate |Conjugué (51x): 1x0,4ml
(51x) Anticorps monoclonal d’origine murine anti-
Borrelia couplé a la peroxydase
Conservateur : < 1,5% ProClin™ 300
R7 Diluent Diluant pour échantillons et conjugué (prét a 2x65ml
I’'emploi) : Tris-NaCl (pH 7,7), Sérum de veau
foetal, 0,1% de Tween® 20 et rouge de phénol
Conservateur : < 1,5% ProClin™ 300
R9 | Chromogen |Chromogéne (prét a 'emploi) : 1x28ml
T™B 3,3',5,5" tétraméthylbenzidine (< 0,1%),
H202 (<1 %)
R10 Stopping |Solution d’arrét (prét a ’emploi) : 1x28 ml
Solution  |Solution d’acide sulfurique 1N
Films adhésifs 4

25




26

Se reporter aux indications mentionnées sur le coffret pour connaitre les
conditions de conservation et la date d’expiration des réactifs.

PRECAUTIONS D’UTILISATION

La qualité des résultats dépend du respect des Bonnes Pratiques de

Laboratoire suivantes :

e Ne pas utiliser les réactifs apres la date d'expiration.

e Ne pas mélanger, ni associer au cours d’'une méme série, des réactifs
provenant de trousses portant des numéros de lots différents.

REMARQUE: Il est possible d’utiliser d’autres lots de Solution de
Lavage (R2 identifié 20x en vert), de Chromogéne (R9 identifie TMB en
turquoise) et de Solution d’Arrét (R10 identifié 1N en rouge) que ceux
fournis avec la trousse, sous réserve d’utiliser des réactifs strictement
équivalents d’un seul et méme lot au cours d’une méme série.

e Avant utilisation, attendre 15 minutes que les réactifs s’équilibrent a la
température ambiante (+18-30°C).

¢ Reconstituer ou diluer soigneusement les réactifs en évitant toute
contamination.

e Ne pas réaliser le test en présence de vapeurs réactives (acides,
alcalines, aldéhydes) ou de poussiéres qui pourraient altérer I'activité
enzymatique du conjugué.

e Utiliser de préférence du matériel a usage unique. A défaut, utiliser une
verrerie parfaitement lavée et rincée a I'eau distillée.

¢ Le lavage des cupules est une étape essentielle de la manipulation :
respecter le nombre de cycles de lavages prescrit, et s’assurer que
toutes les cupules sont complétement remplies, puis complétement
vidées. Un mauvais lavage peut entrainer des résultats incorrects.

* Ne pas laisser la microplaque sécher entre la fin des lavages et la
distribution des réactifs.

e Ne jamais utiliser le méme récipient pour distribuer le conjugué et la
solution de révélation.

e La réaction enzymatique est trés sensible a tous métaux ou ions
métalliques. Par conséquent, aucun élément métallique ne doit entrer
en contact avec les différentes solutions contenant le conjugué ou le
chromogene.

e Le Chromogene (R9) doit étre incolore. L’apparition d’une coloration
bleue indique que le réactif est inutilisable et doit étre remplacé.

e Utiliser un cone de distribution neuf pour chaque échantillon.

o Vérifier I'exactitude des pipettes et le bon fonctionnement des appareils
utilisés.



CONSIGNES D’HYGIENE ET DE SECURITE
Les composants d’origine humaine utilisés dans la préparation des
réactifs ont été testés et trouvés non réactifs pour I’'antigéne de surface de
I’hépatite B (Ag HBs), les anticorps dirigés contre le virus de I'hépatite C
(anti-VHC) et les anticorps dirigés contre le virus de I'immunodéficience
humaine (anti-VIH1 et anti-VIH2). Du fait qu’aucune méthode ne peut
garantir de fagon absolue I'absence d’agents infectieux, considérer les
réactifs d’origine humaine ainsi que tous les échantillons de patients
comme potentiellement infectieux et les manipuler avec les précautions
d'usage :

e Considérer le matériel directement en contact avec les échantillons et
les réactifs d’origine humaine ainsi que les solutions de lavage comme
des produits contaminés.

e Porter des gants a usage unique lors de la manipulation des réactifs et
des échantillons.

¢ Ne pas pipeter a la bouche.

e Eviter les éclaboussures d’échantillons ou de solutions les contenant.
Nettoyer les surfaces souillées avec de I'eau de javel diluée a 10%. Si le
liquide contaminant est un acide, neutraliser au préalable les surfaces
souillées avec du bicarbonate de soude, puis nettoyer a I'aide d’eau de
javel et sécher avec du papier absorbant. Le matériel utilisé pour le
nettoyage devra étre jeté dans un conteneur spécial pour déchets
contaminés.

e Eliminer les échantillons, les réactifs d’origine humaine ainsi que le
matériel et les produits contaminés apres décontamination :

- soit par immersion dans de I’eau de javel a la concentration finale de
5% d’hypochlorite de sodium pendant 30 minutes.
- soit par autoclavage a 121°C pendant 2 heures minimum.

ATTENTION: ne pas introduire dans I’autoclave des solutions

contenant de I’hypochlorite de sodium

e Eviter tout contact du Chromogene et de la Solution d’Arrét avec la
peau et les muqueuses.

e |La manipulation et I’élimination des déchets chimiques et biologiques
doivent étre faites selon les Bonnes Pratiques de Laboratoire.

e Tous les réactifs de la trousse sont destinés au seul usage diagnostic in
vitro.
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Attention : certains réactifs contiennent du ProClin™ 300 < 1,5%

S28-37 : Apres contact avec la peau, se laver immédiatement

R43 : Peut entrainer une sensibilisation par contact avec la
x peau

Xi - Irritant

et abondamment avec de I'eau et du savon. Porter des gants
appropriés.

ECHANTILLONS

1

2

4.

. Les tests sont effectués sur des échantillons de sérum ou de plasma

recueilli sur anticoagulant de type EDTA, héparine ou citrate.

. Respecter les consignes suivantes pour le prélevement, le traitement et

la conservation de ces échantillons de sang :

e Prélever un échantillon de sang selon les pratiques en usage.

e Pour les sérums, laisser le caillot se former complétement avant
centrifugation.

e Conserver les tubes fermés.

e Aprés centrifugation, extraire le sérum ou le plasma et le conserver
en tube fermé.

e Les échantillons seront conservés a +2-8°C si le test est effectué
dans les 7 jours.

e Si le test n’est pas effectué dans les 7 jours, ou pour tout envoi, les
échantillons seront congelés a -20°C (ou plus froid).

e || est recommandé de ne pas procéder a plus de cing cycles de
congélation / décongélation. Les échantillons devront étre
soigneusement homogénéisés (Vortex) aprés décongélation et avant
la réalisation du test.

. Les résultats ne sont pas affectés par les échantillons contenant 90 g/I

d’albumine ou 100 mg/I de bilirubine non conjuguée, les échantillons
lipémiques contenant I’équivalent de 36 g/l de trioléine (triglycéride) ou
les échantillons hémolysés contenant 10 g/l d’hémoglobine.

Ne pas chauffer les échantillons.

MODE OPERATOIRE
7.1. MATERIEL NECESSAIRE NON FOURNI

Agitateur type Vortex.

Appareil de lecture pour microplagues équipé de filtres 450/620 nm (*).
Incubateur de microplaques pouvant étre thermostaté a 37°C + 1°C (*).
Systéme de lavage automatique, semi-automatique ou manuel pour
microplaques (¥).



Eau distillée ou désionisée stérile.

Gants a usage unique.

Lunettes de protection.

Papier absorbant.

Pipettes ou multipipettes, automatiques ou semi-automatiques,
réglables ou fixes, pouvant mesurer de 10 pl a 1000 pl, et 1 ml, 2 ml et
10 ml.

Eprouvettes graduées de 25 ml, 50 ml, 100 ml et 1000 ml.

Hypochlorite de sodium (eau de javel) et bicarbonate de sodium.
Conteneur de déchets contaminés.

Tubes a usage unique

(*) Nous consulter pour une information précise concernant les
appareils validés par nos services techniques.

7.2. RECONSTITUTION DES REACTIFS

R1: Laisser revenir a température ambiante (+18-30°C) avant ouverture
du sachet. Sortir le cadre et replacer immédiatement les barrettes non
utilisées dans le sachet en vérifiant la présence du dessicant. Refermer
soigneusement le sachet et le replacer a +2-8°C.

R2: Diluer au 1/20 la solution R2 avec de I'eau distillée : 50 ml de R2
dans 950 ml d’eau distillée. On obtient ainsi la solution préte a I'emploi.
Prévoir 350 ml de solution de lavage diluée pour une plaque entiére de
12 barrettes en lavage manuel.

R3, R4, R5: Diluer au 1/101 dans le Diluant (R7) (exemple : 10 pl R3 +
1 mlR7).

R6a: Pour une plaque entiere, reprendre le contenu de chacun des
flacons par 8 ml de Diluant (R7) et bien homogénéiser. Une attente de
15 minutes environ avant le mélange avec le Conjugué (R6b) permet
d'assurer une réhydratation homogéne de |‘antigéne.

R6b: Préparer la quantité de conjugué nécessaire a la réalisation d’une
série en diluant un volume de conjugué concentré 51x dans 50 volumes
de Diluant (R7). Pour une plaque entiére, utiliser 0,3 ml de R6b et 15 ml
de R7.

R6 (R6a+R6b): Mélanger volume a volume les réactifs R6a et R6b
reconstitués. Pour une plaque entiére, utiliser 12 ml de la solution R6a
reconstituée et 12 ml de la solution R6b reconstituée. Attendre 45
minutes avant utilisation de la solution de travail du conjugué.
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7.3. CONSERVATION ET VALIDITE DES REACTIFS OUVERTS ET /
OU RECONSTITUES

La trousse doit étre conservée a +2-8°C. Chaque élément de la trousse

conservée avant ouverture a +2-8°C peut étre utilisé jusqu’a la date de

péremption indiquée sur le coffret.

* R1: Apres ouverture, les barrettes conservées dans le sachet
correctement refermé sont stables pendant 1 mois a +2-8°C (vérifier la
présence du dessicant).

® R2: Aprés dilution, la Solution de Lavage se conserve 2 semaines a
+2-30°C. Aprés ouverture et en I'absence de contamination, la Solution
de Lavage concentrée peut étre conservée a +2-30°C jusqu’a la date
indiquée sur I'étiquette.

e R3, R4, R5, R6b, R7: Aprés ouverture et en I'absence de
contamination, les réactifs conservés a +2-8°C sont stables pendant
1 mois.

* R6a+R7: Apres reconstitution, I'antigene se conserve 15 jours a +2-8°C
ou congelé a -20°C. L'antigéne reconstitué et conservé congelé ne doit
pas subir plus de trois cycles de congélation / décongélation.

* R6b+R7 : Apres reconstitution, la solution de conjugué est stable 8
heures a température ambiante (+18-30°C) ou 24 heures a +2-8°C.

* R6 (R6a+R6b): Apres reconstitution, la solution de travail du conjugué
est stable 8 heures a température ambiante (+18-30°C).

e R9: Apres ouverture et en I’absence de contamination, le réactif
conservé a +2-8°C est stable pendant 2 mois.

e R10: Aprés ouverture et en 'absence de contamination, le réactif
conservé a +2-8°C est stable jusqu’a la date d’expiration indiquée sur
I’étiquette.

7.4. MODE OPERATOIRE

Suivre strictement le protocole proposé et appliquer les Bonnes Pratiques

de Laboratoire.

Avant utilisation, laisser tous les réactifs revenir a température ambiante

(+18-30°C).

Utiliser les sérums de contrdles a chaque mise en ceuvre du dosage pour

valider la qualité du test.

1. Etablir soigneusement le plan de distribution et d’identification des
sérums de contréle et des échantillons de patients.

2. Préparer la Solution de Lavage diluée (R2) [Se référer au Chapitre 7.2].



3. Sortir le cadre support et les barrettes (R1) de 'emballage protecteur
[Se référer au Chapitre 7.2).

4. Reprendre le contenu d’un flacon R6a par 8 ml de Diluant (R7) et bien
homogénéiser.

5. Diluer les sérums de controle R3, R4, R5 et les échantillons de patients
a tester (S1, S2...) au 1/101 dans le Diluant (R7), soit 10 pl d’échantillon
et 1,0 ml de Diluant (R7). Bien homogénéiser (Vortex).

6. Préparer la Solution de Conjugué (R6) : diluer au 1/51 la quantité de
Conjugué (R6b) nécessaire avec le Diluant (R7). Puis mélanger volume a
volume les réactifs R6a et R6b ainsi reconstitués [Se référer au Chapitre
7.2]. Ce mélange doit étre préparé au moins 45 mn avant le dép6t sur la
plaque. Bien homogénéiser.

7. Distribuer dans chaque cupule 200pl des sérums de contrble et des
échantillons dilués selon le schéma suivant :

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12

A |R3 |S5 |S13
B |R4 |S6

C |R4 |S7

D |R5 |S8

E |S1 |S9

F |s2 |s10

G [S3 |S11

H |s4 |S12

8. Couvrir la microplaque d’un film adhésif en appuyant bien sur toute la
surface pour assurer I'étanchéité, puis incuber immédiatement la
microplaque au bain-marie thermostaté ou dans un incubateur sec de
microplaques pendant 1 heure + 5 minutes a 37°C + 1°C.

9. A la fin de la premiére incubation, retirer le film adhésif, aspirer le
contenu de toutes les cupules dans un conteneur pour déchets
contaminés (contenant de I’hypochlorite de sodium) et procéder a 4
lavages avec 350 pl de la Solution de Lavage (R2). Sécher les barrettes
par retournement sur une feuille de papier absorbant et taper
Iégerement afin d’éliminer la totalité de la Solution de Lavage.
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10.

11.

12.

13.

14.

15.

16.

Distribuer 200 pl de la solution de travail du conjugué (R6) dans toutes
les cupules. Agiter délicatement cette solution avant I’emploi.

Couvrir la microplaque d’un film adhésif neuf en appuyant bien sur toute
la surface pour assurer I’étanchéité. Incuber la microplaque au bain-
marie thermostaté ou dans un incubateur sec de microplaques pendant
1 heure + 5 minutes a 37°C + 1°C.

A la fin de la deuxieme incubation, retirer le film adhésif, aspirer le
contenu de toutes les cupules dans un conteneur pour déchets
contaminés (contenant de I’hypochlorite de sodium) et procéder a 4
lavages avec 350 pl de la Solution de Lavage (R2). Sécher les barrettes
par retournement sur une feuille de papier absorbant et taper
|égerement afin d’éliminer la totalité de la Solution de Lavage.

Distribuer rapidement, et a I'abri de la lumiére vive, 200 pl du Chromo-
gene (R9) dans toutes les cupules. Laisser la réaction se développer a
I’obscurité pendant 30 + 5 minutes a température ambiante
(+18-30°C). Lors de cette incubation, ne pas utiliser de film adhésif.
Arréter la réaction enzymatique en ajoutant 100 pl de la Solution d’Arrét
(R10) dans chaque cupule. Adopter la méme séquence et le méme
rythme de distribution que pour la solution de révélation.

Essuyer soigneusement le dessous des plaques. Lire la densité optique
a 450/620 nm a 'aide d’un lecteur de plaques dans les 30 minutes qui
suivent I'arrét de la réaction. Les barrettes doivent toujours étre
conservées a I'abri de la lumiére avant la lecture.

S'assurer, avant la transcription des résultats, de la concordance entre
la lecture et le plan de distribution des plaques et des échantillons.

8- CALCUL ET INTERPRETATION DES RESULTATS

8.1. CALCUL DE LA VALEUR SEUIL (VS)

La valeur Seuil VS correspond a la moyenne des densités optiques (DO)
des duplicats du Contrdle Valeur Seuil (R4) :

VS = moyenne DO R4

8.2. CALCUL DU RATIO ECHANTILLON

Les résultats pour un échantillon donné sont exprimés sous forme d’un
ratio a I'aide de la formule suivante :
Ratio Echantillon = DO échantillon/VS
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8.3. CONTROLE DE QUALITE
Analyser les résultats de DO obtenus avec les sérums de contrdle sur
chaque microplaque et pour chaque série. Pour valider la manipulation, les
critéres suivants doivent étre respectés :
e Valeurs des densités optiques :

- VS>0,2

- 0,80 x VS < DO R4 Repl.1 < 1,20 x VS

- 0,80 xVS < DO R4 Repl.2 < 1,20 x VS
(La DO individuelle de chacun des duplicats du Contréle R4 ne doit pas
s’écarter de plus de 20% de la Valeur Seuil)

e Rapports des densités optiques :
- Ratio R3 (DO R3/VS) < 0,5
- Ratio R5 (DO R5/VS) > 2,0
Si ces critéres ne sont pas respectés, recommencer la manipulation.

8.4. INTERPRETATION DES RESULTATS

Ratio échantillon | Résultat Interprétation

Ratio < 0,80 Négatif |L'échantillon est considéré négatif pour la présence
d’anticorps IgM anti-Borrelia burgdorferi sensu lato.

0,80 < Ratio < 1,2 | Douteux |L’échantillon est considéré douteux pour la présence

d’anticorps IgM anti-Borrelia burgdorferi sensu lato. Le
résultat doit étre confirmé par un nouveau test réalisé
sur un nouvel échantillon prélevé au minimum 3
semaines apres la date du 1er examen.

Ratio = 1,2 Positif  |L’échantillon est considéré positif pour la présence
d’anticorps IgM anti-Borrelia burgdorferi sensu lato.

En cas de suspicion d’infection, des tests sérologiques complémentaires
tels que la recherche des IgG anti-Borrelia peuvent étre utiles pour
confirmer le diagnostic. En cas de sérologie positive ou douteuse, il est
recommandé de tester les échantillons par une méthode de confirmation de
type Western-Blot (8).

8.5. EXPERTISE DES CAUSES D’ERREUR

L’origine des réactions non validées ou non reproductibles est souvent en
relation avec les causes suivantes :
e Lavage insuffisant des microplaques.
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e Contamination des échantillons négatifs par un sérum ou un plasma
contenant un titre élevé d’anticorps.

e Contamination ponctuelle de la solution de révélation par des agents
chimiques oxydants (eau de javel, ions métalliques...).

e Contamination ponctuelle de la Solution d’Arrét.

8.6. EXEMPLE DE CALCUL

Note: Les données suivantes ne constituent qu’un exemple et ne doivent
pas étre utilisées a la place des données obtenues par I'utilisateur.

Contréles et
Echantillons de DO (450/620 nm) Ratio Résultat
patients

R3 0,155 0,22 Négatif

R4 0,709 / /

R4 0,697 / /

R5 2,280 3,24 Positif
Echantillon 1 1,181 1,67 Positif
Echantillon 2, 0,597 0,85 Positif

etc...

e Valeur Seuil :
- VS =(0,709+0,697)/2 = 0,703

e Valeurs des densités optiques :
- DO VS =0,703 (N > 0,200)
- DO R4 Repl.1 =0,709 (0,80 DO VS < DO R4 Repl.1 < 1,20 DO VS)
- DO R4 Repl.2 = 0,697 (0,80 DO VS < DO R4 Repl.2 < 1,20 DO VS)

e Rapports des densités optiques :
- Ratio R3 =0,22 (N < 0,5)
- Ratio R5 = 3,24 (N > 2,0)

e Contréle de qualité : Conforme

PERFORMANCES

9.1. PREVALENCE

Afin de déterminer la prévalence des anticorps IgM dirigés contre Borrelia
burgdorferi sensu lato dans le sérum humain, un panel de 296 échantillons
issus de donneurs de sang du Nord de la France a été testé. Les résultats
obtenus sont les suivants : 286 sérums négatifs, 8 sérums douteux et
2 sérums positifs. La prévalence mesurée a I'aide du dosage Platelia™
Lyme IgM s’établit donc a 0,68% (2/296).




9.2. SPECIFICITE

9.2.1 Spécificité en zone non endémique

La spécificité a été déterminée sur un panel de 286 sérums recueillis
auprés de donneurs de sang vivant en zone non endémique dans le nord
de la France. Ces échantillons ont été sélectionnés sur la négativité des
résultats obtenus a I'aide d’une trousse EIA commercialisée en Europe
(marquage CE) et servant de référence.

9.2.2 Spécificité en zone endémique

La spécificité a également été déterminée sur un panel de 197 sérums
recueillis auprés de donneurs de sang vivant en zone d’endémie dans I'est
de la France, lesquels ne présentaient aucun antécédent pouvant évoquer
une maladie de Lyme (absence de signes cliniques en faveur d’une
borréliose, absence de notion de piqre de tique). Ces échantillons ont été
sélectionnés sur la négativité des résultats obtenus a I’aide d’une trousse
EIA commercialisée en Europe (marquage CE) et servant de référence.

Les résultats obtenus sont présentés dans le tableau suivant :

Panel de sérums Négatif | Douteux ™ | Positif @ Spécificité
Zone non 99,6%
endémique (n=286) 280 5 1 (280/281)
[IC 95%] © [98,0% - 100,0%]
Zone endémique 99,0%
(n=197) 191 4 2 (191/193)
[IC 95%] [96,3% - 99,9%)]

™ les résultats douteux ont été exclus des calculs de spécificité.

@ 'un des trois échantillons trouvés positifs avec le test Platelia™ Lyme IgM a
également été trouvé positif en Western-blot

@ |C 95% : intervalle de confiance a 95%.

9.3. SENSIBILITE

La sensibilité du dosage Platelia™ Lyme IgM a été étudiée en
complémentarité de celle du dosage Platelia™ Lyme IgG (Réf. 72952) sur
une population de 70 échantillons de patients atteints de diverses formes
de la maladie de Lyme a différents stades cliniques. Les résultats obtenus
sont présentés dans le tableau suivant, et sont comparés avec ceux
fournis par des trousses EIA commercialisées en Europe (marquage CE) et
servant de référence :
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Nomb . Référence
nNompore,| ™ (1)
Stade Clinique | de Platelia™ Lyme Europe
sérums IgM IgG IgM + IgG IgM + IgG
Erythéeme
migrant 17 58,8% 66,7% 82,4% 93,3%
(Stade I) [32,9%-81,6%)] | [38,4%-88,2%)] | [56,6%-96,2%)] | [68,1%-99,8%]
(IC 95%]
Neuroborréliose 36,7% 96,9% 96,9% 97,0%
(Stade II) 33 » 70 y= 70 »> 70 e
(IC 95%] [19,9%-56,1%)] | [83,4%-99,9%] | [83,4%-99,9%)] | [84,2%-99,9%]
0
Acrodermatite
a‘;’r’g °’;’:g"; fe 5 20,0% 100,0% 100,0% 100,0%
(St:de ”,) [0,05%-71,6%)] | [54,9%-100,0%] | [54,9%-100,0%)] | [54,9%-100,0%)]
[IC 95%]
A"";g’:: d‘fl:'lj’ me 15 0,0% 100,0% 100,0% 100,0%
(IC 95%] [0,0%-18,1%)] | [81,9%-100,0%)] |[81,9%-100,0%)] | [81,9%-100,0%)]
0

™ les résultats douteux ont été exclus des calculs de sensibilité.

La sensibilité du dosage Platelia™ Lyme IgM a été également étudiée sur
un panel documenté fourni par le CDC (Center for Disease Control) et a
été comparée avec celles obtenues a I’aide de trousses EIA
commercialisées en Europe (marquage CE) et aux USA (approuvées FDA).
Les résultats sont présentés dans le tableau suivant :

Nomb , Référence |Référence
Stade Oge re Platelia™ Lyme Europe® | USA®
Clinique A
serums IgM IgG IgM + IgG | IgM + IgG | IgM + IgG
Erythéme 73,7% 38,5% 86,4% 70,4% 87,0%
migrant 28 [48,8%- [20,2%- 65,1%- [49,8%- [66,4%-
[IC 95%] 90,9%] 59,5%] 97,1%) 86,3%] 97,2%]
Arthrite / 40,0% 100,0% 100,0% 100,0% 100,0%
Arthralgie 6 5.3% g 5,305 [607%- [60,7%- [60,7%- [60,7%-
[IC 95%] [5,3%-85,3%] 100,0%) 100,0%] 100,0%)] 100,0%)]
Non 100,0% 100,0% 100,0% 100,0% 100,0%
déterminé 4 [0,05%- [36,8%- [47,3%- [19,4%- [36,8%-
[IC 95%] 100,0%) 100,0%) 100,0%) 99,9%] 100,0%)

™ les résultats douteux ont été exclus des calculs de sensibilité.
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9.3. PRECISION

® Précision intra-essai (répétabilité) :

Afin d'évaluer la répétabilité intra-essai, un échantillon négatif et trois
échantillons positifs ont été testés a 30 reprises dans une méme série. Le
ratio (DO échantillon / VS) a été déterminé pour chaque échantillon. La
moyenne des ratios, la déviation standard (DS) et le coefficient de variation
(%CV) pour chaque échantillon sont donnés dans le tableau suivant.

Précision intra-essai (répétabilite)

N=30 Echz:mtil{on EcI!a.ntiII.on Echan}‘i!lon Echgrlrtillon
Négatif | positif faible positif positif fort
Ratio (DO Echantillon / Valeur Seuil)
Moyenne 0,24 1,17 1,88 4,23
DS 0,040 0,052 0,070 0,104
% CV 15,2% 4,4% 3,7% 2,5%

e Précision inter-essai (reproductibilité) :

Afin d'évaluer la reproductibilité inter-essai, chacun des quatre
échantillons (un négatif et trois positifs) ont chacun été testés en duplicate,
dans deux séries par jour, sur une période totale de 20 jours. Le ratio (DO
échantillon / VS) a été déterminé pour chaque échantillon. La moyenne
des ratios, la déviation standard (DS) et le coefficient de variation (%CV)
pour chaque échantillon sont donnés dans le tableau suivant.

Précision inter-essai (reproductibilité)

N=80 Echz:mtil{on ch!a_ntill.on Echan.ti{Ion Echer::tillon
Négatif | positif faible positif positif fort
Ratio (DO Echantillon / Valeur Seuil)
Moyenne 0,24 1,21 1,76 4,18
SD 0,029 0,067 0,104 0,153
% CV 12,0% 55% 5,9% 3,7%
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9.5. REACTIVITE CROISEE

338 échantillons ayant des caractéristiques susceptibles d’aboutir a des
réactions non spécifiques ont été testés avec la trousse Platelia™ Lyme
IgM. Les résultats obtenus sont présentés dans le tableau ci-dessous :

Nombre . ,% qe
Panel DA q Douteux @ Positifs réactions
d’échantillons .
croisées
Syphilis 83 0 1 1,2% @
cmv 30 0 1 3,3% %
EBV 17 1 5 29,4% ©
Leptospirose 15 0 2 13,3% ©@
Malaria 20 0 6 30,0% ©
Anticorps
anti-nucléaires 22 1 0 0,0%
(ANA)
Anticorps
héterophiles 10 0 0 0,0%
(HAMA)
Facteur rhumatoide| 43 0 0 0,0%
HSV 10 0 0 0,0%
Toxoplasmose 38 0 1 2,6% @
Rubéole 10 0 0 0,0%
Rougeole 10 0 0 0,0%
Oreillons 10 2 0 0,0%
HIV 10 0 0 0,0%
vzv 10 0 0 0,0%
TOTAL 338 4 16 4,8%

™ Les résultats douteux ont été exclus des calculs de réactions croisées.

@ Non significativement différent du pourcentage de prévalence en zone
endémique (test de Fisher, p>0,05).

@ Significativement différent du pourcentage de prévalence en zone endémique
(test de Fisher, p<0,05).




Les 16 échantillons trouvés positifs avec le test Platelia™ Lyme IgM ont
été également testés avec la trousse EIA commercialisée en Europe
(marquage CE) et par méthode Western-Blot. Les résultats obtenus sont
présentés dans le tableau ci-dessous :

Echantillon Trz_t;:se Vflf’:e{zn Echantillon Tn‘)-:l,l:se "':f,f,ﬁ"
Syphilis Négatif Négatif Leptospirose Positif Positif

CMV Négatif Négatif Malaria Douteux NT
EBV Positif Positif Malaria Positif NT
EBV Positif Négatif Malaria Douteux NT
EBV Positif Négatif Malaria Positif NT
EBV Positif NT Malaria Négatif NT
EBV Positif Douteux Malaria Négatif NT

Leptospirose Négatif Positif Toxoplasmose Positif Négatif

ONT : sérum non testé en raison d’un volume de prélévement insuffisant.

10-LIMITES D’UTILISATION

Le diagnostic d’infection par Borrelia burgdorferi ne peut étre
définitivement établi que sur un ensemble de données cliniques et
biologiques. Le résultat d’un seul test de recherche des anticorps IgM
anti-Borrelia burgdorferi ne constitue pas en soi une preuve suffisante
pour poser le diagnostic d’infection par Borrelia burgdorferi sensu lato. En
cas de sérologie positive ou douteuse, il est recommandé de tester les
échantillons par une méthode de confirmation de type Western-Blot (8).

En particulier il a été rapporté que les patients souffrant de malaria ou
infectés par le virus d’Epstein Barr ou par d’autres espéces de spirochetes
(leptospirose, etc...) pouvaient présenter des réactions faussement
positives avec les tests de recherche des anticorps anti-Borrelia
burgdorferi. Ces situations devront étre prises en compte lors de
I'interprétation des résultats obtenus avec ces tests.

11-CONTROLE QUALITE DU FABRICANT

Tous les produits fabriqués et commercialisés par la société Bio-Rad sont
placés sous un systéme d’assurance qualité de la réception des matieres
premiéres jusqu’a la commercialisation des produits finis. Chaque lot de
produit fini fait I’'objet d’un contréle de qualité et n’est commercialisé que
s’il est conforme aux criteres d’acceptation. La documentation relative a la
production et au contrdle de chaque lot est conservée par le fabricant.
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