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Utilisation prévue

QUANTA Flash M2 (MIT3) est un dosage immunologique par chimiluminescence pour la mesure semi-
guantitative des anticorps IgG anti-mitochondries dans le sérum humain. La présence de ces anticorps
anti-mitochondries peut étre utilisée en association avec des résultats cliniques et d’autres analyses de
laboratoire pour faciliter le diagnostic de la cholangite biliaire primitive.

Résumeé et explication du test

La cirrhose biliaire primitive (CBP), également appelée depuis peu cholangite biliaire primitive®, est une
maladie hépatique autoimmune chronique qui se caractérise par la destruction des petits canaux biliaires
intrahépatiques. Cette destruction progressive des canaux provoque une atteinte fonctionnelle croissante
du foie et, au fil du temps peut engendrer une insuffisance hepathue et entrainer la nécessité d'une
transplantation hepat|que L’étiologie de la CBP est inconnue, bien qu une composante génétique et le
sexe puissent avoir une importance dans le développement de la maladie.”

La CBP se manifeste généralement entre 30 et 65 ans et affecte plus souvent les femmes que les
hommes (rapport femme: homme de 9: 1) La CBP est présente dans tous les groupes ethmques et sur
toute la surface du globe Sa prévalence est estimée a 40 pour 100 000 personnes aux Etats- Unis.’

Les anticorps anti-mitochondries (AMA) détectés par immunofluorescence indirecte, sont le marqueur
sérologique traditionnel de la CBP.® Bien que les anticorps anti-mitochondries aient été décrits chez un
maximum de 90 % des patients atteints de CBP, certaines études ont observé une prévalence
significativement inférieure.’

Les premiéres études ont décrit 9 sous-types d’antigénes mitochondriaux, appelés de M1 a M9."° Dans la
majorité des sérums, les autoanticorps reconnaissent la fraction de I'antigéne M2. Les principaux
composants de I'antigéne M2 se sont avérés faire partie du complexe 1-oxo-acide déshydrogénase. Les
antigénes spécifigues ont été identifiess comme des sous-unités E2 du complexe pyruvate-
déshydrogénase (PDC-E2), du complexe 2-oxo-acide deshydrogenase a chaine ramifiée (BCOADC-E2)
et du complexe 2-oxo-glutarate-déshydrogénase (OGDC-E2)." L'identification de ces antigénes a permis
le développement de tests antigéniques spécifiques.

Les tests ELISA anti-M2 de premiére génération utilisaient le PDC-E2 comme substrat primaire pour
détecter les anticorps spécifiques de la CBP. Toutefois, alors que 75 a 90 % des patients atteints de CBP
prouvée par analyse histologique présentaient des anticorps anti-PDC-E2, environ 10 % d’entre eux ont
des anticorps anti-BCOADC-E2 ou anti-OGDC-E2 seulement.™** Pour combler cette lacune
diagnostique, un clone hybride doté d'une triple expression (MIT3) des épitopes immunodominants du
PDC-E2, du BCOADC-E2 et du OGDC-E2 a été développé.™** Les tests ELISA basés sur le M2 (MIT3)
ont fait la preuve de leurs performances supérieures par rapport aux tests ELISA conventionnels basés
sur le PDC-E2 et & 'immunofluorescence indirecte.™

Principes du test

L'antigene recombinant M2 (MIT3), contenant les épitopes immunodominants du PDC-E2, du BCOADC-
E2 et de 'OGDC-E2, est immobilisé sur les billes paramagnétiques stockées sous forme lyophilisée dans
la cartouche de réactifs. Lorsque la cartouche de test est préte a étre utilisée pour la premiere fois, une
solution tampon est ajoutée au tube contenant les billes pour les remettre en suspension avec le tampon.
La cartouche de réactifs est ensuite chargée sur I'appareil BIO-FLASH.




A l'aide de la fonction de ringage du systéme, I'appareil dilue selon un rapport 1:23 un échantillon de
sérum de patient dans une cuvette en plastique jetable. Un échantillon de sérum patient dilué, les billes
couplées au M2 (MIT3) et le tampon de dosage sont placés dans une seconde cuvette, puis mélangés.
Cette cuvette est alors incubée a 37 °C. Les billes sont ensuite magnétisées et lavées a plusieurs
reprises. L'anticorps IgG antihumain conjugué a l'isoluminol est ensuite ajouté a la cuvette et incubé a
37 °C. De nouveau, les billes sont magnétisées et lavées plusieurs fois. Le conjugué d’isoluminol produit
une réaction luminescente lorsque les réactifs « déclencheurs » sont ajoutés dans la cuvette. Le systeme
optique BIO-FLASH mesure la lumiére produite par cette réaction en unités relatives de lumiéere (RLU).
Les valeurs de RLU sont proportionnelles a la quantité de conjugué d’isoluminol lié, qui lui-méme est
proportionnel a la quantité d’anticorps anti-M2 (MIT3) liée a I'antigéne sur les billes.

Le test QUANTA Flash M2 (MIT3) utilise une courbe maitresse prédéfinie spécifigue au lot qui est
chargée dans I'appareil par le biais du code-barres de la cartouche de réactifs. Selon les résultats
obtenus en testant trois étalons, une courbe d'étalonnage spécifique a I'appareil est générée. Le logiciel
s’en sert pour calculer les unités de chimiluminescence (CU) a partir des valeurs RLU obtenues pour
chaque échantillon.

Réactifs
1. La QUANTA Flash M2 (MIT3) Reagent Cartridge contient les réactifs suivants pour 50 dosages :
a. Billes paramagnétiques enduites de M2 (MIT3), lyophilisées.
b. Assay buffer: de couleur rose, contenant des stabilisateurs de protéines et des
conservateurs.
C. Tracer IgG : anticorps IgG antihumain marqué a I'isoluminol, contenant du tampon, des
stabilisateurs de protéines et un conservateur.
2. Resuspension buffer, 1 flacon: de couleur rose, contenant du tampon, des stabilisateurs de

protéines et des conservateurs.

Avertissements

1. L'azoture de sodium est utilisé comme conservateur. Cette substance peut réagir avec les
canalisations en plomb ou en cuivre pour former des azotures métalliques potentiellement
explosifs. Rincer les éviers (s'ils sont utilisés pour éliminer le réactif) avec de grands volumes
d’eau pour éviter 'accumulation d’azoture.

Utiliser un équipement de protection individuelle approprié pour travailler avec les réactifs fournis.

3. Nettoyer immédiatement les éclaboussures de réactifs. Respecter toutes les Iégislations
environnementales nationales, régionales et locales relatives a I'élimination des déchets.

Précautions

1. Ce test doit uniqguement étre utilisé dans I'appareil BIO-FLASH.
Il est recommandé de respecter strictement le protocole de remise en suspension.

3. Une fois ouverte, cette cartouche de réactifs doit étre conservée dans le carrousel de réactifs de
l'appareil. Veiller a éviter les déversements de réactifs la premiére fois que la cartouche est
placée dans I'appareil.

4. La contamination par produit chimique des réactifs peut étre due a un nettoyage ou un ringage
incorrect de l'appareil. Les résidus de produits chimiques courants en laboratoire, tels que le
formol, I'eau de Javel, I'éthanol ou les détergents, peuvent provoquer des interférences avec le
test. Veiller a suivre la procédure de nettoyage de I'appareil recommandée dans le manuel de
l'utilisateur du BIO-FLASH.



Conditions d’entreposage

1. Conserver les cartouches de réactifs non ouvertes et le tampon de remise en suspension a une
température comprise entre 2 et 8 °C. Ne pas congeler. Les réactifs sont stables jusqu’a la date
de péremption lorsqu’ils sont conservés et manipulés conformément aux instructions.

2. Les cartouches de réactifs ouvertes doivent étre conservées a l'intérieur de I'appareil. Le logiciel
BIO-FLASH surveille la date de péremption (en cours d'utilisation) des cartouches de réactifs
dans I'appareil, de méme que la date de péremption du lot de réactifs (lors du stockage). Le
systéme n'autorise pas I'utilisation d’'une cartouche dont la date de péremption est dépassée.

Prélevement, préparation et manipulation des échantillons

Ce test doit étre réalisé sur des échantillons de sérum. Les échantillons ayant subi une contamination
microbienne, ou ayant été thermotraités, ou bien contenant des particules visibles, ne doivent pas étre
utilisés. Les échantillons contenant jusqu’a 1 mg/ml de bilirubine, 2 mg/ml d’hémoglobine, 1 000 mg/dl de
triglycérides, 333 mg/dl de cholestérol, 35 mg/ml d’lgG, 0,75 mg/ml d'acide ursodésoxycholique,
0,3 mg/ml de prednisone, 9,1 mg/ml de méthotrexate, 18 mg/ml de cholestyramine, 18 mg/ml de
colestipol, 1 mg/ml d’hydroxyzine, 0,12 Ul/ml d’aspartate aminotransférase, 3,5 mg/ml de cholestérol HDL
ou 153 Ul/ml de facteur rhumatoide IgM n’ont produit aucune interférence avec le test QUANTA Flash M2
(MIT3).

Suite au préléevement, le sérum doit étre séparé du caillot. Il est recommandé de conserver les
échantillons dans les conditions suivantes :

1. Les échantillons peuvent étre conserveés jusqu’a 48 heures a température ambiante.
2. Les échantillons peuvent étre conservés jusqu'a 14 jours entre 2 et 8 °C.
3. Si le test n'est pas effectué dans les 14 jours, ou pour expédier I'échantillon, le congeler a -

20 °C ou moins. Les échantillons peuvent étre congelés et décongelés jusqu’a 3 fois. Bien
agiter les échantillons congelés aprés décongélation et avant le test.

Procédure

Matériel fourni

1 QUANTA Flash M2 (MIT3) Reagent Cartridge
1 Resuspension buffer
1 Pipette de transfert

Matériel supplémentaire requis, mais non fourni

Appareil BIO-FLASH avec ordinateur

BIO-FLASH System Rinse (réf. : 3000-8205)
BIO-FLASH Triggers (réf. : 3000-8204)

BIO-FLASH Cuvettes (réf. : 3000-8206)

QUANTA Flash M2 (MIT3) Calibrators (réf. : 701301)
QUANTA Flash M2 (MIT3) Controls (réf. : 701302)



Utilisation de I'analyseur de chimiluminescence BIO-FLASH

1.

Consulter le manuel de I'utilisateur joint au systeme BIO-FLASH pour obtenir des instructions
détaillées sur le fonctionnement de I'analyseur de chimiluminescence BIO-FLASH et le logiciel
BIO-FLASH. Pour toute information complémentaire et pour résoudre les problémes liés a ce
test, contacter le service technique d'Inova Diagnostics, Inc. & l'adresse ou au numéro de
téléphone indiqué a la fin de cette notice.

Pour vider le conteneur de déchets solides, ouvrir le tiroir a déchets. Retirer le conteneur et jeter
les cuvettes usagées. Remettre le conteneur de déchets solides en place, fermer le tiroir de
déchets, puis cliquer sur Yes dans la fenétre Empty Waste Drawer.

Pour remplacer les déclencheurs, cliquer sur le bouton Bulks Inventory F9 (en haut a droite).

a. A lécran Inventory — Bulks, cliquer sur le bouton Triggers a gauche. Une nouvelle fenétre,
intitulée Add Triggers — Remove old bottles, apparait.

b. Ouvrir le tiroir & déchets et le retirer de I'appareil BIO-FLASH. Eliminer les cuvettes
éventuellement présentes dans le tiroir a déchets secs. Cliquer sur Yes dans la fenétre
Empty Waste Drawer. Retirer les flacons de déclencheur de leur support et cliquer sur le
bouton Next. Dévisser les anciens flacons de déclencheur de leur capuchon et les remplacer
par des neufs. Veiller & remplacer un flacon a la fois et a faire correspondre les couleurs des
capuchons (blanc avec blanc et rouge avec rouge).

c. Suivre les instructions de la nouvelle fenétre Add Triggers — Add Trigger 2 bottle. Une fois
le code-barres accepté, placer le Déclencheur 2 sur le support blanc. Cliquer sur Next.

d. Suivre les instructions de la fenétre Add Triggers — Add Trigger 1 bottle. Une fois le code-
barres accepté, placer le Déclencheur 1 sur le support rouge. Cliquer sur Finish. Remettre le
tiroir de déchets en place et le fermer.

Pour remplacer le conteneur de rincage du systéme, cliquer sur le bouton Bulks Inventory F9
(en haut & droite). A I'écran Inventory — Bulks, cliquer sur le bouton Sys. Rinse. Dans la
nouvelle fenétre Add System Rinse — Remove bottles, cliquer sur Next. Suivre les instructions
de la nouvelle fenétre Add System Rinse — Add bottle. Une fois le code-barres accepté, cliquer
sur Finish si nécessaire.

Pour vider le conteneur de déchets liquides, cliquer sur le bouton Fluid Waste a I'écran
Inventory — Bulks. Retirer les déchets liquides et les éliminer. Cliquer sur Next. Une fois le
flacon vide remplacé, cliquer sur Finish.



Méthode

Préparation de la cartouche de réactifs

Lors de la premiere utilisation de la cartouche de réactifs, respecter les instructions suivantes pour
l'installer correctement dans I'appareil BIO-FLASH. Remarque : ne pas utiliser la cartouche de réactifs en
cas de détérioration visible.

1. Placer la cartouche de réactifs sur une surface
solide. Maintenir la cartouche de réactifs en place
d'une main. De l'autre main, saisir fermement la
languette rouge située a l'arriere de la cartouche
de réactifs et tirer dessus pour la retirer
complétement.

2. Appuyer sur les deux ailettes situées sur les cotés
du capuchon perceur (partie grise) et appuyer sur
la partie supérieure de la cartouche de réactifs
jusqua ce qu'elle s’enclenche en position
verrouillée. Les ailettes ne doivent plus étre
visibles. NE PAS RETOURNER LA CARTOUCHE
UNE FOIS OUVERTE.

3. Remettre les microparticules de M2 (MIT3) en
suspension :
a. Retirer le capuchon du flacon de tampon

de remise en suspension et aspirer le
liquide dans la pipette de transfert fournie.
Tout le contenu du flacon sera utilisé.

b. Faire glisser le couvercle de la cartouche
de réactifs en position ouverte en
appuyant légérement sur le c6té étroit de
la cartouche, tout en la maintenant dans
cette position. Transférer avec précaution
'ensemble du contenu du flacon dans le
tube de réactif a microparticules, a travers
l'orifice unique situé en haut de la
cartouche de réactifs.

C. Mélanger le contenu du tube de réactif a
microparticules en aspirant et en
distribuant le liquide au moins 30 fois. Si
des agrégats de billes sont Vvisibles,
continuer & mélanger la solution 30 fois
supplémentaires. S'il est impossible de

remettre les microparticules en
suspension, NE PAS UTILISER LA
CARTOUCHE.
d. Veiller a distribuer tout le liquide avant de retirer la pipette du tube et de I'éliminer.
4, Retirer la pastille adhésive de la partie supérieure de la cartouche de réactifs pour faire
apparaitre les trois autres orifices.
5. Placer la cartouche de réactifs dans une fente ouverte du carrousel de réactifs de I'appareil BIO-
FLASH.



Etalonnage du test

1. Chaque nouveau lot de cartouches de réactifs doit étre étalonné avant la premiere utilisation. Le
logiciel ne permet pas d’utiliser un nouveau lot avant qu’il ne soit étalonné.
2. Se reporter a la section intitulée QUANTA Flash® M2 (MIT3) Calibrators 701301 de cette notice

pour obtenir des instructions détaillées sur I'étalonnage de la cartouche de réactifs.
3. Une fois I'étalonnage validé, le lot de cartouches de réactifs concerné est prét a I'emploi.

Programmation et analyse des échantillons
1. Appuyer sur le bouton Worklist en haut de I'écran, puis sélectionner I'onglet Racks en bas.

2. Sélectionner le portoir d’échantillons a utiliser en le mettant en surbrillance a I'écran ou en
scannant son code-barres avec le lecteur manuel. Scanner le nom de I'échantillon ou le saisir,
puis sélectionner le type d'échantillon, le type de conteneur (tube/cupule) et sélectionner M2
(MIT3) dans le volet de dosages. Recommencer cette procédure pour tous les échantillons.

3. Charger les échantillons dans les positions sélectionnées du portoir, puis charger ce dernier dans
le carrousel d’échantillons de I'appareil.

4. Si tous les matériaux requis sont dans I'appareil, I'icbne de démarrage apparait en vert en haut
de I'écran. Appuyer sur I'icbne Start F4 pour débuter le test.

Contrdle de la qualité

Les QUANTA Flash M2 (MIT3) Controls (vendus séparément sous la référence Inova 701302)
contiennent a la fois des contréles M2 (MIT3) positifs et négatifs. Se reporter a la section intitulée
QUANTA Flash® M2 (MIT3) Controls 701302 de la notice pour obtenir des instructions détaillées sur la
saisie des informations requises de chaque contrdle dans le logiciel, ainsi que sur I'analyse des contréles.
Il est recommandé d’analyser les contrdles une fois par jour d'utilisation du dosage. Les utilisateurs
doivent toutefois tenir compte des exigences réglementaires nationales ou locales en vigueur.

Calcul des résultats

Une courbe maitresse est créée par Inova pour chaque lot de QUANTA Flash M2 (MIT3). Ses
parameétres sont codés dans le code-barres de chaque cartouche de réactifs. Lors de I'étalonnage, une
courbe d'étalonnage propre a I'appareil est créée a partir de la courbe maitresse pour convertir les
valeurs RLU en valeurs CU. La réactivité des anticorps anti-M2 (MIT3) peut ensuite étre classée selon le
tableau ci-dessous.

Réactivité cuU
Négative <20
Positive =220

La réactivité en unités CU est directement liée au titre de l'auto-anticorps présent dans I'échantillon
patient. Les augmentations et diminutions de concentrations d’auto-anticorps patients sont reflétées par
les hausses et chutes correspondantes en unités CU, qui sont proportionnelles a la quantité d’anticorps.

La plage de mesure analytique du test s’étend de 1,2 CU a 3000,0 CU. Si le résultat d'un patient est
inférieur a 1,2 CU, le systéme BIO-FLASH indique « < 1,2 CU ». Dans la mesure ou cette valeur est
inférieure a 20 CU, elle est considérée comme négative. Si le résultat d'un patient est supérieur a
3000,0 CU, le systeme BIO-FLASH indique « > 3000,0 CU ». Ce résultat est considéré comme positif. Le
logiciel BIO-FLASH posséde une option de réexécution automatique. Si cette option est choisie, I'appareil
recommence automatiquement le dosage d'un échantillon dont le résultat est supérieur & 3000,0 CU,
apres avoir multiplié la dilution par 20 pour que la valeur mesurée figure dans la plage de mesure
analytique. Le résultat final est calculé par le logiciel en tenant compte du facteur de dilution
supplémentaire. La valeur la plus élevée pouvant étre mesurée est 3000,0 CU, la valeur la plus élevée
pouvant étre reportée est donc 60 000 CU.



Interprétation des résultats

Il est conseillé a chaque laboratoire de vérifier la plage de référence fournie par le fabricant et d’établir sa
propre plage normale selon ses contréles et son groupe de patients, mais aussi en fonction des
procédures qu'il a établies.

Il est suggéré d’inclure la déclaration suivante aux résultats rapportés par le laboratoire : « Les résultats
suivants ont été obtenus avec le test d'immunodosage par chimiluminescence Inova QUANTA Flash M2
(MIT3). Les valeurs obtenues avec des méthodes de test de fabricants différents ne doivent pas étre
utilisées de fagon interchangeable ».

Limites du test

Il peut arriver que des patients atteints de CBP ne soient pas positifs aux anticorps M2 (MIT3).

2. Les résultats de ce test doivent étre utilisés conjointement aux résultats cliniques et a d’autres
examens sérologiques.

3. Si les billes revétues de M2 (MIT3) ne sont pas correctement remises en suspension, les valeurs
risquent d'étre inférieures a celles obtenues avec des billes correctement remises en suspension.

4, Les caractéristiques de performance de ce test n'ont pas été établies pour des matrices autres
que le sérum.

Seuil (plage de référence)

Le seuil du test a été déterminé a partir de 180 échantillons issus d'un groupe de patients de référence et
comprenant 100 donneurs en bonne santé apparente, 30 patients atteints de maladies infectieuses,
20 patients atteints de maladie cceliague et 30 patients présentant une polyarthrite rhumatoide. Le seuil a
été établi au 99° centile des résultats obtenus pour les sujets de référence et des résultats des
échantillons positifs caractérisés pour les anticorps anti-mitochondries, afin de garantir une différenciation
optimale entre les positifs et les négatifs. Il a été défini sur une valeur de 20 CU.

Valeurs attendues

Les taux d’anticorps anti-mitochondries ont été analysés a I'aide du QUANTA Flash M2 (MIT3) sur un
panel de 100 donneurs de sang en bonne santé apparente (50 femmes/ 50 hommes, agés de 17 a
57 ans, 'age moyen et médian étant de 34 ans). Avec un seuil de 20 CU, 2 échantillons (2,0 %) étaient
positifs avec le test QUANTA Flash M2 (MIT3). La concentration moyenne était de 2,8 CU et les valeurs
s'étendaient de < 1,2 2 91,4 CU.

Tracabilité

Il nexiste aucun sérum de référence international permettant de standardiser les tests des anticorps anti-
M2 (MIT3).

Sensibilité et spécificité cliniques
Au total, 586 échantillons ont été utilisés dans I'étude de validation clinique, y compris 151 échantillons
de patients CBP et 435 échantillons de contréle de patients atteints de différentes maladies hépatiques et

gastro-entérologiques, d’autres syndromes autoimmuns et de diverses maladies infectieuses. En outre,
14 échantillons provenant de patients avec sclérodermie généralisée cutanée limitée ont été testés.

Répartition des échantillons et taux de positivité des anticorps anti-mitochondries dans I'étude de
validation :

Groupe de patients N N positif % positif
Hépatite autoimmune de type 1 (HAI1) 41 2 4,9%
Hépatite autoimmune de type 2 avec

0,
anticorps LKM1 positifs (HAI2) 28 0 0.0 %
Cholangite primitive sclérosante 21 0 0,0%
Cancer du foie 10 0 0,0%




Groupe de patients N N positif % positif
Maladie cceliaque 19 0 0,0%
Virus de I'hépatite B (VHB) 10 0 0,0%
Virus de I'hépatite C (VHC) 25 0 0,0 %
Syphilis 10 0 0,0%
Rectocolite ulcéro-hémorragique 26 0 0,0 %
Maladie de Crohn 10 0 0,0 %
Hépatite alcoolique 20 0 0,0 %
e " : :
Lupus érythémateux disséminé (LED) 8 0 0,0%
Syndrome de Sjogren (SS) 4 0 0,0%
Syndrome de Creyx et Lévy 20 0 0,0%
Diabéte de type 1 30 0 0,0%
Ostéoporose 28 1 3,6 %
Fatigue chronique 30 1 3,3%
Maladies cutanées 30 0 0,0 %
gt doane : :
Hypothyroidie 30 0 0,0%
SCFc))gC'[ir]fi)Ictiets,élSJt|l|ses pour les calculs de 417 4 1,0%
ﬁ\lljjttz;ié.eslti:lﬁ{t%(lirmle généralisée 14 5 35.7%
Autre : Chevauchement HAI/CBP** 4 4 100,0%
CBP 151 127 84,1%
Total 586 - -

* La littérature indique une prévalence plutdt élevée de la CBP chez les patients atteints de sclérodermie
généralisée cutanée, par rapport a la population générale.”®'" Les échantillons de sclérodermie
généralisée cutanée limitée ont donc été exclus des calculs de sensibilité et de spécificité.

** Quatre échantillons avec a la fois HAI et CBP ont été exclus de tous les calculs de sensibilité et de

spécificité.

La sensibilité et la spécificité cliniques du test QUANTA Flash M2 (MIT3) ont été analysées dans le
tableau ci-dessous :

Analyse clinique comprenant QUANTA Flash M2 (MIT3) Analyse
tous les échantillons CBP N _ , s o 0
(N=568) Positif Négatif | Total (confiance a 95 %)
CBP 127 24 151 Sensibilité : 84,1% (77,4 & 89,1%)
Diagnostic Controdles 4 413 417 Spécificité : 99,0% (97,6 a 99,6%)
Total 131 437 568

La cohorte d’échantillons CBP contenait un total de 20 négatifs a ’AMA pour les échantillons patients IIF,
dont seulement 4 étaient positifs pour le test QUANTA Flash M2 (MIT3). La sensibilité clinique a été
recalculée en excluant ces échantillons patients de CBP négatifs a ’'AMA IIF, avec les résultats suivants :



Analysg clinique exc'luar?t Igs QUANTA Flash M2 (MIT3) Analyse
échantillons CBP négatifs a _ . 0
'AMA IIF (N=548) Positif Négatif | Total (confiance a 95 %)
CBP 123 8 131 Sensibilité : 93,9% (88,4 & 96,9%)
Diagnostic Contrdles 4 413 417 Spécificité : 99,0% (97,6 a 99,6%)
Total 127 421 548

Comparaison des méthodes avec dispositif de réféerence

Quatre cent neuf échantillons provenant de I'étude de validation clinique ont été testés a la fois avec le
QUANTA Flash M2 (MIT3) et le test ELISA de prédiction, ainsi que 8 échantillons de CBP
supplémentaires produisant des résultats autour du seuil de I'essai, pour un total de 417 échantillons.

Sur les 417 échantillons, les résultats se trouvaient dans la plage de mesure analytique du test QUANTA
Flash pour 174 échantillons. Les résultats de la comparaison sont indiqués dans les tableaux ci-dessous.
Les données ont été analysées de 2 maniéres, en considérant les résultats équivoques avec ELISA
d’abord comme positifs puis comme négatifs.

Comparaison des méthodes

QUANTA Flash M2 (MIT3)

- Dans la plage de mesure % concordance
analytique (N=174) Négatif | Positif | Total | (confiance a 95 %)
ELISA équivoques=pos
S % de concordance négatif : 91,0 %
Négatif 71 7 78 (82,6 % 2 95,6 %)
ELISA de - % de concordance positif : 86,5 %
référence | oSitl 13 83 9 | (78,2 % 2 91,9 %)
% de concordance total : 88,5 %
Total 84 90 174 (82,9 % & 92,4 %)

Comparaison des méthodes

QUANTA Flash M2 (MIT3)

- Dans la plage de mesure % concordance
analytique (N=174) Négatif | Positif | Total | (confiance a 95 %)
ELISA équivoques=nég
. % de concordance négatif : 85,9 %
Négatif 73 12 85 (76,9 % 4 91,7 %)
ELISA de - % de concordance positif : 87,6 %
référence | OSitf 11 8 89 | (79,2 % 2 93,0 %)
% de concordance total : 86,8 %
Total 84 90 174 (80,9 % 2 91,0 %)

Fidélité et reproductibilité

La fidélité du test QUANTA Flash M2 (MIT3) a été évaluée sur 7 échantillons contenant diverses
concentrations d’anticorps anti-mitochondries, conformément au document EP5-A3 du CLSI (Evaluation
of Precision Performance of Quantitative Measurement Procedures - Approved Guideline). Les
échantillons ont été analysés en double, deux fois par jour, pendant 20 jours. Les différentes formes de
fidélité (intra-analyse, inter-analyses, d'un jour a l'autre et totale) ont été calculées et récapitulées dans le
tableau ci-dessous.

QUANTA Flash Intra-analyse Inter-analvses D’un jour a Total
M2 (MIT3) (répétabilité) y l'autre
ID N Moyenne ET Ccv ET Ccv ET Ccv ET (04Y]
d’échantillon (CU) (Cu) (%) (CU) (%) (Cv) (%) (Cv) (%)
N 80 8,5 0,4 4,2 0,2 2,4 0,0 0,3 0,4 4,8
P 80 454 1,2 2,7 1,0 2,2 0,6 1,3 1,7 3,7




80 21,2 0,7 3,1 0,5 2,3 0,5 2,3 1,0 4,5
80 18,3 0,5 2,6 0,2 11 0,2 0,8 0,5 2,9
80 277,3 7,4 2,7 53 1,9 0,0 0,0 9,1 3,3

80 1007,5 39,3 3,9 25,3 2,5 15,0 15 49,1 4,9

AR [W|N|F

80 2183,7 119,6 55 78,7 3,6 85,2 3,9 166,6 7,6

La reproductibilité (entre laboratoires) du test QUANTA Flash M2 (MIT3) a été évaluée sur 9 échantillons
contenant diverses concentrations d’anticorps anti-mitochondries, conformément au document EP5-A3
du CLSI (Evaluation of Precision Performance of Quantitative Measurement Procedures - Approved
Guideline). Les échantillons ont été analysés en 5 répétitions, une fois par jour pendant 5 jours, de fagon
a produire 25 points de données par échantillon, par site. La précision entre les sites a été calculée ; elle
est résumée dans le tableau ci-dessous :

QUANTA Flash M2 (MIT3) Précision entre sites (reproductibilité)
d’échlentiIIon Nombre de répétitions | Moyenne (CU) ET (CU) CV (%)
1 75 9,3 0,8 9,1
2 75 11,1 0,4 3,4
3 75 22,9 1,4 6,2
4 75 30,5 1,1 3,5
5 75 53,7 2,8 5,2
6 75 404,3 31,4 7,8
7 75 617,8 50,4 8,2
8 75 939,4 59,1 6,3
9 75 2182,7 44,9 2,1

Plage de mesure analytique

La plage de mesure analytique du test s’étend de 1,2 CU a 3000,0 CU. La linéarité de la plage de mesure
analytigue a été évaluée par une étude conforme au document EP6-A du CLSI (Evaluation of the
Linearity of Quantitative Measurement Procedures: A Statistical Approach; Approved Guideline). Six
échantillons de sérum avec différentes concentrations d’anticorps anti-M2 (MIT3) ont été dilués en série
pour obtenir des valeurs qui couvrent la plage de mesure analytique. Ces 6 échantillons ont présenté une
linéarité de dilution individuelle et les données combinées ont produit les résultats suivants avec la
régression linéaire :

Echantillon Pente (IC & 95 %) R2

Tous Ies(r:e:g)antlllons 1,02 (1,00 & 1,04) 1,00

En raison de la spécificité variable des anticorps dirigés contre les 3 épitopes antigéniques M2 (MIT3)
dans les échantillons de patients, il n’est pas possible de diluer de fagon linéaire tous les sérums en
restant dans la plage de mesure analytique.

La limite de détection du test QUANTA Flash M2 (MIT3) s’éléve a 0,6 CU. Cette limite a été déterminée
en accord avec la recommandation EP17-A2 du CLSI, avec une proportion de faux positifs (alpha)
inférieure a 5 % et de faux négatifs (béta) inférieure a 5 % ; d’aprés la réalisation de 240 dosages, avec
60 mesures sur des blancs et 60 mesures sur des échantillons & faible concentration avec 2 lots de
réactifs. La limite du blanc est de 0,4 CU.

La limite de détection du test QUANTA Flash M2 (MIT3) s’éléve a 1,2 CU et a été déterminée en accord
avec la recommandation EP17-A2 du CLSI, d'aprés 60 déterminations et un objectif d’erreur totale de
25 %, d'aprés le modéle Westgard. La limite de quantification a été définie comme limite inférieure de la
plage de mesure analytique.
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QUANTA Flash” M2 (MIT3) W o
Calibrators

Pour usage diagnostique in vitro. Complexité CLIA : modérée
REF] 701301 R only

Utilisation prévue

Les QUANTA Flash M2 (MIT3) Calibrators sont congus pour une utilisation avec le test CIA QUANTA
Flash M2 (MIT3) pour le dosage des anticorps IgG anti-mitochondries dans du sérum humain. Chaque
étalon fournit un point de référence pour la courbe d’étalonnage qui sert a calculer les valeurs des unités.

Résumeé et principes du test

L'immunodosage par chimiluminescence (CIA) QUANTA Flash M2 (MIT3) utilise une courbe maitresse
prédéfinie spécifique au lot, stockée dans le code-barres de la cartouche de réactifs. Les QUANTA Flash
M2 (MIT3) Calibrators sont destinés a produire une courbe d'étalonnage spécifique a I'appareil a partir
des paramétres de la courbe maitresse, le point de décision reposant sur les caractéristiques de
performance et I'évaluation clinique du test QUANTA Flash M2 (MIT3) CIA. Avant I'affectation de valeurs,
les étalons sont testés sur plusieurs appareils et avec plusieurs lots de réactifs.

Réactifs

1. QUANTA Flash M2 (MIT3) Calibrator 1 : deux (2) tubes a code-barres étiquetés contenant 0,3 ml
de réactif prédilué, prét a 'emploi. Etalons contenant des anticorps humains anti-M2 (MIT3) dans
des stabilisateurs et des conservateurs.

2. QUANTA Flash M2 (MIT3) Calibrator 2 : deux (2) tubes a code-barres étiquetés contenant 0,3 ml
de réactif prédilué, prét a I'emploi. Etalons contenant des anticorps humains anti-M2 (MIT3) dans
des stabilisateurs et des conservateurs.

3. QUANTA Flash M2 (MIT3) Calibrator 3 : deux (2) tubes a code-barres étiquetés contenant 0,3 ml
de réactif prédilué, prét a I'emploi. Etalons contenant des anticorps humains anti-M2 (MIT3) dans
des stabilisateurs et des conservateurs.

Avertissements

1. Toutes les substances d’origine humaine utilisées pour préparer les étalons de ce produit ont été
testées et se sont avérées négatives aux anticorps anti-VIH, HBsAg et VHC par des méthodes
approuvées par la FDA. Aucune méthode de test ne peut toutefois garantir 'absence de VIH, de
VHB et de VHC ou d’autres agents infectieux. Les QUANTA Flash M2 (MIT3) Calibrators doivent
donc étre manipulés de la méme maniére que les substances potentiellement infectieuses.*®

2. Utiliser un équipement de protection individuelle approprié pour travailler avec les réactifs fournis.

3. Nettoyer immédiatement les éclaboussures de réactifs. Respecter toutes les Iégislations
environnementales nationales, régionales et locales relatives a I'élimination des déchets.

Précautions

1. Les QUANTA Flash M2 (MIT3) Calibrators sont congus pour étre utilisés avec le test QUANTA
Flash M2 (MIT3).

2. Ne pas transférer les réactifs d’étalons dans des tubes secondaires. L'appareil utilise les codes-
barres apposés sur les tubes pour mettre en correspondance les étalons avec le type de test
approprié.
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3. Une fois le tube d’étalon ouvert, il est utilisable jusqu’'a 8 heures débouché a bord de I'appareil,
mais le réactif doit ensuite étre jeté.

4. La contamination par produit chimique des réactifs peut étre due a un nettoyage ou un ringage
incorrect de l'appareil. Les résidus de produits chimiques courants en laboratoire, tels que le
formol, I'eau de Javel, I'éthanol ou les détergents, peuvent provoquer des interférences avec le
test. Veiller a suivre la procédure de nettoyage de I'appareil recommandée dans le manuel de
l'utilisateur du BIO-FLASH.

Conditions d’entreposage

1 Conserver les étalons non ouverts entre 2 et 8 °C. Ne pas congeler. Les réactifs sont stables
jusgu’a la date de péremption lorsqu'ils sont conservés et manipulés conformément aux
instructions.

2. Les étalons ouverts doivent étre éliminés aprés 8 heures a bord de I'appareil sans bouchon.

Procéedure

1. Chaque nouveau lot de cartouches de réactifs doit étre étalonné avant la premiére utilisation. Le

logiciel ne permet pas d’utiliser un nouveau lot avant qu’il ne soit étalonné.

2. Chaque étalon doit étre mélangé délicatement avant utilisation pour garantir son homogénéité.
Eviter la formation de mousse car les bulles peuvent interférer avec la détection du niveau de
liguide des appareils. Retirer le capuchon de chaque tube d'étalon et les placer dans un portoir
d'échantillons, les codes-barres visibles a travers les espaces du portoir. Placer le portoir
d’échantillons dans le carrousel de l'appareil BIO-FLASH et fermer la porte. L'appareil lit les
codes-barres sur les tubes d'étalons puis identifie la cartouche de réactifs a utiliser. Consulter le
manuel de l'utilisateur joint au systéme BIO-FLASH pour obtenir des instructions détaillées sur le
fonctionnement de I'analyseur de chimiluminescence BIO-FLASH et le logiciel BIO-FLASH.

3. L'appareil analyse chaque étalon en double. Une fois les étalons analysés, le logiciel doit valider
I'étalonnage. A I'écran Instrument Summary, cliquer sur le bouton fléché Choose more options
— Ctrl-M (V). Sélectionner Calibration Ctrl-F3. Dans la fenétre Calibration, mettre le dosage
souhaité en surbrillance, puis cliquer sur Details.

4. Dans la nouvelle fenétre Calibration Details, sélectionner I'étalonnage qui vient d’étre effectué.
La courbe maitresse apparait en lignes pointillées, alors que la courbe d'étalonnage est
représentée par une ligne pleine. Si les résultats de I'étalonnage sont valides, un bouton de
validation apparait dans l'angle inférieur gauche de I'écran. Cliquer sur le bouton Validate
Calibration.

5. Une fois I'étalonnage validé, le lot de cartouches de réactifs concerné est prét a I'emploi. Il est
recommandé de tester les contréles QUANTA Flash M2 (MIT3) Controls (vendus séparément
sous la référence 701302) aprés avoir étalonné un lot de cartouches de réactifs.

Tracabilité

Il n"existe aucun sérum de référence international permettant de standardiser les tests des anticorps anti-
M2 (MIT3).

Limites

Ces étalons sont concus pour 4 étalonnages. Le temps total pendant lequel les tubes d’étalons peuvent
rester sans capuchon a l'intérieur du systéme ne doit pas dépasser 8 heures. Si les étalons sont laissés
sans capuchon a l'intérieur du systeme pendant plus longtemps, ils doivent étre éliminés. L'utilisation du
méme tube d'étalon pendant plus de 8 heures peut entrainer un mauvais étalonnage du test et donc
fournir des résultats erronés.
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QUANTA Flash™ M2 (MIT3) W B amostics
Controls

Pour usage diagnostique in vitro. Complexité CLIA : modérée

REF

A Werfen Company

701302 oy

Utilisation prévue

Les QUANTA Flash M2 (MIT3) Controls sont congus pour une utilisation avec le test CIA QUANTA Flash
M2 (MIT3) pour le contrdle qualité lors du dosage des anticorps IgG anti-mitochondries dans le sérum

humain.

Résumeé et principes du test

Les QUANTA Flash M2 (MIT3) se composent d'un contréle négatif et d'un contréle positif. Chacun
contient une quantité différente d'anticorps anti-M2 (MIT3). Les controles négatif et positif sont utilisés
pour surveiller les performances analytiques du test CIA QUANTA Flash M2 (MIT3).

Réactifs

QUANTA Flash M2 (MIT3) Negative Control : deux (2) tubes a code-barres contenant 0,5 ml de
réactif prét a I'emploi. Contréles contenant des anticorps humains anti-M2 (MIT3) dans des
stabilisateurs et des conservateurs.

QUANTA Flash M2 (MIT3) Positive Control : deux (2) tubes a code-barres contenant 0,5 ml de
réactif prét a I'emploi. Contréles contenant des anticorps humains anti-M2 (MIT3) dans des
stabilisateurs et des conservateurs.

Avertissements

1.

Toutes les substances d’origine humaine utilisées pour préparer les contrdles de ce produit ont
été testées et se sont avérées négatives aux anticorps anti-VIH, HBsAg et VHC par des
méthodes approuvées par la FDA. Aucune méthode de test ne peut toutefois garantir 'absence
de VIH, de VHB et de VHC ou d’autres agents infectieux. Les QUANTA Flash M2 (MIT3) Controls
doivent donc étre manipulés de la méme maniére que les substances potentiellement
infectieuses.™

Utiliser un équipement de protection individuelle approprié pour travailler avec les réactifs fournis.

Nettoyer immédiatement les éclaboussures de réactifs. Respecter toutes les Iégislations
environnementales nationales, régionales et locales relatives a I'élimination des déchets.

Précautions

1.

Les QUANTA Flash M2 (MIT3) Controls sont congus pour étre utilisés avec le test QUANTA
Flash M2 (MIT3).

Ne pas transférer les réactifs de contréles dans des tubes secondaires. Les codes-barres
apposeés sur les tubes permettent a I'appareil d’identifier le contrdle.

Une fois ouvert, chaque tube de contrdle est utilisable jusqu’a 15 fois, avec une durée moyenne a
bord de I'appareil de 10 minutes par utilisation, pour un total de 2 heures et 30 minutes.

La contamination par produit chimique des réactifs peut étre due a un nettoyage ou un ringage
incorrect de l'appareil. Les résidus de produits chimiques courants en laboratoire, tels que le
formol, I'eau de Javel, I'éthanol ou les détergents, peuvent provoquer des interférences avec le
test. Veiller a suivre la procédure de nettoyage de I'appareil recommandée dans le manuel de
l'utilisateur du BIO-FLASH.
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Conditions d’entreposage

1. Conserver les contr6les non ouverts entre 2 et 8 °C. Ne pas congeler. Les réactifs sont stables
jusqu'a la date de péremption lorsqu’ils sont conservés et manipulés conformément aux
instructions.

2. Les contrbles ouverts peuvent étre utilisés jusqu’'a 15 fois, avec une durée moyenne a bord de

l'appareil de 10 minutes par utilisation. Le temps total pendant lequel les tubes de contrbles
peuvent rester sans capuchon a lintérieur de I'appareil ne doit pas dépasser 2 heures et
30 minutes. Si les controles sont laissés ouverts a bord de I'appareil pour une durée totale de
plus de 2 heures et demie, ils doivent étre éliminés.

3. Pour une stabilité optimale, retirer les controles du systeme immédiatement aprés utilisation, et
les conserver entre 2 et 8 °C, rebouchés, dans leur flacon d’origine.
Procédure

Créer de nouveaux matériels CQ pour le test M2 (MIT3) :

1. Avant d'utiliser les QUANTA Flash M2 (MIT3) Controls pour la premiére fois, le nom, le lot, la
date de péremption, la valeur (ou dose) et les informations sur I'écart type cible doivent étre
entrés dans le logiciel.

2. A I'écran Instrument Summary, cliquer sur le bouton fléché Choose more options — Ctrl-M
('¥). Sélectionner QC Ctrl-F2. Cliquer sur le bouton New QC Material.

3. Une fiche de données spécifique au lot est jointe a chaque kit de contr6le. Commencer par saisir
le nom, le numéro de lot et la date de péremption figurant sur la fiche dans le logiciel. Ensuite,
cliquer sur le bouton Add Assay. A I'écran suivant, vérifier que la case Show All Assays est
cochée. Sélectionner le test M2 (MIT3) dans la liste, puis cliquer sur Add. Pour finir, saisir la dose
cible et I'écart type cible. Cliquer sur Save. Effectuer cette procédure pour les deux contréles.

Créer un nouveau lot de matériels CQ existants :

1. Avant d'utiliser un nouveau lot de QUANTA Flash M2 (MIT3) Controls pour la premiere fois, le lot,
la date de péremption, la valeur (ou dose) et les informations sur I'écart type cible doivent étre
entrés dans le logiciel.

2. A l'écran Instrument Summary, cliquer sur le bouton fléché Choose more options — Ctrl-M
(). Sélectionner QC Ctrl-F2. Mettre le test M2 (MIT3) en surbrillance dans la colonne de
gauche. Ensuite, mettre le matériel de contréle approprié en surbrillance a droite (« M2N » pour
le contr6le négatif ou « M2P » pour le contrdle positif). Cliquer sur le bouton New QC Lot.

3. Une fiche de données spécifique au lot est jointe a chaque kit de contréle. Saisir les informations
de cette fiche de données dans le logiciel. Elles doivent inclure le numéro de lot, la date de
péremption, la dose cible et I'écart type cible. Si nécessaire, cliquer sur le bouton Add Assay. A
I'écran suivant, vérifier que la case Show All Assays est cochée. Sélectionner le test M2 (MIT3)
dans la liste, puis cliquer sur Add. Cliquer sur Save. Effectuer cette procédure pour les deux
contréles.

Il est recommandé d'utiliser les QUANTA Flash M2 (MIT3) Controls une fois par jour d'utilisation du test.
L'utilisateur doit toutefois tenir compte des exigences réglementaires nationales et locales en vigueur.

Chaque contréle doit étre mélangé délicatement avant utilisation pour garantir son homogénéité. Eviter la
formation de mousse car les bulles peuvent interférer avec la détection du niveau de liquide des
appareils. Retirer le capuchon de chaque tube de contrble et les placer tous les deux dans un portoir
d’échantillons, les codes-barres pointant a travers les espaces du portoir. Placer le portoir d’échantillons
dans le carrousel de I'appareil BIO-FLASH et fermer la porte. L'appareil lit les codes-barres sur les tubes
de contrdle puis identifie la cartouche de réactifs a utiliser. Consulter le manuel de l'utilisateur joint au
systeme BIO-FLASH pour obtenir des instructions détaillées sur le fonctionnement de I'analyseur de
chimiluminescence BIO-FLASH et le logiciel BIO-FLASH.
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Tracabilité

Il n"existe aucun sérum de référence international permettant de standardiser les tests des anticorps anti-
M2 (MIT3).

Limites

Ces contrdles sont congus pour 15 utilisations. L'étiquette apposée sur chaque tube de contrdle posséede
une rangée de 15 cases pouvant étre cochées afin de suivre le nombre d'utilisations. Le temps total
pendant lequel les tubes de contrdles peuvent rester sans capuchon a l'intérieur de I'appareil ne doit pas
dépasser 2 heures et 30 minutes. Si les contrfles sont laissés ouverts a bord de I'appareil pour une
durée plus longue, ils doivent étre éliminés.
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Symboles utilisés

LOT

Dispositif médical de diagnostic in
vitro

Conformité aux normes
européennes

Consulter les instructions
d’utilisation

Limite de température

Ne pas réutiliser

Risques biologiques

Code du lot

Etalon 3

Haut

Date de péremption

CONTROL

ONTROL

> o
=
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1| +|

CAL|2]

REF

Rx Only

Fabricant

Représentant autorisé

Contenu suffisant pour < n >
tests

Contréle positif

Contrdle négatif

Etalon 1

Etalon 2

Référence catalogue

Carton en papier recyclable

Uniguement sur ordonnance
selon la FDA américaine

17



QUANTA Flash est une marque déposée d’Inova Diagnostics Inc. BIO-FLASH est une marque
déposée de Biokit S.A. © 2017

Fabriqué par :

Inova Diagnostics, Inc.
9900 Old Grove Road
San Diego, CA 92131
Etats-Unis d’Amérique

Service technique (Etats-Unis et Canada uniquement) :  877-829-4745
Service technique (en dehors des Etats-Unis) : +1 858-805-7950
support@inovadx.com

Représentant européen agréeé :

Medical Technology Promedt Consulting GmbH
Altenhofstrasse 80

D-66386 St. Ingbert, Allemagne

Tél. : +49-6894-581020

Fax : +49-6894-581021

WwWw.mt-procons.com

621300FR
Octobre 2017
Révision 3

18


http://www.mt-procons.com/

