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Sistema Microelisa Avioq HTLV-I/II
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4

INDICACAO DE USO

O sistema microelisa Avioq HTLV-I/II é um ensaio imunoenzimatico (ELISA) qualitativo para deteccao de
anticorpos contra o virus linfotrépico de células T humano tipo I (HTLV-I) e/ou virus linfotropico de células
T humano tipo II (HTLV-II) em soro e plasma humanos e amostras de cadaveres. Destina-se a avaliagao de
doadores humanos, incluindo doadores voluntarios de sangue total e hemocomponentes e outros doadores
vivos, para a presenca de anti-HTLV-I/HTLV-II e para uso como auxiliar em diagndstico clinico de infeccao
por HTLV-I ou HTLV-II e doengas relacionadas. Destina-se para uso em testes de amostras de soro e plasma
para avaliar doadores de 6rgaos quando tais amostras sdo obtidas enquanto o coracdo do doador ainda esta
batendo e em testes de amostras para avaliar doadores cadavéricos (sem coragdo batendo). Nao se destina
para uso em amostras de sangue do corddo umbilical. Além de ser usado como ensaio manual, o ensaio
também se destina ao uso com o sistema ORTHO® Summit (OSS) para avaliagao de doadores de sangue.

RESUMO E EXPLICACAO DO TESTE

O HTLV-], um retrovirus humano tipo C, encontra-se etiologicamente associado a leucemia de células T do
adulto (ATL)™* e ao distarbio neurolégico desmielinizante chamado paraparesia espastica tropical e/ou
mielopatia associada ao HTLV-I (TSP/HAM). Anticorpos contra o HTLV-I sdo encontrados com alta
frequéncia em pessoas afetadas por esses distirbios. No entanto, conforme foi bem estabelecido em estudos
de 4dreas endémicas virais, ATL e TSP/HAM negativos para virus também sdo observados. Mais
recentemente, a infeccdo por HTLV-I se mostrou associada com leucemia linfatica cronica de células T
(CLL)>¢, mieloma multiplo?, alguns casos de linfoma ndo Hodgkin (NHL)?, polimiosite®, artrite’®!!, sarcoma
de Kaposi®?, uveite’?, estrongiloidiase® e micose fungoide5. O HTLV-I é endémico de alguns paises do
Caribe, sul do Japao e possivelmente algumas regides da Africa’é?l. Nos Estados Unidos, o HTLV-I foi
identificado em pacientes com ATL, usudrios de drogas injetaveis e individuos saudaveis.

O HTLV-II, um virus relacionado, é endémico em varias tribos de amerindios?*?%>, mas ndo se comprovou, de
modo inequivoco, ser um patdgeno. Foi observada uma alta taxa de soropositividade para HTLV-II entre
usuarios de drogas injetaveis?¢-2. Os primeiros pacientes relatados com infec¢des por HTLV-II apresentavam
uma variante atipica de células T da leucemia de células pilosas. Observa¢des mais recentes levaram a
suposi¢do de que o HTLV-II pode estar associado a leucemia de grandes linfécitos granulares (LGL)?,
leucemia leucopénica cronica de células T%®, leucemia prolinfocitica T%, micose fungoide* e doengas
neurodegenerativas cronicas®*% como mielopatia® e ataxia espastica®. Os anticorpos anti-HTLV-II
apresentam reacao cruzada significativa com antigenos HTLV-I.

A transmissao de infec¢des por HTLV-I e HTLV-II para receptores de produtos sanguineos infectados é bem
documentada. Outros modos conhecidos de transmissao incluem leite materno, contato sexual e
compartilhamento de agulhas e seringas contaminadas por usudrios de drogas injetaveis. Suspeita-se da
transmissao perinatal, mas ainda ndo ha comprovacao.
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PRINCIPIO DO TESTE
O Sistema Microelisa Avioq HTLV-I/II é um ensaio imunoenzimatico no qual a fase sélida (pogos da placa
de microtitulacdo) é revestida com um lisado viral de HTLV-I purificado, um lisado viral de HTLV-II
purificado e um antigeno recombinante HTLV-I p21E.

Com a adigao de uma amostra de teste diluida contendo anticorpos anti-HTLV-I ou HTLV-II, formam-se
complexos pela interacdo dos anticorpos na amostra com os antigenos da fase sélida. Apds a incubagao, a

amostra é aspirada e o pogo é lavado com tampao. Posteriormente, imunoglobulinas de cabra anti-humanas
conjugadas com peroxidase de rabano silvestre (HRP) sao adicionadas e se ligam ao complexo anticorpo-
antigeno durante uma segunda incubagdo. Apds uma lavagem e incubagdo com substrato de TMB
(tetrametilbenzidina), produz-se uma cor azul. A reagdo enzimatica é interrompida pela adicdo da solucao

de acido sulfurico, que altera a cor para amarelo. A quantidade de anticorpos especificos para HTLV-I ou

HTLV-II presente na amostra é proporcional a intensidade da cor.

REAGENTES

8c

Componentes de cada kit do Sistema Microelisa Avioq HTLV-I/II

192 testes 576 testes 9600 testes
2 suportes de 6 suportes de 100 suportes de | Fitas para microelisa HTLV-I/II - Doze por
fita fita fita suporte, cada uma contendo 8 pogos revestidos com
lisado viral de HTLV-I inativo, um antigeno HTLV-I
recombinante (rp21E) e lisado viral de HTLV-II
inativo embaladas em uma bolsa de aluminio com
dessecante de silica gel.
1 frasco-ampola 2 frascos- 4 frascos- EnzAbody® para HTLV-I/II (concentrado
(50 mg) ampolafrascos- | ampolafrascos- | EnzAbody) — peroxidase de rabano silvestre
ampola ampola conjugada com imunoglobulina de cabra anti-
(50 mg cada) (50 mg cada) humana, ~0,06% p/p ou 30 ug liofilizada com soro
de cabra, sacarose e leite em pd desnatado.
1 frasco 2 frascos 28 frascos Diluente EnzAbody® — solugao salina tamponada
(55 ml) (55 ml cada) (55 ml cada) com fosfato contendo soro de cabra 10% e
surfactantes ndo idnicos. Conservantes: sulfato de
gentamicina 0,2% e cinamaldeido 0,02%.
1 frasco 2 frascos 16 frascos Diluente simples — solu¢ao salina tamponada com
(100 ml) (100 ml cada) (100 ml cada) fosfato contendo soro de cabra 10%, surfactantes
nao idnicos, cloreto de sédio, albumina de soro
bovino 0,14%, leite em p6 desnatado e corante
amaranto. Conservante: bromonitrodioxano 0,03%
(p/v).
1 frasco 2 frascos 34 frascos Soluciao de TMB - acido citrico contendo
(22 ml) (22 ml cada) (22 ml cada) tetrametilbenzidinae2HCI 0,03%.
1 frasco 2 frascos 34 frascos Solucdo de perdxido — tampao de acido citrico/
(22 ml) (22 ml cada) (22 ml cada) citrato de sédio contendo peroxido de ureia 0,04%.
1 frasco-ampola 2 frascos- 17 frascos- Soro de controle negativo — soro humano com
(1,5 ml) ampolafrascos- | ampolafrascos- | estabilizadores de proteina; ndo reativo por testes
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192 testes 576 testes 9600 testes
ampola ampola licenciados pela FDA para HTLV-I, HTLV-II, HIV-1,
(1,5 ml cada) (1,5 ml cada) HIV-2, HCV e nao reativo para HBsAg e HIV-Ag.
Conservante: bromonitrodioxano 0,05% (p/v).
CONTROL|-
1 frasco-ampola | 1 frasco-ampola 12 frascos- Soro de controle positivo HTLV-I — soro humano
(1,0 ml) (1,0 ml) ampola inativo com estabilizadores de proteina e corante
(1,0 ml cada) vermelho amaranto; reativo para anticorpos para
HTLV-I; ndo reativo por testes licenciados pela FDA
CONTROL |+ para HIV-1, HIV-2, HCV e nao reativo para HBsAg
e HIV-Ag. Pode ocorrer reacao cruzada com
antigeno HTLV-II. Conservante: bromonitrodioxano
0,05% (p/v).
1 frasco-ampola | 1 frasco-ampola 12 frascos- Soro de controle positivo HTLV-II — soro humano
(1,0 ml) (1,0 ml) ampola inativo com estabilizadores de proteina e corante
(1,0 ml cada) azul patente; reativo para anticorpos para HTLV-II;
nao reativo por testes licenciados pela FDA para
CONTROL |+ HIV-1, HIV-2, HCV e nao reativo para HBsAg e
HIV-Ag. Pode ocorrer reagao cruzada com antigeno
HTLV-IL. Conservante: bromonitrodioxano 0,05%
(p/v).
1 de cada 1 de cada 5 de cada Presilha e haste (ou equivalente) — fechamento
para a embalagem de aluminio.
10 folhas 20 folhas 30 folhas Vedagoes de placa — adesivo.

Observagdo: O tampao para lavagem concentrado é fornecido como acessodrio ao kit.

Tampao para lavagem concentrado, niimero de produto 559879, composto por 1 frasco (100 ml)

Tampao para lavagem concentrado, nimero de produto 559880, composto por 4 frascos (4 x 100 ml)

Observacao: A solucao de parada é acido sulfarico 2 N, nao fornecida pela Avioq. Nao use nenhuma outra
solucdo de parada para este ensaio.
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ADVERTENCIAS E PRECAUCOES

1.

10.

11.

Atencgdo: Manuseie todos os materiais biologicos HTLV-I/II da Avioq como se fossem capazes de
transmitir agentes infecciosos. Os antigenos usados para revestir os pogos para microelisa foram
inativados para virus por ruptura por detergente; os soros de controle positivo HTLV-I e HTLV-II
foram inativados por adi¢ao de detergente. Os controles positivo e negativo derivam de soro ou plasma
humano e foram testados para antigeno HIV-1, HBsAg, anti-HIV-1, anti-HIV-2 e anti-HCV e testes
licenciados pela FDA mostraram que sdo nao reativos. Como nenhum método de teste pode oferecer
garantia completa de auséncia de agentes infecciosos, todos os materiais de origem humana devem ser
manuseados como se fossem capazes de transmitir agentes infecciosos.

Todos os operadores de teste devem cumprir os regulamentos da OSHA (Administra¢do de Segurancga
e Satuide Ocupacional dos Estados Unidos) (29 CFR 1910.1030).

Mantenha a area de teste separada da area onde sdao armazenados sangue ou hemoderivados para
transfusao.

Nao pipete nenhum dos materiais com a boca. Nao fume, coma ou beba em areas onde sdo manuseados
amostras ou reagentes do kit.

Nao realize o teste na presenga de vapores reativos (hipoclorito de sédio, acidos, alcalis ou aldeidos, por
exemplo) ou pd, porque a atividade enzimatica do conjugado pode ser afetada.

Use luvas descartaveis e manuseie todos os materiais usados no teste (incluindo amostras, controles,
solucao de lavagem, fitas e suportes para fita microelisa e pipetas) como capazes de transmitir agentes
infecciosos. Consulte um médico imediatamente em caso de ingestdo desses materiais ou de contato
destes com laceragdes ou lesdes abertas ou outros ferimentos na pele, membranas mucosas ou olhos.

Limpe imediatamente qualquer derramamento de material contendo antigenos ou anticorpos usando
uma dilui¢do 1:10 de hipoclorito de sédio 5% (concentragao final 0,5%) ou desinfetante equivalente para
descontaminacao. Descarte o material de limpeza usando um método aceitavel.

Descarte todos os materiais que entraram em contato com espécimes e reagentes de acordo com as
regulamentagdes locais, estaduais e federais?”. Residuos sélidos podem ser incinerados ou autoclavados
por um periodo apropriado. Devido as variagdes entre autoclaves e configuragdes de descarte, cada
usudrio deve confirmar a eficiéncia desse ciclo de descontaminagdo usando indicadores bioldgicos.3

Observagao: Residuos liquidos contendo acido devem ser neutralizados antes da adigdo de
desinfetantes e/ou descarte.

Alguns componentes deste kit contém pequenas concentragdes de produtos quimicos perigosos
(tampao para lavagem concentrado, solugao de perdxido, solugio de TMB). Consulte a Ficha de
Informacao de Seguranca de Produtos Quimicos (FISPQ) para obter mais informagdes especificas. Entre
em contato com a Avioq Inc. para obter uma FISPQ.

Acido sulfarico 2 N — o acido sulftrico é corrosivo e deve ser manuseado com cuidado para evitar a
exposicao de pele e olhos. Se esse reagente entrar em contato com pele ou olhos, lave com 4gua em
abundancia.

Tenha atencdo ao montar microplacas para corridas de placa parciais (fitas nao revestidas e com
revestimento misto). Alguns analisadores podem nao ser capazes de diferenciar entre pogos revestidos
e nao revestidos, e podem produzir resultados para qualquer posicdo de pogo com um controle ou
numero de identificacdo atribuido.

PREPARACAO DE REAGENTES
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Prepare os reagentes a seguir antes ou durante o procedimento do ensaio. Reagentes e amostras devem estar

em temperatura ambiente (15-30 °C) antes da diluigdo/preparacdo e antes do inicio do teste, e podem

permanecer em temperatura ambiente durante os testes. Deve-se preparar reagentes em quantidade

suficiente para realizar o niimero desejado de testes. Recoloque os reagentes em temperatura de 2-8 °C apos
0 uso.

Preparacdo de EnzAbody concentrado

1.

Pipete 4,0 ml de diluente EnzAbody em 1 frasco-ampola de EnzAbody concentrado liofilizado.
Misture bem o contetido. Evite a formacao excessiva de espuma. Apds a reconstitui¢dao, aguarde 30
minutos para a reidratacdo do EnzAbody concentrado. Nao manuseie o frasco-ampola de EnzAbody
concentrado com luvas que entraram em contato com soro ou plasma.

Registre a data de preparagao e a data de validade no frasco-ampola. O EnzAbody concentrado
reconstituido é estavel por 5 semanas quando armazenado a 2-8 °C.

Preparacdo da solucao de trabalho EnzAbody

1. Devem ser usados recipientes de polipropileno limpos, preferivelmente descartaveis. Nao use
recipientes de poliestireno. Quando usar processador de microplacas automatico, consulte as
recomendagdes do fabricante com relagdo ao uso de recipientes. Transfira uma quantidade apropriada
de diluente EnzAbody para o recipiente e adicione uma quantidade apropriada de concentrado
EnzAbody para formar uma solu¢do de trabalho de EnzAbody 1:251 (vide tabela abaixo). O
concentrado EnzAbody reconstituido deve ser bem misturado antes de usar. Devolva o concentrado
EnzAbody reconstituido nado utilizado a temperatura de 2-8 °C. Nao combine frascos-ampola de
concentrado EnzAbody reconstituido. Pode ser necessario mais solu¢do de trabalho de EnzAbody,
dependendo do dispensador de reagente usado.

Preparacao da solucao de trabalho EnzAbody
Numero de Volume de concentrado Volume de diluente
fitas microelisa EnzAbody reconstituido EnzAbody
2 10 pl 2,5ml
3 20 ul 5,0 ml
6 25 ul 6,25 ml
9 30 pl 7,5 ml
12 50 ul 12,5 ml
Volume de concentrado Volume de diluente
Numero de placas EnzAbody reconstituido EnzAbody
1 50 ul 12,5 ml
2 100 pl 25,0 ml
4 200 pl 50,0 ml
6 300 ul 75,0 ml
10 500 pl 125,0 ml

2. Depois de preparada, a soluc¢do de trabalho de EnzAbody é estavel por quatro horas a temperatura
ambiente. Registre a data de preparo e a validade da solucdo de trabalho EnzAbody. Descarte o
restante da solucdo de trabalho EnzAbody nao utilizada apos a conclusao do ensaio.
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Preparacao de tampao para lavagem

Importante! O tampao para lavagem concentrado é formulado especificamente para o ensaio Avioq HTLV-

I/Il. Nao use nenhum outro tampao para lavagem para este ensaio.

1. Verifique a presenca de cristais ou precipitado no tampao para lavagem concentrado. Se houver
formacao de cristais ou precipitado na solucdo, aqueca-a a 37 °C até a dissolucdo dos cristais ou
precipitado. Misture o tampao para lavagem concentrado antes de diluir.

2. Dilua o tampao para lavagem concentrado em agua purificada® a razdo de 1:25, conforme a tabela

abaixo.

Preparacao de tampao para lavagem

Nuiumero de fitas

Volume de tampao para

Volume de agua

Volume total de

microelisa lavagem concentrado purificada tampao para lavagem
1-6 7 ml 168 ml 175 ml
7-12 14 ml 336 ml 350 ml

Volume de tampao para

Volume de agua

Volume total de

Numero de placas lavagem concentrado purificada tampao para lavagem
1 14 ml 336 ml 350 ml
2 28 ml 672 ml 700 ml
4 56 ml 1344 ml 1400 ml
6 84 ml 2016 ml 2100 ml
10 140 ml 3360 ml 3500 ml

O volume total de tampdo para lavagem ndo inclui nenhum volume adicional necessario para um
lavador automatico (preparacdo, volume morto, etc.) Consulte as instrugdes do fabricante para o

lavador de placas microelisa.

3. O tampao para lavagem ¢ estavel por duas semanas quando armazenado a 2-30 °C. Registre a data de

preparo e a data de validade.
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N
Prepare o substrato de TMB em um recipiente de polipropileno limpo, preferivelmente descartavel. Nao

use recipientes de poliestireno. Transfira uma quantidade suficiente de solu¢do de perdxido para um
recipiente, adicione uma quantidade apropriada de solu¢io de TMB a solugdo de peréxido e misture bem

a\\/

Preparacao de substrato de TMB

antes de usar (vide tabela abaixo).

Cada placa de microtitulacdo requer no minimo 10 ml de substrato de TMB. Pode ser necessario mais
substrato de TMB, dependendo do dispensador de reagente usado. Consulte os requisitos adicionais com
relagao aos reagentes nas instruc¢des do fabricante do instrumento.

Preparacao de substrato de TMB

Numero de Volume de
fitas microelisa Volume de solu¢ao de TMB solucao de peroxido
2 1ml 1ml
3 2 ml 2 ml
6 3 ml 3 ml
9 5 ml 5 ml
12 6 ml 6 ml

Volume de
Numero de placas Volume de solu¢ao de TMB solugdo de peroxido
1 6 ml 6 ml
2 12 ml 12 ml
4 24 ml 24 ml
6 36 ml 36 ml
10 60 ml 60 ml

O substrato de TMB ¢ estavel por 6 horas quando mantido em temperatura ambiente e deve ser incolor
quando usado. Registre a data de preparo e a validade. Se a cor for visivelmente azul, descarte e prepare
mais substrato de TMB conforme necessario.

Observacao: A solucio de TMB e o substrato de TMB devem ser protegidos da exposi¢do a luz. Evite o
contato com metais ou ions metdlicos, pois pode resultar na formacado de cor azul indesejada.
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INSTRUCOES PARA ARMAZENAMENTO DO KIT

Armazene todos os componentes a 2-8 °C quando nao estiverem em uso. A data de validade impressa no kit indica a
data limite para uso do produto. A estabilidade dos reagentes do kit apds a reconstituicao ou dilui¢ao esta indicada em
"PREPARACAO DE REAGENTES'". Nao armazene congelado.

FITAS MICROELISA PARA HTLV-I/II

A embalagem de aluminio deve estar em temperatura ambiente (15-30 °C) antes de abrir, para evitar a condensagao nas
fitas microelisa. Apos a abertura da embalagem hermética de aluminio, as fitas sao estaveis por 4 semanas a 2-8 °C, se a
embalagem de aluminio for fechada com a presilha e a haste fornecidas ou equivalentes. Registre a data de abertura e a
data de validade na embalagem de aluminio. A almofada de silica gel ndo deve ser removida.

Figura 1: Fechamento da embalagem de aluminio.

1 2 3
Dobre a extremidade aberta da embalagem de aluminio sobre a haste.
Prenda com a presilha.

INDICACOES QUIMICAS OU FiSICAS DE INSTABILIDADE

Alteragbes na aparéncia fisica dos materiais do kit de teste podem indicar instabilidade ou deterioragdo. As datas de
validade impressas nos rétulos dos reagentes do kit indicam a data limite para uso do produto.

Se a cor do substrato de TMB for visivelmente azul, descarte e prepare mais substrato de TMB conforme necessario.

COLETA, ARMAZENAMENTO E PREPARA(;AO DE AMOSTRAS
Amostras de doadores vivos

Coleta: Nao é necessaria preparagao especial ou jejum do paciente. Podem ser usados soro ou plasma derivados de tubos
contendo heparina, citrato, CPD, CPDA-1 ou EDTA (etilenodiaminotetra-acetato) como anticoagulantes. Consulte as
instrugdes fornecidas pelo fabricante dos tubos de coleta de amostras para informagdes sobre a proporgao correta entre
volume de amostra e anticoagulante a ser usada. Remova o soro ou plasma do coagulo ou eritrocitos assim que possivel,
para evitar hemdlise. Podem ser usadas amostras de tubos separadores de plasma ou tubos segmentados de bolsas de
sangue. O Sistema Microelisa Avioq HTLV-I/Il nao é afetado por niveis elevados de lipidios (3.000 mg/dl), bilirrubina
total (20 mg/dl), fator reumatoide ou hemoglobina (3.051 mg/dl). As amostras podem ser inativadas por calor por 30
minutos a 56 °C, sem perda da reatividade. Nao foi estabelecido o desempenho para outros tipos de amostra, incluindo
fluido pleural, saliva, fluido oral, eluatos de sangue seco em papel filtro e espécimes ndo humanos.

Armazenamento: As amostras devem estar livres de contaminac¢do microbiana e podem ser armazenadas a 2-8 °C por
até 14 dias. Para armazenamento de longo prazo, as amostras devem ser congeladas a -20 °C e misturadas apds o
descongelamento. As amostras podem ser congeladas e descongeladas uma vez sem perda de reatividade. No entanto,
amostras repetidamente congeladas e descongeladas ou aquelas que contenham material particulado podem apresentar
resultados erréneos.

Transporte: As amostras devem ser embaladas para remessa de acordo com os regulamentos aplicaveis referentes ao
transporte de agentes etiologicos. As amostras podem ser transportadas em temperatura ambiente, refrigeradas (2-8 °C)
ou congeladas (-20 °C ou mais frio). Apds o recebimento, as amostras devem ser armazenadas a temperatura de
armazenamento descrita acima.

Amostras de doadores cadavéricos

Coleta: as amostras cadavéricas podem ser coletadas do soro, de tubos separadores de soro, ou de plasma EDTA. As
amostras limpas, nao hemolisadas sao preferidas. Os precipitados em amostras devem ser removidos por centrifugacao.
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Armazenamento: As amostras cadavéricas podem ser armazenadas por até 14 dias entre 2 °C e 8 °C, e a -20°C passando
por 4 ciclos de congelamento/descongelamento. Misture completamente depois do descongelamento e antes dos testes.

Transporte: As amostras a serem transportadas devem ser embaladas de acordo com as regulamentag¢des aplicaveis que
regem o transporte de agentes etiologicos. As amostras podem ser enviadas a temperaturas entre -20°C e 30°C. Depois do
recebimento, as amostras devem ser armazenadas as temperaturas recomendadas, nao ultrapassando um total de 14
dias, incluindo o tempo de transporte.
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PROCEDIMENTO DO SISTEMA DE TESTE MICROELISA AVIOQ HTLV-I/II
Materiais fornecidos
Fitas microelisa para HTLV-I/II
EnzAbody® para HTLV-I/II
Diluente EnzAbody®
Diluente da amostra
Solug¢ao de TMB
Solugao de peréxido
Soro de controle negativo
Soro de controle positivo para HTLV-I
Soro de controle positivo para HTLV-II
Presilha e haste
Vedacoes de placa
Materiais adicionais necessarios, mas nio fornecidos
Instrumentos/equipamentos
Observagao: para qualquer instrumento, o manual fornecido pelo fabricante deve ser analisado para informagoes
adicionais com relac¢éo a:
a) Instalagdo e requisitos especiais;
b) Principios de operagdo, instrugdes, precaugdes e perigos;
c) Especificagdes do fabricante e recursos de desempenho;
d) Informagdes sobre reparos e manutengao;
e) Controle de qualidade.
Sistema diluidor/dispensador automatico ou equivalente
Sistema de aspiracgao/lavagem
O sistema de aspiragao/lavagem deve ser capaz de distribuir um volume minimo de 300 pl, e capaz de realizar
um ciclo de impregnacao de 30 + 5 segundos. O residuo aspirado deve ser contido em um sistema fechado.
Sistema de pipeta de volume varidvel ajustavel multicanais capaz de pipetar 50 - 300 ul + 5%, e pontas
Micropipetas capazes de pipetar 20 pl + 5%, 100 ul = 5%, e pontas
Incubadora - incubadora seca, termobloco ou equivalente, capaz de manter 37 +2 °C.
Leitora de placas microelisa
Qualquer leitora de microelisa capaz de transmitir luz a 450 nm + 5 nm ou comprimento de onda duplo.
Pode-se usar 450 nm + 5 nm e 620/630 nm + 5 nm como referéncia, com intervalo de absorbancia linear de 0 a
2,000, um desvio inferior a 0,005% AU/h e uma largura de banda a meia altura de 10 + 2 nm.
Temporizador
Cilindro graduado, 50 ml e 1-2,5 1 ou equivalente
Reagentes/descartdveis
Tampao para lavagem concentrado (nimero de produto 559879)
Acido sulftrico 2 N
Agua purificada®, USP, NCCLS Tipo I4! ou equivalente
Suporte para fita com pogos nao revestidos
Papel absorvente
Canaletas em V descartaveis ou equivalente
Luvas descartaveis
Solugao de hipoclorito de sédio (5%), alvejante liquido ou desinfetante equivalente
Recipientes adequados para descarte de material com risco bioldgico potencialmente contaminado por agentes
infecciosos
Tubos tampados descartaveis de polipropileno (15 ou 50 ml) ou equivalente

43-01809 Rev 4.13 Portugués (BR) 11



Materiais disponiveis junto a Avioq Inc.

Tampao para lavagem concentrado, frasco de 100 ml (nimero de produto 559879)
Tampao para lavagem concentrado, 4 x frasco de 100 ml (nimero de produto 559880)

Notas de procedimento

1.

10.

11.

O cumprimento inadequado das instrugdes da embalagem pode levar a resultados errdneos ou ensaios
invalidos.

Fitas microelisa, EnzAbody para HTLV-I/II, diluente EnzAbody, diluente de amostra, solucao de
TMB, solucdo de perdxido e controles usados em um ensaio devem ser do mesmo lote mestre. O
tampao para lavagem nao € especifico para um lote mestre e pode ser usado com qualquer ntimero de
lote mestre. Os materiais devem ser usados antes da data de validade impressa na embalagem. Os
componentes e amostras para teste devem estar a temperatura ambiente (15-30 °C) e devem ser
misturados (conforme aplicavel) antes do inicio do teste. Recoloque os reagentes em temperatura de 2-
8 °C apds o uso. Nao armazene congelado.

As fitas da placa microelisa sao removiveis. Armazene as fitas nao utilizadas conforme descrito em
"INSTRUCOES PARA ARMAZENAMENTO DO KIT". Antes do inicio do teste, inspecione o suporte
para fita microelisa e confirme se todas as fitas estdo presas. Os suportes para fita devem ser
manuseados com cuidado, para que nenhuma fita seja deslocada durante o teste. As fitas microelisa
podem ser numeradas para assegurar a reinsergao caso as fitas sejam deslocadas.

As fitas microelisa e as vedacdes de placa podem ser usadas apenas uma vez.

Para evitar contaminagao, ndo toque na parte superior das fitas nem na borda dos pogos com os dedos
ou a ponta da pipeta.

Todos os reagentes e espécimes devem ser bem misturados antes do uso. Os controles positivo e
negativo podem ser submetidos a vortex antes da pipetagem. Os controles positivo e negativo devem
ser distribuidos e diluidos da mesma maneira que as amostras. Deve haver um controle positivo e trés
controles negativos em cada corrida de placa (suporte para fita). Se mais de um suporte para fita for
processado, é preciso cumprir todos os tempos de incubagao especificados.

Todas as etapas de pipetagem devem ser realizadas com o maior cuidado e precisao. A contaminacao
cruzada entre reagentes invalida os resultados dos testes. Use micropipetas para transferéncia
quantitativa de amostras e reagentes. Para pipetagem manual de controles e espécimes, use pontas
individuais descartaveis para evitar o transporte cruzado de amostras. Evite contamina¢do microbiana
ou qualquer outro tipo de contaminagao dos reagentes.

Se uma amostra acidentalmente nao for adicionada a este ensaio - por exemplo, se um pogo for
esquecido - o resultado do ensaio para essa amostra pode ser interpretado erroneamente como nao
reativo.

Evite abrir a porta da incubadora (37 °C) durante o tempo de incubagao.

Evite a contaminacao quimica de reagentes e equipamentos. A manutencao de rotina do sistema de
aspiragao/lavagem ¢é altamente recomendada para evitar o transporte de anticorpos de espécimes
altamente reativos para espécimes nao reativos.

As lavadoras de microplaca devem ser enxaguadas com agua em abundancia apds a conclusao da
lavagem final do ensaio. Consulte as recomendagdes do fabricante para a manutencao do sistema de
manuseio de liquidos para processadores de microplacas automaticos.

12
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12.

13.

14.

15.

16.

17.

18.

19.

20.

21.

A lavagem manual de placas deve ser validada antes do uso. Recomenda-se o uso de uma lavadora de
placas automatica (consulte os requisitos para a lavadora automatica em Materiais necessarios, mas
nao fornecidos). Uma lavagem incompleta tera efeito negativo sobre o resultado do teste.

O ensaio deve ser realizado até o final sem interrupgao e dentro dos limites de tempo definidos na
embalagem.

Nao devolva restos de reagente aos frascos originais.

Nao toque a superficie inferior externa dos micropogos. Impressoes digitais ou riscos podem interferir
com a leitura dos micropocos.

Verifique se as fitas microelisa estao niveladas com o suporte para fita microelisa durante o
procedimento do teste. Se necessario, limpe cuidadosamente a parte inferior das fitas microelisa com
um tecido macio e absorvente que nao solte fiapos, para remover toda a umidade, p6 ou residuos antes
da leitura. Se necessario, tampao seco também pode ser removido. Para isso, antes da leitura limpe a
parte inferior das fitas microelisa com um pano macio embebido em agua, depois com um tecido seco,
macio e que nao solte fiapos.

Valores de controle negativo ou positivo que ndo estiverem dentro do intervalo esperado (consulte a
secdo Controle de qualidade) podem indicar um problema na técnica ou deterioragdao do produto.

Todos os equipamentos de pipetagem devem ser usados com cuidado, calibrados regularmente e
mantidos conforme as instrugdes do fabricante do equipamento.

A leitora de placas de microelisa pode conter um filtro de referéncia de 620 nm ou 630 nm. Se for usado
um instrumento sem filtro de referéncia, areas opacas, riscadas ou irregulares na parte inferior dos
pocos podem causar leituras imprecisas.

Bolhas nos pogos da fita microelisa podem causar leituras imprecisas dos pogos. Deve-se ter cuidado
para assegurar a auséncia de bolhas.

Use somente com equipamentos corretamente calibrados.

Procedimento de lavagem

1.

Uma lavagem incompleta tera efeito negativo sobre o resultado do teste. O tampao para lavagem deve
estar a temperatura ambiente (15-30 °C) antes do uso.

Aspire o conteido do pogo em um frasco de descarte. Depois, preencha os pogos (aproximadamente
0,3 ml) com tampao para lavagem e aguarde a impregnacao por 30 + 5 segundos, a menos que validado
de outra forma. Aspire e repita o procedimento de lavagem e impregnacao mais trés vezes, totalizando
quatro lavagens.

Confirme se as fitas microelisa foram completamente aspiradas antes da aspiragdo final. Inverta o
suporte para fita e bata com firmeza em um papel toalha limpo para absorver o excesso de tampao para
lavagem, se necessario.

Procedimento de teste

1.

Coloque o nimero necessario de fitas microelisa no suporte para fita. Se forem necessarias menos de
doze fitas, use fitas nao revestidas para completar a placa ao usar lavadora de 96 pogos.

Prepare uma diluigao 1:5 de cada amostra de teste e controle usando um dos procedimentos indicados
abaixo. Inclua trés pogos do controle negativo, um poco do controle positivo HTLV-I e um poco do
controle positivo HTLV-II em cada placa, ndo importa o nimero de fitas usadas. Misture bem os
controles (em voértex, por exemplo) antes de pipetar ou tomar aliquota para uso automatizado.

Atencédo: Os pocos de fita microelisa nao podem secar depois do inicio do ensaio.

43-01809 Rev 4.13 Portugués (BR) 13



10.

11.

Adicdo direta de amostra
Meétodo manual: Usando uma pipeta calibrada, adicione 80 pl de diluente de amostra em cada pogo de

teste microelisa. Adicione 20 ul de amostra ou controle com uma ponta de micropipeta descartavel.
Misture a amostra com diluente de amostra. Para isso, aspire e distribua a amostra repetidamente (pelo
menos 3 ou 4 vezes) com cada adigao.

Meétodo automatico: O diluidor/dispensador calibrado deve ser programado para distribuir uma dilui¢ao
1:5, normalmente 20 pl de amostra ou controle com 80 pl de diluente de amostra em cada pogo de fita
microelisa. A retencao da ponta da pipeta deve ser calculada, verificada e incluida na programacao.

Observagao: A amostra pode ser adicionada ao diluente de amostra conforme descrito no método
manual.

Adicdo indireta de amostra
Meétodo manual: Pipete 120 ul de diluente de amostra em um tubo de ensaio limpo, seguidos por 30 ul
de amostra ou controle. Misture bem o contetdo. Amostras diluidas em tubos tampados podem ser

armazenadas por até 24 horas a 2-8 °C, mas devem estar a temperatura ambiente (15-30 °C) no
momento do teste. Pipete 100 pl da amostra diluida em cada pogo da fita microelisa.

Cubra as fitas com vedantes adesivos para placa ou equivalente. Se usar vedantes de placa, confirme se
todos os pogos estao cobertos. Dentro de 30 minutos, incube a 37 + 2 °C por 60 + 5 minutos.

Depois da incubagdo, descarte o vedante de placa apds o uso, se aplicavel. Nao reutilize. Lave e
impregne cada pogo quatro vezes com tampao para lavagem (consulte "Procedimento de lavagem").

Pipete 100 ul de solucio de trabalho de EnzAbody em cada poco (consulte as instrugdes em
"PREPARACAO DE REAGENTES").

Atencdo: Nao permita que o EnzAbody concentrado reconstituido ou a solugido de trabalho de
EnzAbody contamine o substrato de TMB. Se 0 mesmo equipamento for usado para adicionar ambos
os reagentes, use pontas novas descartaveis.

Cubra as fitas com um novo vedante de placa ou equivalente. Se usar vedantes de placa, confirme se
todos os pogos estao cobertos. Incube a 37 + 2 °C por 60 + 5 minutos.
Quando usado com o Sistema ORTHO® Summit (OSS), incube a 37 £ 2 °C por 30 + 5 minutos.

Depois da incubagdo, descarte o vedante de placa apds o uso, se aplicavel. Nao reutilize. Lave e
impregne cada pogo quatro vezes com tampao para lavagem. Consulte "Procedimento de lavagem".

Pipete 100 pl de substrato de TMB em cada pogo. Nao cubra com vedante adesivo de placa (consulte as
instrucdes em "PREPARACAO DE REAGENTES").

Incube em temperatura ambiente (15-30 °C) por 30 £ 5 minutos.

Para interromper a reagao, adicione 100 ul de acido sulfrico 2 N a cada pogo (mantenha a mesma
sequeéncia e intervalos de tempo usados para a adi¢ao de substrato de TMB). As placas devem ser lidas
em até duas horas.

Faca o branco da leitora de microelisa com ar (sem suporte para fita e sem fitas) e leia a absorbancia da
solucdo em cada pogo a 450 nm + 5 nm (comprimento de onda tinico) ou 450 nm + 5 nm e 620/630 nm +
5 nm como referéncia (comprimento de onda duplo).

14
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Controle de qualidade

Qualificacdo dos valores de controle negativo (CN): A absorbancia do CN deve ser maior ou igual a 0,000 e menor ou
igual a 0,120. Elimine todos os valores de CN fora desse intervalo. Se dois ou mais valores forem inferiores a 0,000 ou

superiores a 0,120, a corrida é invalida e deve ser repetida. Calcule o CN médio (CNX) dos outros valores do controle.

Qualificacao dos valores de controle positivo HTLV-I (CP-I) e HTLV-II (CP-II): A absorbancia de CP-I e CP-II deve ser
maior ou igual a 0,500. Se o valor de PC-I e/ou PC-II estiver abaixo da especificacdo, a corrida é invalida e deve ser

repetida.
Validade do teste: Uma corrida de teste é valida se os valores do controle positivo e negativo forem qualificados e

(CP-T) - CNX > 0,380 (CP-II) - CNX > 0,380

Se os resultados nao cumprirem estes critérios, a técnica pode ser suspeita; a corrida é invalida e deve ser repetida.

RESULTADOS
Calculos

Os calculos devem ser realizados separadamente para cada suporte para fita.
Valor de corte: Se a corrida de teste for valida, calcule o valor de corte como segue:
Valor de corte: CNX + 0,330
Uma amostra de teste é ndo reativa se sua absorbancia for maior ou igual a 0,000 e inferior ao valor de corte.
Uma amostra de teste é reativa se sua absorbancia for maior ou igual ao valor de corte.

Calculos para a amostra

Absorbancia (comprimento de onda tinico) Absorbancia (comprimento de onda duplo)
CN = 0,065, 0,070, 0,075 CN = 0,034, 0,030, 0,035

CNX = 0,070 CNX = 0,033

Cp-I = 1,110 CpI = 1,073

CP-II = 1,050 CpP-I = 1,013

Critérios de aceitacio

Elimine todos os valores de absorbéancia do controle que ndo cumpram os seguintes critérios:

0,000<CN <0,120 Nenhum eliminado
CP-1>0,500 Nenhum eliminado
CP-I1 > 0,500 Nenhum eliminado

Confirme que os seguintes dados estejam dentro dos critérios de aceitacdo especificados.

(Comprimento de onda tnico) (Comprimento de onda duplo)
(CP-I) - CNX > 0,380
(CP-II) - CNX > 0,380

1,110 - 0,070 = 1,040 Aprovado 1,073 - 0,033 = 1,040 Aprovado
1,050 - 0,070 = 0,980 Aprovado 1,013 -0,033 =0,980 Aprovado
Validade do teste (comprimento de onda tinico) Validade do teste (comprimento de onda duplo)
Aprovado Aprovado
Calculo do valor de corte (comprimento de onda tnico) Calculo do valor de corte (comprimento de onda duplo)
Valor de corte = CNX+0,330 Valor de corte = CNX +0,330

= 0,070+0,330 = 0,033+0,330

= 0,400 = 0,363
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INTERPRETACAO DOS RESULTADOS

1. Amostras com valores de absorbancia maiores ou iguais a 0,000 e inferiores ao valor de corte sao
consideradas ndo reativas pelos critérios do Avioq HTLV-I/Il e podem ser consideradas negativas para
anticorpos anti-HTLV-I e HTLV-II. Um resultado negativo no teste ndo exclui a possibilidade de
exposicdo ou infecgao por HTLV-I/IL

2. Resultados de amostras com valores de absorbancia inferiores a 0,000 devem ser retestados
individualmente para confirmar o resultado inicial. Se a amostra tem valor de absorbancia inferior ao
valor de corte apos o novo teste, pode ser considerada negativa para anticorpos anti-HTLV-I e HTLV-II
conforme os critérios do Avioq HTLV-I/IL

3. Amostras com valores de absorbancia maiores ou iguais ao valor de corte sdo consideradas inicialmente
reativas pelos critérios de Avioq HTLV-I/Il, mas antes da interpretagdo, a amostra deve ser testada
novamente em duplicata usando o ensaio Avioq HTLV-I/Il. Se um dos novos testes duplicados for
reativo, a amostra é considerada repetidamente reativa para anticorpos anti-HTLV-I e/ou HTLV-II
conforme os critérios do sistema microelisa Avioq HTLV-I/IL

4. Amostras inicialmente reativas que nao reajam em nenhum dos testes repetidos em duplicata sao
consideradas negativas para anticorpos anti-HTLV-I/IL

5.  Na maioria dos casos, é apropriado investigar repetidamente amostras reativas por meio de testes
adicionais mais especificos (LIMITACOES DO PROCEDIMENTO). Amostras que se mostrem
repetidamente reativos por ELISA e positivos por testes adicionais mais especificos sdo consideradas
positivas para anticorpos anti-HTLV-I e/ou HTLV-II. A interpretacdo dos resultados de amostras
repetidamente reativas mediante ELISA e negativas ou indeterminadas mediante testes adicionais mais
especificos ndo é clara. Para maior esclarecimento, pode-se testar outra amostra colhida do mesmo
individuo trés a seis meses depois.

LIMITACOES DO PROCEDIMENTO

O "PROCEDIMENTO DE TESTE" e a "Interpretacdo dos resultados” do Sistema Microelisa Avioq HTLV-I/II
devem ser seguidos a risca ao testar para a presenca de anticorpos anti-HTLV-I e/ou HTLV-II no plasma ou
soro de individuos. Este ensaio foi desenvolvido e validado para uso com soro ou plasma humano
depacientes e amostras de doadores e a partir de amostras de soro ou plasma recolhido de dadores
cadavéricos. Nao foram estabelecidas caracteristicas de desempenho para outros tipos de amostra (fluido
pleural, saliva, fluido oral, eluatos de sangue seco em papel filtro, amostras nao humanas, etc.), sangue
agrupado ou plasma processado e produtos obtidos de pool de sangue ou plasma.

A ndo adigdo da amostra conforme as instrugées do "PROCEDIMENTO DE TESTE" pode provocar um
resultado falsamente negativo.

O sistema microelisa Avioq HTLV-I/II detecta anticorpos anti-HTLV-I e/ou HTLV-II em sangue e, assim, é
atil para triagem de sangue doado para evitar a transmissao de HTLV-I e/ou HTLV-II para recipientes de
hemocomponentes celulares, e como auxiliar no diagnodstico clinico de infec¢ao por HTLV-I ou HTLV-II e
doengas relacionadas. Sabe-se que a infecgao por HTLV-I adquirida pela transfusao de produtos sanguineos
infectados pode resultar em doencas nos receptores®.

Diretrizes* publicadas pelo Servico de Satude Publica dos Estados Unidos recomendam que amostras
repetidamente reativas sejam investigadas por testes adicionais mais especificos como Western Blot (WB) e
ensaio de radioimunoprecipitagao (RIPA). Esses testes complementares devem ser usados juntamente com
testes especificos para tipo de peptideo ou testes de sondagem para discriminagao de HTLV-1 e HTLV-II. A
interpretacao desses testes deve ser coerente com essas diretrizes publicadas.
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Presume-se que uma pessoa com soro ou plasma que reage no teste ELISA e em um teste adicional mais
especifico esteja infectada com o virus HTLV-I ou HTLV-II. As implica¢des médicas da soropositividade
para HTLV-II ndo sdo conhecidas. Devem ser oferecidos orientagao e avaliacdo médica apropriadas, de
acordo com as diretrizes publicadas pelo Servico de Satde Publica®. Essa avaliagao deve ser considerada
uma parte importante dos testes de anticorpos para HTLV-I/II e deve incluir uma confirmagao do resultado
do teste em uma amostra recém-coletada.

ATL e TSP/HAM sao sindromes clinicas e seu diagndstico somente pode ser estabelecido clinicamente. Os
testes com o Sistema Microelisa Avioq HTLV-I/Il ndo podem ser usados sozinhos para diagnosticar essas
afeccdes, mesmo se a investigacdo recomendada de amostras reativas confirmar a presenca de anticorpos
anti-HTLV-I. Um resultado negativo no teste em qualquer momento da investiga¢ao soroldgica nao exclui a
possibilidade de exposi¢ao ou infeccdo por HTLV-I ou HTLV-IL. Deve-se considerar a repeti¢ao do teste
usando o Sistema Microelisa Avioq HTLV-I/II quando houver suspeita clinica de infecgdo por HTLV-I ou
HTLV-II Resultados negativos neste ensaio para individuos com exposicao anterior a HTLV-I e/ou HTLV-II
podem ser devidos a niveis de anticorpos abaixo do limite de deteccao deste ensaio ou falta de reatividade
aos antigenos HTLV usados neste ensaio.

Resultados falso-positivos podem ser esperados com um kit de teste desta natureza. A proporcado de falsos
reativos depende da prevaléncia de anticorpos para HTLV-I e/ou HTLV-II na populagao analisada e na
sensibilidade e especificidade do kit de teste do fabricante utilizado.

RESULTADOS ESPERADOS

O percentual de amostras determinadas como repetidamente reativas em uma populagdo normal de
doadores difere dependendo da prevaléncia de anticorpos para HTLV-I ou HTLV-II naquela area geografica.
Areas com alta prevaléncia de HTLV-I incluem partes da Africa, Micronésia, Japao, ilhas do Havai e do
Caribe. Areas com alta prevaléncia de HTLV-II incluem populagdes de usuarios de drogas injetaveis (UDI) e
varias tribos de amerindios na América do Norte e do Sul. A experiéncia com doadores de sangue avaliados
nos Estados Unidos é mostrada na segao Especificidade. A experiéncia dos testes em populagdes com doenga
por HTLV-I ou com alto risco para HTLV-I ou HTLV-II é resumida nas se¢des Sensibilidade e Populacoes
endémicas.
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CARACTERISTICAS DE DESEMPENHO DO ENSAIO
Reprodutibilidade

Réplicas de amostras positivas para anticorpos anti-HTLV-I e HTLV-II com graus variados de reatividade,
amostras negativas e controles do kit foram testados em vdrios locais (n=3), usando diversos lotes de kit
(n=3) e diversos técnicos (n=2) em dias variados (n=4). A precisao total, interensaio e intraensaio ¢ relatada
na tabela 1 abaixo.

Tabela 1: Reprodutibilidade do ensaio

Total Interensaio Intraensaio
ID N Média DP Ccv DP Ccv DP Ccv

HTLV-IS1 288 2,93 0,346 11,8 0,328 11,2 0,115 3,9
HTLV-1S2 288 1,95 0,246 12,6 0,231 11,8 0,090 4,6
HTLV-1S3 288 1,55 0,228 14,7 0,214 13,8 0,080 52
HTLV-154 288 1,62 0,206 12,7 0,196 12,1 0,067 41
HTLV-1S5 288 0,19 0,024 12,6 0,018 9,5 0,016 8,4
HTLV-II S1 288 3,13 0,348 111 0,331 10,6 0,113 3,6
HTLV-II S2 288 2,13 0,270 12,7 0,241 11,3 0,123 5,8
HTLV-II S3 288 2,16 0,248 11,5 0,234 10,8 0,084 3,9
HTLV-II 54 288 1,41 0,201 14,3 0,184 13,0 0,082 5,8
HTLV-II S5 288 0,18 0,029 15,9 0,020 11,1 0,021 11,7
CN 216 0,18 0,027 15,0 0,021 11,7 0,018 10,0
CP HTLV-I 72 2,69 0,338 12,6

ID Identificagdo do membro do painel

N ) Numero de réplicas

MEDIA Meédia da relacdo sinal-corte (SCR)

DP Desvio padrao de SCR

Ccv Coeficiente de variagao de SCR

18 43-01809 Rev 4.13 Portugués (BR)




Especificidade

A especificidade deste ensaio foi avaliada pelo teste de 11.415 amostras normais de soro e plasma humano
coletadas em varios locais. A tabela 2 a seguir mostra um resumo do desmembramento dos dados por local e
tipo de amostra. Com base em uma suposta prevaléncia zero de anticorpos anti-HTLV-I e HTLV-II em
doadores humanos normais, a especificidade geral estimada deste ensaio era de 99,95 (limites de confianga
de 95%: 99,89% a 99,98%). A tabela também mostra os limites de confianca de 95% para taxa de reatividade
repetida e especificidade estimada para cada local e tipo de amostra em cada populagao.

Tabela 2: Especificidade estimada em doadores aleatdrios de sangue

total e plasma e popula¢des de fonte de plasma

Numero Nao Reatividade | Reatividade | Reatividade Limites de Positivo em *Especificida Limites de
testado | reatividade inicial repetida repetida confianga de teste de estimada confianga de
inicial (%) 95%** para complementar (%) 95%** para
reatividade i especificidade
repetida (%) (%)
Soro 1315 1314 1 1 0,08 0,004 | 0,334 0 99,92 99,58 99,99
Local 1
Soro 3754 3753 1 1 0,03 0,002 | 0,117 0 99,97 99,85 99,99
Local 2
Plasma 1255 1255 0 0 0,00 0,000 | 0,153 0 100,00 99,71 | 100,00
Local 1
Plasma 3812 3809 3 3 0,08 0,020 | 0,204 0 99,92 99,77 99,98
Local 2
Local 1279 1276 3 1 0,08 0,004 | 0,344 0 99,92 99,57 99,99
Fonte
de
plasma

Ak

= (namero de avaliados — nimero de reativos repetidos) X 100

(ntmero de avaliados — nimero de positivos confirmados)

ok

Os limites de confianga para especificidade foram calculados usando método exato.

genes (gag, p19 e/ou p24 e env, gp46 e/ou 61/68) usando Western Blot e/ou RIPA.

Um resultado positivo nesses ensaios foi definido pela presenga de anticorpos para dois produtos de

Testes complementares adicionais e diferenciagao de tipo para HTLV-I e HTLV-II foram realizados

usando ensaios de uso em pesquisa: reatividade a peptideos recombinantes ou nativos gp46-I ou
gp46-11 em Western Blot, EIA para peptideos de HTLV-I e HTLV-II, IFA para HTLV-1 e HTLV-II
e/ou PCR (usando primers especificos para as regides tax e pol).
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Reatividade com doencgas potencialmente interferentes

Amostras de individuos com doengas que possam causar reatividade nao especifica com o ensaio foram
testadas com este ensaio. As amostras testadas sao apresentadas na Tabela 3 abaixo. Todas as amostras
foram nao reativas.

Tabela 3: Reatividade em amostras de individuos com doengas nao relacionadas
a infeccao por HTLV-I ou HTLV-II

Numero de
Numero de espécimes
Categoria do espécime espécimes testados inicialmente
reativos

Anticorpos para citomegalovirus 10 0
Anticorpos para virus Epstein-Barr 10 0
Anticorpos para virus da herpes simplex 10 0
Anticorpos para HIV-1 10 0
Anticorpos para HIV-2 10 0
Antigeno de superficie do virus da 10 0
hepatite B

Anticorpos para sifilis 10 0
Anticorpos antinucleares 10 0
Multiplas transfusoes 10 0
Mulheres multiparas 10 0
Fator reumatoide 10 0
Anticorpos para HCV 10 0
Hipergamaglobulinemia IgG 10 0
Hipergamaglobulinemia IgM 10 0
Anticorpos para toxoplasmose 10 0
Receptores de vacina contra gripe 36 0

Reatividade em amostras com substancias potencialmente interferentes

Amostras lipémicas (n=10), hemolisadas (n=10) ou que continham bilirrubina elevada (n=10) foram testadas
quanto a nao reatividade neste ensaio. Todas as amostras foram nao reativas. Além disso, como este ensaio
incorpora uma proteina recombinante produzida em E. coli, uma série de 22 (vinte e duas) amostras

previamente determinadas como positivas para a presenga de anticorpos para E. coli foi testada para avaliar
o potencial de reatividade cruzada no sistema de teste. Todas as amostras foram nao reativas.
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Sensibilidade

A sensibilidade deste ensaio foi estimada pela avaliagdo das amostras indicadas como soropositivas por
testes complementares de uso em pesquisa (Western blot, RIPA, IFA e, em alguns casos, PCR). Essas
amostras eram de populagdes com doengas associadas ao HTLV, populagdes de usudrios de drogas
injetaveis (UDI) e doadores de sangue infectados por HTLV. Os resultados se encontram na Tabela 4 abaixo.
Este ensaio foi reativo com todas as 636 amostras positivas dos testes complementares de uso em pesquisa.
Este ensaio tem uma sensibilidade estimada de 100% (intervalo de 99,97% a 100%) para 636 amostras
positivas em testes complementares para uso em pesquisa pela distribuigao binomial com 95% de confianca.

Tabela 4: Reatividade em testes complementares para amostras positivas
para anticorpos anti-HTLV-I, HTLV-II e HTLV-I/II

Ne de
repetidamente Ne de
Resultados do reativos com testes repetidamente
Grupo teste Ne testado licenciados para reativos com Avioq
complementar? HTLV-I HTLV-I/II
Leucemia de células T do HTLV-1 47 47 47
adulto
Paraparesia espastica HTLV-1 43 43 43
tropical
Linfoma nasofaringeo HTLV-I 1 1 1
Usuarios de drogas HTLV-1 5 5 5
injetdveis HTLV-II 95 94¢ 95
Pacientes hospitalizados® HTLV-1 107 107 107
HTLV-II 38 38 38
Doadores de sangue HTLV-I 146 146 146
HTLV-II 138 138 138
HTLV-I/II 16 16 16
TOTAL 636 635 636

a Um resultado positivo nesses estudos foi definido pela presenca de anticorpos para dois produtos de
genes (gag, pl9 e/ou p24 e env, gp46 e/ou 61/68) usando Western Blot e/ou RIPA.
Testes complementares adicionais e diferenciacao de tipo para HTLV-I e HTLV-II foram realizados
usando ensaios de uso em pesquisa: reatividade a peptideos recombinantes ou nativos gp46-I ou gp46-
I em Western Blot, EIA para peptideos de HTLV-I e HTLV-II, IFA para HTLV-1 e HTLV-II e/ou PCR
(usando primers especificos para as regides fax e pol).

b Assintomaticos e alguns sintomas indicativos de doenga por HTLV.

¢ O teste licenciado para HTLV-I nado detectou reatividade em um UDI (valores de sinal/corte de 0,8, 0,9,
0,9) que ficou indeterminado por Western Blot (apenas p21) e foi tipado como HTLV-II por PCR.
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Populagdes em areas endémicas para HTLV-I e HTLV-II

O desempenho deste ensaio foi avaliado com amostras de uma populagdo em uma é4rea endémica para
HTLV-I e duas populagdes em areas endémicas para HTLV-IL. Para a populacdo da area endémica para
HTLV-], foram avaliadas 532 amostras de uma populacdao de alta prevaléncia das ilhas do Pacifico. 20
amostras dessa popula¢do foram determinadas como positivas para anticorpos anti-HTLV-I por métodos
complementares para uso em pesquisa (Western Blot, IFA ou RIPA). Todas as 20 amostras positivas para
anticorpos anti-HTLV-I foram repetidamente reativas neste ensaio e em um ensaio licenciado para HTLV-L 3
amostras adicionais repetidamente reativas no teste licenciado para HTLV-I foram nao reativas neste ensaio.
Nenhuma dessas 3 amostras apresentou resultado positivo para anticorpos anti-HTLV-I nos testes
complementares utilizados. Os resultados desse estudo estao resumidos na tabela abaixo.

Nos estudos das areas endémicas para HTLV-II, 525 amostras foram obtidas de uma populagao de indios
americanos no Novo México (361) e de uma tribo amazoénica (os caiapds) no Brasil (164). Das duas
populagdes, 60 amostras foram determinadas como positivas para HTLV-I por testes complementares para
uso em pesquisa (Western Blot, IFA, RIPA ou, em alguns casos, PCR). Das amostras, 58 foram repetidamente
reativas com este ensaio. As duas amostras relatadas como nao reativas por este ensaio eram da populacao
de indios caiapds. Todas as amostras positivas para HTLV-II por teste complementar da populagao de indios
americanos foram repetidamente reativas neste ensaio. Uma amostra da populacao de indios americanos foi
repetidamente reativa neste ensaio, mas nao foi positiva para anticorpos anti-HTLV-II no teste
complementar (Western Blot). Os resultados desse estudo estao resumidos na Tabela 5 abaixo.

Tabela 5: Reatividade com amostras de
populacdes em areas endémicas para HTLV-I e HTLV-II

N¢ (percentual) de
Ne¢ de positivas N° positivas em testes
Ne em testes de complementares que
Area endémica testadas complementares® | repetidamente | foram repetidamente
reativas reativas em EIA
Tlhas do Pacifico (HTLV-I) 532 20b 20 20 (100%)
Novo México (HTLV-II) 361 7c 8 7 (100%)
Brasil (HTLV-II) 164 53¢ 51d 51 (96,2%)

a Um resultado positivo nesses estudos foi definido pela presenca de anticorpos para dois produtos de genes (gag,
P19 e/ou p24 e env, gp46 e/ou 61/68) usando Western Blot e/ou RIPA.

Testes complementares adicionais e diferenciagao de tipo para HTLV-I e HTLV-II foram determinados usando
ensaios de uso em pesquisa: reatividade a peptideos recombinantes ou nativos gp46-I ou gp46-11 em Western Blot,
EIA para peptideos de HTLV-I e HTLV-II, IFA para HTLV-I e HTLV-II e/ou PCR (usando primers especificos
para as regides tax e pol).

b O ntmero de amostras positivas nos testes complementares se baseou nos resultados dos testes de pesquisa
Western Blot, IFA e RIPA para HTLV-I/HTLV-II de qualquer amostra repetidamente reativa ou que fosse
inicialmente reativa em uma zona cinzenta negativa de 20% por ELISA.

b O ntimero de amostras positivas nos testes complementares se baseou nos resultados dos testes de pesquisa
Western Blot, IFA e RIPA para HTLV-I/HTLV-II de todas as amostras (361 do Novo México e 164 do Brasil).

d As duas amostras se mostraram indeterminadas por Western Blot, positivas para anticorpos para HTLV por RIPA,
positivas para anticorpos para HTLV-II por IFA e positivas para DNA de HTLV por PCR.
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CARACTERISTICAS DE DESEMPENHO DO ENSAIO FABRICADO EM NOVO LOCAL

O Sistema Microelisa Avioq HTLV-I/II é idéntico ao Sistema Microelisa Vironostika® HTLV-1/II

anteriormente fabricado pela bioMerieux, Inc., com uma alteragao no local de fabrica¢ao. Estudos realizados
para avaliar o desempenho do Sistema Microelisa Avioq HTLV-I/II fabricados no novo local demonstraram
que o ensaio fabricado no novo local tem reprodutibilidade, especificidade e sensibilidade comparaveis aos

dos kits de teste fabricados no local original.

Reprodutibilidade

Para demonstrar a reprodutibilidade do Sistema Microelisa Avioq HTLV-I/II fabricado no novo local, um

painel formado por amostras positivas para anticorpos anti-HTLV-I e HTLV-II com varios graus de

reatividade (quatro HTLV-I e quatro HTLV-II) e duas amostras negativas foram testadas com cada um dos
trés lotes de kit por um periodo de quatro dias, usando dois analistas e método de teste manual. Cada
amostra foi testada em quadruplicata em cada um dos quatro dias. O CV total para as amostras positivas
usando os trés lotes de validacdo variou de 8,9% a 19,7% (n=96) em comparacdo com a variagao do CV total
para as amostras positivas de 11,1% a 15,9% para o ensaio fabricado no local anterior (n=288, 3 locais, 3 lotes,
2 operadores, 4 dias e testes realizados em quadruplicata).

Tabela 6: Resumo do estudo de reprodutibilidade para o
Sistema Microelisa Avioq HTLV-I/II (método manual)

Total Interensaio Intraensaio
2,5 S/C S/C
ID, do N Meédia DP %CV inferior | superior DP %CV DP %CV
painel Status de S/C 95% IC 95% IC
HTLV-I Pos 96 3,10 0,276 8,9 3,04 3,15 0,244 7,9 0,136 44
S1
HTLV-I Pos 96 2,92 0,300 10,3 2,85 2,98 0,246 8,4 0,176 6,0
S2
HTLV-I Pos 96 2,50 0,312 12,5 2,44 2,56 0,259 10,4 0,180 7,2
S3
HTLV-I Pos 96 2,18 0,226 10,4 2,13 2,22 0,190 8,7 0,126 5,8
54
HTLV-I Neg 96 0,25 0,023 92 0,24 0,25 0,020 8,0 0,012 4,8
552
HTLV-II Pos 96 3,29 0,561 171 3,17 3,40 0,482 14,7 0,298 9,1
S1
HTLV-II Pos 96 3,15 0,569 18,1 3,03 3,26 0,537 17,1 0,210 6,7
S2
HTLV-II Pos 96 2,46 0,486 19,7 2,36 2,56 0,462 18,8 0,170 6,9
S3
HTLV-II Pos 96 2,22 0,364 16,4 2,14 2,29 0,300 13,5 0,214 9,6
54
HTLV-II Neg 96 0,23 0,020 8,7 0,22 0,23 0,016 7,2 0,012 54
552
a Amostra negativa para anticorpos anti-HTLV-I e HTLV-I1I
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Especificidade

Para demonstrar que a reprodutibilidade do Sistema Microelisa Avioq HTLV-I/II fabricado no novo local era
comparavel a do teste originalmente licenciado, amostras de soro (n=1.000) e plasma (n=1.000) de status
desconhecido de populacdes de baixo risco (doadores de sangue) foram testadas com trés lotes de kit usando
o método de teste manual. Cada lote foi usado para testar nimero semelhante de amostras. Das 2.000
amostras testadas, duas foram repetidamente reativas (vide Tabela 7). Ambas as amostras apresentaram
resultado negativo para IFA e Western Blot para HTLV-I e HTLV-II para uso em pesquisa. Portanto, a
especificidade estimada do ensaio Avioq observada neste estudo foi de 1998/2000 = 99,90% (95% IC 99,44 -
100%), em comparagao com 11409/11415 = 99,95% (95% IC de 99,89 - 99,98) para o ensaio fabricado no local
anterior.

Tabela 7: Especificidade estimada do Sistema Microelisa Avioq HTLV-I/II em doadores de
sangue aleatorios

Especificidade Limites de
Numero Nao Repetidamente Teste positivo | estimada (%) | confianca de 95% para
testado | reativos reativos complementar especificidade (%)
Soro 1000 999 1 0 99,90 99,44 100,00
Plasma 1000 999 1 0 99,90 99,44 100,00

Sensibilidade

Para avaliar se a sensibilidade clinica do Sistema Microelisa Avioq HTLV-I/II fabricado no novo local era
comparavel a do teste originalmente licenciado, um painel de 200 amostras soropositivas de soro ou plasma
(100 HTLV-I e 100 HTLV-II) foram testadas com trés lotes de kit usando o método de teste manual (tabela 8).
Todas as amostras foram anteriormente determinadas como repetidamente reativas em um teste para
triagem de doadores de sangue para HTLV-I/II licenciado pela FDA e confirmadas como positivos para
anticorpos anti-HTLV-I/II com um teste complementar para uso em pesquisa (WB, IFA e/ou RIPA). Oitenta e
sete por cento dessas amostras foram de doadores de sangue dos Estados Unidos e nenhum havia sido
previamente testado utilizando o ensaio original licenciado Vironostika. A sensibilidade estimada do ensaio
observada neste estudo foi de 200/200 = 100% (95% IC 98,17 - 100%), em comparagao com 636/636 = 100%
(95% IC de 99,97 - 100) para o ensaio fabricado no local anterior.

Tabela 8: Reatividade do Sistema Microelisa Avioq HTLV-I/II com amostras de
repositorio soropositivas para HTLV-I/II

Numero de Numero de Sensibilidade Limites de confian¢a
Numero repetidament nao reativos estimada (%) de 95% para sensibilidade (%)
testado e reativos
200 200 0 100,00 98,17 100,00
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CARACTERISTICAS DE DESEMPENHO DO SISTEMA ORTHO® SUMMIT (0OSS) COM SISTEMA DE
MANUSEIO DE AMOSTRAS ORTHO® SUMMIT (PIPETADOR SUMMIT)

Reprodutibilidade

A reprodutibilidade do Sistema Microelisa Avioq HTLV-I/II no instrumento OSS foi testada utilizando um painel de 10
amostras testadas em duplicata (quatro positivas para HTLV-], quatro positivas para HTLV-II e duas negativas). O
estudo foi realizado em dois locais, em um total de trés instrumentos, duas vezes por dia, por quatro dias, utilizando um
lote de validagdo do kit de ensaio, e comparado aos testes deste painel utilizando o método manual com o mesmo lote de
validagdo. Os resultados desse estudo estao resumidos na Tabela 9.

Tabela 9: Estudo de reprodutibilidade para o
Sistema Microelisa Avioq HTLV-I/II em OSS (método automatico)

Total Entre centros Intracentro
Média S/C S/C
ID do painel N de S/C DP %CV | inferior | superior | DP | %CV DP %CV
Status 95% IC 95% IC

HTLV-IS1 Pos 96 0,30
4,54 0,375 8,3 4,47 4,62 5 6,7 0,226 5,0

HTLV-1S2 Pos 96 0,28
4,03 0,366 9,1 3,95 4,10 8 7,1 0,232 5,8

HTLV-1S3 Pos 96 0,25
3,63 0,325 8,9 3,57 3,70 3 7,0 0,208 5,7

HTLV-I 54 Pos 96 0,21
2,84 0,283 10,0 2,78 2,89 8 7,7 0,184 6,5

HTLV-I S52 Neg 96 0,04
0,26 0,052 20,3 0,25 0,27 5 17,5 0,028 10,8

HTLV-II S1 Pos 96 0,32
5,86 0,421 7,2 5,77 5,94 3 55 0,276 4,7

HTLV-II 52 Pos 96 0,27
5,75 0,347 6,0 5,68 5,82 0 4,7 0,224 3,9

HTLV-II S3 Pos 96 0,38
4,95 0,463 9,4 4,85 5,04 5 7,8 0,268 54

HTLV-II 4 Pos 96 0,27
4,22 0,332 7,9 4,16 4,29 7 6,6 0,189 4,5

HTLV-II S52 Neg 96 0,02
0,13 0,028 20,7 0,13 0,14 3 17,0 0,016 12,1

2 Amostra negativa para anticorpos para HTLV-I e HTLV-II

O estudo de reprodutibilidade demonstrou que a variabilidade total para as amostras positivas variou de 6% a 10%
utilizando o método com OSS, em comparagao com 8,9% a 19,7% para as amostras positivas utilizando o método manual
(vide Tabela 6).

Sensibilidade analitica

Para demonstrar que a sensibilidade analitica do Sistema Microelisa Avioq HTLV-I/II no instrumento OSS é comparavel
a do método manual, oito painéis de diluigao (dilui¢des seriais duplas de quatro amostras positivas para anticorpos para
HTLV-I e quatro amostras positivas para anticorpos para HTLV-II até o valor de corte do ensaio) foram testados
utilizando os métodos manual e automatico. Para avaliar a correlagdo dos dois métodos, foi realizada uma analise de
regressdo de Deming. Essa analise mostrou uma alta correlagao para a relagdo S/CO para ambos os formatos, com um
coeficiente de correlagao de 0,94. Para demonstrar a equivaléncia da relagao S/CO entre os dois métodos, foi realizado
um teste t pareado. A média geral de S/CO para o método manual foi de 3,143 (n=459), comparada a uma média geral de
4,198 (n=459) no instrumento OSS. Embora essa diferenga seja estatisticamente significante, a sensibilidade por dilui¢des
de endpoint foi comparavel pelos dois métodos (ou seja, o ensaio no instrumento OSS nao apresentou sensibilidade
reduzida).
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Sensibilidade

Um painel de 100 amostras de doadores de sangue repetidamente reativas em um ensaio licenciado pela FDA foi testado
usando o Sistema Microelisa Avioq HTLV-I/II com os dois métodos (método manual e método automatico no
instrumento OSS). 95 (noventa e cinco) das amostras foram repetidamente reativas (100% de concordancia) usando
ambos os métodos de ensaio (manual e automatico). 5 (cinco) das 100 amostras no painel foram nao reativas utilizando o
ensaio Avioq (manual e automatico). Testes confirmatdrios adicionais nessas cinco amostras mostraram que nenhum era
positivo em um teste complementar. Deve-se notar que essas amostras foram previamente submetidas a cinco ciclos de
congelamento/descongelamento antes do teste. Os dados obtidos pela Avioq indicam que as amostras podem ser
congeladas e descongeladas uma vez sem perda de reatividade.

A relacao S/CO das 95 amostras detectadas pelo ensaio Avioq variou de 1,058 a 8,400 para o método manual e de 1,280 a
7,403 para o método automatico no OSS; o coeficiente de correlagdo para a relagdo S/CO foi de 0,94. 29 (vinte e nove)
dessas amostras foram positivas para anticorpos anti-HTLV-I e 46 foram positivas para anticorpos anti-HTLV-Il em um
teste complementar para uso em pesquisa, e 20 foram positivas para anticorpos anti-HTLV-I/II (nao tipadas).

Especificidade clinica
O estudo foi realizado em dois locais para avaliar a especificidade do ensaio quando utilizado com o Sistema ORTHO®
Summit (OSS) automatico. Foram testadas 16.339 amostras de soro e plasma coletadas aleatoriamente de doadores de

sangue voluntarios. Os resultados desses testes sdo apresentados na Tabela 10.

Tabela 10: Resumo dos resultados de especificidade clinica para o
Sistema Microelisa Avioq HTLV-I/IT em OSS (método automatico)

Local 1 Local 2
Todos os
Lote Lote Lote Lote Lote Lote locais/lotes
10003 10004 10005 10003 10004 10005 combinados
Numero testado 1366 1366 1358 4160 4080 4009 16.339
Nao reativas 1364 1366 1358 4157 4078 4007 16.330
Inicialmente reativas 2 0 1 3 3 2 11
R .
epetld.amente 5 0 0 3 2 5 9
reativas
Positivos 0 N/A N/A 0 0 0 0
confirmados
Total de fal
ota ‘e. alsos 5 ” 9
positivos
Total testado 4.090 12.249 16.339
E ificidad
spectiicicade 99,95% 99,94% 99,94%
estimada
1C95% 99,82%-99,99% 99,88%-99,98% 99,90%-99,97%
E ifici 1
speci 1c.1dade gera 99,95%
estimada
1C95% 99,89% a 99,98%

26 43-01809 Rev 4.13 Portugués (BR)



Das 16.339 amostras testadas de doadores de sangue, nove foram repetidamente reativas. Todas as nove
foram classificadas como falsos positivos com base nos resultados de testes utilizando Western Blot (local 1)
ou IFA (local 2) para uso em pesquisa. O intervalo de confianca para a especificidade estimada para o ensaio
Avioq em todos os trés lotes em cada local e para todos os locais e lotes combinados coincide com o do
ensaio Vironostika (95% IC: 99,89% a 99,98%). A especificidade geral estimada do Sistema Microelisa Avioq
HTLV-I/Il em OSS foi de 16.330/16.339 = 99,94% (95% IC: 99,90% a 99,97%) em comparag¢ao com
11.409/11.415 = 99,95% (95% 1C: 99,89% a 99,98%) usando o método manual.

Esses estudos demonstraram que o desempenho do Sistema Microelisa Avioq HTLV-I/II no instrumento
OSS é comparavel ao obtido utilizando o método manual.

CARACTERISTICAS DE DESEMPENHO DO SISTEMA ORTHO® SUMMIT (0SS) COM O
PIPETADOR ORTHO VERSEIA®,

Reprodutibilidade

A reprodutibilidade do Sistema Microelisa Avioq HTLV-I/II no instrumento OSS com o pipetador ORTHO
VERSEIA®foi testada utilizando um painel de trés amostras positivas para HTLV-I, duas positivas para
HTLV-II e uma amostra negativa. O estudo foi realizado em trés locais em um total de cinco pipetadores
VERSEIA®e, para comparagao, em pipetadores SUMMIT. Cada um testou seis réplicas em duas corridas por
dia, durante cinco dias ndo consecutivos. Os resultados desse estudo estdao resumidos na Tabela 11. O estudo
de reprodutibilidade demonstrou que a variabilidade total dos dois tipos de instrumento foi comparavel.

Tabela 11: Estudo de reprodutibilidade para o Sistema Microelisa Avioq HTLV-I/IT em OSS

ID do painel Pipetador SUMMIT Pipetador VERSEIA®
N Média | DP %CV 1C95% S/C N Média | DP %CV | IC95% S/C
Min Max Min Maéx

A (HTLV-D) 150 | 2,549 0,515 | 20,2 2,468 2,631 150 2,602 0,503 | 19,3 2,524 2,680

B (HTLV-I) 150 | 2,623 0,480 | 18,3 2,548 2,699 150 2,708 0,491 | 18,1 2,632 2,785

C (HTLV-D) 150 | 1,718 0,416 | 24,2 1,653 1,783 149 1,869 0,448 | 24,0 1,798 1,939

D (HTLV-II) 150 | 2,802 0,562 | 20,1 2,713 2,891 150 2,823 0,601 | 21,3 2,728 2,918

E (HTLV-II) 150 | 1,985 0,365 | 18,4 1,928 2,042 150 2,114 0421 | 199 2,049 2,180

F (Negativo) 150 | 0,061 0,016 | 26,0 0,059 0,064 149 0,060 0,016 | 26,6 0,058 0,063

Sensibilidade analitica

Para demonstrar que a sensibilidade analitica do Sistema Microelisa Avioq HTLV-I/II no OSS com pipetador
VERSEIA®é comparavel a obtida com pipetador SUMMIT, dez painéis de diluigao (quatro dilui¢des com S/C
alvo variando de 0,5 a 3,0 de cinco amostras positivas para anticorpos para HTLV-I e cinco para HTLV-II até
o valor de corte do ensaio) foram testados utilizando ambos os instrumentos. Para avaliar a correlagao dos
dois métodos, foi realizada uma andlise de regressao de Deming. Essa andlise mostrou uma alta correlacao
para a relagao S/CO para ambos os instrumentos, com uma inclinagao de 1,00, intercepto de 0,01 e coeficiente
de correlacao de Pearson (r) de 1,00.

Sensibilidade

Um painel de sensibilidade composto por 104 amostras congeladas positivas para anticorpos anti-HTLV (52
amostras positivas para anticorpos anti-HTLV-I e 52 para anticorpos anti-HTLV-II) foi usado nesse estudo.
Essas amostras foram geradas pela diluicao de amostras positivas congeladas para criar uma combinagao de
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amostras com reatividade baixa a moderada. Assim, espera-se que algumas dessas amostras com valores de
sinal-corte préximos a 1,000 variem de acima (positivo) a abaixo (negativo) do ponto de corte.

As amostras foram testadas em triplicata em cada um dos trés locais, utilizando os pipetadores SUMMIT e
VERSEIA®. No total, 935 resultados validos foram obtidos e utilizados para analise dos dados de cada
instrumento. Das 935 observacdes, 98,1% (917/935) dos resultados do Summit foram reativos, contra 98,5%
(921/935) do VERSEIA®. O teste de McNemar para resultados discordantes nao demonstrou diferenga
significante entre os dois pipetadores com um valor p de 0,3438, indicando que o Sistema Microelisa Avioq
HTLV-I/II é compativel com o pipetador VERSEIA®.

Especificidade clinica

Um total de 3.146 amostras de soro e plasma de doadores aleatoérios foram testadas individualmente usando
ambos os tipos de instrumento (SUMMIT e VERSEIA®) em trés locais; cada um testou nimeros semelhantes
de amostras. Das 3.146 amostras testadas, 3.140 eram nao reativas com os dois tipos de instrumento. Das 6
amostras restantes, 5 foram reativas com ambos os pipetadores, e uma mostrou resultados discordantes nos
testes com os dois tipos de pipetador (reativa com o VERSEIA®, mas ndo reativa com o Summit); todas as
seis amostras tiveram resultado indeterminado na analise com Western Blot. Supondo que todas as amostras
eram negativas para anticorpos para HTLV, a especificidade do ensaio foi de 99,81% (95% IC: 99,59% a
99,93%) € 99,84% (95% IC: 99,63% a 99,95%) quando usados os instrumentos VERSEIA® e Summit,
respectivamente (Tabela 12). A analise estatistica demonstrou que ndo houve diferenca significativa na
especificidade para os dois tipos de instrumento (99,81% contra 99,84%).

Tabela 12: Resumo dos resultados de especificidade clinica

Pipetador SUMMIT
Positivo Negativo Total
Positivo 5 1 6 (0,19%)
Pipetador Negativo 0 3140 3140 (99,81%)
VERSEIA® Total 5(0,16%) 3141 (99,84%) 3146 (100,00%)

CARACTERISTICAS DE DESEMPENHO DO TESTE DE AMOSTRAS CADAVERICAS

Reprodutibilidade

A reprodutibilidade foi avaliada usando 20 amostras cadavéricas nao-reativas (10 de soro/10 de plasma) e 20
amostras de doadores vivos ndo-reativas (10 de soro/10 de plasma). De cada fonte de doador (cadavérica e
viva), 5 amostras de soro e 5 de plasma foram utilizadas com material de origem anti-HTLV-I ou anti-HTLV-
II para uma reatividade meta de 2.0 da razao de sinal para corte (5/CO). Cada amostra utilizada foi testada
uma vez em seis dias diferentes em cada um dos trés lotes do kit em um local. A porcentagem de CV foi
comparada entre as amostras de doadores vivos e cadavéricos.

Tabela 13 - Reprodutibilidade do exame em amostras de plasma de doadores vivos e cadavéricos

Pré / Médi Inferio | Superi
Pos |Tipo matriz [N |a r95% |or95% |total sd |total cv |inter_sd |inter cv |intra_sd |intra_cv
HTLV-l |Plasma |90 2,13 |2,05472 2,21510 0,383 17,9 0,324 15,2 0,215 10,1
Soro 90 (2,31 2,20140 | 2,41140 | 0,501 21,7 0,430 18,7 0,273 11,8
POS |HTLV-II |Plasma |90 2,09 2,00987 2,17973 |0,405 19,4 0,348 16,6 0,221 10,6

Soro 901,94 |1,86472 |2,02168 | 0,375 19,3 0,288 14,8 0,248 12,8

HTLV-l |Plasma (901,89 |1,81144 |1,96652 |0,370 19,6 0,290 15,4 0,238 12,6
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Pré / Médi | Inferio | Superi
Pos |Tipo matriz [N |a r95% |or95% |total_sd |total cv |inter_sd |inter cv |intra_sd |intra_cv
PRE Soro 90|1,97 |1,89267 |2,05320 | 0,383 194 0,322 16,3 0,219 11,1
HTLV-II |Plasma (902,22 {2,11903 |2,32092 |0,482 21,7 0,373 16,8 0,315 14,2
Soro 90|1,96 |1,88779 |2,03181 |0,344 17,5 0,280 14,3 0,208 10,6
Sensibilidade

As amostras testadas incluiam aproximadamente niimeros iguais de amostras de soro e plasma de amostras

post-mortem (C) (n=91; 46 de soro, 45 de plasma) e de amostras de doadores normais (N) (n=91; 45 de soro;

46 de plasma). As amostras foram testadas anteriormente para HTLV-I/II e ndo sao reativas. As amostras

foram usadas para preparar os painéis de uso de HTLV-I e HTLV-II. Cada amostra foi dividida em duas e

usada com uma quantidade pré-determinada de soro de anticorpos positivo de HTLV-I ou HTLV-IL. A

sensibilidade foi avaliada ao testar ambas as amostras soropositivas de HTLV-I e HTLV-II de doadores

normais e post-mortem com trés lotes de kit HTLV-I/Il em dois locais de teste. Os resultados negativos pelo

teste ELISA foram considerados falso negativos. A sensibilidade e os intervalos de confian¢a de 95% foram
calculados para as amostras de doadores normais e post-mortem usadas com o anticorpo positivo HTLV-I e
HTLV-II, conforme indicado na Tabela 14 abaixo. O Sistema Microelisa Avioq HTLV-I/II tem uma
sensibilidade geral estimada em amostras cadavéricas de 100%, com um intervalo de confianga de 95% de
92,29%-100% para soro e 92,13-100% para plasma.

Tabela 14 — Reatividade relativamente a amostras usadas de doadores normais e post-mortem

Loc No. do Z;Egsiz Numero | Nao-reativo | Reativo Porcentagem | Limite de
al lote (Soro) Testado | inicial inicial de reativo confianca de 95%
1 C 46 0 46 100% 92,29 - 100,00
N 45 0 45 100% 92,13 - 100,00
5 C 46 0 46 100% 92,29 — 100,00
1 N 45 0 45 100% 92,13 - 100,00
3 C 46 0 46 100% 92,29 — 100,00
N 45 0 45 100% 92,13 — 100,00
1 C 46 0 46 100% 92,29 - 100,00
N 45 0 45 100% 92,13 - 100,00
5 C 46 0 46 100% 92,29 — 100,00
2 N 45 0 45 100% 92,13 - 100,00
3 C 46 0 46 100% 92,29 - 100,00
N 45 0 45 100% 92,13 — 100,00
Ti
Loc No. do arllllagsfrz Numero | Nao-reativo | Reativo Porcentagem | Limite de
al lote (Plasma) Testado | inicial inicial de reativo confianca de 95%
1 C 45 0 45 100% 92,13 - 100,00
N 46 0 46 100% 92,29 - 100,00
1 5 C 45 0 45 100% 92,13 - 100,00
N 46 0 46 100% 92,29 - 100,00
3 C 45 0 45 100% 92,13 - 100,00
N 46 0 46 100% 92,29 — 100,00
’ 1 C 45 0 45 100% 92,13 - 100,00
N 46 0 46 100% 92,29 - 100,00
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) C 45 0 45 100% 92,13 - 100,00
N 46 0 46 100% 92,29 — 100,00
3 C 45 0 45 100% 92,13 - 100,00
N 46 0 46 100% 92,29 - 100,00

Especificidade
As amostras de plasma de doadores post-mortem (C) (n=45) e vivos normais (N) (n=45, coletado a partir de

populagao de baixo risco (banco de sangue)) foram testadas, de acordo com as instrug¢des do Sistema
Microelisa Avioq HTLV-I/II, com trés lotes de kits HTLV-I/Il em dois locais de teste. A especificidade e os
intervalos de confianca de 95% foram calculados para as amostras de doadores normais e post-mortem
conforme indicado na Tabela 15 abaixo. O Sistema Microelisa Avioq HTLV-I/II tem uma especificidade geral
estimada nas amostras cadavéricas de plasma de 100%, com um intervalo de confianga de 95% de 92,13-
100%.

Tabela 15 - Especificidade estimada em amostras de plasma randémicas e post-mortem

Limites de
Local | Lote Zggsii Numero Né.o— Reati‘vo EsPecificidade CO;;EZ r;ife
(Plasma) Testado reativo | repetido | estimada (%)* especificidade
(%)™
Lote | Cadavérico 45 45 0 100 92,13-100,0
1 Normal 45 45 0 100 92,13-100,0
% Lote | Cadavérico 45 45 0 100 92,13-100,0
E 2 | Normal 45 45 0 100 92,13-100,0
Lote | Cadavérico 45 45 0 100 92,13-100,0
3 | Normal 45 45 0 100 92,13-100,0
Lote | Cadavérico 45 45 0 100 92,13-100,0
1 Normal 45 45 0 100 92,13-100,0
% Lote | Cadavérico 45 45 0 100 92,13-100,0
E 2 | Normal 45 45 0 100 92,13-100,0
Lote | Cadavérico 45 45 0 100 92,13-100,0
3 | Normal 45 45 0 100 92,13-100,0

*= (Numero analisado— Numero de reativos repetidos) X 100
(Ntumero analisado — Numero de positivos confirmados)
** = Os limites de confianga para especificidade foram calculados usando o método exato.

As amostras de soro de 218 doadores post-mortem individuais foram testadas de acordo com as instrugoes
do Sistema Microelisa Avioq HTLV-I/II com um dos trés lotes de kit HTLV-I/II (aprox. 1/3 das amostras por
lote) em um tinico local. A especificidade e os intervalos de confianga de 95% foram calculados conforme
indicado na Tabela 16 abaixo. O Sistema Microelisa Avioq HTLV-I/II tem uma especificidade geral estimada
em amostras cadavéricas de 100%, com um intervalo de confianga de 95% de 98,32%-100%.

Tabela 16 — Especificidade estimada em amostras de soro post-mortem
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Nao-reativo E ficidad Limites d

Lote Tipo de amostra Numero inicialmente | Reativo speciiaidade imites de

(Soro) testado™* repetido estimada (%)* | confianca de 95%
para especificidade
(%)

Lote 1 | Cadavérico 73 73 0 100 95,07-100,0
Lote 2 | Cadavérico 73 73 0 100 95,07-100,0
Lote 3 | Cadavérico 72 71 0 100 95,01-100,0
Total 218 217 0 100 98,32-100,0

*= (Numero analisado — Numero de reativos repetidos) X 100

(Numero analisado — Ntimero de positivos confirmados)

** = Os limites de confianga para especificidade foram calculados usando o método exato.
*** = Em um estudo separado, 46 amostras de soro de doadores cadavéricos e 46 de doadores vivos foram

testadas usando trés lotes de kit HTLV-I/II diferentes em dois locais. Uma amostra cadavérica foi reativa

repetidas vezes por todos os trés lotes de kit nos dois locais. Uma segunda amostra cadavérica foi reativa

repetidas vezes em todos os trés lotes de kit em um local e em dois lotes de kit no outro.
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