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Sistema Microelisa Avioq HTLV-I/II
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INSTRUCOES DE UTILIZACAO

O sistema microelisa Avioq HTLV-I/Il é um ensaio imunoenzimatico (ELISA) qualitativo para detecdo de
anticorpos para virus linfotrépico humano de células T tipo I (HTLV-I) e/ou virus linfotrépico humano de
células T tipo II (HTLV-II) em soro e plasma humanos e amostras cadavéricas. Destina-se a triagem de
doadores humanos, incluindo doadores voluntarios de sangue total e componentes de sangue e doadores
vivos para a presenga de anti-HTLV-I/HTLV-II e para uso como auxiliar em diagnoéstico clinico de infecdo
por HTLV-I ou HTLV-II e doengas relacionadas. Destina-se também para uso em amostras de soro e plasma
para triar doadores de 6rgaos quando as amostras sao obtidas quando o cora¢dao do doador ainda bate e para
testar amostras de doadores cadavéricos (sem batimento cardiaco). Ndo se destina para uso em amostras de
sangue do cordao umbilical. Além de ser usado como ensaio Manual, o ensaio também se destina ao uso
com o sistema ORTHO® Summit (OSS) para triagem de doadores de sangue.

RESUMO E EXPLICACAO DO TESTE

O HTLV-I, um retrovirus humano tipo C, foi etiologicamente associado a leucemia de células T do adulto
(ATL)'* e a doenga neuroldgica desmielinizante chamada paraparesia espastica tropical e/ou mielopatia
associada ao HTLV-I (TSP/HAM). Os anticorpos para HTLV-I sdo encontrados com alta frequéncia em
pessoas afetadas por essas doengas. No entanto, é bem estabelecida em estudos de areas endémicas virais a
observagao de ATL e TSP/HAM negativos para virus. Mais recentemente, a infecdo por HTLV-I mostrou-se
associada a leucemia linfatica crénica de células T (CLL)%¢, mieloma multiplo’, alguns casos de linfoma nao-
Hodgkin (NHL)3, polimiosite?, artrite’®!!, sarcoma de Kaposi'?, uveite’, estrongiloidiase’® e micose
fungoéide*5. HTLV-I é endémico em alguns paises das Caraibas, sul do Japao e possivelmente algumas
regides de Africa’?. Nos Estados Unidos, o HTLV-I foi identificado em pacientes com ATL,
toxicodependentes por via intravenosa e individuos saudéveis.

HTLV-II, um virus relacionado, é endémico em varias tribos de amerindios?*?, mas ndo se comprovou, de
modo inequivoco, ser um patogeno. Foi observada uma alta taxa de seropositivos para HTLV-II entre
toxicodependentes por via intravenosa?2. Os primeiros pacientes relatados com infe¢des por HTLV-II
apresentavam uma variante de célula T atipica de leucemia de células pilosas. Observagdes mais recentes
levaram a suposicao de que o HTLV-II pode estar associado a leucemia linfocitica granular T (LGL)%,
leucemia leucopénica crénica de células T, leucemia prolinfocitica T?, micose fungoide® e doengas
neurodegenerativas crénicas®>* como mielopatia® e ataxia espastica®. Anticorpos para HTLV-II apresentam
reacao cruzada significativa com antigénios HTLV-I.

A transmissdo de infe¢des por HTLV-I e HTLV-II para recetores de produtos sanguineos infetados é bem
documentada. Outros modos conhecidos de transmissao incluem leite materno, contacto sexual e partilha de
agulhas e seringas contaminadas por toxicodependentes por via intravenosa. Suspeita-se da transmissao
perinatal, mas ainda nao esta demonstrada.
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PRINCIPIO DO TESTE

O Sistema Microelisa Avioq HTLV-I/II ¢ um ensaio imunoenzimatico no qual a fase solida (micropogos) é
revestida com um lisado viral de HTLV-I purificado, um lisado viral de HTLV-II purificado e um antigénio
recombinante HTLV-I p21E.

Com a adicdo de uma amostra de teste diluida contendo anticorpos para HTLV-I ou HTLV-II, formam-se
complexos pela interagdo dos anticorpos na amostra com os antigénios da fase sdlida. Apds a incubagéo, a
amostra é aspirada e o pogo é lavado com tampao. Posteriormente, imunoglobulinas de cabra anti-humanas
conjugadas com peroxidase de rdbano silvestre (HRP) sao adicionadas ligando-se ao complexo anticorpo-
antigénio durante uma segunda incubagdo. Apds uma lavagem e incuba¢do com substrato de TMB
(tetrametilbenzidina), produz-se uma cor azul. A reagdo enzimatica € interrompida pela adi¢do da solugao
de acido sulfdrico, 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.

BT
7
REAGENTES
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 | Tiras para microelisa HTLV-I/II — Doze por
tira tira tira suporte, cada uma contendo 8 pogos revestidos com
lisado viral de HTLV-I inativo, um antigénio HTLV-
I recombinante (rp21E) e lisado viral de HTLV-II
inativo embaladas numa bolsa de aluminio com
exsicante de silica gel.
1 ampola 2 ampolas 4 ampolas EnzAbody® para HTLV-I/II (concentrado
(50 mg) (50 mg cada) (50 mg cada) EnzAbody) - peroxidase de rdbano silvestre
conjugada com imunoglobulina de cabra anti-
humana, ~0,06% p/p ou 30 pg liofilizada com soro
de cabra, sacarose e leite em pd desnatado.
1 frasco 2 frascos 28 frascos Diluente EnzAbody® — solugdo salina tamponada
(55 ml) (55 ml cada) (55 ml cada) com fosfato contendo soro de cabra 10% e
surfactantes nao ionicos. Conservantes: sulfato de
gentamicina 0,2% e cinamaldeido 0,02%.
1 frasco 2 frascos 16 frascos Diluente simples — solugao 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 Solucao de TMB - 4cido citrico contendo
(22 ml) (22 ml cada) (22 ml cada) tetrametilbenzidinae2HCI 0,03%.
1 frasco 2 frascos 34 frascos Solucdo de peroxido — acido citrico/tampao de
(22 ml) (22 ml cada) (22 ml cada) citrato de sédio contendo peroxido de ureia 0,04%.
1 ampola 2 ampolas 17 ampolas Soro de controlo negativo — soro humano com
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(1,5 ml) (1,5 ml cada) (1,5 ml cada) estabilizadores de proteina; nao reativo por testes
autorizados pela FDA para HTLV-1, HTLV-II, HIV-
CONTROL|=| | 1, HIV-2, HCV e no reativo para HBsAg e HIV-Ag,
Conservante: bromonitrodioxano 0,05% (p/v).
192 testes 576 testes 9600 testes
1 ampola 1 ampola 12 ampolas Soro de controlo positivo HTLV-I — soro humano
(1,0 ml) (1,0 ml) (1,0 ml cada) inativo com estabilizadores de proteina e corante
vermelho amaranto; reativo para anticorpos para
CONTROL|+ HTLV-I; ndo reativo por testes autorizados pela
FDA para HIV-1, HIV-2, HCV e nao reativo para
HBsAg e HIV-Ag. Pode ocorrer reacao cruzada com
antigénio HTLV-IL. Conservante:
bromonitrodioxano 0,05% (p/v).
1 ampola 1 ampola 12 ampolas Soro de controlo positivo HTLV-II - soro humano
(1,0 ml) (1,0 ml) (1,0 ml cada) inativo com estabilizadores de proteina e corante
azul patente; reativo para anticorpos para HTLV-II;
CONTROL |+ nao reativo por testes autorizados pela FDA para
HIV-1, HIV-2, HCV e nao reativo para HBsAg e
HIV-Ag. Pode ocorrer reagdo cruzada com antigénio
HTLV-IL Conservante: bromonitrodioxano 0,05%
(p/v).
1 de cada 1 de cada 5 de cada Presilha e haste (ou equivalente) — fecho para a
embalagem de aluminio.
10 folhas 20 folhas 30 folhas Seladores de placa — adesivo.

Observacao: O tampao de lavagem concentrado é fornecido como acessorio ao kit.

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

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

Observacao: A solugdo de paragem ¢é acido sulfarico 2 N, ndo fornecida pela Avioq. Nao use nenhuma
outra solucao de paragem para este ensaio.
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ADVERTENCIAS E PRECAUCOES

1.

10.

11.

Atenc¢do: Manuseie todos os materiais biologicos HTLV-I/II da Avioq como capazes de transmitir
agentes infeciosos. Os antigénios usados para revestir os pogos para microelisa foram inativados para
virus por rutura com detergente; os soros de controlo positivo HTLV-I e HTLV-II foram inativados
por adi¢ao de detergente. Os controlos positivo e negativo derivam de soro ou plasma humano e foram
testados para antigénio HIV-1, HBsAg, anti-HIV-1, anti-HIV-2 e anti-HCV, testes autorizados pela FDA
mostraram que sao nao reativos. Como nenhum método de teste pode oferecer garantia completa de
auséncia de agentes infeciosos, todos os materiais de origem humana devem ser manuseados como se
fossem capazes de transmitir agentes infeciosos.

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

Mantenha a area de teste separada da area onde sao armazenados sangue e derivados 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 po, porque a atividade enzimatica do conjugado pode ser afetada.

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

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

Elimine todos os materiais que entraram em contacto com amostras e reagentes de acordo com as
regulamentacdes locais, estatais e federais”. Residuos so6lidos podem ser incinerados ou submetidos a
autoclave por um periodo apropriado. Devido as variagdes de configuragao entre autoclaves e residuos,
cada usudrio deve confirmar a eficacia desse ciclo de descontaminagao usando indicadores bioldgicos.3

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

Alguns componentes deste kit contém pequenas concentragdes de produtos quimicos perigosos
(tampado de lavagem concentrado, solugcao de perdxido, solugdo de TMB). Consulte a Ficha de
Informacao de Seguranca de Produtos Quimicos (FISPQ) para obter mais informacgdes especificas. Entre
em contacto 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
exposicdo de pele e olhos. Se este reagente entrar em contacto com a pele ou olhos, lave
abundantemente com 4gua.

Tenha cuidado ao montar as microplacas para execugoes de placas parciais (mistura de tiras com e sem
revestimento). Alguns analisadores poderdo nao conseguir detetar a diferenca entre pogos com e sem
revestimento e poderdo produzir resultados para qualquer posi¢do de pogo com um controlo ou
numero de ID atribuido.
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PREPARACAO DE REAGENTES

Prepare os reagentes antes, durante ou apds o procedimento do ensaio. Reagentes e amostras devem estar
em temperatura ambiente (15-30 °C) antes da diluicdo/preparacdo e antes do inicio do teste, e podem

permanecer a temperatura ambiente durante os testes. Devem-se preparar reagentes em quantidade
suficiente para concluir o namero desejado de testes. Recoloque os reagentes em temperatura de 2-8 °C apods
0 uso.

Preparaciao de EnzAbody concentrado

1.

Pipete 4,0 ml de diluente EnzAbody em 1 ampola de EnzAbody concentrado liofilizado. Misture bem
o contetido. Evite a formagdo excessiva de espuma. Ap0s a reconstitui¢do, aguarde 30 minutos para a
reidratagao do EnzAbody concentrado. Nao manuseie a ampola de EnzAbody concentrado com luvas
que entraram em contacto com soro ou plasma.

Registe a data de preparacao e a data de validade na ampola. O EnzAbody concentrado reconstituido é
estavel durante 5 semanas quando armazenado a 2-8 °C.

Preparacdo da solucao de trabalho EnzAbody

1.

2.

Devem ser usados recipientes de polipropileno limpos, de preferéncia descartaveis. Nao use
recipientes de poliestireno. Quando usar o processador de microplacas automatico, consulte as
recomendagdes do fabricante em relacdo ao uso de recipientes. Transfira uma quantidade apropriada
de diluente EnzAbody para o recipiente e adicione uma quantidade apropriada de EnzAbody
concentrado para formar uma solucdo de trabalho de EnzAbody 1:251 (ver tabela abaixo). O
EnzAbody concentrado reconstituido deve ser bem misturado antes de usar. Volte a colocar o
EnzAbody concentrado reconstituido nao utilizado a temperatura de 2-8 °C. Nao misture ampolas de
EnzAbody concentrado reconstituido. Pode ser necessario mais solugdo de trabalho de EnzAbody,
dependendo do dispensador de reagente usado.

Preparacao da solucao de trabalho EnzAbody

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

Depois de preparada, a solugdo de trabalho de EnzAbody é estavel por quatro horas a temperatura
ambiente. Registe a data de preparacdo e a validade da solucdo de trabalho EnzAbody. Elimine o
restante da solucdo de trabalho EnzAbody nao utilizada apos a conclusao do ensaio.

Preparacdo de tampao de lavagem

Importante! O tampao de lavagem concentrado é formulado especificamente para o ensaio Avioq HTLV-
I/Il. Nao use nenhum outro tampao de lavagem para este ensaio.
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1. Verifique a presenca de cristais ou precipitado no tampao de lavagem concentrado. Se houver
formacdo de cristais ou precipitado na solucdo, aqueca-a a 37 °C até a dissolucdo dos cristais ou
precipitado. Misture o tampao de lavagem concentrado antes de diluir.

2. Dilua o tampao de lavagem concentrado 1:25 em agua purificada®, de acordo com a tabela abaixo.

Preparacao do tampao para lavagem

Numero de tiras Volume do tampao de Volume de agua Volume total de
microelisa lavagem concentrado purificada tampao de lavagem
1-6 7 ml 168 ml 175 ml
7-12 14 ml 336 ml 350 ml
Volume do tampao de Volume de agua Volume total de
Numero de placas lavagem concentrado purificada tampao de 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 tampado de lavagem nao inclui nenhum volume adicional necessario para uma
lavadora automatica (preparagdo, volume morto, etc.) Consulte as instru¢des do fabricante para a
lavadora de placas microelisa.

3. O tampao de lavagem é estavel durante duas semanas quando armazenado a 2-30 °C. Registe a data de
preparacao e a data de validade.
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Preparagao de substratode TMB 8 .
Prepare o substrato de TMB num recipiente de polipropileno limpo, preferivelmente descartavel. Nao use
recipientes de poliestireno. Transfira uma quantidade suficiente de solugdo de perdxido para um
recipiente, adicione uma quantidade apropriada de solu¢io de TMB a solugdo de peréxido e misture bem
antes de usar (ver tabela abaixo).

Cada placa de micropocos 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 em
relagao aos reagentes nas instruc¢des do fabricante do instrumento.

Preparacao de substrato de TMB

Numero de Volume de
tiras 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 é estavel durante 6 horas quando mantido a temperatura ambiente e deve ser incolor
quando usado. Registe a data de preparacao 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
contacto com metais ou ides metdalicos, pois pode resultar na formacao de cor azul indesejada.
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INSTRUCOES PARA ARMAZENAMENTO DO KIT

Armazene todos os componentes a 2-8 °C quando nao estiverem a ser utilizados. A data de validade
impressa no kit indica a data limite para uso do produto. A estabilidade dos reagentes do kit apds a
reconstituicdo ou diluigao estd indicada em "PREPARACAO DE REAGENTES". Nio congele.

TIRAS MICROELISA PARA HTLV-I/II

A embalagem de aluminio deve estar em temperatura ambiente (15-30 °C) antes de abrir, para evitar a
condensacdo nas tiras microelisa. Apos a abertura da embalagem hermética de aluminio, as tiras sdo
estaveis por 4 semanas a 2-8 °C, se a embalagem de aluminio for fechada com a presilha e a haste fornecidas
ou equivalente. Registe a data de abertura e a data de validade na embalagem de aluminio. O saco de silica
gel ndo deve ser removido.

Figura 1: Fecho 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

Alteragdes na aparéncia fisica dos materiais do kit de teste podem indicar instabilidade ou deterioragao. 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.

COLHEITA, ARMAZENAMENTO E PREPARACAO DE AMOSTRAS

Amostras de doadores vivos

Colheita: Nao é necessaria preparagao especial ou jejum do paciente. Podem ser usados soro ou plasma
derivados de heparina, citrato, CPD, CPDA-1 ou EDTA (etilenodiaminotetra-acetato) como anticoagulantes.
Consulte as instrugdes fornecidas pelo fabricante de tubos de colheita de amostras para informagdes sobre a
proporcao correta entre volume de amostra e anticoagulante a ser usada. Remova o soro ou plasma do
coagulo ou dos eritrocitos assim que possivel, para evitar hemdlise. Podem ser usadas amostras de tubos
separadores de plasma ou tubos de bolsas de sangue segmentado. O Sistema Microelisa Avioq HTLV-I/II
nao ¢é afetado por niveis elevados de lipidos (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 amostras de
fluido pleural, saliva, fluido oral, eluatos de gotas de sangue seco e amostras nao humanas.

Armazenamento: As amostras devem estar livres de contaminagao microbiana e podem ser armazenadas a
2-8 °C até durante 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
contém particulas de material o podem apresentar resultados erréneos.

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

Amostras de dadores cadavéricos

Colheita: As amostras cadavéricas podem ser colhidas a partir de soro, tubos separadores de soro, ou
plasma EDTA. A preferéncia recai sobre amostras limpas ndo hemolisadas. Os precipitados nas amostras
devem ser removidos através de centrifugacao.

Armazenamento: As amostras cadavéricas podem ser armazenadas até 14 dias a temperaturas entre 2 °C e 8
°C, e a -20 °C sujeitas a 4 ciclos de congelamento/descongelamento. Misturar bem apds o descongelamento e
antes do inicio dos testes.

Transporte: As amostras para transporte tém de ser embaladas em conformidade com os regulamentos
aplicaveis regendo o transporte de agentes etioldgicos. As amostras podem ser transportadas a temperaturas
entre -20 °C e 30 °C. Apds a rececao, as amostras devem ser armazenadas as temperaturas de
armazenamento recomendadas num periodo ndo superior a 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
Tiras microelisa para HTLV-I/II
EnzAbody® para HTLV-I/II
Diluente EnzAbody®
Diluente da amostra
Solugao de TMB
Solugao de perdxido
Soro de controlo negativo
Soro de controlo positivo para HTLV-I
Soro de controlo positivo para HTLV-II
Presilha e haste
Seladores de placa
Materiais adicionais necessarios mas nao fornecidos
Instrumentos/equipamentos
Observacao: para qualquer instrumento, o manual fornecido pelo fabricante deve ser analisado para
informagdes adicionais em relacao a:
a) Instalagdo e requisitos especiais;
b) Principios de operagao, instrucgdes, precaugdes e perigos;
c) Especificagdes do fabricante e recursos de desempenho;
d) Informacgdes sobre repara¢des e manutencao;
e) Controlo de qualidade.
Sistema automatico de diluidor/dispensador ou equivalente
Sistema de aspiragao/lavagem
O sistema de aspiragio/lavagem deve ser capaz de distribuir um volume minimo de 300 pl, e capaz de
realizar um ciclo de impregnagao de 30 = 5 segundos. O residuo aspirado deve ser confinado num sistema
fechado.
Sistema de pipeta multicanal de volume variavel ajustavel capaz de dispensar 50 - 300 ul + 5% e pontas
Micropipetas capazes de dispensar 20 pl + 5%, 100 ul + 5% e pontas
Incubadora — incubadora seca, bloco de aquecimento ou equivalente, capaz de manter 37 + 2 °C.
Leitor de placas microelisa
Pode-se usar qualquer leitor de microelisa capaz de transmitir luz a 450 nm + 5 nm ou comprimento de
onda duplo 450 nm + 5 nm e 620/630 nm + 5 nm como referéncia, com intervalo de absorvancia 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 de lavagem concentrado (niimero de produto 559879)
Acido sulfdarico 2 N
Agua purificada®, USP, NCCLS Tipo ! ou equivalente
Suporte para tira com pogos nao revestidos
Papel absorvente
Canaletas em V descartéveis ou equivalente
Luvas descartaveis
Solugao de hipoclorito de sddio (5%), lixivia liquida ou desinfetante equivalente
Recipientes adequados para eliminagao de material com risco bioldgico potencialmente contaminado por
agentes infeciosos
Tubos de tampa descartaveis de polipropileno (15 ou 50 ml) ou equivalente
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Materiais disponiveis a partir da Avioq Inc.
Tampao de lavagem concentrado, frasco de 100 ml (nimero de produto 559879
Tampao de lavagem concentrado, 4 x frasco de 100 ml (nimero de produto 559880)

Notas de procedimento

1. O cumprimento inadequado das instrug¢des da embalagem pode resultar em resultados erréneos ou
ensaios invalidos.

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

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

4.  As tiras microelisa e os seladores de placa apenas podem ser usados uma vez

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

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

7. Todas as etapas de pipetagem devem ser realizadas com o maior cuidado e precisdao. A contaminagao
cruzada entre reagentes invalida os resultados dos testes. Use micropipetas para transferéncia
quantitativa de amostras e reagentes. Para pipetagem manual de controlos e amostras, use pontas
individuais descartaveis para evitar a passagem de amostra. Evite contamina¢do microbiana ou
qualquer outro tipo de contaminagdo dos reagentes.

8. Se, acidentalmente, uma amostra ndo for adicionada a este ensaio, por exemplo, se um poco for
esquecido, o resultado do ensaio para essa amostra pode ser incorretamente interpretado como nao
reativo.

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

10. Evite a contaminagao quimica de reagentes e equipamentos. A manutencdo de rotina do sistema de
aspiracao/lavagem é altamente recomendada para evitar o transporte de anticorpos de espécimes
altamente reativos para espécimes nao reativos.

11. As lavadoras de microplaca devem ser enxaguadas com agua em abundancia apds a conclusdo da
lavagem final do ensaio. Consulte as recomendagdes do fabricante para a manutencao do sistema de
manuseamento de liquidos para processadores de microplacas automaticos.
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12.

13.

14.

15.

16.

17.

18.

19.

20.

21.

A lavagem manual das 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 ao final sem interrupcao e dentro dos limites de tempo definidos na
embalagem.

Nao coloque restos de reagente nos frascos originais.

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

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

Valores de controlo negativo ou positivo que nao estiverem dentro do intervalo esperado (consulte a
secgao Controlo de qualidade) podem indicar um problema na técnica ou deterioragdo do produto.

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

O leitor de placas microelisa pode conter um filtro de referéncia de 620 nm ou 630 nm. Se for usado um
instrumento sem filtro de referéncia, 4reas opacas, riscadas ou irregulares na parte inferior dos
micropogos podem causar leituras imprecisas.

Bolhas nos pogos da tira microelisa podem causar leituras imprecisas dos micropogos. 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 de lavagem deve
estar a temperatura ambiente (15-30 °C) antes do uso.

Aspire o contetido do pogo num frasco de residuos. Depois encha os pogos (aproximadamente 0,3 ml)
com tampao de lavagem e aguarde a impregnacdo durante 30 + 5 segundos, a menos que validado de
outra forma. Aspire e repita o procedimento de lavagem e impregnac¢ao mais trés vezes, totalizando
quatro lavagens.

Confirme se as tiras microelisa foram completamente aspiradas antes da aspiragao final. Inverta o
suporte para tiras e bata com firmeza num papel de toalha limpo para absorver o excesso de tampao de
lavagem, se necessario.

Procedimento de teste

1.

Coloque o niimero necessario de tiras microelisa no suporte para tiras. Se forem necessarias menos de
doze tiras, use tiras ndo revestidas para completar a placa ao usar a lavadora de 96 pocos.

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

Atencdo: Nao deixe que os pogos de tiras microelisa sequem depois do inicio do ensaio.
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10.

11.

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

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

Meétodo automatico: O diluidor/dispensador calibrado deve ser programado para dispensar uma dilui¢ao
1:5, normalmente 20 pl de amostra ou controlo com 80 pl de diluente de amostra em cada poco de tiras
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.

Adicao indireta de amostra

Meétodo manual: Pipete 120 ul de diluente de amostra num tubo de ensaio limpo, seguidos por 30 ul de
amostra ou controlo. Misture bem o contetido. Amostras diluidas em tubos de tampa podem ser
armazenadas 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 de tiras microelisa.

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

Depois da incubagao, descarte o selador de placa apds o uso, se aplicavel. Nao reutilize. Lave e
impregne cada pogo quatro vezes com tampao de 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 tiras com um novo selador de placa ou equivalente. Se usar um selador 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 incubagao, descarte o selador de placa apds o uso, se aplicavel. Nao reutilize. Lave e
impregne cada pogo quatro vezes com tampao de lavagem. Consulte "Procedimento de lavagem".

Pipete 100 pl de substrato de TMB em cada pogo. Nao cubra com selador de placa adesivo (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
até duas horas.

Afira o leitor de microelisa com ar (sem suporte para tiras e sem tiras) e leia a absorvancia da solugao
em cada poco 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).
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Controlo de qualidade

Valores de qualificacdo de controlo negativo (CN): A absorvancia 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, o ensaio é invalido e deve ser repetido. Calcule o CN médio (CNX) dos outros valores do controlo.

Qualificacao dos valores de controlo positivo HTLV-I (CP-I) e HTLV-II (CP-II): A absorvancia 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 especifica¢gdo, o ensaio é invalido e deve ser

repetido.
Validade do teste: Um ensaio é valido se os valores do controlo 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; o ensaio é invalido e deve ser repetido.

RESULTADOS
Calculos

Os calculos devem ser realizados separadamente para cada suporte para tiras.
Ponto de corte: Se o ensaio for valido, calcule o ponto de corte como se segue:
Ponto de corte: CNX + 0,330
Uma amostra de teste é ndo reativa se a sua absorvancia for maior ou igual a 0,000 e inferior ao ponto de corte.
Uma amostra de teste é reativa se a sua absorvancia for maior ou igual ao ponto de corte.

Calculos para a amostra

Absorvancia (comprimento de onda tinico) Absorvancia (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 absorvancia do controlo 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 aceitagao 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 ponto de corte (comprimento de onda tnico) Calculo do ponto 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 absorvancia maiores ou iguais a 0,000 e inferiores ao ponto de corte sao
consideradas ndo reativas pelos critérios de Avioq HTLV-I/IIl e podem ser consideradas negativas para
anticorpos para HTLV-I e HTLV-II. Um resultado negativo no teste ndo exclui a possibilidade de
exposicao ou infe¢ao por HTLV-I/IL.

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

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

4.  Amostras inicialmente reativas que nao reagem em nenhum dos testes repetidos em duplicado sao
consideradas negativas para anticorpos para HTLV-I/II.

5.  Na maioria dos casos, é apropriado investigar repetidamente amostras reativas por meio de testes
adicionais mais especificos (LIMITACOES DO PROCEDIMENTO). Amostras que se mostram
repetidamente reativas por ELISA e positivas por testes adicionais mais especificos sdo consideradas
positivas para anticorpos para HTLV-I e/ou HTLV-IL. A interpretagao dos resultados de amostras que
se mostram repetidamente reativas por ELISA e negativas ou indeterminadas em testes adicionais mais
especificos ndo é clara. Para se obter esclarecimento adicional, 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 rigorosamente ao testar a presenga de anticorpos para HTLV-I e/ou HTLV-II em plasma
ou soro de individuos. Este ensaio foi projetado e validado para uso com soro ou plasma humano de
pacientes 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 gotas de sangue seco, amostras nao humanas, etc.), um pool de sangue
ou plasma processado e produtos desses pools.

Nao adicionar uma amostra conforme indicado no "PROCEDIMENTO DE TESTE" pode resultar num
resultado falso negativo.

O sistema microelisa Avioq HTLV-I/II deteta anticorpos para HTLV-I e/ou HTLV-II no sangue e, assim, é
atil para triagem de sangue doado para evitar a transmissdo de HTLV-I e/ou HTLV-II para recetores de
componentes celulares de sangue, e como auxiliar no diagnoéstico clinico de infe¢ao por HTLV-I ou HTLV-II
e doengas relacionadas. Sabe-se que a infe¢ao por HTLV-I adquirida pela transfusdo de produtos sanguineos
infetados pode resultar em doengas nos recetores?.

Diretrizes* publicadas pelo Servico de Satude Publica dos Estados Unidos recomendam que amostras
repetidamente reativas podem ser investigadas por testes adicionais mais especificos como Western Blot
(WB) e ensaio de radioimunoprecipitacao (RIPA). Esses testes complementares devem ser usados além dos
testes para um péptido especifico ou de ensaios de sonda para distingdo de HTLV-I e HTLV-II. A
interpretacao desses testes deve ser coerente com as diretrizes publicadas.
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Presume-se que uma pessoa com soro ou plasma que reage no teste ELISA e num teste adicional mais
especifico esteja infetada com o virus HTLV-I ou HTLV-II. As implica¢des médicas de seropositividade para
HTLV-II nao sdo conhecidas. Devem ser oferecidos orientagao e avaliagdo médica apropriadas, de acordo
com as diretrizes publicadas dos Servigos de Satide Publica®. Essa avaliagao deve ser considerada uma parte
importante dos testes de anticorpos para HTLV-I/II e deve incluir uma confirmag¢ao do resultado do teste
numa amostra recém-colhida.

ATL e TSP/HAM séao sindromes clinicos e o 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
condicdes, mesmo se a investigacdo recomendada de amostras reativas confirmar a presenga de anticorpos
para HTLV-I. Um resultado negativo no teste a qualquer ponto da investigagdo soroldgica nio exclui a
possibilidade de exposi¢ao ou infe¢do por HTLV-I ou HTLV-IL. Deve-se considerar repetir o teste usando o
Sistema Microelisa Avioq HTLV-I/Il quando houver suspeita clinica de infe¢ao por HTLV-I ou HTLV-IIL
Resultados negativos neste ensaio para individuos com exposi¢ao anterior a HTLV-I e/ou HTLV-II podem
dever-se a niveis de anticorpos abaixo do limite de detecdo deste ensaio ou falta de reatividade aos
antigénios HTLV usados neste ensaio.

Resultados falsos positivo podem ocorrer com um kit de teste deste tipo. A proporcao de falsos reativos
depende da prevaléncia de anticorpos para HTLV-I e/ou HTLV-II na populacdo analisada e na sensibilidade
e especificidade do kit de teste do fabricante utilizado.

RESULTADOS ESPERADOS

A percentagem de amostras determinadas como repetidamente reativas numa 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 das
Carafbas. Areas com alta prevaléncia de HTLV-II incluem populagdes de toxicodependentes por via
intravenosa (IVDA) e vdrias tribos de amerindios na América do Norte e do Sul. A experiéncia com
doadores de sangue avaliados nos Estados Unidos é mostrada na sec¢do Especificidade. A experiéncia dos
testes em populagdoes com doenga por HTLV-I ou com alto risco para HTLV-I ou HTLV-II é resumida nas
sec¢Oes Sensibilidade e Populagdes endémicas.
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CARACTERISTICAS DE DESEMPENHO DO ENSAIO
Reprodutibilidade

Duplicados de amostras positivas para anticorpos para HTLV-I e HTLV-II com graus variados de
reatividade, amostras negativas e controlos do kit foram testados em varios locais (n=3), usando diversos
lotes de kit (n=3) e diversos técnicos (n=2) em dias diferentes (n=4). A precisao total, inter-ensaio e intra-
ensaio é relatada na tabela 1 abaixo.

Tabela 1: Reprodutibilidade do ensaio

Total Inter-ensaio Intra-ensaio
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 duplicados

MEDIA Média da relagao sinal/ponto de corte (SCR)

DP Desvio padrao de SCR

Ccv Coeficiente de variagao de SCR
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Especificidade

A especificidade deste ensaio foi avaliada pelo teste de 11.415 amostras normais de soro e plasma humano

colhidas em varios locais. Um desmembramento dos dados, por local e tipo de amostra, € resumido na
tabela 2 abaixo. Com base numa suposta prevaléncia zero de anticorpos para HTLV-I e HTLV-II em
doadores humanos normais, a especificidade geral estimada deste ensaio foi de 99,95 (95% de limites de
confianca de 99,89% a 99,98%). Cada populacdao também tem limites de confianca de 95% para taxa de

reativo repetido e especificidade estimada para cada local e tipo de amostra.

Tabela 2: Especificidade estimada em doadores aleatdrios de sangue total e plasma e populacdes de fonte

de plasma
Numero Nao Reativo | Reativo | Reativo Limites de Positivo em teste | *Especificidade Limites de
testado | reativo | inicial | repetido | repetido confianga de complementar*** | estimada (%) confianga de
inicial (%) 95%** para 95%** para
reativo especificidade
repetido (%) (%)
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

b

ERE

(numero de amostras testadas — namero de reativos repetidos) X 100

(nimero de amostras testadas — niimero de positivos confirmados)

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

Um resultado positivo nestes estudos foi definido pela presenga 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 realizados
usando ensaios de uso em pesquisa: reatividade a péptidos recombinantes ou nativos gp46-1 ou
gp46-I1 em Western Blot, EIA para péptidos de HTLV-1 e HTLV-II, IFA para HTLV-I e HTLV-II e/ou
PCR (usando primers especificos para as regides tax e pol).
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Reatividade com condi¢des médicas potencialmente interferentes

Amostras de individuos com condi¢des médicas que possam causar reatividade nao-especifica com o ensaio
foram testados com este ensaio. As amostras testadas sdo apresentadas na Tabela 3 abaixo. Todas as
amostras eram nao reativas.

a infecao por HTLV-I ou HTLV-II

Tabela 3: Reatividade em amostras de individuos com condi¢des médicas nao relacionadas

Numero de
Numero de amostras
Categoria da amostra amostras testadas inicialmente
reativas

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
Antigénio 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
Recetores 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
para reatividade nao-especifica neste ensaio. Todas as amostras eram 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 eram nao reativas.
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Sensibilidade

A sensibilidade deste ensaio foi estimada pela avaliagdo das amostras indicadas como seropositivas 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, populacdes de toxicodependentes por via
intravenosa (IVDA) e doadores de sangue infetados por HTLV. Os resultados foram listados na Tabela 4

abaixo. Este ensaio foi reativo com todas as 636 amostras positivas dos testes completares de uso em
pesquisa. Este ensaio tem uma sensibilidade estimada de 100% (intervalo de 99,97% a 100%) para 636
amostras positivas de testes complementares para uso em pesquisa pela distribuicdo binomial com 95% de

confianca.

Tabela 4: Reatividade com teste complementar para amostras positivas
para anticorpos para HTLV-1, HTLV-I1I e HTLV-V/II

Resultados do

Ne¢ de
repetidamente
reativos com testes

Ne de
repetidamente

Grupo teste Ne¢ testado | autorizados 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
Toxicodependentes por via HTLV-I 5 5 5
intravenosa HTLV-II 95 94c 95
Pacientes hospitalares® 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 diferenciagao de tipo para HTLV-I e HTLV-II foram realizados
usando ensaios de uso em pesquisa: reatividade a péptidos recombinantes ou nativos gp46-I ou gp46-
II em Western Blot, EIA para péptidos de HTLV-I e HTLV-II, IFA para HTLV-I e HTLV-II e/ou PCR
(usando primers especificos para as regides fax e pol).

b Assintomadticos e alguns sintomas indicativos de doenga por HTLV.

¢ O teste autorizado para HTLV-I saltou um IVDA (valores de sinal/corte de 0,8, 0,9, 0,9) que ficou

indeterminado por Western Blot (apenas p21) e tipificado 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 popula¢ao numa area endémica para HTLV-I
e duas populagdes em areas endémicas para HTLV-IL. Para a populagdo da area endémica para HTLV-],
foram avaliadas 532 amostras de uma populagdo de alta prevaléncia nas ilhas do Pacifico. 20 amostras dessa
populacdo foram determinadas como positivas para anticorpos para HTLV-I por métodos complementares
para uso em pesquisa (Western Blot, IFA ou RIPA). Todas as 20 amostras positivas para anticorpos para
HTLV-I foram repetidamente reativas neste ensaio e num ensaio autorizado para HTLV-I. 3 amostras
adicionais repetidamente reativas no teste autorizado para HTLV-I foram nado reativas neste ensaio.
Nenhuma dessas 3 amostras apresentou resultado positivo para anticorpos para HTLV-I nos testes
complementares utilizados. Os resultados desse estudo estao resumidos na tabela abaixo.

Nos estudos das areas endémicas para HTLV-II, um total de 525 amostras foram obtidas de uma populacao
de nativos americanos no Novo México (361) e de uma tribo amazdnica, os Kaiapods, 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 populagao de indios Kaiapds. Todas as amostras positivas para HTLV-II por teste complementar da
populacdo de nativos americanos foram repetidamente reativas neste ensaio. Uma amostra da populagao de
americanos nativos foi repetidamente reativa neste ensaio, mas nao foi positiva para anticorpos para HTLV-
II no teste complementar (Western Blot). Os resultados desse estudo estdao resumidos na Tabela 5 abaixo.

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

N® (percentagem)

Ne¢ de positivos Ne de positivos em
Ne por testes de testes
Area endémica testado complementares® | repetidamente | complementares
reativos que foram
repetidamente

reativos 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 péptidos recombinantes ou nativos gp46-I ou gp46-I1 em Western Blot,
EIA para péptidos 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 ntimero de amostras positivas nos testes complementares baseou-se 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 numa zona cinzenta de 20% por ELISA.

b O ntimero de amostras positivas nos testes complementares baseou-se 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 mostraram-se 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 por bioMerieux, Inc., com uma alteracdo no local de fabrico. Estudos conduzidos
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 para HTLV-I e HTLV-II com varios graus de
reatividade (quatro HTLV-I e quatro HTLV-II) e duas amostras negativas foram testados com cada um dos
trés lotes de kit por um periodo de quatro dias, usando dois analistas usando o método de teste manual.
Cada amostra foi testada em quadruplicado em cada um dos quatro dias. O CV total para as amostras
positivas usando os trés lotes de validacao 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 quadruplicado).

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

Total Inter-ensaio Intra-ensaio
[ 1s S/C S/C
II)Ia)i::l S N I;Ze:/lé DP %CV | inferior | superior DP %CV DP %CV
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
S4

HTLV-I Neg 96 0,25 0,023 9,2 0,24 0,25 0,020 8,0 0,012 4,8
S5a

HTLV-II Pos 96 3,29 0,561 17,1 3,17 3,40 0,482 14,7 0,298 91
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 5,4
Sb5a

a Amostra negativa para anticorpos para HTLV-1 e HTLV-II
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Especificidade

Para demonstrar que a especificidade clinica do Sistema Microelisa Avioq HTLV-I/II fabricado no novo local
era comparavel a do teste originalmente autorizado, amostras de soro (n=1.000) e plasma (n=1.000) de
estatuto 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 um ntimero semelhante de amostras.
Das 2.000 amostras testadas, duas foram repetidamente reativas (ver Tabela 7). Ambas as amostras
apresentaram resultado negativo para IFA e Western Blot para HTLV-1 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 comparacao 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 Repetida- Teste positivo | estimada (%) | confianca de 95% para
testado | reativos mente 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 autorizado, um painel de 200 amostras seropositivas 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 num teste para triagem
de doadores de sangue para HTLV-I/II autorizado pela FDA e confirmadas como positivas para anticorpos
para 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 nenhuma foi previamente testada
utilizando o ensaio original autorizado 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
seropositivas para HTLV-I/II

Numero de Numero de Sensibilidade Limites de confian¢a
Numero repetidamente nao reativos estimada (%) de 95% para sensibilidade (%)
testado 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
MANUSEAMENTO DE AMOSTRAS ORTHO® SUMMIT (PIPETADOR SUMMIT)

Reprodutibilidade

A reprodutibilidade do Sistema Microelisa Avioq HTLV-I/II no instrumento OSS foi realizada utilizando um painel de
10 amostras testadas em duplicado (quatro positivas para HTLV-I, quatro positivas para HTLV-II e duas negativas). O
estudo foi conduzido em dois locais, num total de trés instrumentos, duas vezes por dia, por quatro dias, utilizando um
lote de validacao do kit de ensaio, e comparado aos testes com este painel utilizando o método manual com o mesmo
lote de validacao. Os resultados desse estudo estdo resumidos na Tabela 9.
Tabela 9: Estudo de reprodutibilidade para o Sistema Microelisa Avioq HTLV-I/II em OSS
(método automatico)

Total Inter-centro Intra-centro
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 comparagdo com 8,9% a 19,7% para as amostras positivas utilizando o método manual
(ver Tabela 6).

Sensibilidade analitica

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

43-01809 Rev 4.13 Portugués (PT) 25




Sensibilidade

Um painel de 100 amostras de doadores de sangue repetidamente reativas num ensaio autorizado 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 nenhuma
era positiva num teste complementar. Deve-se notar que essas amostras foram previamente sujeitas 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 detetadas 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 para HTLV-1,46 foram positivas para anticorpos para HTLV-II num
teste complementar para uso em pesquisa e 20 foram positivas para anticorpos para HTLV-I/II (nao tipificados).

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 um total de 16.339 amostras de soro e plasma colhidas 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/II 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 reativos 1364 1366 1358 4157 4078 4007 16.330
Inicialmente reativos 2 0 1 3 3 2 11
R .
epetld.amente 5 0 0 3 5 5 9
reativos
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
95% IC 99,82%-99,99% 99,88%-99,98% 99,90%-99,97%
E ifici 1
speci 1c.1dade gera 99,95%
estimada
95% IC 99,89% a 99,98%
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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 trés lotes em cada local e para todos os locais e lotes combinados coincide com a 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 comparacao com 11.409/11.415 =
99,95% (95% IC: 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 realizada utilizando um painel de trés amostras positivas para HTLV-I, duas positivas para
HTLV-II e uma amostra negativa. O estudo foi conduzido em trés locais num total de cinco pipetadores
VERSEIA®e, para comparacao, em pipetadores SUMMIT. Cada um testou seis duplicados em dois ensaios
por dia, durante cinco dias nao consecutivos. Os resultados desse estudo estao 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/II em OSS

ID do painel Pipetador SUMMIT Pipetador VERSEIA®
N Média | DP %CV S/C 95% IC N Média | DP %CV | S/C95% IC
Inferior | Superior Inferior | Superior

A (HTLV-I) 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 | 183 2,548 2,699 150 | 2,708 0,491 | 181 2,632 2,785

C (HTLV-I) 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 do pipetador SUMMIT, dez painéis de diluigao (quatro dilui¢des com S/C
(sinal/ponto de corte) entre 0,5 e 3,0 provenientes de cinco amostras positivas para anticorpos para HTLV-l 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 analise de regressao de Deming. Essa analise
mostrou uma alta correlagdo para a relacdo S/CO para ambos os instrumentos, com uma inclinagao de 1,00,
intercepto de 0,01 e coeficiente de correlagao de Pearson (r) de 1,00.
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Sensibilidade

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

As amostras foram testadas em triplicado em cada um dos trés locais, utilizando os pipetadores SUMMIT e
VERSEIA®. Um total de 935 resultados validos foram obtidos e utilizados para analisar os dados para 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 ndo demonstra diferenca
significativa 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 aleatdrios foram testadas individualmente usando
ambos os tipos de instrumento (SUMMIT e VERSEIA®) em trés locais; cada um testou niumeros 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 andlise 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%) e 99,84% (95% IC: 99,63% a 99,95%) quando usados os instrumentos VERSEIA®e Summit,
respetivamente (Tabela 12). A andlise estatistica demonstrou que nao 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%)

CARATERISTICAS DE DESEMPENHO DO TESTE DE AMOSTRAS CADAVERICAS

Reprodutibilidade

Foi avaliada a reprodutibilidade utilizando 20 amostras cadavéricas nao reativas (10 de soro/10 de plasma) e
20 amostras de doadores vivos nao reativas (10 de soro/10 de plasma). De cada fonte de doador (cadavérica
ou doador vivo) foram marcadas 5 amostras de soro e 5 amostras de plasma com material de origem anti-
HTLV-I ou anti-HTLV-II para uma reatividade de relacdo sinal/ponto de corte (5/CO) de 2.0. Cada amostra
marcada foi testada uma vez em seis dias diferentes em cada um de trés lotes num local. As percentagens de
CV foram comparaveis entre amostras cadavéricas e de doadores vivos.
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Tabela 13 - Reprodutibilidade do ensaio em amostras de plasma cadavéricas e de doadores vivos

Pré/P Médi | Inferio | Superi
0s Tipo matriz [N |a r95% |or95% |total_sd |total_cv |inter_sd |inter cv |intra_sd |intra_cv
HTLV-I |Plasma (902,13 |2,05472 |2,21510 |0,383 17,9 0,324 15,2 0,215 10,1
Soro 902,31 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 0,405 194 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-I |Plasma |90(1,89 |1,81144 1,96652 |0,370 19,6 0,290 15,4 0,238 12,6
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 previamente testadas para HTLV-I/II, tendo revelado nao reatividade. As amostras
foram utilizadas para preparar painéis marcados de HTLV-I e HTLV-II. Cada amostra foi dividida em duas e
marcada com uma quantidade pré-determinada de soro de anticorpos positivo para anticorpos HTLV-I ou
HTLV-IIL A sensibilidade foi avaliada testando as amostras seropositivas para HTLV-I e HTLV-II de doadores
normais e post-mortem com trés lotes de kit HTLV-I/II em dois locais de teste. Os testes com resultado negativo
pelo teste ELISA foram considerados falsos negativos. A sensibilidade e os intervalos de confianca de 95%
foram calculados para as amostras post-mortem e de doadores normais marcadas com anticorpos positivos
HTLV-I e HTLV-I, como apresentado na Tabela 14 abaixo. O sistema microelisa Avioq HTLV-I/II tem uma
sensibilidade geral estimada em amostras cadavéricas marcadas de 100%, com um intervalo de confianga de
95% de 92,29% - 100,00% para soro e de 92,13 - 100% para plasma.

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

L Numero Tipo de Numero | Nao reativo | Reativo Percentagem | Limite de
oc amostra o . . .
. de lote testado | inicial inicial de reativo confianca de 95%
al: (Soro)
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
Namero | Tipo de Nuamero | Nao reativo | Reativo Percentagem | Limite de
Loc | delote amostra | testado | inicial inicial de reativo confianga de 95%
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al: (Plasma)

1 C 45 0 45 100% 92,13 - 100,00

N 46 0 46 100% 92,29 — 100,00

1 1o 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

s o 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 post-mortem (C) (n=45) e de doadores vivos normais (N) (n=45; colhidas de uma
populacgao de baixo risco (banco de sangue)) foram cada uma testadas conforme as instru¢des do sistema
microelisa Avioq HTLV-I/II com trés lotes de kit HTLV-I/Il em dois locais de teste. Foi calculada a
especificidade, bem como os intervalos de confianga de 95%, para as amostras post-mortem e de doadores
normais, como apresentado na Tabela 15 abaixo. O sistema microelisa Avioq HTLV-I/II tem uma
especificidade geral estimada em amostras cadavéricas de plasma de 100%, com um intervalo de confianca
de 95% de 92,13 - 100%.

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

i Limites de
Tipo de Especific confianga de
Local P Ntmero Nao Reativo dade
Lote | amostra . . . 95% para
testado reativo | repetido | estimada R
(Plasma) especificidade
(%)*
(%)™
Lote | Cadavérico 45 45 0 100 92,13-100,0
1 Normal 45 45 0 100 92,13-100,0
;S 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
;5 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

*= (Ntmero de amostras testadas — niimero de reativos repetidos) X 100
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(Numero de amostras testadas — ntimero de positivos confirmados)
** = Os limites de confianga para especificidade foram calculados utilizando o método exato.

Foram testadas amostras de soro de 218 doadores post-mortem individuais conforme as instrugdes do sistema
microelisa Avioq HTLV-I/II com um dos trés lotes de kit HTLV-I/II (aproximadamente 1/3 das amostras por
lote) num tmnico local. Foi calculada a especificidade, bem com os intervalos de confianca de 95%, como
apresentado 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 confianca de 95% de 98,32 - 100%.

Tabela 16 — Especificidade estimada em amostras de soro post-mortem

Lote [ Tipo de amostra | Ntmero Néo reativo | Reativo | Especificidad Limites de
(Soro) testado*** | inicialmente | repetido eestimada | 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 de amostras testadas — nimero de reativos repetidos) X 100
(Numero de amostras testadas — nimero de positivos confirmados)

** = Os limites de confianga para especificidade foram calculados utilizando o método exato.

** = Num estudo separado, foram testadas 46 amostras de soro cadavéricas e 46 amostras de soro de

doadores vivos utilizando cada uma trés lotes de kit HTLV-I/II diferentes em dois locais. Uma amostra
cadavérica foi repetidamente reativa em todos os trés lotes de kit em ambos os locais. Uma segunda amostra
cadavérica foi repetidamente reativa em todos os trés lotes de kit num local e em dois lotes de kit no outro

local.
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