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VERWENDUNGSZWECK

Beim Avioq HTLV-I/II-Mikro-ELISA-System handelt es sich um einen qualitativen enzymgekoppelten Im-
munadsorptionsassay (Enzyme-Linked Immunosorbent Assay, ELISA) zum Nachweis von Antikérpern gegen das
humane T-lymphotrope Virus Typ I (HTLV-I) und/oder das humane T-lymphotrope Virus Typ II (HTLV-II) in
humanem Serum, Plasma oder Proben von Leichen. Es ist fiir das Screening einzelner humaner Spender einschlieSlich
freiwilligen Spendern von Vollblut und Blutbestandteilen sowie anderer lebender Spender auf HTLV-I/HTLV-II-
Antikérper und zur Verwendung als Hilfsmittel zur klinischen Diagnose einer HTLV-I- oder HTLV-II-Infektion und
damit im Zusammenhang stehende Krankheiten bestimmt. Es ist aufSferdem zur Untersuchung von Serum- und
Plasmaproben beim Screening von Organspendern vorgesehen, wenn die Proben entnommen werden wahrend das
Herz des Spenders noch schlagt sowie fiir das Screening von Leichen (kein Herzschlag beim Spender). Es ist nicht fiir die
Verwendung an Nabelschnurblutproben vorgesehen. Der Assay kann sowohl als manueller Assay als auch zusammen
mit dem ORTHO® Summit-System (OSS) fiir das Screening von Blutspendern verwendet werden.

ZUSAMMENFASSUNG UND ERLAUTERUNG DES TESTS

Fiir HTLV-I, ein humanes Typ-C-Retrovirus, ist ein dtiologischer Zusammenhang mit adulter T-Zell-Leukdmie (ATL)
sowie mit tropischer spastischer Paraplegie, einer demyelinisierenden Erkrankung, bzw. mit HTLV-I-assoziierter
Myelopathie (TSP/HAM) hergestellt worden. Bei Personen, die an diesen Erkrankungen leiden, werden sehr hédufig
HTLV-I-Antikodrper gefunden. In Studien, die in Regionen durchgefiihrt wurden, in denen diese Viren endemisch sind,
sind jedoch ATL- und TSP/HAM-Formen mit Negativbefund auf diese Viren umfassend nachgewiesen worden. Vor
Kurzem ist gezeigt worden, dass eine HTLV-I-Infektion mit chronischer lymphatischer B- und T-Zell-Leukémie (CLL),5°
multiplen Myelomen,” bestimmten Formen des Non-Hodgkin-Lymphoms (NHL),® von Polymyositis,® Arthritis,'*!' des
Kapoosi-Sarkoms,'? von Uveitis,!* Strongyloidiasis® sowie Mycosis fungoides!#!® in Zusammenhang steht. HTLV-I ist in
bestimmten Landern der Karibik, in Stidjapan und méglicherweise in bestimmten Regionen Afrikas!®?! endemisch. In
den Vereinigten Staaten von Amerika ist HTLV-I bei Patienten mit ATL, intravents Drogenabhéngigen und gesunden
Personen nachgewiesen worden.

HTLV-II, ein verwandtes Virus, ist bei mehreren indianischen Staimmen Amerikas,??>?* endemisch, wobei jedoch noch
kein eindeutiger Nachweis fiir seine Pathogenitat vorliegt. Ein hoher Prozentsatz von intravents Drogenabhangigen ist
HTLV-II-seropositiv.26?8 Die ersten Patienten, von denen HTLV-II-Infektionen berichtet wurden, litten an einer
atypischen T-Zell-Variante der Haarzell-Leukdmie. Jiingste Beobachtungen fithrten zur Annahme, dass HTLV-II mit
Leukédmie mit grofien granuldren Lymphozyten (LGL),? chronischer lymphatischer Leukdmie vom T-Zelltyp,* T-Zell-
prolymphozytarer Leukdmie,’ Mycosis fungoides!* und chronischen neurodegenerativen Erkrankungen®?3 wie
Myelopathie® sowie spastischer Ataxie® in Zusammenhang stehen kann. Antikorper gegen HTLV-II sind gegeniiber
HTLV-I-Antigenen signifikant kreuzreaktiv.

Die Ubertragung von HTLV-I- und HTLV-II-Infektionen {iber Blutzellenprodukte auf infizierte Empfanger von
Transfusionen ist umfassend dokumentiert. Weitere bekannte Ubertragungsarten umfassen Muttermilch, sexuelle
Kontakte und die Weitergabe kontaminierter Nadeln und Spritzen unter intravents Drogenabhangigen. Eine perinatale
Ubertragung wird vermutet, ist jedoch noch nicht nachgewiesen worden.
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WIRKUNGSPRINZIP DES TESTS

Beim Avioq HTLV-I/II-Mikro-ELISA-System handelt es sich um einen enzymgekoppelten Immunadsorptionsassay, bei
dem die Festphase (Mikrovertiefungen) mit einem gereinigten HTLV-I-Viruslysat, einem gereinigten HTLV-II-Viruslysat
und einem rekombinanten HTLV-I-p21E-Antigen beschichtet ist.

Bei Zugabe einer verdiinnten Testprobe, die entweder HTLV-I-Antikorper oder HTLV-II-Antikorper enthélt, werden
durch die Wechselwirkung der Antikorper in der Probe mit den Festphasen-Antigenen Komplexe gebildet. Nach der
Inkubation wird die Probe abgesaugt, und die Vertiefung wird mit Puffer gewaschen. Anschlieffend werden mit
Meerrettich-Peroxidase (Horseradish Peroxidase, HRP) konjugierte Ziegen-anti-human-Immunoglobuline zugegeben,
die bei einer zweiten Inkubation an den Antikorper-Antigen-Komplex gebunden werden. Nach einem Waschschritt und
einer Inkubation mit TMB- (Tetramethylbenzidin-)Substrat wird eine blaue Farbe gebildet. Die Enzymreaktion wird
durch die Zugabe einer Schwefelsdurelosung gestoppt, wodurch ein Farbwechsel zu gelb bewirkt wird. Die Menge der
in der Probe vorhandenen HTLV-I- bzw. HTLV-II-spezifischen Antikorper ist proportional zur Farbintensitét.

REAGENZIEN

B

Komponenten in jedem Avioq HTLV-I/II-Mikro-ELISA-System-Kit

192 Tests 576 Tests 9600 Tests

2 Streifenhalter 6 Streifenhalter 100 Streifenhalter HTLV-I/II-Mikro-ELISA-Streifen — Zwdlf pro Halter,
wobei jeder Streifen 8 Vertiefungen enthalt, die mit
inaktiviertem HTLV-I-Viruslysat, einem rekombinanten
HTLV-I-Antigen (rp21E) und inaktiviertem HTLV-II-
Viruslysat beschichtet sind; in einem Folienbeutel mit
Kieselgel-Trockenmittel.

1 Durchstech- 2 Durchstech- 4 Durchstech- EnzAbody® fiir HTLV-I/II (EnzAbody-

flasche flaschen flaschen Konzentrat) — mit Meerrettich-Peroxidase

L .. konjugiertes Ziegen-anti-human-Immunoglobulin,

(50 mg) (jeweils 50 mg) (jeweils 50 mg) ~0,06 % w/w oder 30 ug; lyophilisiert mit
Ziegenserum, Saccharose und fettfreier
Milchtrockenmasse.

1 Flasche 2 Flaschen 28 Flaschen IEII:ZAILOdYG) Vf(ffl'dﬁrll?uﬂgsrlittel - die 10 %

: : e osphatgepufferte Kochsalzlosung, die 10 %

(55 ml) (jeweils 55 ml) (jeweils 55 ml) Ziegenserum und nichtionische Tenside enthalt.
Konservierungsmittel: 0,2 % Gentamicinsulfat und
0,02 % Zimtaldehyd.

1 Flasche 2 Flaschen 16 Flaschen Probenverdiinnungsmittel — Phosphatgepufferte

e S—— Kochsalzlosung, die 10 % Ziegenserum,

(100 ml) (jeweils 100 ml) (jeweils 100 ml) nichtionische Tenside, Natriumchlorid, 0,14 %
Albumin-Rinderserum, fettfreie Milchtrockenmasse
und Amaranth (Azofarbstoff) enthalt.
Konservierungsmittel: 0,03 % (w/v)
Bromnitrodioxan.

1 Flasche 2 Flaschen 34 Flaschen TMB-Losung — Citronensaure, die 0,03 %

(22 ml) (]eWellS 22 ml) (]eWeIIS 22 ml) Tetramethylben21d1n°2HC1 enthalt

1 Flasche 2 Flaschen 34 Flaschen Peroxidléosung- Citronensaure/Natriumcitrat-

(22 ml) (]eWellS 22 ml) (]eWeIIS 22 ml) Puffer, die 0,04 % Harnstoffperoxid enthalt.

1 Durchstech- 2 Durchstech- 17 Durchstech- Negatives Kontrollserum — Humanes Serum mit
Proteinstabilisatoren; in Tests mit FDA-Zulassun

flasche ﬂasch.en ﬂaschen nicht reaktiv bei Antikorpern gegen HTLV-], HTI%V—

(1,5ml) (jeweils 15 ml) | (jeweils 1,5 ml) | y; ty1v_1 HIv-2, HCV und nicht reaktiv bei HBsAg

- und HIV-Ag. Konservierungsmittel: 0,05 % (w/v)
CONTROL Bromnitrod%oxan. &
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192 Tests 576 Tests 9600 Tests

1 Durchstech- 1 Durchstech- 12 Positives HTLV-I-Kontrollserum — Inaktiviertes
flasche flasche Durchstechflasc | humanes Serum mit Proteinstabilisatoren und
(1,0 ml) (1,0 ml) hen Amaranth (Azofarbstoff); reaktiv bei Antikorpern

(jeweils 1,0 ml)

gegen HTLV-L in Tests mit FDA-Zulassung nicht
reaktiv bei Antikorper gegen HIV-1, HIV-2, HCV

CONTROL |+ und nicht reaktiv bei HbsAg und HIV-Ag. Kann mit
HTLV-II-Antigen kreuzreagieren.
Konservierungsmittel: 0,05 % (w/v)
Bromnitrodioxan.
1 Durchstech- 1 Durchstech- 12 Positives HTLV-II-Kontrollserum — Inaktiviertes
flasche flasche Durchstechflasc | humanes Serum mit Proteinstabilisatoren und
(1,0 ml) (1,0 ml) hen Farbstoff Patentblau; reaktiv bei Antikorpern gegen
(jeweils 1,0 ml) HTLV-II; in Tests mit FDA-Zulassung nicht reaktiv
bei Antikdrpern gegen HIV-1, HIV-2, HCV und
CONTROL |+ nicht reaktiv bei HbsAg und HIV-Ag. Kann mit
HTLV-I-Antigen kreuzreagieren.
Konservierungsmittel: 0,05 % (w/v)
Bromnitrodioxan.
Jeweils 1 Jeweils 1 Jeweils 5 Klemme und Stab (oder Aquivalent) — Verschluss
fiir Folienpackungen.
10 Bogen 20 Bogen 30 Bogen Versiegelungsmaterial fiir Platten — klebend.

Hinweis: Das Waschpufferkonzentrat wird als Zubehdr fiir den Kit angeboten.

Waschpufferkonzentrat, Produktnummer 559879, besteht aus 1 Flasche (100 ml)

Waschpufferkonzentrat, Produktnummer 559880, besteht aus 4 Flaschen (4X100 ml)

Hinweis: Als Stopplosung wird 2 N Schwefelsiure benétigt. Dieses Produkt wird nicht von Avioq geliefert. Fiir
diesen Assay darf keine andere Stopplosung verwendet werden.
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WARNUNGEN UND VORSICHTSMASSNAHMEN

1.

10.

Vorsicht: Alle biologischen HTLV-I/II-Materialien von Avioq miissen als potenziell infektios
angesehen und mit entsprechender Sorgfalt gehandhabt werden Die zum Beschichten der Mikro-
ELISA-Vertiefungen verwendeten Antigene wurden mittels Spaltung von Detergenzien fiir Viren
inaktiviert, und die positiven HTLV-I- und HTLV-II-Kontrollseren wurden durch Zugabe eines
Detergenz inaktiviert. Die Positiv- und Negativkontrollen stammen von humanem Serum oder Plasma
und wurden auf HIV-1-Antigen, HbsAG, anti-HIV-1, anti-HIV-2 und anti-HCV untersucht, wobei
festgestellt wurde, dass sie in Tests mit FDA-Zulassung nicht reaktiv sind. Da mit keiner Testmethode
mit letzter Sicherheit ausgeschlossen werden kann, dass infektidse Erreger vorhanden sind, sollten alle
Materialien als potenziell infektios angesehen und mit entsprechender Sorgfalt gehandhabt werden

Alle Personen, die den Test durchfiihren, miissen sich die Verordnungen der US-amerikanischen
Occupational Safety and Health Administration (OSHA) (29 CFR 1910.1030) halten.

Der Bereich, in dem Tests durchgefiihrt werden, muss von denjenigen Bereichen getrennt sein, in denen
Blut oder Blutprodukte fiir die Transfusion gelagert werden.

Die Materialien nicht mit dem Mund pipettieren. In Bereichen, in denen Proben oder Reagenzien des
Kits gehandhabt werden, nicht rauchen, essen oder trinken.

Den Test nicht in Gegenwart reaktiver Dampfe (z. B. von Natriumhypochlorit, Sduren, alkalischen
Substanzen oder Aldehyden) oder Staub durchfiihren, weil dadurch die enzymatische Aktivitat des
Konjugats beeinflusst werden konnte.

Einweghandschuhe verwenden und alle fiir den Test verwendeten Materialien (einschliefilich Proben,
Kontrollen, Waschlosung, Mikro-ELISA-Streifen und Streifenhalter sowie Pipetten) als potenziell
infektios sehen und mit entsprechender Sorgfalt handhaben. Falls Materialien eingenommen wurden
oder in Kontakt mit offenen Schnittwunden, Lasionen oder anderen Verletzungen der Haut oder
Schleimhadute oder in die Augen gelangen, ist sofort ein Arzt aufzusuchen.

Verschiittetes Material, das Antigen oder Antikorper enthalt, ist zur Dekontaminierung sofort mit einer
1:10-Verdiinnung von 5%igem Natriumhypochlorit (Endkonzentration 0,5 %) oder einem dquivalenten
Desinfektionsmittel zu reinigen. Die fiir die Reinigung verwendeten Materialien sind mit einer
geeigneten Methode zu entsorgen.

Alle Materialien, die in Kontakt mit Proben und Reagenzien gekommen sind, miissen unter Einhaltung
ortlicher und staatlicher Vorschriften entsorgt werden.?” Feste Abfille konnen verbrannt oder fiir einen
zweckmaéfligen Zeitraum autoklaviert werden. Aufgrund der unterschiedlichen Autoklaven und
Abfallkonfigurationen hat jeder Benutzer die Wirksamkeit dieser Kontamination durch biologische
Indikatoren zu gewdahrleisten.3

Hinweis: Sdurehaltige fliissige Abfélle miissen vor der Zugabe von Desinfektionsmitteln bzw. vor der
Entsorgung neutralisiert werden.

Einige Komponenten dieses Kits (Waschpufferkonzentrat, Peroxidlosung, TMB-Losung) enthalten
geringe Konzentrationen gefahrlicher Chemikalien. Ausfiihrlichere Informationen sind im
Materialsicherheitsdatenblatt (MSDS) aufgefiihrt. Materialsicherheitsdatenblatter sind von Avioq Inc.
erhaltlich.

2N Schwefelsdure - Schwefelsaure ist korrosiv und muss vorsichtig gehandhabt werden, um jeglichen
Kontakt mit der Haut und mit den Augen zu verhindern. Bei Kontakt mit diesem Reagens die
betroffenen Hautstellen bzw. die Augen griindlich mit Wasser waschen.
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11.

Beim Zusammensetzen der Mikroplatten zur teilweisen Analyse (gemischt beschichtet und
unbeschichtete Streifen) Vorsicht walten lassen. Einige Analysatoren konnen eventuell nicht zwischen
beschichteten und unbeschichteten Vertiefungen unterscheiden und erzeugen u.U. Resultate fiir eine
beliebige Vertiefungsposition mit zugewiesener Kennnummer oder Kontrolle.

HERSTELLUNG DER REAGENZIEN

Die folgenden Reagenzien sind vor oder wahrend des Assayverfahrens herzustellen. Vor der Verdiinnung/Herstellung
und vor Durchfithrung des Tests miissen die Reagenzien und die Proben Raumtemperatur (15 °C - 30 °C) aufweisen.
Wihrend des Tests kdnnen sie auf Raumtemperatur bleiben. Fiir die gewiinschte Anzahl Tests sind ausreichende
Mengen an Arbeitsreagenzien herzustellen. Nach der Verwendung sind die Reagenzien bei 2 °C - 8 °C aufzubewahren.

Herstellung des EnzAbody-Konzentrats

1.

4,0 ml EnzAbody-Verdiinnungsmittel in eine Durchstechflasche mit lyophilisiertem EnzAbody-
Konzentrat pipettieren. Den Inhalt griindlich mischen. Ubermigiges Schdumen vermeiden. Das
EnzAbody-Konzentrat nach der Rekonstitution mindestens 30 Minuten lang rehydratisieren lassen.
Die Durchstechflasche mit EnzAbody-Konzentrat nicht mit Handschuhen anfassen, die zuvor mit
Serum oder Plasma in Kontakt gekommen sind.

Herstellungsdatum und Haltbarkeitsdatum auf die Durchstechflasche schreiben. Das rekonstituierte
EnzAbody-Konzentrat ist bei einer Lagertemperatur von 2 °C — 8 °C fiinf Wochen lang stabil.

Herstellung der EnzAbody-Arbeitsldsung

1.

Fiir die Herstellung saubere Polypropylenbehalter, vorzugsweise Einwegartikel, verwenden. Keine
Polystyrolbehilter verwenden. Beim Einsatz eines automatisierten Mikroplattenprozessors sind die
Empfehlungen des Herstellers zur Verwendung von Behaltern zu befolgen. Eine zweckmafiige Menge
EnzAbody-Verdiinnungsmittel in den Behalter iibertragen und eine entsprechende Menge
rekonstituiertes EnzAbody-Konzentrat zugeben, sodass man eine EnzAbody-Arbeitslésung im
Verdiinnungsverhaltnis 1:251 (siehe Tabelle unten) erhélt. Darauf achten, dass das EnzAbody-
Konzentrat vor der Verwendung gut durchgemischt ist. Nicht verwendetes EnzAbody-Konzentrat bei
2 °C - 8 °C aufbewahren. Durchstechflaschen mit rekonstituiertem EnzAbody-Konzentrat nicht
zusammenschiitten. Je nach verwendetem Reagenziendispenser wird moglicherweise mehr EnzAbody-
Arbeitslosung benétigt.

Herstellung der EnzAbody-Arbeitslosung

Anzahl der Volumen des rekonstituierten Volumen des EnzAbody-
Mikro-ELISA-Streifen EnzAbody-Konzentrats Verdiinnungsmittels
2 10 pl 2,5ml
3 20 ul 5,0 ml
6 25 ul 6,25 ml
9 30 ul 7,5 ml
12 50 ul 12,5 ml
Volumen des rekonstituierten Volumen des EnzAbody-
Anzahl der Platten EnzAbody-Konzentrats Verdiinnungsmittels
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
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2. Frisch hergestellte EnzAbody-Arbeitslosung ist bei Raumtemperatur vier Stunden lang stabil.
Herstellungs- und Haltbarkeitszeitraum der EnzAbody-Arbeitslosung notieren. Nach Abschluss des
Assays nicht verwendete EnzAbody-Arbeitslosung entsorgen.

Herstellung des Waschpuffers

Achtung! Die Formulierung des Waschpufferkonzentrats ist speziell fiir den Avioq HTLV-I/II-Assay konzipiert. Fiir
diesen Assay darf kein anderer Waschpuffer verwendet werden.

1. Das Waschpufferkonzentrat auf Kristalle oder Niederschlag iiberpriifen. Kristalle oder Niederschlag in
der Losung durch Erwédrmen auf 37 °C vollstandig auflosen. Das Waschpufferkonzentrat vor dem
Verdiinnen mischen.

2. Das Waschpufferkonzentrat gemafs der nachfolgenden Tabelle mit gereinigtem Wasser® im Verhéltnis
1:25 verdiinnen.

Herstellung des Waschpuffers

Anzahl der Volumen des Volumen des Gesamtvolumen des
Mikro-ELISA- Waschpuffer- gereinigten Waschpuffers
Streifen konzentrats Wassers
1-6 7 ml 168 ml 175 ml
7-12 14 ml 336 ml 350 ml
Volumen des Volumen des Gesamtvolumen des
Anzahl der Platten Waschpuffer- gereinigten Waschpuffers
konzentrats Wassers
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

Bei der Berechnung des Gesamtvolumens an Waschpuffer ist zusitzliches, fiir einen Waschautomat (Entliiften,
totes Volumen usw.) benétigtes Volumen, nicht beriicksichtigt. Nahere Angaben befinden sich in der Anleitung
des Herstellers des Mikro-ELISA-Plattenwaschers.

3. Waschpuffer ist zwei Wochen lang stabil, wenn er bei 2 °C - 30 °C gelagert wird. Herstellungs- und
Haltbarkeitsdatum notieren.
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Herstellung des TMB-Substrats @

TMB-Substrat in einem sauberen Polypropylenbehalter herstellen, vorzugsweise in einem Einwegartikel. Keine
Polystyrolbehilter verwenden. Eine ausreichende Menge Peroxidldsung in einen Behalter iibertragen und eine
entsprechende Menge an TMB-Losung zur Peroxidlésung geben und vor der Verwendung griindlich mischen (siehe

Tabelle unten).

Fiir jede Mikrotiterplatte sind mindestens 10 ml TMB-Substrat erforderlich. Je nach verwendetem Reagenziendispenser
wird moglicherweise mehr TMB-Substrat benétigt. Angaben zu zusétzlich benodtigten Reagenzienmengen gehen aus

der Anleitung des Herstellers hervor.

Herstellung des TMB-Substrats

Anzahl der Volumen der
Mikro-ELISA-Streifen Volumen der TMB-Losung Peroxidlésung
2 1 ml 1 ml
3 2 ml 2 ml
6 3ml 3ml
9 5 ml 5 ml
12 6 ml 6 ml
Volumen der
Anzahl der Platten Volumen der TMB-Ldsung Peroxidlésung
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

Bei Raumtemperatur ist das TMB-Substrat sechs Stunden lang stabil. Bei Verwendung muss es farblos sein.
Herstellungs- und Haltbarkeitszeiten notieren. Deutlich blau gefarbtes TMB-Substrat muss verworfen und die
entsprechende Menge TMB-Substrat hergestellt werden.

Hinweis: TMB-Lésung und TMB-Substrat vor Licht schiitzen. Den Kontakt mit Metall oder Metallionen vermeiden, da
dies zu unerwiinschter Blaufarbung fiihren kann.
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ANWEISUNGEN FUR DIE LAGERUNG VON KITS
Alle Komponenten sind bei 2 °C — 8 °C aufzubewahren, wenn sie nicht verwendet werden. Das Produkt nach dem auf

dem Kit aufgedruckten Haltbarkeitsdatum nicht mehr verwenden. Die Stabilitdt von Reagenzien des Kits nach der
Rekonstitution oder Verdiinnung ist unter , HERSTELLUNG DER REAGENZIEN" aufgefiihrt. Nicht tiefgekiihlt lagern.

HTLV-I/II-MIKRO-ELISA-STREIFEN

Vor dem Offnen die Folienpackung auf Raumtemperatur (15 °C — 30 °C) bringen, um eine Kondensation auf den Mikro-
ELISA-Streifen zu vermeiden. Nach dem Offnen der luftdichten Folienpackung sind die Streifen vier Wochen lang bei
2 °C - 8 °C stabil, sofern die Folienpackung mit der Klemme und dem Stab, die im Lieferumfang enthalten sind, oder
einem entsprechenden anderen Verschluss wieder verschlossen wird. Datum des Offnens und Haltbarkeitsdatum auf
die Folienpackung schreiben. Der Kieselgelbeutel darf nicht entfernt werden.

Abbildung 1: Verschlieflen der Folienpackung.

1 2 3

Das offene Ende der Folienpackung iiber dem Stab umklappen.
Klemme anbringen.

CHEMISCHE ODER PHYSISCHE ANZEICHEN FUR INSTABILITAT

Wenn sich das Aussehen der Testkit-Materialien verdndert hat, kann dies auf deren Instabilitdt oder Zersetzung
hindeuten. Die auf dem Kit aufgebrachten Etiketten zeigen das Haltbarkeitsdatum an; das Produkt nach Ablauf dieses
Datums nicht mehr verwenden.

Deutlich blau gefarbtes TMB-Substrat muss verworfen und eine entsprechende Menge neues TMB-Substrat hergestellt
werden.

ENTNAHME, LAGERUNG UND HERSTELLUNG VON PROBEN

Proben von lebenden Spendern

Entnahme: Es sind keine speziellen Vorbereitungen erforderlich. Der Patient muss zur Probenentnahme nicht niichtern
sein. Verwendet werden kann Serum oder Plasma, zu dem Heparin, Citrat, CPD, CPDA-1 oder EDTA
(Ethylendiamintetraacetat) als Antikoagulanzien gegeben wurden. Das richtige Volumenverhaltnis zwischen
Probenvolumen und zu verwendendem Antikoagulans geht aus der Anleitung des Herstellers der Probenahmerdhrchen
hervor. Zur Vermeidung einer Hamolyse das Serum oder Plasma sobald wie moglich vom Blutkuchen oder den
Erythrozyten entfernen. Es kénnen Proben aus Serumtrennréhrchen und segmentierten Blutbeutelschlduchen verwendet
werden. Erhohte Lipid- (3000 mg/dl), Gesamtbilirubin- (20 mg/dl), Rheumafaktor- oder Hamoglobin- (3051 mg/dl)
Spiegel haben keinen Einfluss auf das Avioq HTLV-I/II-Mikro-ELISA-System. Proben kénnen 30 Minuten lang bei 56 °C
in der Warme inaktiviert werden, ohne dass ein Reaktivitatsverlust auftritt. Fiir andere Probenarten einschliefSlich
Pleuraerguss, Speichel, Oralfliissigkeit, Eluate von Trockenblut-Stanzlingen und nicht-humane Proben ist die Leistung
nicht ermittelt worden.

Lagerung: Proben sollten frei von mikrobiellen Verunreinigungen sein und kénnen bis zu zwei Wochen bei 2°C - 8°C
gelagert werden. Zur Langzeitlagerung Proben bei -20 °C einfrieren. Proben nach dem Auftauen mischen. Proben
koénnen einmal gefroren und aufgetaut werden, ohne dass ein Reaktivitdtsverlust auftritt. Wiederholt gefrorene und
aufgetaute Proben oder feststoffhaltige Proben kénnen jedoch falsche Ergebnisse liefern.

Versand: Bei der Verpackung von fiir den Versand vorgesehenen Proben sind die gesetzlichen Vorschriften in Bezug auf
den Transport von Krankheitserregern einzuhalten. Proben kénnen bei Umgebungstemperatur, gekiihlt (2 °C -8 °C)
oder tiefgekiihlt (-20 °C oder kilter) versandt werden. Nach dem Eingang beim Adressaten die Proben bei den oben
aufgefiihrten empfohlenen Lagertemperaturen aufbewahren.
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Proben von Leichen

Entnahme: Proben von Leichen konnen aus Serum, Serumtrennréhrchen oder EDTA-Plasma
entnommen werden. Klare, nicht hamolysierte Proben werden bevorzugt. Eventuellen Niederschlag
in den Proben durch Zentrifugieren entfernen.

Lagerung: Proben von Leichen kénnen bis zu 14 Tage bei 2 °C bis 8 °C bzw. bei -20 °C mit vier
Gefrier-/Auftauzyklen gelagert werden. Nach dem Auftauen und vor dem Testen griindlich
mischen.

VERSAND: BEI DER VERPACKUNG VON FUR DEN VERSAND VORGESEHENEN
PROBEN SIND DIE GESETZLICHEN VORSCHRIFTEN IN BEZUG AUF DEN
TRANSPORT VON KRANKHEITSERREGERN EINZUHALTEN. PROBEN KONNEN
BEI EINER TEMPERATUR VON -20 °C BIS -30 °C VERSANDT WERDEN. NACH DEM
EINGANG BEIM ADRESSATEN DIE PROBEN BEI DEN EMPFOHLENEN
LAGERTEMPERATUREN MAX. 14 TAGE (EINSCHLIESLICH VERSANDZEIT)
LAGERN.
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VERFAHREN FUR DAS AVIOQ HTLV I/II-MIKRO-ELISA-TESTSYSTEM

Mitgelieferte Materialien
HTLV-I/II-Mikro-ELISA-Streifen

EnzAbody® fiir HTLV-I/IT

EnzAbody®-Verdﬁnnungsmittel
Probenverdiinnungsmittel
TMB-Losung
Peroxidldsung
Negatives Kontrollserum
Positives HTLV-I-Kontrollserum
Positives HTLV-II-Kontrollserum
Klemme und Stab
Versiegelungsmaterial fiir Platten
Zusitzliche benoétigte, aber nicht mitgelieferte Materialien
Instrumente/ Ausriistung
Hinweis: Weitere Informationen zu den einzelnen Instrumenten sind dem vom Hersteller mitgelieferten Handbuch
zu entnehmen:
a) Aufstellung und spezielle Anforderungen.
b) Funktionsprinzipien, Anleitungen, Vorsichtsmanahmen und Gefahren.
c) Angaben des Herstellers zu den Technischen Daten und zur Leistungsfahigkeit.
d) Informationen zu Wartung und Instandhaltung.
e) Qualitatskontrolle.
Automatisiertes Verdiinnungs-/Spendersystem oder vergleichbares
Absaug-/Waschsystem
Das Ansaug-/Waschsystem muss in der Lage sein, ein Volumen von mindestens 300 pl abzugeben und einen
Einwirkzyklus von 30 + 5 Sekunden durchzufiihren. Abgesaugter Abfall muss in einem geschlossenen System
aufgenommen werden.
Einstellbares Mehrkanal-Pipettensystem mit variablem Volumen und einer Kapazitat von 50 - 300 pl + 5 % und
Spitzen
Mikropipetten mit einer Kapazitit von 20 pul £5 %, 100 ul =5 % und Spitzen
Inkubator: Trockeninkubator, Heizblock oder Aquivalent, mit dem eine Temperatur von 37 °C +2 °C aufrechterhalten
werden kann.
Mikro-ELISA-Plattenlesegerét
Verwendet werden kann jedes Mikro-ELISA-Lesegerit fiir Licht von 450 nm + 5 nm oder zwei Wellenlédngen, 450
nm + 5 nm und 620/630 nm + 5 nm als Referenz, mit einem linearen Extinktionsbereich von 0 bis 2,000, einer
Verschiebung von weniger als 0,005 % AU/h und einer Bandbreite auf halber Hohe von 10 £ 2 nm.
Zeitgeber
Messzylinder, 50 ml und 1-2,51 oder Aquivalent
Reagenzien/Einwegartikel
Waschpufferkonzentrat (Produktnummer 559879)
2 N Schwefelsaure
Gereinigtes Wasser, USP, NCCLS Typ I*! oder Aquivalent
Streifenhalter mit unbeschichteten Vertiefungen
Saugfahiges Papier
V-férmige Einwegtrdge oder Aquivalent
Einweghandschuhe
Natriumhypochloritlésung (5 %), fliissiges Bleichmittel oder ein dquivalentes Desinfektionsmittel
Zweckmaflige Behilter fiir biogefdhrdende Abfélle zur Aufnahme von Materialien, die moglicherweise mit
Infektionserregern kontaminiert sind
Polypropylen-Einwegrohrchen mit Verschluss (15 oder 50 ml) oder Aquivalent
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Von Avioq Inc. erhiltliche Materialien
100-ml-Flasche mit Waschpufferkonzentrat (Produktnummer 559879)
4 X 100-ml-Flaschen mit Waschpufferkonzentrat (Produktnummer 559880)

Hinweise zur Testdurchfiihrung

1.  Nichtbefolgen der Anleitung der Packungsbeilage kann falsche Ergebnisse oder ungiiltige Assays zur Folge haben.

2. Mikro-ELISA-Streifen, EnzAbody fiir HTLV-I/II, EnzAbody-Verdiinnungsmittel, Probenverdiinnungsmittel,
TMB-Losung, Peroxidlosung und Kontrollen, die in einem Assay verwendet werden, miissen dieselbe
Stammchargennummer aufweisen. Fiir den Waschpulffer ist die Stammchargennummer nicht von Relevanz; er
kann mit jeder Stammkit-Chargennummer verwendet werden. Materialien vor dem auf der Verpackung
angegebenen Verfallsdatum verwenden. Vor Untersuchungsbeginn sollten die Komponenten und die Proben
Raumtemperatur (15 °C - 30 °C) aufweisen und ggf. gemischt werden. Die Reagenzien nach der Verwendung
wieder auf 2 °C — 8 °C abkiihlen. Nicht tiefgekiihlt lagern.

3.  Streifen der Mikro-ELISA-Platte sind entfernbar. Unbenutzte Streifen geméaf} der Beschreibung unter
,ANWEISUNGEN FUR DIE LAGERUNG VON KITS" aufbewahren. Vor Testbeginn den Mikro-ELISA-
Streifenhalter {iberpriifen und sicherstellen, dass alle Streifen einen festen Sitz haben. Streifenhalter vorsichtig
handhaben, damit gewéhrleistet ist, dass sich die Streifen wahrend des Tests nicht 16sen. Mikro-ELISA-Streifen
konnen nummeriert werden, damit sie an der richtigen Stelle wieder eingefiihrt werden konnen, falls sie sich gelost
haben.

4.  Mikro-ELISA-Streifen und Versiegelungsmaterial fiir Platten diirfen nur einmal verwendet werden.

5. Zur Vermeidung von Verunreinigungen die Oberseite der Streifen oder den Rand der Vertiefungen nicht mit
Fingern oder mit Pipettenspitzen beriihren.

6.  Alle Reagenzien und Proben miissen vor der Verwendung gut gemischt werden. Die Positiv- und
Negativkontrollen kénnen vor dem Pipettieren geschwenkt werden. Die Positiv- und Negativkontrollen genauso
wie Proben dispensieren und verdiinnen. Pro Platte (Streifenhalter) jeweils eine Positivkontrolle eines jeden Typs
und drei Negativkontrollen analysieren. Wenn mehr als ein Streifenhalter verarbeitet wird, ist sicherzustellen,
dass alle vorgeschriebenen Inkubationszeiten eingehalten werden.

7. Alle Pipettierschritte sind mit duflerster Sorgfalt und Genauigkeit durchzufiihren. Kreuzkontaminationen zwischen
Reagenzien machen Testergebnisse ungiiltig. Fiir die quantitative Ubertragung von Proben und Reagenzien
Mikropipetten verwenden. Beim manuellen Pipettieren von Kontrollen und Proben einzelne Einweg-
Probenspitzen verwenden, um ein Vermischen von Probenmaterialien zu vermeiden. Mikrobielle oder andere
Verunreinigungen von Reagenzien vermeiden.

8.  Wenn in diesem Assay eine Probe versehentlich nicht zugegeben wird, indem beispielsweise eine Vertiefung
ausgelassen wird, konnen die Assay-Ergebnisse fiir diese Probe falschlicherweise als nicht reaktiv interpretiert
werden.

9. Die Tiir des Inkubators (37 °C) wahrend des Inkubationszeitraums nicht 6ffnen.

10. Jegliche chemische Verunreinigung von Reagenzien und Ausriistung vermeiden. Eine routinemafiige
Instandhaltung des Saug-/Waschsystems wird dringend empfohlen, um ein Mitschleppen von Antikdrper aus
hochreaktiven Proben in nicht reaktive Proben zu vermeiden.

11. Mikroplattenwascher nach Abschluss des letzten Waschschritts des Assays mit reichlich Wasser spiilen. Die
Anleitung des Herstellers zur Instandhaltung des Fliissigkeitshandhabungssystems von automatisierten
Mikroplattenprozessoren beachten.

12. Vor dem manuellen Waschen von Platten muss dieses Verfahren validiert werden. Die Verwendung eines
Plattenwaschautomats wird empfohlen (Anforderungen an Waschautomaten finden Sie unter ,, Zusitzliche
benétigte, aber nicht mitgelieferte Materialien”). Unvollstandiges Waschen hat negative Auswirkungen auf die
Testergebnisse.

13. Die Analyse des Assays muss unterbrechungsfrei bis zum Abschluss und innerhalb der in der Packungsbeilage
aufgefiihrten Zeitbegrenzungen erfolgen.
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14.
15.

16.

17.

18.

19.

20.

Ubrig gebliebene Reagenzien nicht wieder in die jeweiligen Originalflaschen fiillen.

Die Mikrovertiefungen nicht unten an der Aufienseite beriihren. Fingerabdriicke oder Kratzer kénnen die
Auswertung der Mikrovertiefungen beeintrachtigen.

Sicherstellen, dass die Mikro-ELISA-Streifen wihrend des Testverfahrens waagerecht im Mikro-ELISA-
Streifenhalter positioniert sind. Die Unterseite der Mikro-ELISA-Streifen bei Bedarf mit einem weichen,
fusselfreien, saugfahigen Tuch vorsichtig abwischen, um vor dem Ablesen Feuchtigkeit, Staub oder Fremdkorper
zu entfernen. Falls erforderlich kann auch getrockneter Puffer von der Unterseite der Mikro-ELISA-Streifen
entfernt werden, indem die Unterseite der Mikro-ELISA-Streifen vor dem Ablesen mit einem mit Wasser
befeuchteten, weichen Tuch und dann mit einem trockenen, weichen, fusselfreien Tuch abgewischt wird.

Werte von Negativ- oder Positivkontrollen, die nicht innerhalb des erwarteten Wertebereichs liegen (siehe
Abschnitt ,Qualitdtskontrolle”), konnen auf ein technisches Problem oder eine Zersetzung des Produkts
hindeuten.

Alle Pipettiervorrichtungen nach den Anweisungen des Herstellers mit Sorgfalt verwenden, regelmafig kalibrieren
und instandhalten.

Das Lesegerit fiir Mikro-ELISA-Platten kann einen Referenzfilter von 620 nm oder 630 nm enthalten. Bei
Verwendung eines Instruments ohne Referenzfilter konnen undurchsichtige, verkratzte oder unregelméafige
Bereiche an der Unterseite der Mikrovertiefungen ungenaue Ablesewerte zur Folge haben.

Blasen in den Vertiefungen der Mikro-ELISA-Streifen kénnen zu ungenauen Ablesewerte fiir diese
Mikrovertiefungen fithren. Sorgfaltig darauf achten, dass keine Blasen vorhanden sind.

21. Nur richtig kalibrierte Ausriistung verwenden.
Waschverfahren
1.  Unvollstandiges Waschen hat negative Auswirkungen auf die Testergebnisse. Waschpuffer muss Raumtemperatur

(15 °C - 30 °C) aufweisen, bevor er verwendet werden kann.

Den Inhalt der Vertiefungen in einen Abfallbehilter absaugen. Die Vertiefungen dann mit (etwa 0,3 ml)
Waschpuffer fiillen und etwa 30 + 5 Sekunden einwirken lassen, sofern nicht anders vorgegeben. Die Waschlésung
absaugen und den Wasch- und Einwirkvorgang weitere drei Mal wiederholen, sodass insgesamt vier
Waschvorgange durchgefiihrt werden.

Sicherstellen, dass die Mikro-ELISA-Streifen nach dem letzten Saugvorgang vollstindig abgesaugt sind. Den
Streifenhalter umdrehen und bei Bedarf fest auf einem sauberen Papiertuch ausklopfen, damit tiberschiissiger
Waschpuffer aufgesaugt wird.

Testverfahren

1.

Die benétigte Anzahl Mikro-ELISA-Streifen in den Streifenhalter einfithren. Wenn ein Wascher fiir
96 Vertiefungen verwendet wird und weniger als zwolf Streifen benotigt werden, die Platte mit unbeschichteten
Streifen auffiillen.

Mittels eines der unten aufgefithrten Verfahren eine 1:5-Verdiinnung von jeder Testprobe und Kontrolle herstellen.
Auf jeder Platte sind unabhéngig von der Anzahl der verwendeten Streifen drei Vertiefungen fiir die
Negativkontrolle, eine Vertiefung fiir die HTLV-I-Positivkontrolle und eine Vertiefung fiir die HTLV-II-
Positivkontrolle vorzusehen. Vor dem Pipettieren oder der Aufteilung in Aliquote fiir die automatisierte
Verwendung die Kontrollen griindlich (z. B. durch Schiitteln) mischen.

Vorsicht: Nach Beginn des Assays die Vertiefungen der Mikro-ELISA-Streifen nicht austrocknen lassen.

Direkte Probenzugabe

Manuelles Verfahren: Mit einer kalibrierten Pipette 80 ul Probenverdiinnungsmittel in jede Vertiefung des Mikro-
ELISA-Tests geben. 20 ul Probe oder Kontrolle unter Verwendung einer Einweg-Mikropipettenspitze zugeben.
Durch wiederholtes Ansaugen und Dispensieren der Probe (mindestens 3-4 Mal) die Probe bei jeder Zugabe mit
Probenverdiinnungsmittel vermischen.

Automatisiertes Verfahren: Den kalibrierten Verdiinner/Spender so programmieren, dass in jede Vertiefung des
Mikro-ELISA-Streifens eine 1:5-Verdiinnung, typischerweise aus 20 pl einer Probe oder Kontrolle und 80 pul
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10.

11.

Probenverdiinnungsmittel, gegeben wird. Die in der Pipettenspitze verbleibende Restmenge berechnen,
verifizieren und in die Programmierung integrieren.

Hinweis: Die Probe kann gemaf3 der Beschreibung fiir das manuelle Verfahren zum Probenverdiinnungsmittel
dazugefiigt werden.

Indirekte Probenzugabe

Manuelles Verfahren: In ein sauberes Reagenzrohrchen 120 ul Probenverdiinnungsmittel und dann 30 ul Probe oder
Kontrolle pipettieren. Den Inhalt gut mischen. Verdiinnte Proben in verschlossenen Rohrchen konnen bis zu

24 Stunden lang bei 2 °C - 8 °C gelagert werden, miissen zum Zeitpunkt des Testens jedoch Raumtemperatur (15
°C - 30 °C) aufweisen. In jede Vertiefung des Mikro-ELISA-Streifens 100 pul der verdiinnten Probe pipettieren.

Die Streifen mit Klebstoff-Versiegelungsmaterial fiir die Platten oder einem Aquivalent abdecken. Wenn
Versiegelungsmaterial fiir die Platten verwendet wird, darauf achten, dass alle Vertiefungen abgedeckt sind.
Innerhalb von 30 Minuten 60 + 5 Minuten bei 37 °C + 2 °C inkubieren.

Wo erforderlich, das Versiegelungsmaterial fiir Platten nach der Inkubation entsorgen. Nicht wiederverwenden.
Jede Vertiefung vier Mal mit Waschpuffer waschen und einwirken lassen (siehe , Waschverfahren”).

In jede Vertiefung 100 ul EnzAbody-Arbeitslosung pipettieren. (Eine Anleitung ist unter , HERSTELLUNG DER
REAGENZIEN” aufgefiihrt).

Vorsicht: Darauf achten, dass rekonstituiertes EnzAbody-Konzentrat oder EnzAbody-Arbeitslésung das TMB-
Substrat nicht verunreinigt. Wenn fiir die Zugabe der beiden Reagenzien dieselben Gerite verwendet wird,
miissen neue Einwegspitzen verwendet werden.

Die Streifen mit neuem Versiegelungsmaterial fiir Platten oder einem Aquivalent abdecken. Wenn
Versiegelungsmaterial fiir die Platten verwendet wird, darauf achten, dass alle Vertiefungen abgedeckt sind. 60 £
5 Minuten bei 37 °C * 2 °C inkubieren.

Bei Verwendung mit dem ORTHO® Summit System (OSS) 30 + 5 Minuten bei 37 °C + 2 °C inkubieren.

Wo erforderlich, das Versiegelungsmaterial fiir Platten nach der Inkubation entsorgen. Nicht wiederverwenden.
Jede Vertiefung vier Mal mit Waschpuffer waschen und einwirken lassen. Siehe , Waschverfahren”.

In jede Vertiefung 100 ul TMB-Substrat pipettieren. Nicht mit einem Klebstoff-Versiegelungsmaterial fiir Platten
abdecken. (Eine Anleitung ist unter , HERSTELLUNG DER REAGENZIEN" aufgefiihrt).

30 + 5 Minuten bei Raumtemperatur (15 °C — 30 °C) inkubieren.

Die Reaktion durch Zugabe von 100 pl 2N Schwefelsdure zu jeder Vertiefung stoppen (dieselbe Reihenfolge und
dieselben Zeitintervalle wie bei der Zugabe von TMB-Substrat einhalten). Platten innerhalb von zwei Stunden
ablesen.

Mit dem Mikro-ELISA-Lesegerét eine Blindmessung an Luft (ohne Streifenhalter und Streifen) durchfiihren und
die Extinktion bei 450 nm + 5 nm (eine Wellenldnge) oder 450 nm + 5 nm und 620/630 nm * 5 nm als Referenz (zwei
Wellenlangen) bestimmen.
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Qualititskontrolle

Bedingungen fiir die Werte der Negativkontrolle (NC): Die Extinktion der Negativkontrolle muss gréfer gleich
0,000 und kleiner gleich 0,120 sein. Werte fiir Negativkontrollen aufierhalb dieses Bereichs sind auszuschliefsen.
Wenn mehr als zwei Werte kleiner als 0,000 oder groer als 0,120 sind, ist die Analyse ungiiltig und muss
wiederholt werden. Den Mittelwert der Negativkontrollen (NCX) der verbleibenden Kontrollwerte berechnen.

Bedingungen fiir die Werte der HTLV-I- (PC-I) und HTLV-II- (PC-II) Positivkontrollen: Die Extinktion von PC-
I und PC-II muss grofer gleich 0,500 sein. Wenn der Wert von PC-I bzw. von PC-II kleiner als der vorgeschriebene
Wert ist, ist die Analyse ungiiltig und muss wiederholt werden.

Giiltigkeit eines Tests: Die Analyse eines Tests ist giiltig, wenn die Werte fiir die Positiv- und Negativkontrollen

in den vorgegebenen Bereichen liegen und wenn

(PC-I) - NCX 20,380 (PC-II) - NCX > 0,380

Wenn die Ergebnisse diese Kriterien nicht erfiillen, konnte es am Verfahren liegen und die Analyse ist ungiiltig

und muss wiederholt werden.

ERGEBNISSE
Berechnungen

Die Berechnungen miissen fiir jeden Streifenhalter getrennt durchgefiihrt werden.

Cut-Off-Wert: Wenn die Analyse des Tests giiltig ist, wird der Cut-Off-Wert wie folgt berechnet:

Cut-Off-Wert = NCX + 0,330

Eine Testprobe ist nicht reaktiv, wenn die Extinktion der Probe grofier gleich 0,000 und kleiner als der Cut-Off-

Wert ist.

Eine Testprobe ist reaktiv, wenn die Extinktion der Probe grofer als der Cut-Off-Wert oder gleich diesem ist.

Berechnungen fiir Proben
Extinktion (eine Wellenldnge)

NC = 0,065, 0,070, 0,075
NCX = 0,070

PCI = 1,110

PC-II = 1,050
Annahmekriterien

Extinktion (zwei Wellenldngen)

NC = 0,034, 0.030, 0.035
NCX = 0,033
PCI = 1,073
PCII = 1,013

Extinktionswerte von Kontrollen, die die folgenden Kriterien nicht erfiillen, sind auszuschliefien:

Kein Ausschluss
Kein Ausschluss
Kein Ausschluss

0,000 <NC<0,120
PC-1>0,500
PC-II > 0,500

Es muss gewdahrleistet sein, dass die vorgegebenen Annahmekriterien fiir folgende Bedingungen erfiillt sind.

(Eine Wellenlinge)
(PC-I) - NCX 20,380
(PC-II) - NCX > 0,380
1,110 - 0,070 = 1,040
1,050 - 0,070 = 0,980

Bestanden
Bestanden

Giiltigkeit eines Tests (eine Wellenldnge)

Bestanden

Berechnung des Cut-Off-Werts (eine Wellenldnge)
Cut-Off-Wert: = NCX + 0,330

= 0,070+0,330
0,400

(Zwei Wellenldngen)

Bestanden
Bestanden

1,073 - 0,033 = 1,040
1,013 - 0,033 = 0,980

Giiltigkeit eines Tests (zwei Wellenldngen)

Bestanden

Berechnung des Cut-Off-Werts (zwei Wellenldngen)
Cut-Off-Wert: = NCX +0,330

= 0,033+0,330
0,363
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INTERPRETATION DER ERGEBNISSE

1.  Proben mit Extinktionswerten, die grofSer gleich 0,000 und kleiner als der Cut-Off-Wert sind, werden gemafs den
Kriterien des Avioq HTLV-I/II als nicht reaktiv betrachtet und konnen als negativ fiir Antikorper gegen HTLV-I
und HTLV-II betrachtet werden. Ein negatives Testergebnis schliefst die Mdglichkeit eines Kontakts oder einer
Infektion mit HTLV-I/II nicht aus.

2. Ergebnisse von Proben mit Extinktionswerten kleiner 0,000 miissen noch einmal erneut getestet werden, um das
urspriingliche Ergebnis zu verifizieren. Wenn die Probe beim erneuten Test Extinktionswerte ergibt, die kleiner als
der Cut-Off-Wert sind, kénnen die Proben geméf} den Kriterien von Avioq HTLV-I/II als negativ fiir Antikorper
gegen HTLV-I und HTLV-II betrachtet werden.

3. Proben mit Extinktionswerten, die grofler als der Cut-Off-Wert oder gleich diesem sind, werden geméfs den
Kriterien von Avioq HTLV-I/II zunéchst als reaktiv betrachtet. Vor einer Interpretation muss die Probe mittels des
Avioq HTLV-I/II-Assays zweimal erneut getestet werden. Wenn einer der zwei Wiederholungstests eine
Reaktivitét ergibt, wird die Probe gemafs den Kriterien des Avioq HTLV-I/II-Mikro-ELISA-Systems als wiederholt
reaktiv gegeniiber Antikdrpern gegen HTLV-I bzw. HTLV-II betrachtet.

4.  Proben, die beim ersten Test als reaktiv betrachtet wurden und bei beiden Wiederholungstests nicht reagieren,
werden als negativ fiir Antikérper gegen HTLV-I/II betrachtet.

5. In den meisten Szenarien ist es zweckmafiig, wiederholt reaktive Proben mit zusatzlichen Tests mit hcherer
Spezifitdt zu untersuchen (LIMITIERUNGEN DES VERFAHRENS). Proben, bei denen mittels ELISA wiederholt
eine Reaktivitat festgestellt wurde und fiir die in zusétzlichen Tests mit hoherer Spezifitét positive Ergebnisse
ermittelt wurden, konnen als positiv fiir Antikérper gegen HTLV-I bzw. HTLV-II betrachtet werden. Die
Interpretation von Ergebnissen fiir Proben, die mittels ELISA wiederholt als reaktiv und mittels zuséatzlicher Tests
mit hoherer Spezifitét als negativ oder unbestimmt ermittelt wurden, ist unklar; eine weitere Abklarung kann
durch die Untersuchung einer weiteren Probe erfolgen, die von derselben Person drei bis sechs Monate spater
genommen wird.

LIMITIERUNGEN DES VERFAHRENS

Das ,TESTVERFAHREN” und die ,INTERPRETATION DER ERGEBNISSE” des Avioq HTLV-I/II-Mikro-ELISA-
Systems miissen strikt eingehalten werden, wenn Plasma oder Seren von Einzelpersonen auf das Vorhandensein von
Antikorpern gegen HTLV-1 bzw. HTLV-II getestet werden. Dieser Assay wurde fiir die Verwendung mit humanem
Serum oder Plasma von einzelnen Patienten- und Spenderproben konzipiert und validiert und vom Serum oder
Plasmamustern versammelten sich von cadaveric Spendern. Fiir andere Probenarten (d.h. Pleuraerguss, Speichel,
Oralfliissigkeit, Eluate von Trockenblutstanzlingen, Proben nicht menschlichen Ursprungs usw.), gepoolte Blutproben
oder verarbeitetes Plasma und aus solchen gepoolten Proben hergestellten Produkte sind keine Leistungsmerkmale
ermittelt worden.

Wenn Proben nicht gemafs der Beschreibung unter , TESTVERFAHREN” zugegeben werden, kdnnen falsch negative
Ergebnisse die Folge sein.

Das Avioq HTLV-I/II-Mikro-ELISA-System weist Antikorper gegen HTLV-I bzw. HTLV-II in Blut nach und ist somit als
Screening-Tool fiir gespendetes Blut zur Vermeidung einer Ubertragung von HTLV-I bzw. HTLV-II auf Empféanger von
zelluldren Blutkomponenten und als Hilfsmittel fiir die klinische Diagnose von HTLV-I- oder HTLV-II-Infektionen und
damit im Zusammenhang stehende Krankheiten niitzlich. Es ist bekannt, dass eine durch Transfusion von infizierten
Blutprodukten erworbene HTLV-I-Infektion bei Empfangern Erkrankungen auslosen kann,36

In den vom U.S. Public Health Service verdffentlichten Richtlinien40 wird empfohlen, wiederholt reaktive Proben durch
zusétzliche Tests mit hoherer Spezifitat wie dem Western Blot (WB) und dem Radioimmunprazipitationsassay (RIPA)
zu untersuchen. Diese zusétzlichen Tests sollten zusatzlich zu typspezifischen Peptid- oder Sondentests zur
Unterscheidung zwischen HTLV-I und HTLV-II verwendet werden. Bei der Interpretation solcher Tests ist auf die
Ubereinstimmung mit den hier verdffentlichten Richtlinien zu achten.
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Wenn festgestellt wird, dass das Serum oder Plasma einer Person sowohl beim ELISA als auch in zusitzlichen Tests mit
hoherer Spezifitat eine Reaktivitat aufweist, wird vermutet, dass diese Person mit dem HTLV-I- oder HTLV-II-Virus
infiziert ist. Die medizinischen Auswirkungen einer HTLV-II-Seropositivitit sind unbekannt. Diesen Personen sollten
eine entsprechende Beratung und eine medizinische Untersuchung gemaf den vom staatlichen Gesundheitswesen

veroffentlichten Richtlinien angeboten werden.40 Eine solche Untersuchung sollte als wichtiger Bestandteil der
Untersuchung auf HTLV-I/II-Antikorper betrachtet werden und die Bestatigung der Testergebnisse an einer frisch
entnommenen Probe einschliefen.

ATL und TSP/HAM sind klinische Syndrome, deren Diagnose nur klinisch gestellt werden kann. Eine Untersuchung nur
mit dem Avioq HTLV-I/II-Mikro-ELISA-System ist fiir die Diagnose dieser Erkrankungen selbst dann nicht ausreichend,
wenn die empfohlene Untersuchung von reaktiven Proben das Vorhandensein von HTLV-I-Antikorpern bestétigt. Ein
negatives Testergebnis an einem beliebigen Punkt der serologischen Untersuchung schliefit die Moglichkeit eines
Kontakts oder einer Infektion mit HTLV-I oder HTLV-II nicht aus. Wenn klinische Verdachtsmomente fiir eine HTLV-I-
oder HTLV-II-Infektion vorliegen, sollten wiederholte Tests mit dem Avioq HTLV-I/II-Mikro-ELISA-System in Betracht
gezogen werden. Wenn mit diesem Assay negative Ergebnisse fiir Personen erhalten werden, die zuvor Kontakt mit
HTLV-I bzw. HTLV-II hatten, kann dies daran liegen, dass die Antikorper-Spiegel unterhalb der Nachweisgrenze dieses
Assays liegen oder die Antikorper keine Reaktivitat gegeniiber den in diesem Assay verwendeten HTLV-Antigenen
aufweisen.

Bei einem Testkit dieses Typs sind falsch positive Ergebnisse zu erwarten. Der Anteil von Proben, die falschlicherweise
als reaktiv nachgewiesen werden, hangt von der Pravalenz der HTLV-I- bzw. HTLV-II-AntikOrper in der gescreenten
Population und der Sensitivitat und Spezifitat des eingesetzten Testkits des Herstellers ab.

ERWARTETE ERGEBNISSE

Der Prozentwert der Proben, die in einer normalen Spenderpopulation als wiederholt positiv bestimmt wird,
unterscheidet sich in Abhangigkeit von der Pravalenz der HTLV-I- oder HTLV-II-Antikorper in der betreffenden
geografischen Region. Zu Regionen mit einer hohen Pravalenz fiir HTLV-I zdhlen: Teile von Afrika, Mikronesien, Japan,
die hawaiianische Inselgruppe und die karibischen Inseln. Zu Populationen mit einer hohen Préavalenz fiir HTLV-I
zdhlen: Populationen intravendser Drogenabhangiger und verschiedene indianische Stimme in Nord- und Stidamerika.
Erfahrungswerte zu in den USA gescreenten Blutspendern sind im Abschnitt ,Spezifitit” aufgefiihrt. Erfahrungen mit
der Untersuchung von Populationen mit HTLV-I-Erkrankungen oder mit einem hohen Risiko fiir HTLV-I oder HTLV-II
sind in den Abschnitten , Sensitivitdt und endemische Populationen” aufgefiihrt.
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LEISTUNGSMERKMALE DES ASSAYS

Reproduzierbarkeit

Replikationen von Proben, die positiv fiir HTLV-I- und HTLV-II-Antikorper waren und verschiedene Reaktivitdtsgrade
aufwiesen, Negativproben und Kontrollen des Kits wurden an mehreren Priifzentren (n=3) getestet, wobei mehrere Kit-
Chargen (n=3) und mehrere Techniker (n=2) an mehreren Tagen (n=4) eingesetzt wurden. Die Gesamt-, die Interassay-
und die Intraassay-Prazision sind in der nachfolgenden Tabelle 1 aufgefiihrt.

Tabelle 1: Reproduzierbarkeit des Assays

Insgesamt Interassay Intraassay
Kennung N Mittelwert | SD cv SD cv SD cv
HTLV-151 288 2,93 0,346 11,8 0,328 11,2 0,115 3,9
HTLV-1S52 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 5,2
HTLV-154 288 1,62 0,206 12,7 0,196 12,1 0,067 4,1
HTLV-IS5 288 0,19 0,024 12,6 0,018 9,5 0,016 8,4
HTLV-II S1 288 3,13 0,348 11,1 0,331 10,6 0,113 3,6
HTLV-II 52 288 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 58
HTLV-II S5 288 0,18 0,029 15,9 0,020 11,1 0,021 11,7
NC 216 0,18 0,027 15,0 0,021 11,7 0,018 10,0

PC HTLV-I 72 2,69 0,338 12,6

Kennung Identifizierung des Elements der Testreihe

N Anzahl der Replikationen

MITTELWERT Mittelwert des Verhéltnisses zwischen Signal und Cut-Off-Wert (Signal to

Cutoff Ratio, SCR)
SD Standardabweichung des SCR
Ccv Variationskoeffizient des SCR

18
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Spezifitit

Die Spezifitédt dieses Assays wurde untersucht, indem 11.415 normale humane Serum- und Plasmaproben getestet
wurden, die an mehreren Priifzentren gesammelt worden waren. Eine Aufschliisselung der nach Priifzentrum und
Probentyp aufgeschliisselten Daten ist in Tabelle 2 unten aufgefiihrt. Auf der Grundlage einer angenommenen
Pravalenz fiir HTLV-I- und HTLV-II-Antikérper in normalen humanen Spendern von null betrug die geschétzte
Gesamtspezifitat dieses Assays 99,95 % (95%-Konfidenzintervalle von 99,89% bis 99,98 %). Fiir jede Population sind auch
95 %-Konfidenzintervalle fiir die Rate der wiederholt reaktiven Proben und die geschatzte Spezifitat fiir jedes
Priifzentrum und jeden Probentyp eingeschlossen.

Tabelle 2: Geschitzte Spezifitit in Vollblut und Plasma in nach dem Zufallsprinzip festgelegten
Spender- und Source-Plasma-Populationen

Getestete Anféang- Anféng- Bei Bei 95 %-Konfidenz- Zusétzlicher *Geschitzte 95 %o~
Anzahl lich nicht | lich Wieder- Wieder- intervalle von bei | Test positiv*** Spezifitat Konfidenzintervalle
reaktiv reaktiv holung holung Wiederholung (%) der Spezifitat*™ (%)
reaktiv reaktiv reaktiven
(%) Proben** (%)
Serum 1315 1314 1 1 0,08 0,004 {0334 |0 99,92 99,58 | 99,99
Priifzen
trum 1
Serum 3754 3753 1 1 0,03 0,002 | 0,117 | O 99,97 99,85 | 99,99
Priifzen
trum 2
Plasma | 1255 1255 0 0 0,00 0,000 | 0,153 | 0 100,00 99,71 | 100,00
Priifzen
trum 1
Plasma | 3812 3809 3 3 0,08 0,020 [ 0,204 | O 99,92 99,77 | 99,98
Priifzen
trum 2
Source- | 1279 1276 3 1 0,08 0,004 {0344 | O 99,92 99,57 | 99,99
Plasma-
Priifzen
trum

*=(Anzahl gescreent — Anzahl wiederholt reaktiv) X 100

(Anzahl gescreent — Anzahl bestatigt positiv)

**= Die Konfidenzintervalle fiir die Spezifitit wurden mit dem exakten Verfahren berechnet.

*#* = In diesen Studien war ein positives Ergebnis als Vorhandensein von Antikorpern gegen zwei Genprodukte

(gag, p19 bzw. p24 und env, gp46 bzw. 61/68) mittels Western Blot bzw. RIPA definiert.

Weitere zusétzliche Tests und die Differenzierung nach den Typen HTLV-I und HTLV-II erfolgten mittels der
folgenden Assays fiir Forschungszwecke: Reaktivitidt gegeniiber rekombinantem oder nativem gp46-I- oder
gp46-II-Peptid mittels Western Blot, HTLV-I- und HTLV-II-Peptid-EIAs, HTLV-I- und HTLV-II-IFA bzw. PCR
(unter Verwendung spezifischer Primer fiir die tax- und pol-Regionen).
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Reaktivitit bei moglicherweise interferierenden Erkrankungen

In diesem Assay wurden Proben von Personen mit Erkrankungen, die eine nichtspezifische Reaktivitdt des Assays
verursachen konnten, getestet. Die getesteten Proben sind in der nachfolgenden Tabelle 3 aufgefiihrt. Alle Proben waren

nicht reaktiv.

Tabelle 3: Reaktivitit in Proben von Personen mit Erkrankungen, die in keinem

Zusammenhang miteiner HTLV-I- oder HTLV-II-Infektion stehen

Anzahl der
Anzahl der anfanglich
Probenkategorie getesteten Proben | reaktiven Proben

Cytomegalovirus-Antikorper 10 0
Epstein-Barr-Virus-Antikorper 10 0
Herpes-simplex-Virus-Antikoérper 10 0
HIV-1-Antikorper 10 0
HIV-2-Antikorper 10 0
Hepatitis-B-Virus-Oberfldchen-Antigen 10 0
Syphilis-Antikorper 10 0
Antinukledre Antikorper 10 0
Mehrere Transfusionen 10 0
Multipare Frauen 10 0
Rheumafaktor 10 0
HCV-Antikorper 10 0
Hyper-Gammaglobulindmie-IgG 10 0
Hyper-Gammaglobulindmie-IgM 10 0
Toxoplasmose-Antikorper 10 0
Empfanger von Influenzaimpfstoff 36 0

Reaktivitit in Proben mit moglicherweise interferierenden Substanzen

In diesem Assay wurden Proben, die lipamisch (n=10), hamolysiert (n=10) waren oder einen erhéhten Bilirubinspiegel

(n=10) enthielten, auf nichtspezifische Reaktivitat untersucht. Alle Proben waren nicht reaktiv. Dariiber hinaus wurde,
weil dieser Assay ein in E. coli produziertes rekombinantes Protein enthilt, eine Reihe von zweiundzwanzig (22) Proben,
von denen zuvor bestimmt worden war, dass sie positiv in Bezug auf das Vorhandensein von Antikérpern gegen E. coli
waren, getestet, um das Potenzial fiir eine Kreuzreaktivitat im Testsystem zu beurteilen. Alle Proben waren nicht

reaktiv.
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Sensitivitit

Die Sensitivitat dieses Assays wurde untersucht, indem Proben beurteilt wurden, fiir die in zusétzlichen Tests fiir
Forschungszwecke (Western Blot, RIPA, IFA und in einigen Féllen PCR) ermittelt worden war, dass sie seropositiv

waren. Diese Proben stammten von Populationen mit Erkrankungen im Zusammenhang mit HTLV, intravends
drogenabhéangigen Populationen und mit HTLV infizierten Blutspendern. Eine Auflistung der Ergebnisse ist in Tabelle 4

unten aufgefiihrt. Dieser Assay war bei allen 636 Proben, die mit den zusétzlichen Tests fiir Forschungszwecke positive
Ergebnisse ergaben, reaktiv. Dieser Assay wies anhand der Binominalverteilung bei einer Konfidenz von 95 % eine

geschatzte Sensitivitdt von 100 % (Intervall: 99,97 % bis 100 %) fiir 636 Proben, die mit zusatzlichen Tests fiir

Forschungszwecke positiv getestet worden waren, auf.

Tabelle 4: Reaktivitit gegeniiber Proben, die in zusitzlichen Tests fiir

HTLV-I-, HTLV-II- und HTLV-I/II-Antikérper positiv getestet worden waren

Anz. der wiederholt
reaktiven Proben in

Anz. der wiederholt
reaktiven Proben im

Ergebnis des zugelassenen HTLV- | Avioq HTLV-I/II
Gruppe zusitzlichen Anz. I-Tests
Testsa getestet
Adulte T-Zell-Leukdmie HTLV-1 47 47 47
Tropische spastische Paraplegie HTLV-1 43 43 43
Nasopharyngeales Lymphom HTLV-I 1 1 1
Intravendse Drogenabhangige HTLV-1 5 5 5
HTLV-II 95 94c¢ 95
Patienten in KrankenhausernbP HTLV-I 107 107 107
HTLV-II 38 38 38
Blutspender HTLV-I 146 146 146
HTLV-II 138 138 138
HTLV-I/II 16 16 16
INSGESAMT 636 635 636

a In diesen Studien war ein positives Ergebnis als Vorhandensein von Antikorpern gegen zwei Genprodukte (gag,

P19 bzw. p24 und env, gp46 bzw. 61/68) mittels Western Blot bzw. RIPA definiert.

Weitere zusitzliche Tests und die Differenzierung nach den Typen HTLV-I und HTLV-II erfolgten mittels der

folgenden Assays fiir Forschungszwecke: Reaktivitat gegeniiber rekombinantem oder nativem gp46-I- oder gp46-

II-Peptid mittels Western Blot, HTLV-I- und HTLV-II-Peptid-EIAs, HTLV-I- und HTLV-II-IFA bzw. PCR (unter
Verwendung spezifischer Primer fiir die tax- und pol-Regionen).

b Asymptomatisch und einige Symptome, die auf eine HTLV-Erkrankung hindeuten.

€ Der zugelassene HTLV-I-Test erfasste ein IVDA (Signal/Cut-Off-Werte 0,8, 0,9, 0,9), das mittels Western Blot (nur

p21) nicht bestimmbar war und mittels PCR als HTLV-II typisiert wurde, nicht.
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Populationen in endemischen Regionen fiir HTLV-I und HTLV-II

Die Leistung dieses Assays wurde anhand von Proben aus einer Population in einer endemischen Region fiir HTLV-I
und zwei Populationen in endemischen Regionen fiir HTLV-II untersucht. Fiir die Population aus einer endemischen
Region fiir HTLV-I wurden 532 Proben einer Population aus Pazifikinseln mit hoher Pravalenz ausgewertet. Mit
zusétzlichen Tests fiir Forschungszwecke (Western Blot, IFA oder RIPA) wurde ermittelt, dass 20 Proben aus dieser
Population positiv fiir HTLV-I-Antikorper waren. Alle 20 der HTLV-I-Antikorper-positiven Proben erwiesen sich in
diesem Assay und in einem zugelassenen HTLV-I-Assay wiederholt als reaktiv. Weitere 3 Proben, fiir die mit dem
zugelassenen HTLV-I-Test wiederholt eine Reaktivitat festgestellt wurde, waren in diesem Assay nicht reaktiv; mit den
verwendeten zusatzlichen Tests wurde festgestellt, dass keine dieser 3 Proben HTLV-I-Antikorper-positiv war. Die
Ergebnisse dieser Studie sind in der Tabelle unten zusammengefasst.

In den Studien zu endemischen Regionen fiir HTLV-II wurden insgesamt 525 Proben von einer Population
nordamerikanischer Indianer aus New Mexico (361) und dem Kayapo-Stamm aus dem Amazonasgebiet in Brasilien
(164) verwendet. In zusétzlichen Tests fiir Forschungszwecke (Western Blot, IFA, RIPA oder in manchen Fillen PCR)
wurde ermittelt, dass 60 Proben aus beiden Populationen HTLV-II-positiv waren. Von den Proben waren 58 in diesem
Assay wiederholt reaktiv. Die beiden Proben, die sich in diesem Assay als nicht reaktiv erwiesen, stammten von der
Population der Kayapo-Indianer. Alle HTLV-II-Proben der Population nordamerikanischer Indianer, die in zusatzlichen
Tests positiv getestet wurden, waren in diesem Assay wiederholt reaktiv. Eine Probe aus der Population
nordamerikanischer Indianer war in diesem Assay wiederholt reaktiv, aber im zuséatzlichen Test (Western Blot) nicht
positiv fiir HTLV-II-Antikérper. Die Ergebnisse dieser Studie sind in der nachfolgenden Tabelle 5 zusammengefasst.

Tabelle 5: Reaktivitit gegeniiber Proben von
Populationen aus endemischen Regionen fiir HTLV-I und HTLV-II

Anz'a.h : Anz. (Prozent) positiver
positiver Anz. R
. . Proben in den
Proben in den wiederholt . )
. . zusitzlichen Tests, die
Anz. getestet zusitzlichen reaktiver . .
Endemische Region a Proben in EIAs wiederholt
& Tests reaktiv waren
Pazifikinseln (HTLV-I) 532 20b 20 20 (100 %)
New Mexico (HTLV-II) 361 7C 8 7 (100 %)
Brasilien (HTLV-II) 164 53¢ 51d 51 (96,2 %)

a In diesen Studien war ein positives Ergebnis als Vorhandensein von Antikdrpern gegen zwei Genprodukte (gag,
P19 bzw. p24 und env, gp46 bzw. 61/68) mittels Western Blot bzw. RIPA definiert.

Weitere zusitzliche Tests und die Differenzierung nach den Typen HTLV-I und HTLV-II erfolgten mittels der
folgenden Assays fiir Forschungszwecke: Reaktivitat gegeniiber rekombinantem oder nativem gp46-I- oder gp46-
II-Peptid mittels Western Blot, HTLV-I- und HTLV-II-Peptid-EIAs, HTLV-I- und HTLV-II-IFA bzw. PCR (unter
Verwendung spezifischer Primer fiir die tax- und pol-Regionen).

b Die Anzahl der in den zusitzlichen Tests positiven Proben basierte auf den Ergebnissen von Western-Blot-, IFA-
und RIPA-Tests fiir HTLV-I/II fiir Forschungszwecke fiir alle Proben, die wiederholt reaktiv waren oder im
ELISA innerhalb einer negativen 20 %-Grauzone lagen.

€ Die Anzahl der in zusétzlichen Tests positiven Proben basierte auf den Ergebnissen von Western-Blot-, IFA- und
RIPA-Tests fiir Forschungszwecke fiir HTLV-I/II fiir alle Proben (361 aus New Mexico und 164 aus Brasilien).

d Die beiden Proben waren im Western Blot unbestimmt, im RIPA positiv fiir HTLV-Antikérper, im IFA positiv fiir
HTLV-II-Antikorper und in der PCR positiv fiir HTLV-DNA.

22 43-01809 Rev 5 Deutsch



LEISTUNGSMERKMALE DES IN EINER NEUEN ANLAGE HERGESTELLTEN ASSAYS

Das Avioq HTLV-I/II-Mikro-ELISA-System ist identisch mit dem Vironostika® HTLV-I/II-Mikro-ELISA-System, das
zuvor von bioMerieux, Inc. hergestellt wurde, wird aber in einer anderen Produktionsstétte hergestellt. Studien, die
durchgefiihrt wurden, um die Leistung des in der neuen Produktionsstétte hergestellten Avioq HTLV-I/II-Mikro-ELISA-
Systems zu untersuchen, zeigten, dass der in der neuen Produktionsstétte hergestellte Assay eine Reproduzierbarkeit,
Spezifitat und Sensitivitat aufweist, die mit den Werten der in der fritheren Produktionsstitte hergestellten Testkits

vergleichbar sind.

Reproduzierbarkeit
Um die Reproduzierbarkeit des in der neuen Produktionsstatte hergestellten Avioq HTLV-I/II-Mikro-ELISA-
Systems zu demonstrieren, wurde eine Testreihe, die aus HTLV-I- und HTLV-II-Antikorper-positiven
Proben mit verschiedenen Reaktivitdtsgraden (vier HTLV-I und vier HTLV-II) und zwei negativen Proben
bestand, mit jeder von drei Chargen des Kits in einem Zeitraum von vier Tagen unter Verwendung des

manuellen Testverfahrens von zwei Analytikern getestet. Jede Probe wurde an jedem der vier Tage viermal

getestet. Der Gesamt-CV fiir die positiven Proben lag bei Verwendung der drei Validierungschargen im
Bereich von 8,9 - 19,7 % (n=96) im Vergleich zum Gesamt-CV-Bereich von 11,1 - 15,9 % fiir die positiven

Proben bei Verwendung des in der friiheren Produktionsstatte hergestellten Assays (n=288, 3 Priifzentren, 3

Chargen, 2 die Tests durchfiihrende Personen, 4 Tage und viermal durchgefiihrte Tests).
Tabelle 6: Zusammenfassung der Reproduzierbarkeitsstudie fiir das Avioq HTLV-I/II-Mikro-
ELISA-System (manuelles Verfahren)

Insgesamt Interassay Intraassay
Test- S/C- S/C S/C
reihen- N Mittel- | SD %CV kleiner grofier SD %CV SD %CV
Status
kennung wert 95%CI | 95% CI
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 58
S4
HTLV-I Neg 96 0,25 0,023 9,2 0,24 0,25 0,020 8,0 0,012 4,8
552
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
S4
HTLV-1I Neg 96 0,23 0,020 8,7 0,22 0,23 0,016 7,2 0,012 54
S52
a Probe negativ fiir Antikorper gegen HTLV-I und Antikorper gegen HTLV-II
Spezifitit
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Um zu demonstrieren, dass die klinische Spezifitdt des in der neuen Produktionsstatte hergestellten Avioq HTLV-I/II-
Mikro-ELISA-Systems mit derjenigen des urspriinglich zugelassenen Tests vergleichbar ist, wurden Serum- (n = 1000)
und Plasma- (n = 1000) Proben mit unbekanntem Status aus Populationen mit niedrigem Risiko (Blutspender) mit drei
Kit-Chargen getestet, wobei das manuelle Testverfahren verwendet wurde. Mit jeder Charge wurde eine dhnliche
Anzahl von Proben getestet. Von den 200 getesteten Proben waren zwei wiederholt reaktiv (siehe Tabelle 7). Beide
Proben waren in einem IFA und Western Blot fiir HTLV-I und HTLV-II fiir Forschungszwecke negativ. Daher betrug die
in dieser Studie beobachtete geschéatzte Spezifitat des Avioq Assays 1998/2000 = 99,90 % (95 % CI von 99,44 — 100 %) im
Vergleich zu 11409/11415 = 99,95 % (95 % CI von 99,89 — 99,98 %) fiir den in der vorherigen Anlage hergestellten Assay.

Tabelle 7: Geschitzte Spezifitit des Avioq HTLV-I/II-Mikro-ELISA-Systems bei nach dem
Zufallsprinzip ausgewdihlten Blutspendern

Geschitzte 95 %-
Anz. Nicht Wiederholt | Positiv in Spezifitit (%)| Konfidenzintervalle
getestet| reaktiv reaktiv zusitzlichen der Spezifitit (%)
Tests
Serum 1000 999 1 0 99,90 99,44 100,00
Plasma 1000 999 1 0 99,90 99,44 100,00

Sensitivitit

Um zu untersuchen, ob die klinische Sensitivitat des in der neuen Produktionsstétte hergestellten Avioq
HTLV-I/II-Mikro-ELISA-Systems mit derjenigen des urspriinglich zugelassenen Tests vergleichbar war,
wurde eine Testreihe von 200 gelagerten seropositiven Proben (100 HTLV-I und 100 HTLV-II) mittels des
manuellen Testverfahrens an drei Kit-Chargen getestet (Tabelle 8). Bei allen Proben war zuvor mit einem
von der FDA zugelassenen HTLV-I/II-Spender-Screening-Test festgestellt worden, dass sie wiederholt
reaktiv waren, und mit einem zusétzlichen Tests fiir Forschungszwecke (WB, IFA bzw. RIPA) war bestétigt
worden, dass sie positiv waren. Siebenundachtzig Prozent dieser Proben stammten von Blutspendern aus
den USA, und keine davon war zuvor mit dem urspriinglich zugelassenen Vironostika-Assay getestet
worden. Die in dieser Studie beobachtete geschétzte Sensitivitdt des Assays betrug 200/200 =100 % (95 % CI
von 98,17 — 100 %) im Vergleich zu 636/636 = 100 % (95 % CI von 99,97 — 100 %) fiir den in der vorherigen
Anlage hergestellten Assay.

Tabelle 8: Reaktivitit des Avioq HTLV-I/II-Mikro-ELISA-Systems gegeniiber
gelagerten HTLV-I/II-seropositiven Proben

Anz. der Anz. nicht Geschitzte 95 %-Konfidenzintervalle
Getestete wiederholt als reaktiver Sensitivitit (%) der Sensitivitit (%)
Anzahl reaktiv getesteten | Proben
Proben
200 200 0 100,00 98,17 100,00

LEISTUNGSMERKMALE DES ORTHO® SUMMIT-SYSTEMS (OSS) MIT DEM ORTHO® SUMMIT-
PROBENHANDHABUNGSSYSTEM (SUMMIT-PIPETTIERAUTOMAT)
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Reproduzierbarkeit

Die Reproduzierbarkeit des Avioq HTLV-I/II-Mikro-ELISA-Systems in Verbindung mit dem OSS-Instrument wurde mit
einer Testreihe von 10 Proben bestimmt, die jeweils zweimal getestet wurden (vier HTLV-I-positiv, vier HTLV-II-positiv
und zwei negativ). Die Studie wurde an zwei Priifzentren mit insgesamt drei Instrumenten zweimal taglich iiber vier
Tage durchgefiihrt, wobei eine Validierungscharge des Assay-Kits verwendet wurde, und mit einer Untersuchung
dieser Testreihe unter Verwendung des manuellen Verfahrens und derselben Validierungscharge verglichen. Die
Ergebnisse dieser Studie sind in Tabelle 9 zusammengefasst.

Tabelle 9: Reproduzierbarkeitsstudie fiir das Avioq HTLV-I/II-Mikro-ELISA-System mit dem OSS (automatisiertes
Verfahren)

Zwischen den Innerhalb der
Insgesamt - P

Priifzentren Priifzentren
Testreihen- e HE HE
Ty N | Mittel | SD %CV | kleiner grofier | SD %CV | SD %CV

Status -wert 95 % CI 95 % CI

HTLV-IS1 Pos 96 4,54 0,375 8,3 4,47 4,62 0,305 6,7 0,226 | 5,0
HTLV-1S2 Pos 96 4,03 0,366 9,1 3,95 4,10 0,288 7,1 0,232 | 5,8
HTLV-I S3 Pos 9% | 3,63 0,325 8,9 3,57 3,70 0,253 | 7,0 0,208 | 5,7
HTLV-I S4 Pos 9% | 2,84 0,283 10,0 2,78 2,89 0218 | 7,7 0,184 | 6,5
HTLV-I S52 Neg 96 0,26 0,052 20,3 0,25 0,27 0,045 17,5 0,028 10,8
HTLV-II S1 Pos 96 5,86 0,421 7,2 5,77 5,94 0,323 | 55 0,276 | 4,7
HTLV-II S2 Pos 9 | 575 0,347 6,0 5,68 5,82 0,270 | 4,7 0,224 |39
HTLV-II S3 Pos 96 4,95 0,463 9,4 4,85 5,04 0,385 7,8 0,268 | 5,4
HTLV-II 54 Pos 96 4,22 0,332 7,9 4,16 4,29 0,277 | 6,6 0,189 | 4,5
HTLV-II S52 Neg 9% | 0,13 0,028 20,7 0,13 0,14 0,023 | 17,0 0,016 | 12,1

a Probe negativ auf Antikorper gegen HTLV-I und HTLV-II

Die Reproduzierbarkeitsstudie zeigte, dass die Gesamt-Variabilitét fiir die positiven Proben bei Verwendung des OSS-
Verfahrens von 6 % bis 10 % im Vergleich zu 8,9 bis 19,7 % fiir die positiven Proben unter Verwendung des manuellen
Verfahrens reichte (siehe Tabelle 6).

Analytische Sensitivitit

Um zu zeigen, dass die analytische Sensitivitat des Avioq HTLV-I/II-Mikro-ELISA-Systems mit dem OSS-Instrument mit
derjenigen des manuellen Verfahrens vergleichbar ist, wurden acht Verdiinnungstestreihen (zweifache serielle
Verdiinnungen von vier HTLV-I- und vier HTLV-II-Antikorper-positiven Proben bis zum Cut-Off-Wert des Assays)
sowohl mit dem manuellen als auch mit dem automatisierten Verfahren getestet. Zum Vergleich der Korrelation der
beiden Verfahren wurde die Deming-Regressionsanalyse durchgefiihrt. Diese Analyse zeigte, dass fiir das S/CO-
Verhaltnis beider Formate eine hohe Korrelation bestand, wobei der Korrelationskoeffizient 0,94 betrug. Ein gepaarter t-
Test wurde durchgefiihrt, um die Aquivalenz des S/CO-Verhiltnisses zwischen den beiden Verfahren zu belegen. Der
Gesamt-S/CO-Mittelwert fiir das manuelle Verfahren betrug 3,143 (n=459) im Vergleich zu einem Gesamtmittelwert von
4,198 (n=459) mit dem OSS-Instrument. Obwohl dieser Unterschied statistisch signifikant ist, war die anhand der
Endpunktverdiinnungen bestimmte Sensitivitat der beiden Verfahren vergleichbar (d. h., dass der mit dem OSS-
Instrument durchgefiihrte Assay keine geringere Sensitivitat aufwies).
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Sensitivitat

Eine Testreihe von 100 Proben von Blutspendern, die in einem Assay mit FDA-Zulassung wiederholt reaktiv waren,
wurde mit dem Avioq HTLV-I/II-Mikro-ELISA-System getestet, wobei beide Verfahren (das manuelle Verfahren und
das automatisierte Verfahren mit dem OSS-Instrument) verwendet wurden. Fiinfundneunzig (95) Proben waren mit
beiden Assayverfahren (manuell und automatisiert) wiederholt reaktiv (Konkordanz 100 %). Fiinf (5) der 100 Proben
der Testreihe waren bei Verwendung des Avioq Assays (sowohl manuell als auch automatisiert) nicht reaktiv. Eine
zusétzliche Bestatigungsuntersuchung dieser fiinf Proben zeigte, dass keine davon bei einem zusétzlichen Test positiv
war. Es sei darauf hingewiesen, dass diese Proben vor der Untersuchung fiinf Gefrier-/Auftauzyklen unterzogen
worden waren; von Avioq erhaltene Daten deuten darauf hin, dass Proben einmal gefroren und aufgetaut werden
konnen, ohne einen Aktivitatsverlust zu erleiden.

Das mittels des Avioq Assays bestimmte S/CO-Verhéltnis der 95 Proben reichte beim manuellen Verfahren von 1,058 —
8,400 und beim automatisierten Verfahren mit dem OSS von 1,280 — 7,403; der Korrelationskoeffizient fiir das S/CO-
Verhiiltnis betrug 0,94. Bei einem zusétzlichen Test fiir Forschungszwecke erwiesen sich 29 dieser Proben als positiv fiir
Antikorper gegen HTLV-L 46 als positiv fiir Antikorper gegen HTLV-II und 20 als positiv fiir Antikérper gegen HTLV-
I/II (nicht typisiert).

Klinische Spezifitit

Zur Beurteilung der Spezifitit des Assays bei Verwendung des automatisierten ORTHO® Summit-Systems (OSS) wurde
eine Studie an zwei Priifzentren durchgefiihrt. Untersucht wurden insgesamt 16.339 Serum- und Plasmaproben, die
nach dem Zufallsprinzip von freiwilligen Blutspendern gesammelt worden waren. Die Ergebnisse dieser Tests sind in
Tabelle 10 zusammengefasst.

Tabelle 10: Zusammenfassung der Ergebnisse fiir die klinische Spezifitit fiir das Avioq HTLV-I/II-Mikro-ELISA-
System mit dem OSS (automatisiertes Verfahren)

Priifzentrum 1 Priifzentrum 2
Alle
Charge | Charge | Charge | Charge | Charge | Charge | Prilfzentren/
10003 10004 10005 10003 10004 10005 Chargen
kombiniert
Getestete Anzahl 1366 1366 1358 4160 4080 4009 16.339
Nicht reaktiv 1364 1366 1358 4157 4078 4007 16.330
Anfanglich reaktiv 2 0 1 3 3 2 11
Wiederholt reaktiv 2 0 0 3 2 2 9
Bestitigte positive 0 NV NV 0 0 0 0
Proben
Falsch-p.osmve » ” 9
Proben insgesamt
Insgesamt getestet 4.090 12.249 16.339
hitzt
Geschatzte 99,95 % 99,94 % 99,94 %
Spezifitit
95 % CI 99,82 %-99,99 % 99,88 %-99,98 % 99,90 %-99,97 %
Geschitzte o
Gesamtspezifitit 99,95 %
95 % CI 99,89 % bis 99,98 %

Von den 16.339 getesteten Proben von Blutspendern waren neun wiederholt reaktiv. Auf der Grundlage der
Testergebnisse, die mit einem Western Blot fiir Forschungszwecke (Priifzentrum 1) oder einer IFA (Priifzentrum 2)
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erhalten worden waren, wurden alle neun als falsch positiv eingestuft. Die Konfidenzintervalle fiir die geschétzte
Spezifitat fiir den Avioq Assay fiir alle drei Chargen an allen Priifzentren und kombiniert fiir alle Priifzentren und
Chargen iiberlappten mit denjenigen fiir den Vironostika-Assay (95% CI: 99,89 — 99,98 %). Die geschatzte
Gesamtspezifitat des Avioq HTLV-I/II-Assays mit dem OSS betrug 16.330/16.339 = 99,94 % (95 % CI: 99,90 - 99,97 %) im
Vergleich zu 11.409/11.415 = 99,95 % (95 % CI: 99,89 - 99,98 %) unter Verwendung des manuellen Verfahrens.

Diese Studien belegten, dass die Leistung des Avioq HTLV-I/II-Mikro-ELISA-Systems mit dem OSS-
Instrument mit derjenigen vergleichbar ist, die mit dem manuellen Testverfahren erhalten wurde.

LEISTUNGSMERKMALE DES ORTHO® SUMMIT-SYSTEMS (OSS) MIT DEM ORTHO VERSEIA®
PIPETTIERAUTOMATEN

Reproduzierbarkeit

Die Reproduzierbarkeit des Avioq HTLV-I/II-Mikro-ELISA-Systems bei Verwendung des OSS mit dem
ORTHO VERSEIA® Pipettierautomaten wurde mit einer Testreihe untersucht, die aus drei HTLV-I-positiven,
zwei HTLV-II-positiven Proben und einer negativen Probe bestand. Die Studie wurde an drei Priifzentren
mit insgesamt fiinf VERSEIA®und zum Vergleich mit SUMMIT-Pipettierautomaten durchgefiihrt, wobei mit
jedem der Pipettierautomaten sechs Wiederholungen in zwei Analysedurchgéngen pro Tag in einem
Zeitraum von fiinf nicht aufeinanderfolgenden Tagen untersucht wurden. Die Ergebnisse dieser Studie sind
in Tabelle 11 zusammengefasst. Die Reproduzierbarkeitsstudie zeigte, dass die Gesamtvariabilitat der
beiden Instrumententypen vergleichbar war.

Tabelle 11: Reproduzierbarkeitsstudie fiir das Avioq HTLV-I/II-Mikro-ELISA-System mit dem OSS

Testreihen- SUMMIT-Pipettierautomat VERSEIA® Pipettierautomat
kennung N Mittel- | SD %CV S/C 95 % CI N Mittel- | SD %CV S/C 95 % CI
wert Untere Obere wert Untere Obere
Grenze Grenze Grenze Grenze

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 | 18,1 | 2,632 | 2,785

CHTLV-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 | 0,421 | 19,9 [2,049 | 2,180

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

Analytische Sensitivitit

Um zu zeigen, dass die analytische Sensitivitat des Avioq HTLV-I/II-Mikro-ELISA-Systems bei Verwendung
des OSS mit dem VERSEIA® Pipettierautomaten mit derjenigen mit dem SUMMIT-Pipettierautomaten
vergleichbar ist, wurden zehn Verdiinnungstestreihen (vier Verdiinnungen mit einem Ziel-S/C im Bereich
von 0,5 bis 3,0 von fiinf HTLV-I- und fiinf HTLV-II-Antikrper-positiven Proben bis zum Cut-Off-Wert des
Assays) mit beiden Instrumenten getestet. Zum Vergleich der Korrelation der beiden Verfahren wurde die
Deming-Regressionsanalyse durchgefiihrt. Diese Analyse zeigte, dass fiir das S/CO-Verhaltnis bei beiden
Instrumenten eine hohe Korrelation bestand, wobei der Anstieg 1,00, der Schnittpunkt 0,01 und der Pearson-
Korrelationskoeffizient (r) 1,00 betrugen.

Sensitivitit

In dieser Studie wurde eine Sensitivitétstestreihe aus 104 gefrorenen HTLV-Antikorper-positiven Proben (52
HTLV-I- und 52 HTLV-II-Antikorper-positive Proben) verwendet. Diese Proben wurden hergestellt, indem
gefrorene positive Proben so verdiinnt wurden, dass man eine Kombination von Proben mit geringer bis
mafliger Reaktivitat erhielt. Somit war zu erwarten, dass die Ergebnisse einiger dieser Proben mit Signal-
Cut-Off-Werten bei 1,000 sich dahingehend dndern, dass sie oberhalb (positiv) oder unterhalb (negativ) des
Cut-Off-Wertes liegen.

Jeweils drei Proben wurden an jedem der drei Priifzentren mit den SUMMIT- und VERSEIA®
Pipettierautomaten getestet. Insgesamt erhielt man 935 giiltige Ergebnisse, fiir die Datenanalyse fiir jedes
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Instrument verwendet wurden. Von den 935 Beobachtungen waren 98,1 % (917/935) der Ergebnisse fiir den
Summit-Pipettierautomaten reaktiv, wahrend 98,5 % (921/935) der Ergebnisse fiir den VERSEIA®
Pipettierautomaten reaktiv waren. Der McNemar-Test auf Diskordanzen ergab einen p-Wert von 0,3438 und

damit keine signifikanten Unterschiede zwischen den beiden Pipettierautomaten, was darauf hindeutet,
dass das Avioq HTLV-I/II-Mikro-ELISA-System mit dem VERSEIA® Pipettierautomaten kompatibel ist.

Klinische Spezifitit

Insgesamt 3.146 nach dem Zufallsprinzip ausgewahlte Serum- und Plasmaproben von Spendern wurden
einmalig mit beiden Instrumententypen (SUMMIT und VERSEIA®) an drei Priifzentren getestet, wobei an
jedem Priifzentrum eine dhnliche Anzahl Proben getestet wurde. Von den 3.146 getesteten Proben waren
3.140 bei beiden Instrumententypen nicht reaktiv. Fiinf der iibrigen 6 Proben waren bei beiden
Pipettierautomaten reaktiv, wobei eine bei den beiden Typen von Pipettierautomaten nicht
iibereinstimmende Testergebnisse ergab (reaktiv mit VERSEIA®, aber nicht reaktiv mit Summit); alle sechs

Proben ergaben bei einer Western-Blot-Analyse unbestimmte Ergebnisse. Unter der Annahme, dass alle

Proben negativ fiir HTLV-Antikorper waren, betrug die Spezifitat des Assays 99,81 % (95 % CI: 99,59 % -

99,93 %) bzw. 99,84 % (95 % CI: 99,63 % - 99,95 %), wenn sie mit VERSEIA® bzw. Summit- Instrumenten

verwendet wurden (Tabelle 12). Eine statistische Analyse belegte, dass es hinsichtlich der Spezifitit keine
signifikanten Unterschiede zwischen den beiden Instrumententypen gab (99,81 % im Vergleich zu 99,84 %).

Tabelle 12: Zusammenfassung der Ergebnisse fiir die klinische Spezifitit

SUMMIT-Pipettierautomat

Positiv Negativ Insgesamt
VERSEIA® Positiv 5 1 6 (0,19 %)
Pipettier- Negativ 0 3140 3140 (99,81 %)
automat Insgesamt | 5(0,16 %) 3141 (99,84 %) 3146 (100,00 %)

LEISTUNGSMERKMALE DER UNTERSUCHUNGEN AN PROBEN VON LEICHEN

Reproduzierbarkeit
Die Reproduzierbarkeit wurde anhand von 20 nicht reaktiven Proben von Leichen (10 Serum/10 Plasma)

und 20 nicht-reaktiven Proben von lebenden Spendern (10 Serum/10 Plasma) beurteilt. Je 5 Serum- und

5 Plasmaproben von jeder Spender-Source (Leichen und lebende Spender) wurden mit Anti-HTLV-I- oder
Anti-HTLV-II-Source-Material auf eine Zielreaktivitat von 2,0 S/CO (Verhaltnis zwischen Signal und Cut-
Off-Wert, signal to cutoff ratio) dotiert. Die dotierten Proben wurden jeweils einmal an sechs verschiedenen
Tagen mit jeder der drei Kit-Chargen an einem Priifzentrum getestet. Der prozentuale CV der Spenden von
Leichen und lebenden Spendern war vergleichbar.

Tabelle 13: Reproduzierbarkeit des Assays bei Proben von Leichen und von lebenden Spendern

Mit-
Pra/P tel- Klein- | Grofier | Gesamt |Gesamt |Inter S |Inter C |Intra S |Intra C
ost |Typ Matrix |N |wert |er95%|95% |_SD _Cv D \% D \%

HTLV-I |Plasma |90|2,13 |2,05472|2,21510 0,383 17,9 0,324 15,2 0,215 10,1
Serum [90/2,31 2,20140 (2,41140 |0,501 21,7 0,430 18,7 0,273 11,8
POST |HTLV-II |Plasma [90(2,09 |2,00987 (2,17973 |0,405 19,4 0,348 16,6 0,221 10,6
Serum [90(1,94 |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
PRA Serum [90(1,97 |1,89267 |2,05320 0,383 19,4 0,322 16,3 0,219 11,1
HTLV-II |Plasma |90(2,22 |2,11903 |2,32092 | 0,482 21,7 0,373 16,8 0,315 14,2
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Mit-
Pra/P tel- Klein- | Grofier | Gesamt | Gesamt |Inter S |Inter C |Intra_S |Intra_C
ost Typ Matrix |N (wert |er95% |95% |_SD _CVv D A" D A\
Serum |90/1,96 |1,88779 |2,03181 |0,344 17,5 0,280 14,3 0,208 10,6
Sensitivitit

Die getesteten Proben umfassen etwa eine gleich grofie Anzahl an Serum- und Plasmaproben aus Post-
mortem-Proben (C; n=91; 46 Serum, 45 Plasma) und Proben von normalen Spendern (N; n=91; 45 Serum,
46 Plasma). Die Proben wurden zuvor auf HTLV-I/II getestet, wobei keine Reaktivitdt festgestellt wurde.
Anhand der Proben wurden HTLV-I- und HTLV-II-dotierte Testreihen zusammengestellt. Die Proben
wurden jeweils halbiert und mit einer vordefinierten Menge an HTLV-I- oder HTLV-II-positivem
Antikorperserum dotiert. Zur Ermittlung der Sensitivitat wurden die HTLV-I- und HTLV-II-seropositiven
Proben sowohl von Leichen als auch von lebenden Spendern anhand von drei HTLV-I/II-Kit-Chargen an
zwei Priifzentren getestet. Negative Ergebnisse des ELISA-Tests wurden als falsch-negative betrachtet. Die
Sensitivitdat und das 95-%-Konfidenzintervall wurden sowohl fiir Proben von Leichen als auch fiir Proben
von lebenden Spendern berechnet, die jeweils mit HTLV-I- und HTLV-II-positiven Antikérpern dotiert
waren (siehe nachfolgende Tabelle 14). Die geschitzte Gesamtsentivitat des Avioq HTLV-I/II-Microelisa-
Systems bei dotierten Proben von Leichen liegt bei 100 % mit einem 95-%-Konfidenzintervall von 92,29 % bis
100,00 % fiir Serum bzw. 92,13 % bis 100 % fiir Plasma.

Tabelle 14: Reaktivitit bei dotierten Post-mortem-Proben und Proben von normalen Spendern

Priif | Chargen- Proben- Getest- Anfanglich Anfanglich . 95- A)j .
typ ete . . ) Reaktiv (%) | Konfidenzinter-
zent | nummer nicht-reaktiv | reaktiv
(Serum) Anzahl vall
rum
1 C 46 0 46 100 % 92,29 — 100,00
N 45 0 45 100 % 92,13 — 100,00
1 5 C 46 0 46 100 % 92,29 — 100,00
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
) ’ C 46 0 46 100 % 92,29 — 100,00
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
Praf Chargen- Proben- Getest- Anfanglich Anfanglich . 95 A)j .
zent typ ete . . . Reaktiv (%) Konfidenzinter-
nummer nicht-reaktiv | reaktiv
rum (Serum) Anzahl vall
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
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1 C 45 0 45 100 % 92,13 - 100,00

N 46 0 46 100 % 92,29 — 100,00

5 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

Spezifitit

Es wurden sowohl Post-mortem-Proben (C) von Leichen (n=45) als auch normale Proben (N) von lebenden
Spendern (n=45; aus einer Population mit niedrigem Risiko (Blutbank) gesammelt) gemaf der
Gebrauchsanweisung (Packungsbeilage) fiir das Avioq HTLV-I/II-Microelisa-System anhand von drei
HTLV-I/II-Kit-Chargen an zwei Priifzentren getestet. Die Spezifitit und das 95-%-Konfidenzintervall
wurden sowohl fiir Proben von Leichen als auch fiir Proben von lebenden Spendern berechnet (siehe
nachfolgende Tabelle 15). Die geschitzte Gesamtspezifitit des Avioq HTLV-I/II-Microelisa-Systems bei
Plasmaproben von Leichen liegt bei 100 % mit einem 95-%-Konfidenzintervall von 92,13 % bis 100,00 %.

Tabelle 15: Geschitzte Spezifitit bei Post-mortem-Plasmaproben und nach dem Zufallsprinzip
ausgewdhlten Plasmaproben

Getestet Bei Geschatzt 95-%-
Priifzentru | Charg | Probentyp Nicht . e Konfidenzinterva
m e (Plasma) ¢ reaktiv Wlederh(?lun Spezifitat | 1l fiir Spezifitat
Anzahl g reaktiv (%)* (%)
Charg | Leiche 45 45 0 100 92,13 -100,0
g el | Normal 45 45 0 100 92,13 -100,0
£ Charg | Leiche 45 45 0 100 92,13 - 100,0
E e2 | Normal 45 45 0 100 92,13 -100,0
2 Charg | Leiche- 45 45 0 100 92,13 - 100,0
e3 | Normal 45 45 0 100 92,13 -100,0
Charg | Leiche 45 45 0 100 92,13 -100,0
2 el | Normal 45 45 0 100 92,13 -100,0
é Charg | Leiche 45 45 0 100 92,13 -100,0
BS e2 | Normal 45 45 0 100 92,13 -100,0
E Charg | Leiche 45 45 0 100 92,13 -100,0
e3 | Normal 45 45 0 100 92,13 -100,0

*= (Anzahl gescreent — Anzahl wiederholt reaktiv) x 100
(Anzahl gescreent — Anzahl bestétigt positiv)
** = Die Konfidenzintervalle fiir die Spezifitit wurden mit dem exakten Verfahren berechnet.
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Es wurden Serumproben von 218 verschiedenen Post-mortem-Spendern gemafs der Gebrauchsanweisung
(Packungsbeilage) des Avioq HTLV-I/II-Microelisa-Systems mit einer von drei HTLV-I/II-Kit-Chargen (etwa
1/3 der Proben pro Charge) an einem einzelnen Priifzentrum getestet. Die Spezifitat und das 95-%-
Konfidenzintervall wurden gemaf der nachfolgenden Tabelle 16 berechnet. Die geschétzte Gesamtspezifitat
des Avioq HTLV-I/II-Microelisa-Systems bei Proben von Leichen liegt bei 100 % mit einem 95-%-
Konfidenzintervall von 98,32 % bis 100,00 %.

Tabelle 16 — Geschitzte Spezifitit bei Post-mortem-Serumproben

Bei 95-%-
Ceotestet o N
Charge| Probentyp (Serum) eres e*i l.knfanghc}.l Wiederhol- Ges.c.h ,e,ltZte Konfidenzintervall
Anzahl nicht-reaktiv .| Spezifitat (%)* | ... s o)\
ung reaktiv fiir Spezifitat (%)
Charge Leiche 73 73 0 100 95,07 - 100,0
Charge Leiche 73 73 0 100 95,07 —100,0
Charge Leiche 72 71 0 100 95,01 -100,0
Total 218 217 0 100 98,32 - 100,0

*= (Anzahl gescreent — Anzahl wiederholt reaktiv) x 100
(Anzahl gescreent — Anzahl bestétigt positiv)
** = Die Konfidenzintervalle fiir die Spezifitit wurden mit dem exakten Verfahren berechnet.
*** = In einer separaten Studie wurden jeweils 46 Proben von Leichen und 46 normale Proben von lebenden

Spendern anhand von drei verschiedenen HTLV-I/II-Kit-Chargen an zwei Priifzentren getestet. Eine Probe
von einer Leiche war an beiden Priifzentren iiber alle drei Kit-Chargen hinweg wiederholt reaktiv. Eine
zweite Probe von einer Leiche war an einem Priifzentren tiber alle drei Kit-Chargen hinweg sowie am
anderen Priifzentrum iiber zwei Kit-Chargen wiederholt reaktiv.
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