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\ NAME UND VERWENDUNGSZWECK

Der MP Diagnostics HTLV BLOT 2.4 ist ein qualitativer Enzym-
Immunoassay fir den n-vitro-Nachweis von Antikérpern gegen
HTLV-1 und HTLV-Il in humanem Serum und Plasma. Durch
seine hohere Spezifitat wird er als Zusatztest eingesetzt, wenn
humane Serum- bzw. Plasmaproben bei der Anwendung von
Screening-Tests, wie z.B. ELISA (Enzyme-Linked Immunosor-
bent Assay) wiederholt positiv getestet wurden.

Hinweis: Anderungen
hervorgehoben.

EINFUHRUNG

Kirzlich durchgefiihrte epidemiologische Studien in den Ver-
einigten Staaten und Europa haben eine gemischte Prévalenz
von HTLV-1 und HTLV-II unter verschiedenen Populationen mit
hohem Risiko, beispielsweise unter Konsumenten intravendser
Drogen, bestétigt. Es stehen eine Reihe von Screening-Tests
zum Nachweis von HTLV-I/Il zur Verfligung. Wiederholt reaktive
Ergebnisse bei Screening-Tests erfordern zusétzliche und noch
spezifischere Tests, um die HTLV-I- bzw. HTLV-II-Seropositivitat
nachzuweisen. Entsprechende Zusatztests mussen in der Lage
sein, Antikorper gegen Core- (gag) und Envelope-Proteine (env)
von HTLV-I und HTLV-II nachzuweisen. Als Zusatztest werden
haufig Western-Blot-Streifen verwendet, welche native virale
HTLV-I-Antigene enthalten. Jedoch ist aufgrund des Fehlens
nativer Envelope-Antigene beim klassischen HTLV-I- Western
Blot oft der Einsatz von Methoden der Radioimmunprézipita-
tion notwendig, um das Vorliegen von HTLV-I-/-1l-Antikérpern
nachzuweisen. Zur Differenzierung zwischen HTLV-I- und
HTLV-Il-seropositiven Proben sind zusétzliche Assays (z. B.
spezifische Peptide, ELISAs, PCR) erforderlich.
Unkomplizierte serologische Zusatztests, die sich durch hohe
Spezifitdt und Sensitivitat auszeichnen, sind daher notwendig,
um einen schnellen Nachweis und eine Unterscheidung zwisch-
en HTLV-I- und HTLV-II-seropositiven Proben zu erhalten.
Der MP Diagnostics HTLV BLOT 2.4 verfugt tber verbes-
serte Spezifitat und Sensitivitat beim Nachweis und bei der
Differenzierung zwischen HTLV-I- und HTLV-II-Seroreaktivitat.
Dies wird durch die auf den Streifen enthaltenen rekombinanten
Envelope-Proteine MTA-1, spezifisch fiir HTLV-I (rgp46-1), K55,
spezifisch fur HTLV-II (rgp46-11), und GD21, ein fur HTLV-I
und HTLV-II spezifisches Epitop, erreicht. AuBerdem enthélt
jeder Streifen eine interne Probenzugabe-Kontrolle, um das
durch Handhabungsfehler bedingte Risiko falsch-negativer
Testergebnisse zu senken.

Der MP Diagnostics HTLV BLOT 2.4 dient als zusatzlicher
Antikorper-Test fir Proben, die sich bei initialen Screening-
Tests zum Nachweis von HTLV-I-/-lI-Antikérpern wiederholt
reaktiv gezeigt haben. Folgende serologische Profile lassen
sich mit dem MP Diagnostics HTLV BLOT 2.4 bestimmen:
HTLV-seropositiv, HTLV-I-seropositiv, HTLV-Il-seropositiv,
seronegativ und fraglich.

11. Die Konjugat-Arbeitsldsung, der verdiinnte Waschpuffer
und der Blotting-Puffer sollten erst kurz vor Gebrauch
angesetzt werden.

12. Die Konjugat-Arbeitslésung ist in einem Polypropylen-
Behalter oder -Becher anzusetzen.

13. Die Reagenzien wahrend der Lagerung, Inkubationsphasen
und Testdurchfuhrung keinen konzentrierten Dampfen
chemischer Desinfektionsmittel (z.B. Hypochloritddmpfen)
aussetzen. Die Farbreaktion wird durch den Kontakt
inhibiert. AuBerdem die Reagenzien keinem intensiven
Licht aussetzen.

14. Der Test ist moglichst bei Raumtemperatur (25 + 3 °C)
durchzufihren.

15. Darauf achten, dass die Nummern auf den Streifen stets
nach oben zeigen.

16. Bei Western Blot-Assays darf kein Rotationsschuttler,
sondern nur ein Wippschuttler verwendet werden.
Anderenfalls kann die Leistung des Kits beeintréachtigt
werden. Es werden eine Wippfrequenz von 12 bis 16 Hin-
und Herbewegungen pro Minute und ein Neigungswinkel
von 5-10° empfohlen.

17. Beim Arbeiten mit Laborautomaten darauf achten, dass
diese validiert sind.

18. Die Proben diirfen nicht direkt auf die Streifen gegeben
werden. Zur Probenzugabe wird die Wanne geneigt und
die Proben werden am unteren Ende aufgetragen, an
dem sich die Pufferldsung sammelt. Dies verhindert das
Auftreten dunkler Spots auf dem Streifen tiberall dort, wo
die Probe aufgetragen wurde.

19. Zur Lagerung von Reagenzien und Proben keine
Gefrierschanke mit Abtauautomatik verwenden.

LAGERUNG

1. Das MP Diagnostics HTLV BLOT 2.4 Kit und seine
Komponenten sind bei Nichtverwendung bei 2 - 8 °C zu
lagern.

2. Alle Testreagenzien und Teststreifen sind bis zu dem auf
dem Kit aufgedruckten Verfalldatum haltbar, sofern sie bei
2-8°C gelagert werden. Die Reagenzien nicht einfrieren.

a) Antigen-Streifen
+ Die Antigen-Streifen so weit wie méglich vor Licht
schitzen.
b) Reagenzien
+ Die Reagenzien in den Originalampullen und -flaschen
lagern und stets flr die Lagerung verschlieBen.
+ Alle Reagenzien im gekiihlten Zustand entnehmen und
s0 bald wie méglich wieder bei 2 - 8 °C lagern.
+ Wird das Substrat bei 2 - 8 °C gelagert, kann es zu
Ausféallungen kommen. Die Leistung des Kits wird
dadurch nicht beeinflusst.

Vorsicht: Das Substrat so weit wie mdglich vor Licht
schiitzen.

PROBENENTNAHME, TRANSPORT UND LAGERUNG

Zur Verwendung geeignet sind Serum- oder Plasmaproben,
die mit EDTA, Heparin oder Natriumcitrat versetzt wurden. Vor
der Lagerung sicherstellen, dass die festen Blutbestandteile
abzentrifugiert wurden.

BEDEUTUNG DER VERWENDETEN SYMBOLE

Bei Produkten und Verpackungen von MP Diagnostics
werden die folgenden grafischen Symbole verwendet. Die
Symbole entsprechen den bei Medizinprodukten und deren
Verpackungen Ublicherweise verwendeten Symbolen. Einige
der allgemeinen Symbole sind in der européischen und
internationalen Norm EN ISO 15223-1 : 2016 néher erklart.
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CHEMISCHE UND BIOLOGISCHE GRUNDLAGEN DES
VERFAHRENS

Die Nitrozellulose-Streifen enthalten HTLV-I-Virusproteine,
die aus nativen inaktivierten getrennten Viruspartikeln und
gentechnisch hergestellten Proteinen gewonnen werden. Die
einzelnen Nitrozellulose-Streifen werden mit verdinnten Se-
rum- bzw. Plasmaproben sowie den Kontrollen inkubiert. Liegen
spezifische Antikérper gegen HTLV-I/-Il in den Proben vor,
binden diese an die HTLV-I-/-lI-Proteine auf den Streifen. Nich-
tgebundenes Material wird durch Waschen von den Streifen
entfernt, wahrend Antikérper, die spezifisch an HTLV-Proteine
binden, durch eine Folge von Reaktionen mit Anti-Human-IgG
der Ziege, das an alkalische Phosphatase konjugiert ist, und
dem Substrat BCIP/NBT sichtbar gemacht werden kénnen.
Mit diesem Verfahren lassen sich auch sehr geringe Mengen
HTLV-Antikdrpern im Serum oder Plasma nachweisen.

Die Proben lassen sich bei 2 - 8 °C lagern, sofern der Test
innerhalb von 7 Tagen nach der Entnahme durchgefihrt wird.
Wird der Test mehr als 7 Tage nach der Probenentnahme
durchgefiihrt, sollten die Proben bei mindestens -20 °C
eingefroren werden. Vorzugsweise sind klare, nichthamolysierte
Proben zu verwenden. Lipamische, ikterische und (mit
Partikeln) kontaminierte Proben sind vor dem Test zu filtern
(0,45 pm) oder zentrifugieren.

Die Proben kénnen inaktiviert werden, jedoch ist dies nicht
notwendig, um optimale Testergebnisse zu erhalten.

Die Inaktivierung wird folgendermaBen durchgefihrt:

1. Verschlusskappe des Probenbehélters I6sen.

2. Probe fir 30 Minuten in einem Wasserbad bei 56 °C zur
Inaktivierung erhitzen.

3. Probe abkihlen lassen, bevor die Kappe wieder
verschlossen wird.

4. Probe kann bis zur Analyse gefroren gelagert werden.

Es wird empfohlen, Proben nicht mehrfach einzufrieren und
aufzutauen.

ZUSATZLICH ERFORDERLICHE MATERIALIEN (NICHT
ENTHALTEN)

. Deionisiertes oder destilliertes Wasser

. Einmal-Handschuhe

. Wippschuttler (mit einer Schuttelfrequenz von 12 bis 16
Oszillationen pro Minute und einem Neigungswinkel von
5-10° zum gleichmaBigen Waschen der Membranen)

+  Pipetten und Pipettenspitzen ausreichender GréBe

. Aspirator mit Natriumhypochlorit-Auffangbehalter

. 56 °C warmes Wasserbad (optional)

. Natriumhypochlorit zur Dekontamination

‘ VORBEREITUNG DER REAGENZIEN

1. VERDUNNTE WASCHPUFFERLOSUNG
(a) Die VERDUNNTE WASCHPUFFERLOSUNG erst kurz
vor Gebrauch ansetzen.
(b) Das WASCHKONZENTRAT (20X) mit hochreinem
Wasser im Verhaltnis 1:19 verdiinnen und gut mischen.

2. BLOTTING-PUFFER

(a) Jede Flasche LYOPHILISIERTES STAMMPUFFER-
KONZENTRAT mit 100 ml hochreinem Wasser
auffullen. Zum Auflésen gut mischen. Dieser
REKONSTITUIERTE STAMMPUFFER ist 6 Wochen
haltbar, sofern er bei 2 - 8 °C gelagert wird.

(b) Die VERDUNNTE BLOTTING-PUFFER-LOSUNG erst
kurz vor Gebrauch ansetzen.

(c) Je 1 g BLOTTING-PULVER auf 20 ml
REKONSTITUIERTE STAMMPUFFERLOSUNG
hinzugeben, die wie in Schritt 2(a) beschrieben
vorbereitet wurde. Die Pufferldsung umriihren, bis sich
das Pulver vollstandig aufgeldst hat.

(d) Vor der Entnahme erneut umrihren.

3. KONJUGAT-ARBEITSLOSUNG
Hinweis: Die Losung in einem Behalter oder Becher aus
Polypropylen ansetzen.

(a) Die KONJUGAT-ARBEITSLOSUNG erst kurz vor
Gebrauch ansetzen. .

(b) Furdas Ansetzen der KONJUGAT-ARBEITSLOSUNG
wird das KONJUGAT mit der BLOTTING-
PUFFERLOSUNG im Verhéltnis 1:1000 verdlnnt,
zum Beispiel 10 ul KONJUGAT auf 10 ml BLOTTING-
PUFFER.

4. SUBSTRATLOSUNG (gebrauchsfertig)
(a) Die bendtigte Menge direkt aus der Flasche entnehmen.
Mit einer sauberen Pipette arbeiten. Nach Gebrauch
fest verschlieBen.

Autorisierte Vertretung
in der Europaischen

Gebrauchsanweisung

‘ EINZELKOMPONENTEN DES TESTS

Komponentenbeschreibung Liefermenge

NITROZELLULOSE- Lieferbar
STREIFEN mit 18 oder 36
Enthalt HTLV-1- Teststreifen

Viruslysat, rekombinante
Envelope-Antigene und
einen Probenzugabe-
Kontrollbereich (anti-humanes
1gG). Trocken lagern und vor
Licht schutzen.

[CoNTROLT—] NICHTREAKTIVE 1 Ampulle
KONTROLLE (80 pl)
Inaktiviertes normales
Humanserum, nichtreaktiv auf
Anti-HCV, Anti-HIV-1/-2, Anti-

HTLV-I/-1l und HBsAg. Enthélt
Natriumazid und Thimerosal
als Konservierungsstoffe.

[controL]iTH]  HOCHREAKTIVE 1 Ampulle
KONTROLLE | (80 ul)
Inaktiviertes Humanserum mit
einem hohen Antikérpertiter
gegen HTLV-1 und nichtreaktiv
auf Anti-HCV, Anti-HIV-1/-2
und HBsAg. Enthé&lt
Natriumazid und Thimerosal
als Konservierungsstoffe.

[controLTu[+]  HOCHREAKTIVE 1 Ampulle
KONTROLLE Il (80 i)
Inaktiviertes Humanserum mit
einem hohen Antikérpertiter
gegen HTLV-1l und nichtreaktiv
auf Anti-HCV, Anti-HIV-1/-2
und HBsAg. Enthé&lt
Natriumazid und Thimerosal
als Konservierungsstoffe.

[eur[vo.stock] LYOPHILISIERTER 1 oder 2
STAMMPUFFER Flaschen
In hochreinem destillierten  (auf je 100 ml
Wasser aufzuldsen. Tris- aufzufillen)

Puffer mit hitzeinaktivierten
tierischen und nichttierischen
Proteinen. Enthélt Thimerosal
als Konservierungsstoff.

Err[wasa[z=[7] WASCHPUFFER- 1 Flasche
KONZENTRAT (70 ml)
(20fach)

Tris-Puffer mit Tween-20.
Enthé&lt Thimerosal als

Konservierungsstoff.

KONJUGAT 1 Ampulle
Anti-Human-IgG der Ziege, (120 pl)
konjugiert an alkalische
Phosphatase.

TESTDURCHFUHRUNG

Hinweis: a) Alle verwendeten Chemikalien und Reagenzien
immer in einen Auffangbehalter mit
Natriumhypochlorit aspirieren.

b) Die Inkubation ist stets auf einem Wippschlittler
durchzuflihren.

Vorsicht:

Bei einigen Proben entstehen dunkle Spots auf den Streifen
an den Stellen, an denen die Probe hinzugegeben wurde. Dies
lasst sich vermeiden, wenn Folgendes beachtet wird:

i.  Die Probe erst nach Zugabe des BLOTTING-PUFFERS
hinzugeben.

ii. Die Wanne durch Anheben des oberen bzw. unteren
Endes in eine leichte Schraglage bringen. Die Blotting-
Puffer-Lésung strdmt zum tieferen Ende der Schale. Die
Probe dort hinzugeben, wo sich die Blotting-Puffer-Lésung
angesammelt hat. Nach Zugabe aller Proben die Wanne
wieder flach abstellen. Die Streifen miissen wahrend des
Verfahrens stets feucht gehalten werden.

ii. Alternativ lassen sich die Proben auch am oberen oder
unteren Ende der Vertiefungen (Wells) hinzugeben,
wenn die Lage der Wanne nicht verandert werden soll.
Entstehen durch diese Vorgehensweise dunkle Spots auf
den Streifen, werden die Testergebnisse dadurch nicht
verfélscht.

Durchfiihrung:

1. Die benétigte Anzahl STREIFEN vorsichtig
mit der Pinzette aus dem Rd&hrchen
entnehmen und mit der nummerierten
Seite nach oben in die jeweils
vorgesehene Vertiefung legen. Streifen
far hochreaktive, schwachreaktive und
nichtreaktive Kontrollen einbeziehen.

2. 2ml VERDUNNTE 2ml
WASCHPUFFERLOSUNG in jede
Vertiefung geben.

3. Die Streifen fir mindestens 5 Minuten bei 5 Minuten
Raumtemperatur (25 + 3 °C) auf einem
Wippschlittler inkubieren (Wippfrequenz
von 12 bis 16 Oszillationen pro Minute).
Die Waschpufferlésung aspirieren.

4. 2 ml BLOTTING-PUFFER-LOSUNG in 2ml
jede Vertiefung geben.

5. Jeweils 20 pl Patientenserum oder 20 pl
Kontrolle in die entsprechenden
Vertiefungen geben.

6. Die Wannenabdeckung auflegen und fur 60 Minuten
1 Stunde bei Raumtemperatur (25 + 3 °C)
auf dem Wippschdittler inkubieren.

7. Die Abdeckung vorsichtig abnehmen,
damit die Proben nicht etwa
verspritzt oder vermischt werden.
Die Wanne leicht schrag stellen und
das Reagenziengemisch aus den
Vertiefungen aspirieren. Zur Vermeidung
einer eventuellen Kreuzkontamination
fir jede Probe eine neue Aspiratorspitze
nehmen.

8. Jeden Streifen dreimal 3x2ml
mit 2 ml VERDUNNTER
WASCHPUFFERLOSUNG absptlen
und zwischen den Spilvorgangen
jeweils 5 Minuten auf dem Wippschuttler
einweichen lassen.

SUBSTRAT 1 Flasche
Loésung aus 5-Brom-4-Chlor- (100 ml)
3-Indolylphosphat (BCIP) und
Nitroblautetrazoliumchlorid

(NBT).

BLOTTING-PULVER 10 Packungen
Fettfreies Milchpulver (je19)
Gebrauchsanweisung 1 Exemplar
Protein - Finder 1 Stiick
Pinzette 1 Stiick

Inkubationswanne*

Hinweis: Die enthaltene Reagenzienmenge ist ausreichend
flr vier Testlaufe.

* Inkubationswannen sind im Lieferumfang enthalten, sind
aber getrennt vom Kit verpackt.

WARNHINWEISE UND VORSICHTSMASSNAHMEN

1. Nur fir die in vitro Diagnostik.

2. Nur fir Fachpersonal.

3. Bitte beachten Sie die Produktkennzeichnung hinsichtlich
potenziell geféhrlicher Komponenten.

GESUNDHEITS- UND SICHERHEITSHINWEISE

VORSICHT: Dieses Kit enthalt Materialien

A menschlichen Ursprungs. Bei keiner Testmethode
ist vollstandig ausgeschlossen, dass mdgliche
Infektionen durch humane Blutprodukte (ibertragen
werden kénnen.

BEHANDELN SIE ALLE TESTPROBEN, DIE
HOCHREAKTIVEN KONTROLLEN | und Il SOWIE DIE
NICHTREAKTIVEN KONTROLLEN ALS POTENZIELL
INFEKTIOSES MATERIAL. Es wird empfohlen, beim
Umgang mit Bestandteilen und Testproben entsprechend den
Grundsétzen der Guten Laborpraxis zu arbeiten. Das Material
ist gemaB den vorgeschriebenen SicherheitsmaBnahmen zu
entsorgen.

Die hochreaktiven Kontrollen | und Il, die schwachreaktiven
Kontrollen sowie die die nichtreaktiven Kontrollen
enthalten Thimerosal und Natriumazid, das Stammpuffer-
und Waschpuffer-Konzentrat enthalten Thimerosal, und das
Konjugat enthalt nur Natriumazid. Natriumazid kann mit Kupfer
und Blei, die in einigen Rohrleitungen vorkommen, reagieren
und explosive Salze bilden. Die in diesem Test verwendeten
Mengen sind zwar gering, doch sollten azidhaltige Stoffe unter
Beimengung relativ groBer Wassermengen weggesplilt werden,
damit sich in den Rohrleitungen keine Metallazide bilden.

GemaB EU-Verordnung 1272/2008 (CLP) sind gefahrliche
Komponenten wie folgt eingestuft und gekennzeichnet:

Komponente: Nitrozellulosestreifen

Signalwort: Gefahr

Piktogramm: C

Gefahrenhinweise: H228 Entziindbarer Feststoff.

9. 2 ml KONJUGAT-ARBEITSLOSUNG in 2ml
jede Vertiefung geben.

10. Die Wannenabdeckung auflegen und 1. 60 Minuten
Stunde bei Raumtemperatur (25 + 3 °C)
auf dem Wippschuttler inkubieren.

11. KONJUGAT aus den Vertiefungen 3x2ml
aspirieren. Wie in Schritt 8 beschrieben
abspllen.

12.2 ml SUBSTRATLOSUNG in jede 2ml
Vertiefung geben.

13. Die Wannenabdeckung auflegen und 15 Minuten
fur 15 Minuten auf dem Wippschuttler
inkubieren.

14. Das SUBSTRAT aspirieren und die 3x2ml
Streifen mindestens dreimal mit
hochreinem Wasser abspllen, um die
Reaktion zu stoppen.

15. Die Streifen vorsichtig mit der Pinzette
entnehmen und auf Papiertlicher
legen. Mit Papiertiichern bedecken und
abtrocknen. Alternativ kdnnen die Streifen
zum Trocknen in den Vertiefungen
belassen werden.

16. Die Streifen auf der Arbeitsflache (nicht
saugféhiges weiBes Papier) befestigen.
Klebeband nicht Uber sichtbare Banden
kleben. Die Banden bewerten (siehe
L+Auswertung der Ergebnisse®). Die
Streifen anschlieBend im Dunkeln lagern.

ZUSAMMENFASSUNG DER ARBEITSSCHRITTE

Reagenzien Menge Dauer
Nitrozellulose-Streifen | 1 -
Waschpufferlésung 2ml 5 Minuten
Blotting-Puffer-Lésung | 2 ml -

Probe 20 ul 60 Minuten
Waschpufferldsung 3x2ml 3 x 5 Minuten
Konjugat 2ml 60 Minuten
Waschpufferlosung 3x2ml 3 x 5 Minuten
Substratlésung 2ml 15 Minuten
(gebrauchsfertig)

Destilliertes Wasser 3x2ml -

REAGENZIENVERBRAUCH BEI
UNTERSCHIEDLICHER STREIFENANZAHL

Reagenzien ANZAHL VERWENDETER STREIFEN
3|6 9 |15 |20 | 27 | 36
1x Waschpufferldsung 60 | 100 | 140 | 240 | 300 | 400 | 520
(mi)
1x Blotting-Puffer-Ldsung| 20 | 40 | 60 | 80 | 100 | 120 | 160
(mi)

Konjugat (ul) 11|17 | 23 | 35 | 45 | 59 | 77
Substrat (ml) 1117 | 23 | 35 | 45 | 59 | 77
Blotting-Pulver (g) 1 2 3 4 5 6 8
‘ QUALITATSKONTROLLE

Es wird empfohlen, unabhéngig von der Probenanzahl
bei jedem Test die nichtreaktive und beide hochreaktiven
Kontrollen durchzuftihren. Folgende Kriterien mussen erflllt
sein, damit die Testergebnisse aus beliebigen Assays als gliltig
betrachtet werden kénnen.

P210 Von Hitze/Funken/
offener Flamme/heiBen
Oberflachen fernhalten.
Nicht rauchen.

P280 Schutzhandschuhe/
Schutzkleidung/
Augenschutz/Gesichtsschutz
tragen.

Sicherheitshinweise:

Ergénzende Hinweise: EUH210:
Sicherheitsdatenblatt auf
Anfrage erhéltlich

Enthélt: 100 % Nitrozellulose

Komponente: WASCHPUFFERKONZENTRAT
(20fach)

Signalwort: Warnung

Piktogramm: ‘

H373 Kann die Organe
schadigen bei langerer oder
wiederholter Exposition

P260 Staub/Rauch/Gas/
Nebel/Dampf/Aerosol nicht
einatmen.

P501 Inhalt/Behalter gemaB
den lokalen/regionalen/
nationalen/internationalen
Vorschriften der Entsorgung
zuflihren.

Gefahrenhinweise:

Sicherheitshinweise:

Ergédnzende Hinweise: EUH210:
Sicherheitsdatenblatt auf
Anfrage erhaltlich

Enthalt: 0,1 % Thimerosal

1. Vermeiden Sie beim Offnen oder bei der Entnahme der
Aliquote aus den Originalampullen bzw. -flaschen die
mikrobielle Kontamination der Reagenzien.

2. Nicht mit dem Mund pipettieren.

3. Behandeln Sie alle Testproben, Nitrozellulosestreifen,
hochreaktiven Kontrollen | und Il und die nichtreaktiven
Kontrollen als potenziell infektioses Material.

4. Wahrend des Tests Einmal-Handschuhe und Laborkittel
tragen. Die Handschuhe als biologisch geféhrliches
Material entsorgen. AnschlieBend grindlich die Hande
waschen.

5. Es wird dringend empfohlen, diesen Test nur unter einer
biologischen Sicherheitswerkbank durchzufiihren.

6. Niemals in die N&he von Lebensmitteln bringen.

7. Bei Augenkontakt sofort mit reichlich Wasser ausspulen
und in arztliche Behandlung begeben.

8. Beim Verschlucken kontaminierter Substanzen oder bei
Materialkontakt mit offenen Hautstellen ist sofort ein Arzt
aufzusuchen.

1. NICHTREAKTIVE KONTROLLE
Auf dem Streifen der nichtreaktiven Kontrolle dirfen keine
HTLV-1/-1l-spezifischen Banden, rgp46-1, rgp46-11 oder
GD21 erkennbar sein. Die Bande der Probenzugabe-
Kontrolle (Anti-Human-IgG) muss sichtbar sein.

2. HOCHREAKTIVE KONTROLLE I
Die relevanten HTLV-Béander, die vorhanden sein
missen, sind p19, p24, rgp46-1 und GD21. Das Proben-
Kontrollband (Anti-Human-IgG) sollte sichtbar sein.

Hinweis: Obwohl es nicht Ublich ist, kann ein gp46-
Virusband vorhanden sein. Wenn vorhanden, erscheint
es als diffuses Band. Aufgrund der Seltenheit von
gp46 und des Fehllesens viraler Bénder in diesem
Molekulargewichtsbereich wird virales gp46 nicht als Teil
der Interpretationskriterien der Untersuchung verwendet.

3. HOCHREAKTIVE KONTROLLE Il
Die Bande der Probenzugabe-Kontrolle sowie die Banden
aller relevanten HTLV-I-/-1l-Molekulargewichte mussen
erkennbar sein. Die relevanten HTLV-1I-Banden, die
vorhanden sein missen, sind p24, GD21 und rgp46-II.

AUSWERTUNG DER ERGEBNISSE

Die Bande der Probenzugabe-Kontrolle dient zur Uberpriifung
der erfolgten Probenzugabe bei einem Test. Das Fehlen
dieser Bande deutet auf nicht erfolgte Proben-, Konjugat- oder
Substratzugabe bzw. andere Handhabungsfehler hin.

Die Banden auf den Streifen der hochreaktiven Kontrollen
bestimmen. Diese Streifen werden danach zur Bestimmung der
auf den Testproben-Streifen vorhandenen Banden verwendet.

BANDENMUSTER INTERPRETATION

1. Keine Reaktivitat auf HTLV- SERONEGATIV
spezifische Proteine.

2. Reaktivitat auf GAG (p19 mit HTLV-I-
oder ohne p24) und zwei ENV SEROPOSITIV

(GD21 und rgp46-1)

3. Reaktivitat auf GAG (p24 mit
oder ohne p19) und zwei ENV HTLV-II-
(GD21 und rgp46-I1) SEROPOSITIV

4. Reaktivitat auf GAG (p19 und

p24) und ENV (GD21) HTLV-

- HTLV-I-SEROPOSITIV, wenn SEROPOSITIV*
p19 >p24

- HTLV-lI-SEROPOSITIV. wenn
p19 <p24

5. HTLV-spezifische Banden
erkennbar, entspricht aber nicht
den Kriterien fur HTLV-I-, HTLV-
II- oder HTLV-seropositiv.
Jedoch kénnen folgende
fragliche Bandenmuster als
SERONEGATIV interpretiert
werden:

- HTLV-1-GAG-fragliche
Western-Blot-Bandenmuster
(HGIP) Erkennbar sind p19,
p26, p28, p32, p36, P53, aber
p24 und jegliches ENV-Protein
fehlen.

- Alle Kombinationen von GAG-
Proteinen (p19, p26, p28,
p32, p36, p53), aber p24 und
Jjegliches ENV-Protein fehlen.

- Alle einzelnen GAG-Proteine
(P19, p24, p26, p28, p32, p36,
p53)

FRAGLICH**

9. \Verschuttete potenziell infektidse Substanzen
sofort mit saugfdhigem Papierhandtuch aufnehmen
und den kontaminierten Bereich sofort mit 1%iger
Natriumhypochlorit-Lésung abwischen, bevor die Arbeit
fortgesetzt wird. Natriumhypochlorit sollte nicht bei
verschitteten séurehaltigen Substanzen angewendet
werden, sofern der betreffende Bereich vorher nicht
grundlich mit einem saugfédhigen Papierhandtuch
trockengewischt wurde. Verwendete Materialien
(einschlieBlich Einmal-Handschuhe) sind als potenziell
biologisch gefahrliches Material zu entsorgen.
Natriumhypochlorithaltiges Material nicht autoklavieren.

10. Alle benutzten und kontaminierten Materialien vor der
Entsorgung bei 121 °C und 103,42 kPa (15 p.s.i.) 30
Minuten autoklavieren. Alternativ kénnen Materialien
vor der Entsorgung als biologisch gefahrliches Material
30-60 Minuten in 5%iger Natriumhypochlorit-Lésung
dekontaminiert werden.

11. Alle verwendeten Chemikalien und Reagenzien
dekontaminieren, indem ausreichend Natriumhypochlorit
hinzugegeben wird, dass sich eine endgultige
Konzentration von mindestens 1 % ergibt. Zur effektiven
Dekontamination 30 Minuten ruhen lassen.

12. Es wird empfohlen, die Inkubationskammern nur einmal
zu benutzen.

VORSICHTSMASSNAHMEN FUR DIE ANALYSE

1. Optimale Testergebnisse erfordern ein STRENGES
EINHALTEN des in diesem Bedienungshandbuch
beschriebenen Testverfahrens. Abweichungen vom
Verfahren kénnen die Ergebnisse verfalschen.

2. REAGENZIEN NICHT MODIFIZIERN UND KEINESFALLS
REAGENZIEN ANDERER CHARGEN VERWENDEN. Zur
Erzielung optimaler Ergebnisse sind Kontrollen, Konjugat
und Western-Blot-Streifen aufeinander abgestimmt. Nur
die mit dem Kit mitgelieferten Reagenzien verwenden.

3. Die Komponenten des Kits nicht nach dem auf der
Verpackung des Kits aufgedruckten Verfalldatum
verwenden.

4. Beim Offnen oder bei der Entnahme der Aliquote aus
den Originalampullen bzw. -flaschen die mikrobielle
Kontamination der Reagenzien vermeiden. Dies
fihrt ansonsten zu kirzerer Haltbarkeit des Kits und
verfalschten Ergebnissen. Bei der Entnahme von Aliquoten
aus Ampullen sind sterile Arbeitsmittel, einschlieBlich
Pipetten oder Einwegpipettenspitzen, zu verwenden.

5. Beijedem Test sind gleichzeitig mit den Patientenproben
auch die Kontrollproben des Kits zu bestimmen.

6. Zur Vermeidung einer Kreuzkontamination ist bei der
Entnahme von Probenaliquoten aus Ampullen fur jede
Probe eine neue Pipettenspitze zu verwenden.

7. Die besten Testergebnisse werden erzielt, wenn alle
Reagenzien im gekihlten Zustand entnommen und so
bald wie moglich wieder bei 2 - 8 °C gelagert werden.

8. Es wird empfohlen, Glasbehalter vor dem Gebrauch mit
2 M Salzséure zu waschen und mit destilliertem oder
deionisiertem Wasser griindlich nachzuspulen.

9. Zur Verdinnung von Reagenzien nur hochreines
deionisiertes oder destilliertes Wasser verwenden.

10. Alle Reagenzien vor dem Gebrauch gut mischen.

*  Nicht-typisierbare HTLV-seropositive Ergebnisse kdnnen
mit Hilfe des von Wiktor et al. entwickelten Algorithmus
bei Fehlen von rgp46-1 und rgp46-1l weiter untersucht
werden. Mit diesem Algorithmus, bei dem mit der relativen
Reaktivitdt von p19 und p24 gearbeitet wird, kann die
Differenzierung der beiden Serotypen erfolgen.”"1213.14

**  Die Einstufung eines Testergebnisses als fraglich basiert
auf den WHO-Richtlinien von 1990." Jedoch haben
verschiedene Studien nahe gelegt, dass bestimmte
fragliche Bandenmuster (wie aufgefiihrt), besonders bei
gesunden Blutspendern, als seronegativ interpretiert
werden kdnnen.'®?® Eine Studie mit 37.724 gesunden
Blutspendern zeigte beispielsweise, dass HGIP sicher
als seronegativ eingestuft werden kann.?® Dennoch sind
fragliche Bandenmuster bei Konsumenten intravendser
Drogen oder Blutspendern aus endemischen Gebieten
und von Patienten mit neurologischen Krankheiten mit
Vorsicht zu bewerten.27

Proben mit Doppelinfektion sind zwar selten, kdnnen jedoch
auch auftreten und dann ebenfalls entsprechend den obigen
Kriterien differenziert werden. Die Bandenmuster dieser
Proben zeigen die HTLV-I- und HTLV-II-Positivitat. Aus dazu
verfligbarem Datenmaterial ergibt sich, dass die Seroreaktivitét
auf rgp46-| fir HTLV-I bzw. auf rgp46-I1 fir HTLV-II spezifisch
ist. Daher sind Proben, die sich als reaktiv auf rgp46-I, rgp46-I,
GD21, p19 und p24 erweisen, als doppelinfiziert einzustufen.

IDENTIFIZIERUNG VON BANDEN

Der im Kit enthaltene Protein-Finder (Abbildung 1) wird
verwendet, um Banden auf den Streifen zu lokalisieren und zu
identifizieren, die mit hochreaktiver Kontrolle | und hochreaktiver
Kontrolle Il getestet wurden. Diese Kontrollstreifen werden
anschlieBend verwendet, um Banden auf Streifen zu
identifizieren, die mit Testproben verwendet wurden. Jeder
Protein-Finder ist chargenspezifisch; zur Lokalisierung und
Identifizierung von Banden sollte nur der mit dem Kit gelieferte
Protein-Finder verwendet werden.

HTLV BLOT 2.4

PROTEIN FINDER
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Abbildung 1: Beispiel fiir Protein-Finder



EINSCHRANKUNGEN FUR DAS TESTVERFAHREN

Optimale Testergebnisse erfordern ein strenges Einhalten
des beschriebenen Testverfahrens. Eine abweichende
Vorgehensweise kann die Ergebnisse verfalschen.

Bei einem NEGATIVEN Ergebnis kann die Mdglichkeit eines
Kontakts oder einer Infektion mit HTLV-I oder HTLV-II nicht
ausgeschlossen werden. FRAGLICHE Blots durfen nicht als
Grundlage fur die Diagnose einer HTLV-I-/-II-Infektion dienen.

AuBerdem wurde bei nichtinfizierten Populationen mit niedrigem
Risiko eine p19- sowie p24-Seroreaktivitat beobachtet, obwohl
fragliche p24-Ergebnisse relativ selten sind.

Die Sensitivitdt von rgp46-1 wird in Frankreich mit 95%, bei
durch PCR bestatigten Proben in Jamaika und den Vereinigten
Staaten mit 100% und bei HTLV-I-seropositiven Blutspendern
mit 98% angegeben. Die ermittelte Sensitivitat von rgp46-I|
betragt bei durch PCR bestétigten Proben aus den Vereinigten
Staaten mehr als 98%.

Die Sensitivitat wird insgesamt bei rgp46-l und rgp46-Il auf
Uber 97% geschétzt. Der geringe Anteil an HTLV-I- und HTLV-
II-Proben, die nicht reaktiv auf rgp46-1 bzw. rgp46-Il sind, zeigt
sich mindestens mit GD21 und einer weiteren GAG-Bande,
p19 oder p24 reaktiv und entspricht somit den Kriterien flr
eine Einstufung als HTLV-seropositiv (Muster 4) bzw. -fraglich
(Muster 5). Es wurden keine falsch-negativen Ergebnisse
festgestellt.

Zusatztests wie die PCR (HTLV-l und HTLV-Il) kénnen zur
Unterscheidung zwischen HTLV-seropositiven Proben, die
sich mit dem MP Diagnostics HTLV BLOT 2.4 nicht als HTLV-I-
oder HTLV-lI-seropositiv bestimmen lassen (z. B. Muster 4),
hilfreich sein.

SPEZIFISCHE LEISTUNGSMERKMALE ‘

Die Leistungsféhigkeit des MP Diagnostics HTLV BLOT 2.4
zum Nachweis von Antikérpern gegen HTLV-I und HTLV-II
wurde mit HTLV-I-/-ll-seropositiven und -seronegativen Pro-
ben beurteilt und mit zwei Line-Immunoassays verglichen, die
HTLV-1- und HTLV-II-Antigene (rekombinante Proteine oder
Peptide) enthalten.

Sensitivitat

Zur Bestimmung der Sensitivitdt des MP Diagnostics HTLV
BLOT 2.4 wurden Proben verwendet, die zuvor mit handelstibli-
chen ELISAs positiv auf HTLV-I- und/oder HTLV-II-Antikérper
getestet worden waren.

A. Vergleich mit Line-Immunoassay 1

Beim Vergleich zwischen MP Diagnostics HTLV BLOT 2.4
und Line-Immunoassay 1 (LI 1) mit positiven Proben (Quellen:
Boston Biomedica, Inc., USA (BBI) und ProMedDx) wurden
folgende Blot-Ergebnisse erzielt:

Line-Immunoassay 1
Negativ/
Methode Fraglich Positiv | Gesamt
MP 'l;legall_ti\;]/ 3 0 3
Diagnostics ragiic
HTLV BLOT |Positiv 0 102 102
2.4 Gesamt 3 102 | 105

*  MP Diagnostics HTLV BLOT 2.4 lieferte 2 fragliche
Ergebnisse und 1 negatives Ergebnis (diese Probe wurde
auch von Line-Immunoassay 1 negativ getestet). Line-
Immunoassay 1 lieferte 3 negative Ergebnisse.

Probenzugabe—KontroIle\
rgp46-l ——
rgp46-Il

p53
gp46 ——

p36
p32
p28
p26
p24

p19

|

Il Il EErT T ®1
]

GD21

Virusspezifische Banden:
a. HTLV-I-/-ll-doppelinfizierte Probe

b. Hochreaktive Kontrolle | (nur reaktiv auf HTLV-I)
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[
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Die zwei Blots lieferten fir die 102 HTLV-positiven Proben die
folgenden Diskriminationen:

Interpretation
Methode HTLV | & Nicht Gesamt
HTLVEHTLVIE ey 1 | ypiserbar

MP 45 53 4 0 102
Diagnostics
HTLV
BLOT 2.4

LIt 48 51 0 3 102

**  Es wurden sowohl HTLV-I- als auch HTLV-ll-spezifische
Marker festgestellt. Dies deutet auf eine Koinfektion hin.

***  Die HTLV-Stdmme konnten aufgrund fehlender spezi-
fischer Marker nicht typisiert werden.

MP Diagnostics HTLV BLOT 2.4 und LI 1 lieferten vergleichbare
Ergebnisse. Die wenigen abweichenden Ergebnisse gehen auf
die verschiedenen auf den Blots immobilisierten Antigene und
die unterschiedlichen verwendeten Methoden zuriick.

MP Diagnostics HTLV BLOT 2.4 zeigte eine Sensitivitdt von
97,1 %. Dies entspricht der von Line-lImmunoassay 1 erzielten
Sensitivitat.

B. Vergleich mit Line-Immunoassay 2

Untersucht wurde das Anti-HTLV-I-/-1l-Performance-Panel
SFTS-94 (Quelle: Franzdsische Gesellschaft fir Bluttransfu-
sion) mit 26 HTLV-I- und 6 HTLV-II-Proben. Der Vergleich
zwischen MP Diagnostics HTLV BLOT 2.4 und Line-Immuno-
assay 2 (LI 2) lieferte bei diesem Panel folgende Ergebnisse:

Interpretation
Methode i - Total
HTLV T | HTLy |, Nieht | Falsch
typisierbar| negativ
MP 26 6 0 0 32
Diagnostics
HTLV
BLOT 2.4
L1 21 6 4 1 32

MP Diagnostics HTLV BLOT 2.4 kann HTLV-positive Proben
korrekt identifizieren und erzielte bei diesem Panel eine
Sensitivitat von > 99,9 %. Das Vergleichs-Kit Line-Immunoassay
2 erreichte bei demselben Panel eine Sensitivitat von 96,9 %.

Spezifitat

Bei den insgesamt untersuchten 200 Proben von Blutspendern
wurde eine Spezifitat von 92,5 % festgestellt. 15 Proben waren
fraglich; falsch-positive Ergebnisse traten nicht auf.

Unter Berlcksichtigung von 150 klinischen Proben, 50
Schwangerschaftsproben, 50 potenziell die Testergebnisse
beeintrachtigenden Proben (jeweils 10 ikterische, hdmolysierte,
lipadmische, Triglycerid- und GesamteiweiB-Proben) sowie 73
potenziell kreuzreaktiven Proben (TB, Helicobacter pylori, HEV,
Dengue-Fieber, HBV, HCV, HIV-1, HIV-2) ergab sich insgesamt
eine Spezifitat von 89,2 % (461/517). 56 Proben waren fraglich;
falsch-positive Ergebnisse traten nicht auf. 6 Proben waren
echt-positiv. Dies wurde durch einen zusétzlichen Test bestatigt.

EINGESCHRANKTE GARANTIE

Der Hersteller sichert lediglich die Funktionstuchtigkeit
des Assays zum Gebrauch fir die In-vitro-Diagnostik
innerhalb der Bestimmungen und Einschrankungen zu, die
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c. Hochreaktive Kontrolle Il (nur reaktiv auf HTLV-II)

d. Nichtreaktive Kontrolle

im Bedienungshandbuch des Tests beschrieben sind, sofern
der Test unter Beachtung der darin enthaltenen Anweisungen
durchgefihrt wird. Der Hersteller lehnt jegliche - ausdrickliche
oder stillschweigende - Gewabhrleistung ab, einschlieBlich
einer solchen ausdricklichen oder stillschweigenden Garantie
der Marktgéngigkeit, Gebrauchsfahigkeit oder unterstellten
Verwendbarkeit fiir andere Zwecke. Die Haftung des Herstellers
beschrankt sich auf entweder Ersatz des Produktes oder
Riickerstattung des Kaufpreises fiir das Produkt. Der Hersteller
haftet nicht gegeniiber dem Kéufer oder gegentiber Dritten fir
jedwede Schaden, Verletzungen oder wirtschaftlichen Verluste,
in welcher Form auch immer diese durch den Gebrauch oder
die Anwendung des Produktes hervorgerufen werden mégen.

TECHNISCHE PROBLEME / REKLAMATIONEN

Bei eventuellen technischen Problemen/Reklamationen bitte

folgende Hinweise beachten:

1. Die Chargennummer des Kits und das Verfalldatum
notieren.

2. Das Kit und die damit gewonnenen Testergebnisse
verwahren.

3. Mit der ndchstgelegenen Vertretung von MP Biomedicals
oder dem fiur Sie zustéandigen Handler in Verbindung
setzen.
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