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VERWENDUNGSZWECK

Der Prevo-Check® ist ein in-vitro diagnostischer Schnelltest zum qualitativen Nachweis
von Antikorpern gegen HPV16 L1 in Vollblut und Serum. Der Test ist ein Hilfsmittel zur
Ermittlung des HPV16 L1 Antikdrperstatus im Rahmen der Friherkennung von HPV16-
bedingten Karzinomen im Kopf-Hals-Bereich und der Anogenitalregion.

ZUSAMMENFASSUNG

Die Zahl der Neuerkrankungen an HPV-bedingten Plattenepithelkarzinomen ist stark
im Anstieg begriffen. Geschlechterspezifisch sind wesentliche Unterschiede hinsicht-
lich der Lokalisation der Kanzerosen erkennbar. Wahrend Frauen Uberwiegend von
Anogenitalkarzinomen betroffen sind, erkranken Manner in erster Linie an HPV-
bedingten Kopf-Hals-Tumoren. Inzwischen stellen Karzinome im Mund und insbe-
sondere im Rachen die haufigste HPV-bedingte Tumorart in den USA und anderen
entwickelten Landern dar. Die Friherkennung dieser Tumoren ist maBgeblich fir eine
gute Prognose.

Die Anwesenheit erhohter HPV16 L1 Antikorper weist bei nicht HPV-geimpften Perso-
nen spezifisch auf veranderte Zellen hin und sind als Indikator fir Krebsvorstufen bzw.
Tumoren zu werten, was insbesondere bei augenscheinlich gesunden Personen von
besonderer Bedeutung im Rahmen einer Friherkennungsuntersuchung ist.

Wahrend es bislang keine aussagekraftige und praktikable serologische Methode der
Friherkennung fir HPV-bedingte Tumoren gab, ist nun der neue immunologische
Schnelltest Prevo-Check® verfigbar. Die Abviris Deutschland GmbH hat diesen Nach-
weis von HPV16 L1 Antikérpern aus Vollblut- und Serumproben entwickelt. Der unter
der Marke Prevo-Check® erhiltliche Test ist so eingestellt, dass erhéhte Antikdrper-
titer als positives Ergebnis erkannt werden. Seine auBergewdohnlich guten Leistungs-
daten verdankt der Test der Verwendung eines HPV-16 spezifischen Antikorperklons,
der gegen ein Protein gerichtet ist, das von Zellen gebildet wird, bei denen HPV16
schon aktiv in die Zellteilung eingegriffen hat. Das bedeutet, dass dieser Antikorper
immer nur dann auftritt, wenn eine subklinische HPV16 Infektion in eine Krebsvorstufe
oder ein Karzinom Ubergegangen ist.

TESTPRINZIP

Im 1. Schritt wird die Patientenprobe mit dem HPV Reagenz gemischt. Wenn HPV16 L1
Antikorper in der Probe vorliegen, bildet sich ein Komplex aus HPV Reagenz und
HPV16 L1 Antikorper, wodurch das HPV Reagenz inaktiviert wird. Sind keine HPV16 L1
Antikorper in der Probe vorhanden, bleibt das HPV Reagenz reaktiv.

Im 2. Schritt wird diese Mischung auf die Probenéffnung der Kassette aufgetropft und
lauft Gber eine Membran bis zur Reaktionszone. Dabei lduft das HPV Reagenz Gber ein
Kissen, auf dem goldmarkierte Antikérper vorgelegt sind. Ist das HPV Reagenz nach
Schritt 1 noch reaktiv, bildet sich mit den goldmarkierten Antikdrpern ein Komplex
aus, der in der Reaktionszone abgefangen wird. Eine Testergebnislinie wird sichtbar,
da das HPV Reagenz noch reaktiv war. HPV16 L1 Antikorper, die das HPV Reagenz in-
aktiviert hatten, wurden nicht nachgewiesen. Wurde das HPV Reagenz durch Mischen
mit der Patientenprobe (Schritt 1) inaktiviert, werden die goldmarkierten Antikorper
nicht gebunden und in der Reaktionszone wird keine Testlinie sichtbar. Das Test-
ergebnis ist positiv, HPV16 L1 Antikérper wurden nachgewiesen, da das HPV Reagenz
inaktiviert wurde. Eine weitere davon unabhangige Antikorper-Reaktion in der Kont-
rollregion weist den korrekten Ablauf des Testes nach. Das Auftauchen der roten Linie
in der Kontrollregion bestéatigt, dass das Probenvolumen ausreichend war und der Test
wie beabsichtigt abgelaufen ist. Diese Kontrolllinie muss in jedem Fall erscheinen, un-
geachtet dessen, ob HPV16 L1 Antikdrper nachgewiesen wurden oder nicht.

AUFBAU DES KASSETTENTESTS

Das Plastikgehduse der Testkassette enthalt einen Teststreifen, an dessen unterem
Ende sich die Offnung fir die Probe (S) befindet. Dariber liegt die Offnung der
Reaktionszone. In der Reaktionszone finden Sie die Testregion (T) und Kontrollregion
(C). Das Ergebnis in der Reaktionszone zeigt nach Testdurchfihrung an, ob HPV16 L1
Antikorper in der Patientenprobe vorhanden sind oder nicht.

LAGERUNG UND HALTBARKEIT

Bewahren Sie das Testkit bei 2-30°C auf. Achten Sie darauf, Testpouches und Reagenzi-
en verschiedener Testkitchargen nicht miteinander zu mischen. Der Test ist bis zu dem
auf dem Folienbeutel und Kartonetikett aufgedruckten Verfallsdatum haltbar. Lassen
Sie den Test bis zum Gebrauch in dem verschlossenen Folienbeutel, da er empfindlich
gegen Luftfeuchtigkeit ist. Achten Sie darauf, die Testbestandteile vor Verunreinigun-
gen zu schitzen. Gebrauchen Sie das Pufferréhrchen nicht, wenn es Anzeichen fir
mikrobielle Kontamination oder Ablagerungen gibt. Biologische Kontamination der
verwendeten Réhrchen bzw. des Reagenz kann zu falschen Ergebnissen fihren.

MATERIALIEN

Mitgelieferte Materialien und Reagenzien

* 4 Rohrchen mit je 120 pl HPV Reagenz (HPV16 L1 Antikérper spezifisches
Oberflachenprotein, nicht infektids, in Puffer (beinhaltet 0,09% Natriumazid))

* 4 Testkassetten, einzeln verpackt

* 8 Pipetten

1 Gebrauchsanweisung

Zusétzlich benétigtes Material

* 1 Stoppuhr

VORSICHTSMABNAHMEN

- Nur fur die professionelle In-vitro-Diagnostik

- Nur fUr den Einmalgebrauch

- Keine Reagenzien oder Testkassetten unterschiedlicher Chargen mischen. Das HPV
Reagenz darf immer nur mit der dazugehdrigen Testkassette verwendet werden

- Keine Bestandteile des Testkits einfrieren

- Testbestandteile nicht nach Verfallsdatum verwenden

- Lagern Sie das Testkit bei 2-30°C

- Nicht essen, trinken oder rauchen, wo Proben und Testkits verwendet werden

- Tragen Sie beim Umgang mit Proben Schutzkleidung wie Laborkittel, Einmal-
handschuhe und Schutzbrille

- Der Test ist feuchtigkeitsempfindlich. Test nicht verwenden, wenn der Beutel
beschadigt ist

- Die Tests sollten bis zur Verwendung im verschlossenen Folienbeutel bleiben

- Bringen Sie alle Reagenzien vor Gebrauch auf Raumtemperatur (15-30°C)

- BerUhren Sie das Reaktionsfeld nicht, um einer Kontaminierung vorzubeugen

- Geben Sie keine ProbenflUssigkeit in das Reaktionsfeld

- Vermeiden Sie Kreuzkontamination verschiedener Proben, indem Sie fir jede Probe
einen neuen Probenbehélter und neue Pipetten verwenden

- Verwenden Sie nicht mehr als die erforderliche Menge der Reagenzflussigkeiten

- Der Puffer ist leicht reizend. Bei Haut- bzw. Augenkontakt mit reichlich Wasser spilen

- Der Puffer enthalt Natriumazid, das mit Blei oder Kupfer zu potentiell explosiven Me-
tallaziden reagiert. Beim Entsorgen der Losungen mit reichlich Wasser nachspulen,
um die Azidbildung zu vermeiden

- Behandeln Sie alle Proben so, als ob sie infektiose Reagenzien enthielten

- Beachten Sie die VorsichtsmaBnahmen fir mikrobiologische Risiken wéhrend der
TestdurchfUhrung sowie Standardverfahren fir die korrekte Probenentsorgung

- Der benutzte Test sollte gemaB lokaler Vorgaben entsorgt werden

- Feuchtigkeit und hohe Temperaturen kdnnen das Ergebnis beeintrachtigen

- Von den potentiell infektiosen Materialien (z. B. Antikérper) oder anderen Stoffen des
Tests (z.B. Chemikalien) geht bei sachgerechter Anwendung entsprechend der An-
leitung keine Gefahr aus

PROBENENTNAHME UND VORBEREITUNG
Der Test kann mit Vollblut (kapillar und vends) oder Serum durchgefihrt werden.
Die Entnahme und Behandlung der Proben ist im Folgenden beschrieben:

Vollblut aus oraler Kontaktblutung

1. Frisches Blut aus der Kontaktblutung (z.B. wahrend einer professionellen Zahn-
reinigung) mit der Pipette, die im Testkit enthalten ist, entnehmen. Es kann auch
tropfendes Blut verwendet werden. Vermeiden Sie dabei den Kontakt mit Zunge
und Wangen.

2. Verwenden Sie das Blut sofort, um Gerinnung zu vermeiden und beginnen Sie unver-
zuglich mit der Testdurchfihrung. Vollblutproben dirfen nicht eingefroren werden.

Kapillarblut / Vollblut (z. B. Fingerbeere oder Ohrldppchen)

1. Reinigen Sie die Einstichstelle mit Alkohol oder anderen Desinfektionsmitteln.

Massieren Sie den Finger in Richtung der Einstichstelle ohne diese zu berUhren.

Punktieren Sie die Fingerkuppe mit einer Lanzette.

. Entfernen Sie den ersten Tropfen Blut. Massieren Sie dann den Finger erneut in

Richtung der Einstichstelle, um ausreichend Blut zu gewinnen.

4. Sammeln Sie einen Tropfen Blut mithilfe der beiliegenden Pipette.

5. Befolgen Sie die Anweisungen des Kapitels , Testdurchfihrung”.

6. Verwenden Sie das Blut sofort, um Gerinnung zu vermeiden, und beginnen Sie unver-
zuglich mit der Testdurchfihrung. Vollblutproben durfen nicht eingefroren werden.

Venéses Vollblut

1. Sammeln Sie eine Vollblutprobe entsprechend den einschldgigen Richtlinien. Bitte
nutzen Sie eine mitgelieferte Pipette um einen Tropfen Blut aus dem Blutentnahme-
réhrchen zu entnehmen.

2. Befolgen Sie die Anweisungen des Kapitels , Testdurchfihrung”.

3. Verwenden Sie das Blut sofort, um Gerinnung zu vermeiden, und beginnen Sie un-
verziglich mit der Testdurchfihrung. Vollblutproben dirfen nicht eingefroren werden.

Serum

1. Verwenden Sie 25 pl des Serums pro Testvorgang.
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TESTDURCHFUHRUNG

Bringen Sie den Test, die Reagenzien und/oder externe Kontrollen vor der Testdurch-

fohrung auf Raumtemperatur (15-30°C). Bitte beachten Sie, dass die Testkassette

und das Reagenzrohrchen erst unmittelbar vor der Durchfihrung des Prevo-Check®
geoffnet werden. Fur die Testdurchfihrung nur Reagenzien zusammen mit Test-
kassetten des gleichen Reagenzkits nutzen.

. Nehmen Sie ein Rohrchen mit HPV Reagenz und fiigen Sie 1 Tropfen (30ul) Voll-
blut (alternativ 25 pl Serum) dazu. Vermischen Sie die Probe mit dem HPV Reagenz
durch mehrmaliges Auf- und Abpipettieren. VerschlieBen Sie das Réhrchen. Durch
mehrmaliges Schitteln stellen Sie sicher, dass ggf. im Rohrchendeckel verbliebene
RestflUssigkeit des HPV Reagenz in den Mischprozess mit einbezogen wird.

2. StoBen Sie das verschlossene Réhrchen einmal leicht mit dem Boden auf eine feste

Oberflache, um im Deckel verbliebenes Reagenz zuriickzufihren.

Stellen Sie das Réhrchen in einen Halter und lassen Sie die Mischung 10 Minuten

inkubieren. Entsorgen Sie die erste Pipette.

. Entnehmen Sie die Testkassette aus dem Folienbeutel und legen Sie die Kassette

auf eine ebene Unterlage. Verwenden Sie diese so bald wie mdglich, spatestens

innerhalb 1 Stunde.

Nehmen Sie die zweite Pipette und geben Sie 4 Tropfen der Mischung aus dem

Réhrchen in die Probendffnung (S) der Testkassette. Vermeiden Sie dabei Luftein-

schlisse in der Probendffnung (S) und geben Sie keine Flissigkeit in das Reaktions-

feld. Beginnen Sie mit der Zeitmessung.

6. Werten Sie den Test nach 10 Minuten aus. Nach mehr als 15 Minuten keine Ergeb-

nisse mehr auswerten, um fehlerhafte Ergebnisse zu vermeiden!
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TESTAUSWERTUNG

Fur die Interpretation des Testergebnisses werden die im Reaktionsfeld entstandenen
Linie/n visuell ausgewertet.

NEGATIV

Es erscheinen 2 Linien. Eine Linie erscheint in dem Bereich der Kontroll-
linie (C) und eine weitere im Bereich der Testlinie (T). Ein negatives Ergeb-
nis zeigt an, dass keine HPV16 L1 Antikorper in der Probe vorhanden sind
oder diese unterhalb der Nachweisgrenze des Tests liegt. Hierbei kénnen
die Linien unterschiedlich stark gefarbt sein.

Eine Linie erscheint in dem Bereich der Kontrolllinie (C). Es erscheint keine
Linie im Bereich der Testlinie (T). Ein positives Ergebnis zeigt an, dass
HPV16 L1 Antikorper in der Probe vorhanden sind.

Die Kontrolllinie erscheint nicht. Ungenigendes Probenvolumen, abge-
laufene Tests oder fehlerhafte Vorgehensweise sind die wahrscheinlichs-
ten Ursachen dafir, dass die Kontrolllinie nicht erscheint. Uberpriifen Sie
die TestdurchfUhrung und wiederholen Sie den Test. Besteht das Problem
weiterhin, stellen Sie die Verwendung des Testkits ein und wenden Sie
sich an |hren Lieferanten.

QUALITATSKONTROLLE

Interne Qualitatskontrolle

Der Test enthalt eine interne positive Verfahrenskontrolle: eine rote Linie, die im Bereich
der Kontrolllinie (C) erscheint. Sie bestatigt, dass ein ausreichendes Probenvolumen
aufgetragen wurde und zeigt an, dass die Membrandurchfeuchtung hinreichend und
die Vorgehensweise korrekt sind. Es wird darber hinaus empfohlen, eine interne Qua-
litdtskontrolle gemaB der lokalen, nationalen bzw. regionalen Vorgaben durchzufGhren.
Externe Qualitdtskontrolle

Kontrollstandards sind dem Kit nicht beigefigt. Im Rahmen einer guten Laborpraxis
(good laboratory practice) werden auf die lokalen und nationalen Vorgaben zur Quali-
tatssicherung verwiesen.

BEFUNDUNG

Im Falle eines positiven Ergebnisses verfahren Sie entsprechend der fir Sie gultigen

Leitlinie fUr die Erkennung und Behandlung von HPV-bedingten Tumoren. Sollten kei-

ne einschldgigen Richtlinien bestehen, kann folgende Vorgehensweise angeraten sein.

1. Unternehmen Sie eine grindliche Untersuchung der gesamten Mundhéhle und ins-
besondere des Rachens; Abstriche von verdachtigen Arealen wie Lasionen sollten
durch einen Pathologen untersucht werden.

2. Uberweisen Sie den Patienten an einen Facharzt.

3.Eine regelmaBige, grindliche Untersuchung der Mundhdéhle inkl. Oropharynx sollte
alle 3-6 Monate Uber einen Zeitraum von 2 Jahren durchgefihrt werden.

Wichtiger Hinweis

HPV16 kann auch andere Schleimhautzellen (z. B. im Anal- oder Genitalbereich) infizie-

ren. Insofern die grindliche Untersuchung des Kopf-Hals-Bereichs zu keinem Befund

fuhrt, sollte auch die Anogenitalregion durch Spezialisten untersucht werden.

EINSCHRANKUNGEN

* Wie bei allen diagnostischen Untersuchungen sollte eine klinische Diagnose nicht nur
auf dem Ergebnis eines einzelnen Tests basieren, sondern sollte nach Auswertung
aller klinischen Befunde und Laborbefunde vorgenommen werden.

« Ein negatives Testergebnis schlieBt eine HPV Infektion nicht aus.

« Die Prevo-Check® Tests sind nur fir die In-vitro diagnostische Verwendung be-
stimmt. Der Test darf nur fir den Nachweis von HPV16 L1 Antikérpern in Vollblut-
proben und Serum verwendet werden. Die HPV16 L1 Antikérperkonzentration kann
mit diesem Test nicht quantitativ bestimmt werden.

* Bei Personen, die gegen HPV16 geimpft sind, sind ebenfalls hohe Antikorpertiter zu
erwarten. Der Test sollte bei geimpften Personen nicht durchgefihrt werden, da ein
positives Ergebnis zu erwarten ist, auch wenn keine HPV16 Infektion vorliegt. Ein
negatives Testergebnis schlieBt eine Infektion mit HPV nicht aus.

* Prevo-Check® Ergebnisse kénnen bei Patienten wahrend der Dauer einer Immun-
adsorptionstherapie negativ ausfallen. Eine Wiederholung des Tests nach der
Behandlung wird empfohlen.

* Der Prevo-Check® weist nur Antikorper gegen HPV16 L1 nach. Ein Nachweis von
Antikérpern mit dem Prevo-Check® sagt nichts Uber die Anwesenheit von Antikér-
pern anderer HPV Typen aus.

LEISTUNGSMERKMALE

DIAGNOSTISCHE SENSITIVITAT / SPEZIFITAT

Eine Studie mit insgesamt 925 Proben von Patienten mit bekanntem klinischen Status
belegen die Sensitivitdt und Spezifitdt mit Prevo-Check®. Darunter waren Proben von
klinisch gesunden Personen mit einem Alter =30 Jahren, die keine klinischen Anzeichen
for Tumore oder Infektionen (CRP <1,0 mg/L) zeigten, Proben von Patienten mit kli-
nisch bestatigten HPV16-induzierten Kopf-Hals Tumoren, die zuvor positiv auf HPV16
DNA sowie auf p16inkda getestet wurden und Proben von HIV-positiven Patienten,
bei denen die Probenentnahme im Jahr vor der Diagnose eines HPV16-induzierten
Analkarzinoms stattfand. Aus den Daten ergibt sich eine Spezifitdt von 99,3% (95% Cl
98.6% — 99.8%). Die Sensitivitat fFir HPV16-induzierte Oropharynxkarzinome zum Zeit-
punkt der Diagnosestellung betrug 95%. Die Sensitivitat fir HPV16-induzierte Anal-
karzinome bei HIV-positiven Patienten betrug in dem Jahr vor Tumordiagnose 90%.
Die Richtigkeit der Ergebnisse des Prevo-Check® im Vergleich zum klinischen Status
betrug 99,1% (95% Cl 98.3%-99.6%).

ANALYTISCHE SENSITIVITAT / SPEZIFITAT /HOOK EFFEKT

Die analytische Sensitivitdt des Prevo-Check® Schnelltests wurde unter Verwendung
des HPV16 L1 epitop-spezifischen Antikorperklons der Zelllinie ACC3306 bestimmt. Bis
zu einer Antik6rperkonzentration von 100 pg/ml konnte kein Hook-Effekt beobachtet
werden. Aufgrund des kompetitiven Testprinzips ist selbst fir noch héhere Antikorper-
konzentrationen kein Hook Effekt zu erwarten. Es wurde keine Kreuzreaktivitat zu
Antikérpern gegen die HPV Typen 8, 11, 18, 35 und 39 bei einer Konzentration von
16 1U/ml (Typ 18) bzw. 10 pg/ml beobachtet.

Der Test zeigt keine Interferenzen mit folgenden Substanzen: Gesamtserumprotein
(100 g/L), davon Albumin (55 g/L), Immunglobulin (35 g/L), Hdmoglobin (1 g/L);
Lipide (15 g/L), davon Cholesterin (6 g/L), Triglyceride (4.5 g/L); Acetaminophen
(20 mg/dl); Acetylsalicylsdure (20 mg/dl); Ampicillin (4 mg/dl); Ascorbinsdure
(20 mg/dl); Bilirubin (10 mg/dl); Koffein (20 mg/dL); Kreatinin (200 mg/dl); Ethanol
(0.4%); Glucose (2000 mg/dl); Ibuprofen (20 mg/dl); Rheumafaktor (200 IU/ml).

INTER- UND INTRACHARGENVARIANZ / REPRODUZIERBARKEIT
Die Untersuchungen zu Inter- und Intrachargenvarianz sowie Reproduzierbarkeit zwi-
schen unterschiedlichen Anwendern zeigten absolut dquivalente Ergebnisse.
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