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QUERVERWEIS AUF VERWANDTE ANMELDUNGEN
Diese Anmeldung ist eine Fortsetzungsanmeldung der Anmeldung Nr. 08/683,784, die
am 16. Juli 1996 eingereicht wurde, die eine Teilanmeldung der Anmeldung Nr.
08/419,620 ist, die am 10. April 1995 eingereicht wurde.

GEBIET DER ERFINDUNG

Die vorliegende Erfindung betrifft im Allgemeinen Systeme und Verfahren zum
Herstellen und Analysieren von Proben, die von Plasmaspenden genommen werden,
um viruskontaminierte Spenden eindeutig zu identifizieren. Insbesondere betrifft die
Erfindung eine Vorrichtung und ein Verfahren zum Bilden einzelner, separat

" verschlossener und verbundener Gefalle, die Proben desselben Plasmas aufweisen,

das in der Spende enthalten ist. Die Erfindung betrifft auch eine Vorrichtung und ein
Verfahren zum Bilden anfénglicher Screeningtest-Pools aus den GefdlRen und zum
Testen der Pools auf das Vorhandensein eines Virus nach einem Algorithmus zur
Identifizierung einzelner kontaminierter Spenden mit der geringsten Anzahl von

Testzyklen.

HINTERGRUND DER ERFINDUNG

Blut-, Plasma- und biologische Flissigkeitsspendenprogramme sind wesentliche erste
Schritte in der Herstellung pharmazeutischer Produkte und Blutprodukte, welche die
Lebensqualitdt verbessern und welche verwendet werden, um Leben in einer Vielfalt
traumatischer Situationen zu retten. Solche Produkte werden zur Behandlung
immunologischer Stérungen, zur Behandlung von Hamophilie und auch zum
Aufrechterhalten und Wiederherstellen eines Blutvolumens in operativen Verfahren und
anderen Behandlungsprotokollen verwendet. Die therapeutische Verwendung von Blut,
Plasma und biologischen Flussigkeiten erfordert, dass Spenden dieser Materialien
moglichst frei von Viruskontamination sind. Typischerweise wird eine serologische
Testprobe aus jeder einzelnen Blut-, Plasma- oder anderen Flissigkeitsspende auf
verschiedene Antikérper getestet, die als Reaktion auf spezifische Viren hervorgerufen
werden, wie Hepatitis C (HCV) und zwei Formen des humanen Immunschwéchevirus
(HIV-1 und HIV-2). Zuséatzlich kénnen die serologischen Testproben auf Antigene
getestet werden, die spezifische Viren markieren, wie Hepatitis B (HBV), sowie auf
Antikoérper, die als Reaktion auf soiche Viren hervorgerufen werden. Falls die Probe
hinsichtlich des Vorhandenseins entweder spezifischer Antikérper oder Antigene
serologisch positiv ist, wird die Spende von einer weiteren Verwendung
ausgeschlossen.
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Wahrend angenommen wird, dass ein Antigentest auf bestimmte Viren, wie Hepatitis B,
eng mit der Infektiositét korreliert ist, sind Antikérpertests es nicht. Es ist seit langem
bekannt gewesen, dass ein Blutplasmaspender in der Tat mit einem Virus infiziert sein
kann, obwohl ein Serologietest auf Antikérper, die zu diesem Virus gehéren, negativ
ausfalit. Zum Beispiel gibt es ein Fenster zwischen der Zeit, in der ein Spender mit
einem Virus infiziert werden kann, und dem Auftreten von Antikérpern, die als Reaktion
auf dieses Virus im System des Spenders hervorgerufen werden. Die Zeitdauer
zwischen dem ersten Auftreten eines Virus im Biut und dem Vorhandensein
nachweisbarer Antikérper, die als Reaktion auf dieses Virus hervorgerufen werden, ist
als ,Zeitfenster bekannt. Im Fall von HIV betrdgt das durchschnittliche Zeitfenster
ungefahr 22 Tage, wahrend das durchschnittliche Zeitfenster fur HCV auf ungeféhr 98
Tage geschatzt worden ist. Deshalb kénnen Tests, die auf den Nachweis von
Antikérpern gerichtet sind, eine falsche Indikation fur einen infizierten Spender geben,
falls sie wahrend des Zeitfensters durchgefithrt werden, d. h. in der Zeit zwischen
Virusinfektion und der Bildung von Antikérpern. Auch wenn herkémmliche Tests auf
HBV sowohl Tests auf Antikérper als auch auf Antigene einschlieBen, haben daruber
hinaus Tests durch empfindlichere Verfahren das Vorhandensein von HBV-Viren in
Proben bestatigt, die in den HBV-Antigentests negativ waren.

Ein Verfahren zum Testen von Spenden, die verflugbare Antikérper- und Antigentests
erfolgreich durchlaufen haben, um weiter deren Freiheit von einsetzender
Viruskontamination sicherzustellen, schlieBt ein Testen der Spenden durch ein
Polymerase-Kettenreaktions-(PCR)-Verfahren ein. PCR ist ein hochempfindliches
Verfahren zum Nachweisen des Vorhandenseins spezifischer DNA- oder RNA-
Sequenzen, die einem interessierenden Virus in einem biologischen Material durch
Amplifizieren des Virusgenoms zugeordnet werden. Da der PCR-Test auf das
Nachweisen des Vorhandenseins eines wesentlichen Bestandteils des Virus selbst
gerichtet ist, kann seine Anwesenheit in einem Spender fast unmittelbar nach einer
Infektion gefunden werden. Es ist deshalb theoretisch kein Zeitfenster vorhanden,
wihrend dem ein Test eine falsche Indikation einer Infektiositatsfreiheit ergeben kann.
Eine geeignete Beschreibung der Methodik und der praktischen Anwendung von PCR-
Tests ist im US-Patent Nr. 5,176,995 enthalten.

PCR-Tests sind jedoch sehr teuer, und da die allgemeine Spenderpopulation eine
relativ kleine Anzahl PCR-positiver Spender einschliet, kann ein einzelnes Testen
jeder Spende nicht kostenglinstig oder 6konomisch durchgefiihrt werden. Daher ist ein

effizientes und kostenglinstiges Verfahren zum Testen groBer Anzahlen von Blut- oder

Plasmaspenden erforderlich, um Einheiten mit einer Viruskontamination Uber einem;;

vorbestimmten Niveau auszuschliefen.
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Ein Verfahren zum Testen einer groRen Anzahl von Plasmaspenden liegt darin, eine
Anzahl einzelner Plasmaspenden zu poolen. Der Pool wird dann mittels PCR getestet,
und die einzelnen Spenden, aus denen der Pool besteht, werden je nach Ergebnis des
PCR-Tests entweder aufbewahrt oder entsorgt. Wahrend die Anzahl von PCR-Tests
und die damit verbundenen Kosten reduziert werden, fuhrt dieses Verfahren zu einer
wesentlichen Verschwendung eines signifikanten Teils virenfreier Spenden. Da nur
eine einzige Spende mit einer Viruskontamination Gber einem vorbestimmten Niveau
dazu fihren wird, dass ein zu testender Pool PCR-positiv ist, kbnnen die restlichen
Spenden, die zu einem Pool beitragen, méglicherweise einzeln PCR-negativ sein.
Angesichts der Tatsache, dass eine relativ kleine Anzahl PCR-positiver Spender in der
aligemeinen Spenderpopulation vorhanden ist, ist dieses Ergebnis hochwahrscheinlich.
Im herkémmlichen Pooling-Ansatz werden alle Spenden, aus denen der Pool besteht,
bei einem PCR-positiven Ergebnis entsorgt, einschiieBlich jener Spenden, die einzeln
PCR-negativ sind.

Zuséatzlich werden Plasmaspenden héaufig bald nach ihrem Erhalt eingefroren. Wenn
Proben einzelner Plasmaspenden zum Poolen benétigt werden, muss jede Spende
aufgetaut, ein Aliquot des Bluts oder Plasmas von der Spende entnommen und die
Spende anschlieRend zur Konservierung wieder eingefroren werden. Eine Vielzahl von
Gefrier- und Tauzyklen kann die Wiederherstellung der interessierenden RNA oder
DNA sowie der im Plasma enthaltenen Proteine negativ beeinflussen und somit die
Intaktheit des PCR-Tests negativ beeinflussen. Dariiber hinaus wird jedes Mal, wenn
ein Aliquot einzelner Plasmaspenden entnommen wird, um einen Pool zu bilden, die
Spende einer Kontamination sowohl von der umliegenden Umgebung als auch von den
zum Entnehmen des Aliquots verwendeten Geraten unterliegen. Wenn die Spende ein
Virus enthélt, kann sie weiter andere Spenden kontaminieren. Um ein Einflihren von
Viruskontaminationen in eine sonst virenfreie Spende zu vermeiden, muss das
Probenahmegerét entweder nach jeder einzelnen Verwendung sterilisiert werden oder
zum Entnehmen nur eines einzigen Aliquots von einer einzigen einzelnen Spende
verwendet werden, und ein neues Probenahmegerdt muss zum Entnehmen eines
Aliquots von einer folgenden einzelnen Spende verwendet werden. Jedes dieser
Verfahren schlieft beachtliche Aufwendungen ein und ist ziemlich zeitaufwendig. I
Demgemafl besteht ein Bedarf nach einem Verfahren und einem System zum Erhalten 1
einer Vielzahl von Blut- oder Plasmaproben aus einzelnen Spenden, sodass bestimmte ‘,
Proben gepoolt werden kénnen, ohne die restlichen Proben zu kontaminieren. Es ist ::
auch wiinschenswert, dass das Verfahren und das System in der Lage sind, solche "
Pools auf schnelle und effiziente Weise zu bilden, ohne eine Fachkraft des klinischen

1
Testlabors oder die Testlaborumgebung zu kontaminieren.
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Zusétzlich ist es winschenswert, dass das Verfahren und das System ein effizientes
und kostengunstiges Testen der Blut- oder Plasmaspenden bereitstellen, um nur
eindeutig PCR-positive Spenden in der geringst méglichen Anzahl von Testzyklen zu
identifizieren.

ZUSAMMENFASSUNG DER ERFINDUNG

Es wird deshalb in der Durchfihrung dieser Erfindung ein kostenglinstiges und
wirksames Verfahren zum Herstellen und Testen von Proben aus einer Vielzahl von
Blut- oder Plasmaspenden zum eindeutigen Identifizieren von Spenden, die mit einem
Virus infiziert sind, sowie Systeme und Vorrichtungen zum Durchfilhren des Verfahrens
bereitgestellt.

Das Verfahren der vorliegenden Erfindung fuhrt zu Blut- und Plasmaprodukten, die
wesentlich sicherer sind, da man direkt im Blut- oder Plasmabestand auf
Viruskontaminationen testen kann. Kostengiinstige, hochempfindliche Tests kénnen
sofort durchgefuhrt werden und kontaminierte Spenden kénnen ohne Berticksichtigung
eines Infektiositatszeitfensters identifiziert werden.

In einer Ausfihrungsform der Durchfilhrung der vorliegenden Erfindung umfasst das
Verfahren die Schritte des Bereitstellens einer Blut- oder Plasmaspende in einem
Sammelgefall. Ein flexibles Sammelsegment ist mit dem Gefal verbunden und ist zur
Innenseite des Gefalles offen. Das Sammelsegment wird mit Blut oder Plasma aus
dem Sammelgefal gefillt, und ein Abschnitt des Sammelsegments wird an beiden
Enden verschlossen. Der verschlossene Abschnitt des Sammelsegments wird vom
Gefall entfernt, und entweder vor oder nach dem Entfernen des verschlossene
Sammelsegments wird eine Vielzahl voneinander beabstandeter Verschlisse in
Absténden entlang der Lange des Sammelsegments zwischen den verschlossenen
Enden bereitgestellt. Die Segmentabschnitte in den Abstadnden zwischen benachbarten
Verschlissen definieren Gefdle, wobei jedes solche GefaR eine Plasma- oder
Blutprobe enthalt und wobei die Abstidnde zwischen den Verschliissen ein
ausreichendes Volumen in jedem solchen Gefa® fir die geplanten Tests bereitstellen.
In einer detaillierteren erfindungsgeméfBen Ausfihrungsform werden einzelne

Plasmaspenden in einer Plasmasammelflasche gesammelt, die ein Testgefal aufweist, G

das durch ein flexibles, hohles Schlauchsegment damit verbunden ist. Nach der
Beflllung mit einem Spenderplasma wird die Plasmaflasche gekippt, um das Plasma in

den Testbehélter und das flexible Schlauchsegment zu Uberfuhren und damit das

Schlauchsegment zu fillen. Das Schlauchsegment wird in Abstanden entlang seiner

Lange verschlossen, die Schlauchsegmentabschnitte in den Absténden zwischen den ;;
Verschllssen definieren Beutel, von denen jeder eine Probe der Plasmaspende ;)
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enthédlt. Das Schlauchsegment, das in eine Reihe von Beuteln umgewandelt worden ist,
wird dann von der Plasmasammelflasche abgekoppelt und eingefroren, bis es fir ein
Testen benétigt wird.

In einem zusatzlichen Aspekt der vorliegenden Erfindung umfasst das hohle
Schlauchsegment eine Reihe miteinander verbundene Y-Stellen, die eine
Injektionsstelle einschlieRen, die auf einem Schenkel des Y bereitgestellt ist, und wobei
jeder Abzweigungsschenkel einer bestimmten Y-Stelle, der keine Injektionsstelle
einschlieflt, Gber ein flexibles Kunststoffschlauchsegment mit der Basis der nachsten Y-
Stelle in der Kette verbunden ist. Entlang der Linge jedes flexiblen
Kunststoffschlauchsegments werden voneinander beabstandete Hitzeverschlisse
gebildet, welche die Y-Stellen trennen.

In einem weiteren Aspekt der vorliegenden Erfindung umfasst eine Vorrichtung zum
Bereitstellen einer Vielzahl von Hitzeverschlissen entlang der Lange des
Schlauchsegments, das mit der Blut- oder Plasmaspende gefuilt ist, erste und zweite
sich gegenilberliegende Verschlussplatten. Jede Verschlussplatte umfasst eine
Vielzahl beabstandeter erhabener Abschnitte entlang ihrer Lénge, die sich mit
vertieften Abschnitten abwechseln. Die erhabenen und vertieften Abschnitte der ersten
Platte sind mit entsprechenden erhabenen und vertieften Abschnitten auf der zweiten
Platte ausgerichtet. Die sich gegeniiberliegenden Verschlussplatten werden auf ein
Kunststoffschlauchsegment, das mit der Blut- oder Plasmaspende gefillt ist,
aufeinander zu bewegt, um Hitzeverschlisse auf jenen Abschnitten des
Schlauchsegments zu bilden, die zwischen den erhabenen Abschnitten komprimiert
sind, und um Kammern zu bilden, die durch gegeniiberliegende vertiefte Abschnitte
definiert sind. Die Hitzeverschlisse definieren eine Vielzahl einzelner und aufeinander
folgender Beutel dazwischen, und jede Kammer, die durch jedes verschlossene Paar
vertiefter Abschnitte definiert ist, ist dazu eingerichtet, einen Beutel aufzunehmen.
Insbesondere ist eine Vorrichtung zum Bereitstellen einer Vielzahl von
Hitzeverschliissen entlang der Ldnge des Schlauchsegments, das mit einer Blut- oder
Plasmaspende gefillt ist, dazu eingerichtet, als eine nachtragliche Modifikation auf
einem kommerziell erhéltlichen Hitzeverschlussgerét befestigt zu werden.

In noch einer weiteren erfindungsgeméfRen Ausfuhrungsform umfasst ein System zum n;

Sammeln und Herstellen von Plasmaproben zum Testen ein Plasmasammelgefal und

einen mit dem Gefa verbundenen hohlen Kunststoffschlauch, die beide aus Kunststoff n_

hergestellt sind und jeweils eine in den Kunststoff eingeformte kodierte Kennzeichnung

1
Kl

i1
1

I
enthalten. Die kodierte Kennzeichnung ist entlang der Hauptachse des

Schlauchsegments angeordnet, und der Code wiederholt sich in beabstandeten
Intervallen, sodass das Schlauchsegment mit einer Vielzahl beabstandeter Verschlusse
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entlang seiner Ldnge versehen werden kann, um dadurch Beutel zwischen den
Verschlissen zu definieren. Die Codeintervalle der Kennzeichnungen entsprechen den
Intervallen der Beutel, sodass jeder Beutel mindestens einen Zyklus des Codes enthélt.
Um das erfindungsgemafe Testverfahren zu beginnen, wird ein erster Beutel aus jeder
Gruppe von Schlauchsegmenten entfernt, die einer Vielzahl einzelner Plasmaspenden
entsprechen. Ein Teil der Inhalte eines jeden solchen ersten Beutels wird enthommen,
und aus den Inhalten wird in einem Gefa ein Pool gebildet.
In einer beispielhaften erfindungsgemaRen Ausfilhrungsform wird der erste Pool auf
eine virale Indikation getestet. Wenn der erste Pool positiv auf eine virale Indikation
getestet wird, wird aus jedem der Schlauchsegmente, die zur Bildung des ersten Pools
verwendet wurden, ein nachster oder zweiter sequenzieller Beutel entfernt. Die zweiten
Beutel werden in zwei ungefahr gleiche Subgruppen geteilt, und die Inhalte einer der
Subgruppenpools werden auf das Vorhandensein eines bestimmten Virus getestet.
Wenn der getestete Subgruppenpool negativ auf das Virus getestet wird, wird ein
weiterer sequenzieller Beutel aus den entsprechenden Schlauchsegmenten, die zur
Bildung der nicht getesteten Subgruppe verwendet wurden, entfernt. Die Beutel werden
in zwei ungefahr gleiche Subgruppen der niachsten Generation aufgeteilt, und der Inhalt
der Subgruppenbeutel wird zu Pools zusammengefasst. Einer der Subgruppenpools
der ndchsten Generation wird auf eine virale Indikation getestet.
Wenn die getesteten Subgruppenpools positiv auf eine soiche virale Indikation getestet
werden, wird ein Beutel aus den entsprechenden Schlauchsegmenten, die zur Bildung
der getesteten Subgruppe verwendet wurden, entfernt. Das Verfahren wird wiederholt,
wobei jeder positive Pool weiter in sukzessiv kleinere Subgruppen unterteilt wird, wobei
jede der aufeinander folgenden Subgruppen eine Fraktion der Proben der
vorhergehenden positiven Subgruppe umfasst, bis der letzte Beutel, der einer
einzelnen Plasmaspende entspricht, identifiziert ist.
In einer weiteren erfindungsgeméfen Ausfilhrungsform schlieft ein zuséatzliches
Verfahren zum Testen einer Vielzahl von Plasmaspenden, um Spenden mit einer
positiven Virusindikation in einem einzigen PCR-Testzyklus eindeutig zu identifizieren,
die Schritte der Definition eines n-dimensionalen Rasters ein (wobei n eine beliebige
ganze Zahl von 3 bis N ist), welches interne Elemente an den Schnittpunkten jeder der .[,I
n-Dimensionen des Rasters definiert. Eine Probe von jeder einer Anzahl von . " :
Plasmaspenden wird auf ein entsprechendes Element des Rasters abgebildet, wobei |, a
jede Probe durch eine Matrixnotation, X, definiert ist, wobei der Index der :ft
Matrixelementnotation dimensionale Indizes des Rasters definiert. Aliquots werden von '
jeder Probe jeder der Plasmaspenden entnommen und 2zu Subpools “'
zusammengefasst. Jeder Subpool schliel3t ein Aliquot von allen Plasmaspendenproben f;;f
1}“

1,
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ein, in denen einer der dimensionalen Indizes festgelegt ist. Die Subpools werden alle
auf einmal in einem einzigen PCR-Testzyklus getestet, und die dimensionalen Indizes
jedes positiv getesteten Subpools werden gemaR einer Reduktion nach dem
Minorantenverfahren bestimmt, wodurch ein eindeutiges Element, das durch die
dimensionalen Indizes jedes positiven Subpools definiert ist, eindeutig identifiziert wird
und somit eine eindeutig positive Probe eindeutig identifiziert wird.

KURZE BESCHREIBUNG DER FIGUREN

Diese und andere Merkmale, Aspekte und Vorteile der vorliegenden Erfindung werden
vollstédndiger verstanden werden, wenn sie unter Bezugnahme der folgenden
detaillieten Beschreibung, der angehangten Anspriiche und der beigefigten
Zeichnungen betrachtet werden, wobei:

FIG. 1 eine halbschematische perspektivische Ansicht eines Beispiels einer
Plasmaspendenflasche und eines ProbengefidlRes zeigt, das durch ein
Schlauchsegment befestigt ist, das bei der Durchfiihrung der vorliegenden Erfindung
nitzlich ist;

FIG. 2 eine halbschematische perspektivische Ansicht eines Schlauchsegments zeigt,
das mit einer Plasmaspendenflasche und einem Probengefdll verbunden ist und
geman der vorliegenden Erfindung in Beutel geteilt ist;

FIG. 2a eine halbschematische perspektivische Ansicht eines Schlauchsegments zeigt,
das mit einer Plasmaspendenflasche und einem Probengefal® verbunden ist und
gemal der vorliegenden Erfindung eine Reihe miteinander verbundene Y-Stellen
einschlieft;

FIG. 3a eine vergroRerte Draufsicht eines Teils des Schlauchsegments zeigt, das in
FIG. 2 gezeigt ist, die zusétzliche Details der Verschliisse zeigt, welche die Beutel
trennen;

FIG.3b eine halbschematische Querschnittansicht eines Schlauchsegment-
verschlusses zeigt;

FIG. 4 eine halbschematische perspektivische Ansicht einer Vorrichtung zeigt, die
gemall der Durchfuhrung der vorliegenden Erfindung zum VerschlieRen eines
Schlauchs in einzelne Beutel bereitgestellt wird;

FIG. 4a eine halbschematische perspektivische Ansicht einer oberen und unteren
Platte einer Hitzeverschlussvorrichtung zeigt, die gem&R der Durchfihrung der
vorliegenden Erfindung zum Befestigen an ein kommerziell erhéltliches
Hitzeverschlussgerét bereitgestellt wird;

FIG. 5 eine halbschematische perspektivische Ansicht einer Probenahmeplatte und :

einer Abdeckung zeigt, die geméaR der vorliegenden Erfindung bereitgestellt werden;
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Fig. 6 eine halbschematische teilweise Querschnittansicht eines Plasmabeutels zeigt,

der in einer Probenahmeplatten-Probenvertiefung enthalten ist, die gemaR der
vorliegenden Erfindung bereitgestellt wird;

Fig. 7 eine halbschematische perspektivische Ansicht einer Vorrichtung zeigt, die
gemall der vorliegenden Erfindung zum Zerdricken von Probenbeuteln und
Ausdricken des Flussigkeitsprobengefafes darin in einen Pool bereitgestellt wird;
Fig.8 eine halbschematische perspektivische  Querschnittansicht  eines
Zerkleinerungszylinders der Vorrichtung von FIG. 7 zeigt;

FIG. 9a eine halbschematische teilweise Querschnittansicht einer Siebplatte zeigt,
gegen welche Proben enthaltende Packchen zerdriickt werden;

FIG. 9b eine halbschematische Draufsicht einer Siebplatte zeigt, die radiale und
konzentrische Flussigkeitsrinnen zum Sammeln von Probenflissigkeit aus zerdriickten
Probengefalen zeigt;

FIG. 10 eine halbschematische teilweise Querschnittansicht eines
Zerkleinerungsschafts der Vorrichtung von FIG. 7 zeigt;

FIG. 11 ein Flussdiagramm zeigt, das die Testmethodik geméaR der Erfindung zum
Bestimmen PCR-positiver Spender aus einem Spendenpool zeigt;

FIG. 12 ein Flussdiagramm zeigt, das eine Testsequenz gemaR der Erfindung zum
Identifizieren einer einzigen PCR-positiven Spende aus einem 512 Spendenpool zeigt;
FIG. 13 ein Flussdiagramm zeigt, das eine zweite Testmethodik gemaR der Erfindung
zum Nachweisen PCR-positiver Spender aus einem Spendenpool zeigt; und

FIG. 14 eine Darstellung eines 3-dimensionalen Rasters gemal der Erfindung zeigt,
welches die Definitionen der Indizes r, ¢ und s zeigt.

DETAILLIERTE BESCHREIBUNG

Die vorliegende Erfindung betrifft Systeme, Verfahren und Vorrichtungen, die zum
Testen von Blut- oder Plasmaspenden nitzlich sind, um jene spezifischen Spenden zu
detektieren, die eine Viruskontamination Uber einem vorbestimmten Niveau aufweisen.
Solche kontaminierten Spenden werden dann entsorgt, um dadurch ihre Aufnahme in
den Rohmaterialstrom fur pharmazeutische Produkte oder ihre Transfusion in humane
Patienten zu vermeiden. Die Tests zum Virusnachweis, die gemaR der Durchfihrung
der vorliegenden Erfindung verwendet werden, kdnnen alle Tests sein, die anstelle von
Antikérpern, die als Reaktion auf das Virus hervorgerufen wurden, direkt ein Virus

nachweisen. Die Tests umfassen Polymerase-Kettenreaktions-(PCR)-Tests und andere |

Tests, die ausreichend empfindlich sind, um ein Virus selbst nach dem Poolen von
Proben aus einer Vielzahl von Spenden direkt nachzuweisen.
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In einer praktischen Ausfuhrungsform der vorliegenden Erfindung wird eine Vielzahl
getrennter Blut- oder Plasmaspenden bereitgestellt. Eine Blut- oder Plasmaprobe wird
aus jeder Spende in ein entsprechendes flexibles, hohles Schlauchsegment
entnommen. Eine Vielzahl beabstandeter Verschlisse wird in Intervallen entlang der
Lange des Schlauchsegments bereitgestellt, sodass Segmentabschnitte in den
Intervallen zwischen den Verschlissen Beutel definieren, wobei jeder Beutel eine Blut-
oder Plasmaprobe enthéit. Wie im Folgenden naher erldutert wird, wird gemal der
vorliegenden Erfindung eine einzigartige Methodik bereitgestelit, um Plasmaproben aus
den Beuteln zu testen, nachdem die Proben zu Pools geformt wurden, um dadurch
effizient und effektiv jede solche Blut- oder Plasmaspende, die mit einem Virus
kontaminiert ist, nachzuweisen und zu isolieren.

FIG. 1 zeigt eine beispielhafte Ausfuhrungsform eines Systems gemaR der
Durchfilhrung der vorliegenden Erfindung zum Durchfiihren der Probenahme. Das
System umfasst ein standardisiertes PlasmaspendengefdR 20, das aus einem nicht
reaktiven Material, wie Polyvinylchlorid (PVC), hergestellt ist. Das Spendengefal® 20
umfasst einen Deckel 22 mit zwei hohlen, gewinkelten Formstiicken 23 bzw. 24, die an
der oberen Oberflaiche davon befestigt sind. Die Formstiicke stehen mit dem
Innenraum der Spendenflasche durch Offnungen in Verbindung, die in dem Deckel 22
zu diesem Zweck vorgesehen sind. Ein flexibler, hohler Fullschlauch 26, der aus
biologisch neutralem Material, wie PVC-Kunststoff, hergestellt ist, ist an dem einen
Ende mit dem gewinkelten Formstiick 23 verbunden und an dem anderen Ende zum
Beispiel mit einer Nadel, die in einen Spender eingefihrt wird, um eine Spende zu
erhalten. In der dargestellten Ausfihrungsform wird auch ein Testgefdl 28 zum
Sammeln einer Probe aus der Spende bereitgestelit, die serologisch getestet werden
soll. Das Testgefall 28 liegt im Allgemeinen in Form eines Testréhrchens vor und ist
auch aus biologisch nicht reaktivem Material hergestellt. Das Testgefal 28 weist ein
eingebautes Deckelelement 30 auf, durch das Offnungen bereitgestellt sind, um mit
dem Innenraum des Testgefales in Verbindung zu stehen.

Ein flexibles, hohles Schlauchsegment 32, das aus biologisch nicht reaktivem
Kunststoffmaterial hergestellt ist, ist mit dem Deckelelement 30 des TestgefdlRes 28

und dem hohlen, gewinkelten Formstlick 24 des Plasmaspendengefideckels ,.
verbunden. Das Schlauchsegment 32 ist so mit dem Deckelelement 30 verbunden,
dass Fiussigkeit, die das Schlauchsegment durchstrémt, durch eine Offnung in das ”

Testgefal 28 eintritt, die in dem Deckelelement 30 zu diesem Zweck bereitgestellt ist.
Das Schlauchsegment 32 kann reibschlussig in die Offnung gepasst sein, darauf
schallgeschweildt sein oder auf andere Weise durch Techniken, die vom Fachmann gut
verstanden werden, in einem koaxialen Verhéltnis an der Offnung befestigt sein.
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Im Deckelelement 30 kann auch eine zweite Offnung bereitgestellt sein, mit der ein
Luftungsschlauch 34 auf eine dem Schlauchsegment 32 dhnliche Weise verbunden ist.
Der Liftungsschlauch 34 ist typischerweise nicht mehr als ein oder zwei Zoll lang und
schlief3t typischerweise mit einem eingefihrten, reibschlissigen
bakterienausschlieRenden Filter 36 ab.

In einer beispielhaften Ausfuhrungsform wird eine Blut- oder Plasmaprobe von einem
Spender abgenommen und in dem Plasmaspendengefal 20 zur anschlieBenden
Lagerung gesammelt, bis sie gebraucht wird. Im Fall einer Plasmaspende wird einem
Spender typischerweise Blut abgenommen und durch ein kontinuierliches
Zentrifugengerat geleitet, wobei rote Blutkdrperchen aus der tragenden
Plasmaflussigkeit auszentrifugiert werden und dem Spender wieder zugefuhrt werden.
Das Plasma wird dann gesammelt.

Nachdem einem Spender eine Plasmaspende abgenommen wurde und das
Spendengefall 20 gefillt wurde, wird das Spendengefa® gekippt, um so das
Flussigkeitsniveau Uber das gewinkelte Formstiick 24 zu heben, das mit dem
Schlauchsegment 32 verbunden ist. Plasma tritt in das Schlauchsegment ein, fliet
durch das Schlauchsegment und fullt das Testgefa® 28. Wahrend des Fllens tritt Luft,
die innerhalb des TestgefaRes 28 eingeschlossen ist, durch den Luftungsschlauch 34
aus, wodurch das TestgefaR vollstandig geflllt wird. Der bakterienausschlieende Filter
36 filtert alle Bakterien in der zurlickgefiihrten Luft heraus, sodass eine Kontamination
der Probe durch die umliegende Umgebung verhindert wird. Nachdem das Testgefa
gefillt ist, kann das Plasma der Spende das Schlauchsegment 32 fllen.

In FIG. 2 wird das Schlauchsegment, nachdem die Plasmaprobe von der Spende in
das Schlauchsegment 32 gezogen wurde, mit einer Hitzeschweilnaht 38 oder einem
anderen geeigneten Verschlussmittel, wie einer Schallschweillnaht, an einer Stelle in
der N&ahe der Verbindung der Schlauchsegmente mit dem Plasmaspendengefal
verschlossen. Ein weiterer Hitzeverschiuss 40 wird an dem Schlauchsegment an einer
Stelle in der Ndhe der Verbindung des Segments zum Testgefal 28 angebracht. So
wird ein ldnglicher, hohler Schlauch, der an beiden Enden verschlossen ist und eine
Menge der Plasmaspende enthélt, bereitgestellt.

Der geflllte Abschnitt des Schlauchsegments 32 wird von den Plasmaspenden- und
TestgefaRen entfernt, indem das Schlauchsegment durch die Mitte der Verschliisse 38

und 40 abgeschnitten wird. Das separate Plasmaspendengefal? wird dann zum *

Einfrieren und Lagern entfernt, wiahrend das getrennte Testgefal in ein Labor zur
serologischen Untersuchung gebracht wird. Typischerweise werden die Inhalte auf

verschiedene Antikdrper getestet, die als Reaktion auf spezifische Viren, wie Hepatitis q

C (HCV) oder HIV-1 und HIV-2, hervorgerufen werden.
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Zusétzliche Verschlisse 42 werden auch in beabstandeten Intervalle entlang der
Lange des Schlauchsegments bereitgestellt, um aufeinander folgende einzelne und
verbundene Beutel zu definieren, wobei jeder geeigneterweise aus einem hohlen
Schlauchsegmentabschnitt 44 besteht. Jeder solcher Abschnitt 44 enthélt eine
bestimmte Menge Blut oder Plasma, die fir den zu bildenden spezifischen
Generationspool benétigt wird. Zum Beispiel kénnen fur Beutel, die fur einen PCR-Test
gebildet werden sollen, ungefdhr 0,02 bis 0,5 ml Blut oder Plasma der Wirtsspende
verschlossen werden.

Das Schlauchsegment wird so verschlossen, um 5 bis 15 einzelne und verbundene
Beutel bereitzustellen. Das VerschlieBen zum Definieren der Beutel kann entweder
nach Entfernung des Schlauchsegments zwischen dem Plasmaspendengefall und dem
serologischen Testgefal erfolgen oder vorzugsweise, wihrend das Schlauchsegment
noch an dem Plasmaspendengefdl befestigt ist, um zu vermeiden, dass ein
hydrostatischer Druck aufgebaut wird. Das VerschlieBen kann mit jedem bekannten
Verfahren erfolgen, wie etwa ThermokompressionsverschlieBen (HitzeverschlieRen),
Schallschweillen oder dergleichen, solange die L&nge des komprimierten und
verschlossenen Bereichs ausreicht, um die verbundenen Beutel durch ein Schneiden
durch die Mitte des Verschlusses voneinander zu trennen, ohne die Integritit des
Beutels auf beiden Seiten zu verietzen, wie in den FIGs. 3a und 3b deutlicher zu sehen
ist. Eine zweite Ausfuhrungsform des Schlauchsegments, das dazu eingerichtet ist, in
Blut- oder Plasmaproben enthaltende aliquote Teile geteilt zu werden, ist in FIG. 2a
gezeigt, welche eine halbschematische perspektivische Ansicht einer Ausfiihrungsform
eines Sammelschlauchsegments zeigt, das zwischen einer Plasmaspendenflasche 20
und dem Probengefal} 28 angeschlossen ist und geman der vorliegenden Erfindung in
aliquotenthaltende Teile unterteilt ist.

Das Sammelschlauchsegment 50 ist zwischen dem Deckelelement 30 des
TestgefalRes 28 und dem hohlen, gewinkelten Formstiick 24 des Deckels des
PlasmaspendengefaBes verbunden. Das  Schlauchsegment 50  umfasst
geeigneterweise eine Vielzahl von Y-Stellen 51, die in Reihe durch flexible, hohle,
medizinische Kunststoffschlauchsegmente 52 miteinander verbunden sind. Die Y-
Stellen 51 sind von der Art, die Ublicherweise zur Verbindung mit einem intravendsen .
Infusionsset geeignet ist, und umfassen einen zylindrischen Kérperteil 53 mit einer "1‘
durch diesen hindurch definierten Flussbahn, der an einem Ende der Flussbahn einen ;
Auslass 54 und am anderen Ende eine Zugangsstelle 55 aufweist. Ein ::
Abzweiganschluss 56 ist entlang des Kérpers 53 der Y-Stelle vorgesehen und i
beinhaltet eine Flussigkeitsbahn, die mit der Flissigkeitsbahn durch den Kérper 53 in‘
Verbindung steht.
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Eine Y-Stelle wird mit der nachsten verbunden, indem ein flexibler, hohler,
medizinischer Kunststoffschlauch 52 zwischen dem Auslassanschluss 54 an der
Unterseite einer Y-Stelle und dem Abzweiganschluss 56 der nédchsten Y-Stelle in der
Reihe mit Lésungsmittel verklebt wird. Ein anfanglicher hohler Eingangsschlauch 57
wird mit dem Abzweiganschluss der anfdnglichen Y-Stelle in der Reihe mit
Lésungsmittel verklebt. Der anfangliche Eingangsschlauch 57 wird wiederum mit dem
gewinkelten Formstick 24 des Plasmaspendengefal3deckels verbunden. Die
Verbindung kann durch Reibungspassung des anfanglichen Eingangsschlauchs 57 auf
das gewinkelte Formstiick 24, durch SchallverschweifRen des Schlauchs damit oder auf
andere Weise in einem koaxialen Verhdltnis mit dem Formstick durch Techniken
durchgefiihrt werden, die vom Fachmann gut verstanden werden. Dariiber hinaus kann
der anfdngliche Eingangsschlauch 57 in einem Standard-Luer-Typ-Formstiick 58
enden, das es ermdéglicht, die in Reihe verbundenen Y-Stellen abnehmbar mit einem
Spendengefdll zu verbinden, das am Ende des Winkelstiicks 24 mit einem passenden
Luer-Typ-Verbindungsteil versehen wurde.

Auf dhnliche Weise ist die terminale Y-Stelle mit einem flexiblen, hohlen terminalen
Ausgangsschlauch 59 ausgestattet, der an seiner Ausgangséffnung mit der terminalen
Y-Stelle 16sungsmittelverkiebt wird. Dieser Schiauch kann auch an seinem entfernten
Ende mit einem Standard-Luer-Typ-Formstiick verbunden werden.

Annlich wie bei der ersten Ausfithrungsform beschrieben wird nach der Entnahme einer
Plasmaspende von einem Spender und der Befillung des Spendengefies 20 das
Spendengefdl gekippt, sodass das Flussigkeitsniveau Uber das mit dem
Eingangsschlauchsegment 57 verbundene gewinkelte Formstiick 24 angehoben wird.
Plasma tritt in das Schlauchsegment ein und fliet durch die in Reihe verbundenen Y-
Stellen, tritt in jede Y-Stelle durch ihren Abzweiganschluss 56 ein und flie3t von der
Ausgangsoéffnung 54 der vorhergehenden Y-Stelle in die nachste Y-Stelle. Plasma wird
umgefllt, bis das TestgefaR 28 gefllt ist. Nach dem Befiillen des TestgefiRes wird die
Spende weiter umgefillt, bis auch die in Reihe verbundenen Y-Stellen, die das
Schlauchsegment 50 umfasst, gefilllt sind.

Nachdem die Plasmaprobe von der Spende in das Schlauchsegment 50 gezogen
wurde, wird das terminale Ausgangsschlauchsegment 59 durch einen Hitzeverschluss
oder eine Schweillverbindung 40a oder ein anderes geeignetes Verschlussmittel, wie

eine Schallschwei3verbindung, an einer geeigneten Stelle entlang seiner Laénge in der f,
Nahe der Verbindung des terminalen Ausgangsschlauchsegments mit dem TestgefaR |

28 verschlossen.

Das gefiilite Schlauchsegment 50 wird vom Testgefal® entfernt, indem das terminale *;

Ausgangsschlauchsegment 59 durch die Mitte des Verschlusses 40a vom Testgefal
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abgeschnitten wird. Falls das Schlauchsegment 50 in einem Luer-Typ-
Verbindungsstiick endet, wird alternativ das Schlauchsegment 50 vom Testgefall 28
entfernt, indem der Luer getrennt wird. Ein zweiter Hitzeverschluss 38a wird an dem
anfénglichen Eingangsschlauchsegment 57 an einer Stelle entlang seiner Lange in der
Nahe der Verbindung des anfaénglichen Segments mit dem Spendengefall 20
angebracht. Der gefulite Teil des Schlauchsegments 50 wird von der Plasmaspende
entfernt, indem das anfangliche Eingangssegment 57 durch die Mitte des Verschlusses
38a geschnitten wird oder indem das Luer-Typ-Formstick 58, falls ein solches
bereitgestellt ist, getrennt wird. Somit wird ein langlicher, hohler, beweglicher Schlauch,
der an beiden Enden verschlossen ist und eine Vielzahl in Reihe miteinander
verbundener Y-Stellen umfasst, bereitgestellt. Jede der miteinander verbundenen Y-
Stellen enthéit ein Aliquot der Blut- oder Plasmaspende.

Wie im Folgenden ndher beschrieben wird, werden die Schlauchsegmente, die einen
Abzweiganschluss einer vorhergehenden Y-Stelle mit einem Abzweiganschluss einer
nachfolgenden Y-Stelle verbinden, auch mit Hitzeverschlissen 42a versehen, um
sequenzielle, einzelne und verbundene Probenaliquots 2zu definieren, die
geeigneterweise jeweils eine individuelle Y-Stelle umfassen. Jede dieser Y-Stellen
enthélt eine bestimmte Menge Blut oder Plasma, die fir die Bildung eines bestimmten
Generationspools benétigt wird. Das VerschlieBen zur Isolierung jeder Y-Stelle kann
entweder nach der Entfernung des Schlauchsegments 50 vom Plasmaspendengefal
oder wahrend das Schlauchsegment noch befestigt ist durchgefiihrt werden.
Vorzugsweise wird das VerschlieBen zur Isolierung der Y-Stellen durchgefihrt,
wéhrend das Schlauchsegment 50 noch an dem Plasmaspendengefall befestigt ist,
sodass die Volumenreduktion, die durch ein Abflachen eines Abschnitts des Schlauchs
widhrend des Verschlussvorgangs bewirkt wird, kein Aufbauen des inneren
hydrostatischen Drucks der Probe bewirkt. Wenn das Schlauchsegment 50 mit dem
Plasmaspendengefal® verbunden bleibt, kann Uberschissige Flissigkeit, die durch die
Volumenreduktion des Schlauchs, die durch die Hitzeverschliisse gebildet wird,
entsteht, in das Spendengefi® zuriick gedrickt werden. Uberschissiger
hydrostatischer Druck, der zu einem gefahrlichen HerausschieRen wéahrend einer
Probenahme fiihren kann, wird somit zuverldssig abgelassen.

Das VerschlieBen kann mit jedem bekannten Verfahren erfolgen, wie

ThermokompressionsverschlieBen  (HitzeverschlieBen),  Schallschweilen  oder

dergleichen, solange die Lédnge des Bereichs, der komprimiert und verschlossen wird,
ausreicht, um die verbundenen Y-Stellen durch ein Schneiden durch die Mitte des

Verschlusses voneinander zu trennen, ohne die Integritdt des Schlauchsegments auf:;

beiden Seiten des Verschlusses zu verletzen.
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In den FIGs. 3a und 3b weist der Verschluss zwischen den Beuteln (42 von FIG. 2)
und/oder Y-Stellen (51 von FIG. 2a) in einer bevorzugten Ausfilhrungsform einen
flachen Polsterbereich 46 auf, der einen zentralen schmalen Abschnitt 47 einschlieft,
durch den der Verschluss abgeschnitten oder abgerissen wird, um die verbundenen
Beutel zu trennen. Das Abschneiden erfolgt durch den zentralen Abschnitt, um
sicherzustellen, dass jeder getrennte Beutel nach der Trennung an den komprimierten
Streifenabschnitten 48 an beiden Enden verschlossen bleibt. Die Lange des
Verschlusspolsters kann in Abhdngigkeit von dem ausgewahlten Trennungsverfahren
vergréRBert oder verkleinert werden. Die Trennung kann unter Verwendung eines
Skalpells, eines Guillotinenschneidegeréts oder einer einfachen Schere erfolgen.

In FIG. 4 wird eine beispielhafte Ausfuhrungsform einer Verschlussvorrichtung 60
gezeigt, die zum Bereitstellen von Beuteln spezifischer gewiinschter GréRen nitzlich
ist, die Mittel umfasst, um die Beutel leicht zu trennen und deren Sequenznummer
entlang eines Segments zu identifizieren. Die Verschlussvorrichtung 60 umfasst
geeigneterweise einander gegeniberliegende erste und zweite Platten 61 bzw. 62, von
denen jede eine Vielzahl erhabener Verschlusskopfabschnitte 63 aufweist, die auf den
einander gegeniberliegenden Oberflachen der Platten voneinander beabstandet
angeordnet sind. Die Verschiussvorrichtung 60 ist vorzugsweise so konstruiert, dass
die erhabenen Verschlusskopfabschnitte 63 entlang ihrer entsprechenden Platten
beweglich sind, sodass der Abstand von einem erhabenen Verschlusskopfabschnitt zu
einem anderen variiert werden kann. Die erhabenen Verschilussképfe 63 kénnen
entlang der Platte so angeordnet werden, dass der Abstand zwischen
aufeinanderfolgenden Verschlussképfen nach und nach kleiner wird, sodass das
VerschlieBen entlang der Lange eines Schlauchsegments in allméhlich engeren
Abstédnden erfolgt. Somit kénnen Probenbeutel mit allméhlich kleinerer Gréfe und
deshalb mit allmédhlich kleinerem Volumengehalt durch ein Bewegen von Paaren
einander gegeniberliegender Verschlusskoépfe entlang deren entsprechenden Platten
zu einem gewinschten Ort gebildet werden.

Um mehrere Hitzeverschlisse entlang der Lange des Kunststoffschlauchsegments zu
bilden, das mit einer Blut- oder Plasmaprobe geflllt ist, wird das Schlauchsegment
innerhalb der Verschlussvorrichtung 60 zwischen der oberen und unteren;
Verschlussplatte 61 bzw. 62 angeordnet. Die einander gegeniiberliegenden Platten ﬁ“
werden zueinander bewegt, wodurch die Schlauchsegmente komprimiert und ',
verschlossen werden. Wie in FIG. 4 gezeigt, wechseln sich die vielen in Abstdnden :i:
angeordneten erweiterten oder erhabenen Verschlusskopfabschnitte 63 entlang der !
Lange jeder Platte mit den vertieften Abschnitten 64 ab. Wenn die gegeniberliegenden 1

*
4

Platten zueinander bewegt werden, um Hitzeverschliisse auf jenen Abschnitten eines m

““““
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mit einer Biut- oder Plasmaprobe gefiilten Kunststoffschlauchsegments zu bilden, die

zwischen den erhabenen Verschlusskopfabschnitten 63 komprimiert werden, werden
durch die gegeniberliegenden vertieften Abschnitte 64 Kammern gebildet. Die
Kammern sind vorgesehen, um jene Abschnitte des Schlauchsegments aufzunehmen,
die nicht komprimiert, sondern zu Beuteln geformt werden sollen. Jede Kammer, die
durch jedes verschlossene Paar vertiefter Abschnitte definiert ist, ist dazu eingerichtet,
einen Beutel aufzunehmen.

Ein Heizgeréat 65 ist dazu eingerichtet, jeden der Verschlusskopfabschnitte der Platte
zu erhitzen, damit gegeniiberliegende erhabene Abschnitte einen Hitzeverschluss auf
dem Schlauchsegment bilden, wenn die Verschlussvorrichtung geschlossen wird. Das
Heizgerat 65 kann jeder bekannte Heizgerattyp sein, wie Heizstrahler, Induktions- oder
Widerstandsheizgeréte oder dergleichen. Das Heizgerat 65 ist vorzugsweise direkt mit
jedem der erhabenen Verschlusskopfe 63 verbunden, um die erhabenen Abschnitte zu
erwarmen, ohne die Vertiefungen Ubermagig zu erwédrmen. Falls erwiinscht, kann eine
Isolierung bereitgestellt werden, um eine Wéarmeubertragung zwischen den erhabenen
Abschnitten und den Vertiefungen zu reduzieren. In einer beispielhaften
Ausfihrungsform kann auch eine Kuihlvorrichtung 66, wie Kihl- oder
Strahlungslamellen, ein sich bewegender Luftstrom oder ein Kaltestift, mit der
Verschlussvorrichtung 60 verbunden sein. Die Kihlvorrichtung 66 ist direkt mit jedem
der vertieften Abschnitte 64 verbunden, sodass die Kammern, die definiert werden,
wenn sich gegenuberliegende vertiefte Abschnitte zueinander bewegen, auf einer
niedrigen Temperatur gehalten werden. Blut- oder Plasmaproben, die in Beutein
enthalten sind, die wahrend des Verschlussvorgangs innerhalb der Kammer gebildet
wurden, werden somit durch die hohen Temperaturen des Hitzeverschlusses nicht
beschadigt.

Der schmale Bereich (47 von FIG. 3b) durch ungefahr die Mitte des Verschlusses wird
durch eine langliche Leistenstruktur 67 gebildet, die durch die Mitte des erweiterten
Verschlusskopfabschnitts 64 der Verschlussplatten bereitgestellt ist. Wenn das
Schlauchsegment zwischen dem oberen und unteren Verschlusskopf eingequetscht
wird, druckt die Leiste 67 einen Eindruck in die obere und untere Oberfliche des
Verschlussabschnitts. Die Eindriicke verengen das Kunststoffmaterial, das die Mitte ¢,
des Verschlusses umfasst, und erméglichen so ein leichtes Trennen. 1
In einer erfindungsgeméfien Ausfihrungsform kann die Leiste 67 gezahnt sein, um f,
Perforationen bereitzustellen, die in einer Richtung orthogonal zur Hauptachse des ::
Schlauchsegments angeordnet sind. Die Perforationen erméglichen, das Trennen k
einzelner und verbundener Beutel voneinander ohne die innewohnende Gefahr, beim ,,

Schneiden mit einem scharfen Gegenstand die Integritit eines Beutels durch ein w
il
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versehentliches Durchschneiden bis zum die Probe enthaltenden Bereich zu verletzen.
Die Perforationen werden vorzugsweise wahrend des Verschlussvorgangs durch ein
Bereitstellen der Verschlussképfe mit Verzahnungen bereitgestelit. Alternativ kénnen
Perforationen kurz danach durch Verwendung einer separaten Perforationsvorrichtung
oder eines -werkzeugs bereitgestellt werden.

Mittel 68 werden auch bereitgestellt, um die Verschlussvorrichtung 60 zu éffnen und zu
schlieBen, um die Verschlussplatten zusammenzupressen und dadurch Verschlisse
entlang der Lange des Schlauchsegments zu bilden. Solche Mittel sind im Stand der
Technik gut bekannt und kénnen geeigneterweise ein manuelles Gerat umfassen, das
sich wie ein Hebelgriff 6ffnet und schlielt, der an einem Tragerrahmen befestigt ist und
der den Rahmen zum Beispiel um eine Drehachse bewegt. Andere geeignete
Anordnungen kénnen vertikale FUhrungen, Federn oder hydraulisch betriebene
Kolbenpressen oder andere gebrauchliche mechanische, elektrische oder hydraulische
Pressen einschlieRen.

FIG. 4a zeigt eine halbschematische Ansicht einer spezifische Ausfihrungsform einer
Verschlussvorrichtung 70, die zum Bereitstelien von
Thermokompressionshitzeverschlissen in einheitlichen, voneinander beabstandeten
Intervallen nitzlich ist, um Beutel bestimmter gewinschter GréRen zu bilden oder um
miteinander verbundene Y-Stellen in einzeine Proben enthaltende Aliquots zu isolieren.
Die Verschlussvorrichtung 70 umfasst geeigneterweise eine obere und eine untere
Platte 71 bzw. 72, die dazu eingerichtet sind, entlang dem Druckhebel bzw. dem
Verschlussband eines kommerziell erhaitlichen Impulsverschlussgeréts, wie eines der
Impulsverschlussgeréate der ALINE M-Serie, hergestellt und vertrieben von der ALINE
Company aus Santa Fe Springs, Kalifornien, befestigt zu werden. Die spezifische
Ausfuhrungsform, die in FIG. 4a gezeigt ist, ist ein zweiteiliger Hitzeverschlusskopf, der
dazu eingerichtet ist, an ein ALINE MC-15 Impulshitzeverschlussgerdt als eine
Nachriistungsmodifikation befestigt zu werden, und der erméglicht, dass das MC-15
vorgefilte Beutel mit Plasma zur weiteren Bearbeitung gemaR dem
erfindungsgemafRen System und dem erfindungsgemaRen Verfahren herstellt.

Die untere Platte 72 des Hitzeverschlusskopfs 70 besteht aus einem geeigneten
starren, hitzeresistenten Material, wie laminiertes Kevlar®, hergestellt und vertrieben "
von der DuPont Corporation. In der gezeigten Ausfuhrungsform ist die untere Platte 72 4
vorzugsweise etwa 15 Zoll lang, um auf die Montagefliche des MC-1513
Impulshitzeverschlussgerdats zu passen. Die untere Platte 72 weist eine ::
Langsaussparung 73 auf, die zentral angeordnet ist und entlang der ganzen Lange der"
unteren Platte 72 verlduft. Die Breite der Langsaussparung 73 betragt ungeféahr 0241
Zoll, um einen medizinischen, standardisierten Schlauch, der typischerweise einen-;iigi
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duBeren Durchmesser von ungefahr 0,1875 (3/16) Zoll aufweist, in einer eingebetteten
Art entlang der Léange der Aussparung aufzunehmen.

Entlang der Lénge der unteren Platte 72 ist in voneinander beabstandeten Intervallen
eine Vielzahl von Queraussparungen 74 bereitgestellt, die in einer Richtung orthogonal
zu jener der zentralen Aussparung 73 angeordnet sind. Die Queraussparungen 74
weisen eine Breite von ungefahr 0,5 Zoll auf und zentral um 1,125 (1-1/8) Zoll
beabstandet. Jede Queraussparung ist deshalb von ihren Nachbarn durch einen
restlichen Block aus Plattenmaterial getrennt, der zentral durch die zentrale
Langsaussparung 73 geteilt wird und der etwa 0,625 (5/8) Zoll breit ist.

Sowohl die Langs- als auch die Queraussparungen 73 bzw. 74 werden nur teilweise
durch das Material der unteren Platte 72 geschnitten, wodurch ein im Wesentlichen
flacher Unterbau 75 gebildet wird, der die untere Oberflache sowohl der Langs- als
auch der Queraussparungen definiert. Wenn das Gerat verwendet wird, um
Hitzeverschlisse zu bilden, wird eine Liénge eines 0,1875 (3/16) standardisierten,
medizinischen Schlauchs in Position entlang der Langsaussparung 73 eingefligt und
ruht auf dem Unterbau 75 der unteren Platte, die als eine Trageroberfliche wahrend
des Hitzeverschlussvorgangs dient.

Ein Heizelement 76, wie ein Nickelchrom-(NiCr)-Widerstandsdraht, ist schlangenartig
von Aussparung zu Aussparung bereitgestellt und ist in Langsrichtung entlang jeder
Queraussparung der unteren Platte in etwa der Mitte der Aussparung angeordnet. Wo
das Heizelement 76 die Mitte der Queraussparungen 74 durchquert, wird der NiCr-
Draht vor dem Kontakt mit dem wéarmeempfindlichen Kunststoffschlauch geschitzt,
indem der Draht zum Beispiel mit einem Stiick Teflon®-Band bedeckt wird. Blut- und
Plasmaproben, die in den Beuteln enthalten sind, die wahrend des Verschlussvorgangs
innerhalb der Verschlussvorrichtung gebildet wurden, werden somit nicht durch die
hohen Temperaturen des Hitzeverschlusses beschadigt.

Die obere Platte 71 ist auch ungefahr 15 Zoll lang und ist Gber der unteren Platte 72
durch den Druckhebel des MC-15 Hitzeverschlussgerats aufgehdngt. Die obere Platte
71 ist aus einem hitzeresistenten Kunststoffmaterial, wie Lexan® oder gefrastem
Kevlar®, hergestelit und umfasst eine Reihe gleichméaRig beabstandeter, im
Allgemeinen rechteckiger Zahne, die aus ihrer unteren Oberflache herausragen und ;
sich in Richtung der unteren Platte erstrecken. Die Zdhne 77 sind etwa 0,5 Zoll lang [.:
und zentral um 1,125 (1-1/8) Zoll beabstandet. Demgemal ist ersichtlich, dass jeder ,,_
der Zahne 77 so dimensioniert ist, dass er in den Hohlraum passt, der durch dle,,
Queraussparungen 74 der unteren Platte 72 definiert ist. Jeder der Zahne 77 der
oberen Platte 71 ist so angeordnet, um Uber einem entsprechenden Schnittpunkt einer| .“
Queraussparung 74 und der Léngsaussparung 73 der unteren Platte 72 aufgehangt zu
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werden. Somit ist jeder Zahn 77 so konfiguriert, dass er in den somit definierten
Hohiraum passt, wenn die Hitzeverschlussplatten durch einen Entfernungsvorgang der
MC-15 Vorrichtung zueinander geschlossen werden.

Nach dem Anordnen eines flexiblen Schlauchsegments in der Langsaussparung 73
wird die obere Platte 71 durch ein Absenken des Deckels des MC-15
Hitzeverschlussgeréts mit der unteren Platte 72 in Kontakt gebracht. Wenn der Deckel
abgesenkt wird, treten die Zdhne 77 der oberen Platte 71 in den Hohlraum ein, der
durch die Queraussparungen 74 der unteren Platte 72 definiert ist, und treten mit dem
Abschnitt des Schlauchsegments in Kontakt, der exponiert auf dem Unterbau 75 am
Schnittpunkt jeder Queraussparung 74 mit der zentralen Langsaussparung 73 liegt.
Strom wird dem Nickel-Chrom-Widerstandsheizdraht bereitgestellt, der bewirkt, dass
das Kunststoffmaterial des Schlauchsegments weich wird. Zur gleichen Zeit wird die
obere Platte 71 auf die untere Platte gepresst, wodurch Druck auf das
Kunststoffmaterial aufgebracht wird, das durch das Heizelement 76 weich gemacht
wird.

Nach dem VerschlieBen wird das Schlauchsegment an mindestens einem Ende mit
einem eindeutigen Identifikationszeichen markiert, das der urspringlichen
Plasmaspende entspricht. Dies kann zum Beispiel durch Aufkleben eines Etiketts auf
das Segment oder durch Aufdrucken eines mit einem Barcode versehenen Emblems
direkt auf das Schlauchmaterial erreicht werden. Eine hergestellte Vertiefung 78 ist
geeigneterweise auf dem Hitzeverschilussgerat 70 zum Aufnehmen und Ausrichten
eines vorgedruckten Barcode-ldentifikationsetiketts bereitgestellt. Ein solches Etikett
wird aus einem geeigneten hitzeverschlussfahigen Material gebildet und wird mit dem
Schlauchsegment an der ersten Verschlussposition zu Identifikationszwecken
hitzeverschlossen. Das Schlauchsegment, das die Proben enthaltenden Beutel
einschlieRt, wird dann zur Lagerung eingefroren.

Zuriick zu FIG. 2 ist es wichtig, in der Lage zu sein, alle die verschiedenen Teile des
Systems, die eine einzelne Plasmaspende umfassen, eindeutig zu identifizieren. So
kénnen in der physikalischen Struktur des Plasmasammelsystems eindeutige
Identifikatoren wie kodierte Strénge, kodierte Punkte, Strichcodes oder andere mit dem
eindeutigen Identifikator kodierte Strukturen platziert werden. Zum Beispiel wird in einer
Ausfuhrungsform ein kodierter Strang 37 in das Spendengefa® 20, ein kodierter Strang
39 entlang des Randes des Flaschendeckels 22, ein kodierter Strang 41 entlang der
Seite des TestgefalRes 28, und ein kodierter Strang 43 in die Schlauchsegmente in

beabstandeten Intervallen eingegossen. Das eindeutige Identifikationszeichen im -

Schlauchsegment lauft entlang der Lange der Schlauchsegmente, und der Code wird
wiederholt, um eine Segmentierung der Schlauchsegmente zuzulassen, wéhrend die
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Identifikationsintaktheit eines jeden so hergestellten Segments erhalten bleibt. Dartiber
hinaus wird jeder Teil des Spendensystems mit demselben Code identifiziert, sodass
die Spendenidentitat fur alle Abschnitte des Systems erhalten bleibt.

Zuriick zu den FIGs. 3a, 3b und 4 kann es ferner wiinschenswert sein, jeden einzelnen
Beutel entlang eines Segments durch einen alphabetischen oder numerischen Code zu
identifizieren, der der Position des Beutels entlang der linearen Lange des
urspriinglichen Schlauchsegments entspricht. Ein solcher Code kann unter
Verwendung eines Stempelwerkzeugs zum Beispiel auf den zusammengepressten
Abschnitt des Verschlusspolsters, das sich zwischen benachbarten Beuteln befindet,
aufgedruckt werden. Ein solches Stempelwerkzeug kann ein integraler Teil der
Verschlussvorrichtung sein, wie in den FIG. 4 und 4a gezeigt, sodass das
VerschlieBen, das Bilden von Beuteln variabler Gréen und das Bereitstellen schmaler
oder perforierter Bereiche zur leichten Trennung sowie von Identifikationsnummern in
einem einzigen wirksamen Schritt durchgefihrt werden. Alternativ kénnte das
alphabetische oder numerische Identifikationszeichen einen Teil einer
Perforationsvorrichtung oder eines -werkzeugs umfassen. Stempelwerkzeuge sind
bekannt, die Mittel zum Befoérdern des alphabetischen oder numerischen Zeichens zu
einem nachsten folgenden einschlieBen, sodass folgende Beutel in einem
Schlauchsegment jeweils durch eine entsprechende sequenzielle Folge aus
alphabetischen (a, b, ¢, ...) oder numerischen (1, 2, 3, ...) Zeichen identifiziert werden.
Wird ein erster Testpool aus Beuteln mehrerer Spenden hergestelit, kann deshalb ein
Qualitdtskontrolitest durch ein Bestétigen durchgefihrt werden, dass alle Beutel, die
aus jedem Schlauchsegment gepoolt werden sollen, denselben Ortscode aufweisen,
zum Beispiel Nummer 1. Wird ein zweiter Testpool aus Proben derselben Spenden
hergestellt, kann auf &hnliche Weise ein Qualitdtskontrolltest durch das Bestatigen
durchgefiihrt werden, dass alle Beutel, die aus jedem Schlauchsegment gepoolt
werden sollen, zum Beispiel die Nummer 2 an irgendeinem Punkt auf dem
zusammengepressten Abschnitt des Beutels aufweisen.

Um einen wirksamen PCR-Test einer Spende durchzufiihren, wird die
Serologietestprobe, die von jeder einzelnen Spende im Testgefal 28 entnommen wird,
auf verschiedene bekannte Antigene und/oder Antikdrper getestet, die fur spezifische

03
[ 4

Viren bezeichnend sind. Falit eine Probe fur einen oder mehrere Antigen- oder’:

.....

Antikdrpertests positiv aus, werden die einzelne Spende und ihr entsprechendesj_v;

Schlauchsegment von weiteren Tests ausgeschlossen, und beide kénnen auf eine :jf{

geeignete Weise entsorgt werden. I

Schlauchsegmente, die den restlichen serologisch negativen Spenden entsprechen,;;?;‘
werden in identifiziete Gruppen aufgeteilt, wobei jede Gruppe eine ausgewéhlte;i’%;f’

nt;f
o
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Anzahl von Spenden aufweist. Wie weiter unten beschrieben wird, wird die Anzahl der
Spenden pro Gruppe durch die Sensitivitdt der spezifischen hochempfindlichen Tests,
wie eines PCR-Tests, die erwartete Konzentration der interessierenden Virus-RNA
oder -DNA in der Plasmaprobe und die erwartete Haufigkeit einer PCR-positiven Probe
innerhalb der allgemeinen Spenderpopulation bestimmt. Zum Beispiel ist es fur den
Nachweis des Hepatitis-C-Virus, der die interessierende RNA enthélt, in einer
Popuiation von Plasmapherese-Wiederholungsspendern angebracht, Proben von 100
bis 700 einzelnen Spenden zusammenzufassen. Fir eine Population, in der eine
Viruskontamination haufiger auftritt, kénnen kleine Pools von zwischen 50 und 100
einzelnen Spenden geeignet sein.

Eine erfindungsgeméRe Ausfihrungsform eines Verfahrens zur Herstellung eines PCR-
Testpools wird nun in Verbindung mit den FIGs. 5 und 6 beschrieben. Eine
Probenahmeplatte 80 wird bereitgestellt, die in der Anwendung im Allgemeinen einer
Titerplatte ahnlich ist, aber gemaR der Durchfuhrung der Erfindung konfiguriert ist. Die
Probenahmeplatte 80 ist so konfiguriert, dass sie im Allgemeinen halbzylindrische
Probenvertiefungen 81 enthalt, die horizontal auf der Platte in einer im Allgemeinen
regelméaBigen Anordnung angeordnet sind. Eine geeignete Probenahmeplatte, die zur
Durchfuhrung des erfindungsgeméBRen Verfahrens verwendet wird, weist 64 solche
Probenvertiefungen auf, die in einer 8x8, Zeile/Spalte, rechteckigen Form angeordnet
sind. Eine Deckplatte 82 mit ungefahr denselben AuBenmaflen wie die
Probenahmeplatte 80 ist ebenfalls vorgesehen. Die Deckplatte 82 ist dazu eingerichtet,
die Oberflaiche der Probenahmeplatte 80 eng anliegend abzudecken.
Durchbrechungen 83 sind auf der Deckplatte in derselben Anordnungsweise wie die
Probenvertiefungen der Probenahmeplatte 80 angeordnet. Wenn die Abdeckung 82
Uber der Oberflaiche der Probenahmeplatte 80 angeordnet wird, werden die
Durchbrechungen 83 vertikal Gber den Probenvertiefungen 81 ausgerichtet, wodurch
eine Kommunikation mit den Probenvertiefungen durch die Durchbrechungen
ermoglicht wird. Der Durchmesser der Durchbrechungen ist im Wesentlichen kleiner als
der Oberflichenbereich der Testprobenbeutel und der entsprechenden
Probenvertiefungen. Jedoch ist der Durchbrechungsdurchmesser ausreichend grofB,
um zuzulassen, dass eine Nadel oder ein anderer kanulenartiger Gegenstand durch die
Lécher hindurchtritt und in die Probenvertiefungen darunter eintritt.

Wie in Verbindung mit FIG. 6 gezeigt, wird ein terminaler Beutel 84 (erste Generation,
,Nummer 1“) von jedem Schlauchsegment entfernt, das identifiziert worden ist, zu einer
bestimmten PCR-Gruppe zu gehéren, die getestet werden soll. Jeder terminale Beutel
84 wird gewaschen, aber nicht geéffnet, und in einer entsprechenden Probenvertiefung
81 der Probenahmeplatte 80 angeordnet. Die Deckplatte 82 wird Uber der
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Probenahmeplatte 80 befestigt, und die Platte, die Abdeckung und die Beutel werden
bei einer geeigneten Temperatur aufgetaut.

Ein gleiches Volumen zwischen etwa 0,02 bis 0,5 ml Plasma wird aus jedem Beutel
entfernt und in einem TestgefaR gepoolt. Eine Nadel 85 oder eine andere kanilenartige
Vorrichtung wird durch die Durchbrechung in der Deckplatte und in die
Probenvertiefung der Probenahmeplatte direkt darunter eingefiihrt, wodurch das
Schlauchmaterial der Seitenwand des Beutels durchstofen wird und Zugang zur
Plasmaprobe darin gewonnen wird. In einer beispielhaften Ausfihrungsform ist die
Nadel mit einer Vorrichtung verbunden, die ein kontinuierliches Vakuum oder eine
kontinuierliche Absaugung bietet, um das gesamte im Beutel enthaltene Blut oder
Plasma zu extrahieren und den Austritt von Fllssigkeit in die umgebende Ablage zu
minimieren. Die Nadel kann in einer Vorrichtung gehalten werden, die es der Nadel
erlaubt, sich durch die Durchbrechung und die obere Wand des Beutels zu bewegen,
aber ihre Bewegung nach unten einschrénkt, sodass die Nadel daran gehindert wird,
die untere Wand des Beutels zu bertihren oder zu durchstofRen, wenn der Beutel sich
in der Probenvertiefung befindet. Wenn die Kanile nach dem Entnehmen einer Probe
zurickgezogen wird, verhindert das Deckplattenmaterial 86, das die Durchbrechungen
umgibt, ein unbeabsichtigtes Zurlickziehen des Beutels zusammen mit der Kanile, wie
in FIG. 6 gezeigt.

Auch wenn das Verfahren zum Herstellen eines PCR-Testpools im Hinblick auf ein
manuelles Entnehmen einer Probe durch Einfiihren einer Kanile einzeln in jede
Probenvertiefung beschrieben worden ist, kann das Verfahren gleichermaflen unter
Verwendung eines automatisierten Verfahrens durchgefihrt werden. Die
Probenahmeplatte, die in jeder Vertiefung Beutel enthélt, kann so gehalten werden,
dass eine Anordnung von Kanulen, die entsprechend der Anordnung der
Durchbrechungen in der Deckplatte angeordnet sind, auf die Probenahmeplatte
gedriickt werden kann, sodass alle Probenbeutel gleichzeitig durchstochen und Proben
daraus entnommen werden kénnen. Alternativ kann eine einzige Kanlle oder
Kanllenhaltevorrichtung automatisiert oder programmiert werden, um nacheinander
jeden Beutel zu durchstoBen und daraus Fllssigkeit zu entnehmen. Um eine
Verschleppungskontamination zu vermeiden, wird fir jeden Pool eine saubere Kaniley;,
verwendet, um Proben zu entnehmen. xl
Zusétzlich wird es fur den Fachmann offensichtlich sein, dass die Kombination aus:?ﬁ‘
Probenahmeplatte, Probenvertiefungen, Abdeckung, Durchbrechungen und Kanile ::
zwar im Zusammenhang mit der Entnahme von Probenflissigkeit aus einem '
Probenpackchen beschrieben wird, aber gleichermalen fur die Entnahme von4;

Probenfllssigkeit aus den Y-Stellen-Probengefaen von FIG. 2a anwendbar ist. Dleq;g;
'U!
’]A
Ll
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Konfiguration von Probenvertiefungen der FIGs. 5 und 6 wird durch die Form des
FlussigkeitsgefaRes bestimmt, und es sind nur geringe Modifikationen erforderlich, um
sie fur Y-Stellen zu rekonfigurieren. Zum Beispiel kénnen die Probenvertiefungen einen
vertikal orientierten langlichen Zylinder umfassen, in den jede Y-Stelle eingefuhrt wird.
Eine Einbuchtung kann an einer geeigneten Stelle um den oberen Umkreis jeder
Probenvertiefung bereitgestellt sein, die als Arretierung dient, in welche der
Abzweiganschluss der Y-Stelle positioniert werden kann. Dies wirde auch dazu
dienen, jede Y-Stelle auszurichten und eine zusétzliche Positionssicherheit
bereitzustellen. Auf dieselbe Weise wie in Verbindung mit den FIGs. 5§ und 6
beschrieben, kann Flissigkeit von jeder Y-Stelle durch Einfihren einer Kaniile durch
jede Zugangsoéffnung der Y-Stelle enthommen werden und in Fluidverbindung mit der
Probe stehen. Wenn die Kanille aus der Zugangséffnung entfernt wird, wirkt das
Deckplattenmaterial, das jede Durchbrechung umgibt, als Anschlag und verhindert,
dass die Y-Stelle aus der Probenvertiefung gezogen wird.

Es wird fir den Fachmann ferner offensichtlich sein, dass diese Konfiguration
gleichermallen zur Durchfuhrung der Erfindung unter Verwendung eines
automatisierten Vorgangs geeignet ist. Entsprechend der Anordnung von
Durchbrechungen in der Deckplatte kann eine Anordnung von Kanillen so angeordnet
werden, dass alle Zugangséffnungen der Y-Stellen gleichzeitig durchstoen und
Proben daraus entnommen werden kénnen. Alternativ kann eine einzige Kanile oder
eine einzige Kanulenhaltevorrichtung automatisiert oder programmiert werden, um
nacheinander jede Zugangséffnung zu durchstofen und Flussigkeit aus jeder Y-Stelle
zu entnehmen.

Eine zuséatzliche erfindungsgeméaRe Ausfuhrungsform eines Geradts und eines
Verfahrens zum Herstellen eines PCR-Testpools wird nun in Zusammenhang mit den
FIGs. 7, 8, 9a, 9b und 10 beschrieben. Zuerst zu FIG. 7 wird ein Plasmaspendenpool,
der aus herausgepressten Flussigkeiten aus einer Vielzahl von Plasmaproben besteht,
aus einer Anzahl von Plasmaspenden-Probenpéckchen in einer elektrisch betriebenen
hydraulischen Presse 90 hergestellt. Die hydraulische Presse 90 umfasst
geeigneterweise einen Zerkleinerungszylinder 91, in dem Probenpéackchen angeordnet
werden, und einen hydraulisch betétigten Kolben 92, der die Probenpéckchen "
zerdriickt. Die in den Péckchen enthaltenen Proben werden aus dem ﬁ‘
Zerkleinerungszylinder 91 durch ein geeignetes Druckgas, wie Druckiuft oder Stickstoff, jl
herausgedruckt und in einem Sammelgefal als Pool gesammelt. ::
Zuerst wird ein Generationsbeutel (zum Beispiel Beutel #1) aus jedem'
Schlauchsegment entfernt, das identifiziert worden ist, zu einer bestimmten PCR- 4’
).

Gruppe zu gehéren, die getestet werden soll. Jeder Generationsbeutel wird u
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gewaschen, aber nicht geéffnet, und im Zerkleinerungszylinder 91 der Presse 90
angeordnet. Ein Beladen des Zerkleinerungszylinders erfolgt in der Umgebung einer
Biosicherheitshaube der Klasse Il und eines Luftstromwegs, um eine unbeabsichtigte
Kontamination der umliegenden Umgebung durch ein Packchen, das seine strukturelle
Integritdt verloren hat, zu verhindern. Auf eine Weise, die unten detaillierter
beschrieben wird, wird der Zerkleinerungskolben 92 fest so in das offenen Halsstiick
91a des Zerkleinerungszylinders 91 gesetzt, dass die Eingrenzung der Inhalte des
Zerkleinerungszylinders 91 sichergestelit ist und die Kombination aus Zylinder 91 und
Kolben 92 die Probenpackchen volistandig umschlieRt. Die Weise, auf die der
Zerkleinerungskolben 92 in den Zerkleinerungszylinder 91 eingreift, ist so gestaltet,
dass abgesichert ist, dass die Umgebung auBerhalb des Zylinders 91 vor einer
Kontamination durch irgendwelche gesundheitsgefdhrdende Viren geschitzt ist, die in
irgendeiner der Proben vorliegen kénnen, die in den Probenpéckchen enthalten sind.

Der Zerkleinerungszylinder 91 wird als nachstes auf einer Zylinderauflagefldche 93
befestigt, welche den Zylinder in eine richtige Position auf der hydraulischen Presse 90
ausrichtet und ferner erméglicht, dass ein hydraulischer Schaft 94, der mit einem
hydraulischen Zylinder 95 wirkverbunden ist, auf den Zerkleinerungskolben 92
ausgerichtet wird und mit ihm zusammenpasst. Der Zerkleinerungskolben 92 ist, wie im
Folgenden naher beschrieben, I6sbar mit dem hydraulischen Schaft 94 verbunden,
sodass der Kolben 92 durch Betdtigung des hydraulischen Zylinders 95 sowohl
angehoben als auch abgesenkt werden kann.

Nachdem der Zylinder 91 und der Kolben 92 richtig auf der Zylinderauflageflache 93
ausgerichtet worden sind und mit dem hydraulischen Zylinder 95 durch den Schaft 94
verbunden sind, wird ein Steuerventii 96 betétigt, um zu bewirken, dass der
hydraulische Zylinder eine Kraft auf den Schaft 94 und den Kolben 92 ausiibt, der
wiederum die Probenpéckchen innerhalb des Zerkleinerungszylinders 91 zerdrickt.
Der hydraulische Zylinder 95 arbeitet mit einem vier PS starken 240 Volt
Wechselstrom-Elektromotor 97, der eine hydraulische Kolbenpumpe 98 antreibt, die
Hydraulikfluid in Verbindung mit einem Fluidreservoir 99 pumpt, um dadurch den
Zylinder 95 zu betéatigen. Mit einer Kraft von etwa 4000 Ibs wird der hydraulische Schaft
94 punktbelastet, der durch den Kolben 92 einen Druck von etwa 800 bis 900 psi auf t
die Probenpéckchen entwickelt. 1,'
Nachdem die Probenpackchen zerdriickt worden sind, werden die darin enthaltenen :,
Fluidspendenproben durch ein Druckgas, das zum Beispiel von einem Druckluftzylinder ::
100 =zugefohrt wird, der durch einen Druckregler 101 mit einem im !
Zerkleinerungskolben 92 bereitgestellten Uberdruckventil 102 verbunden ist, aus dem |’ ‘, X

Zerkleinerungszylinder 91 herausgepresst. Damit das Uberdruckventil 102 rlchtlgF
ol
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arbeiten kann, wird der Kolben 92 zuerst etwas aus seiner vollstédndig ausgefahrenen
Zerkleinerungsposition gehoben. Die Druckluft wird Uber den Druckregler 101 in den
Zylinder 91 entliftet, bis der Schwellendruck des Uberdruckventils erreicht ist. Das
Ventil 102 6ffnet sich dann und erlaubt dem Druckgas, das Innere des Zylinders unter
Druck zu setzen, was den Plasmapool aus dem Zerkleinerungszylinder 91 durch eine
Sammeléffnung 103, die im unteren Teil des Zylinders bereitgestellt ist, herauspresst.
Der Plasmapool wird dann in einem Sammelgefa® gesammelt, das durch eine
Pressleitung oder einen Pressschiauch mit der Sammeléffnung 103 verbunden ist,
wéahrend die Flussigkeit durch die Druckluft aus dem Zylinder gedrickt wird. Die
Druckluft wird nach Durchtritt durch eine Bleichfalle in eine Biosicherheitshaube der
Klasse Il abgesaugt.

In FIG. 8 wird eine teilweise Querschnittansicht von einem Zerkleinerungszylinder 91
gezeigt, der gemdlR Grundsdtzen der Erfindung konstruiert ist. Der
Zerkleinerungszylinder 91 umfasst geeigneterweise eine im Allgemeinen kreisférmige
Grundplatte 105 mit einer oberen und unteren Oberfliche und einer Umfangslippe 106,
die sich in einer ansteigenden Richtung von der oberen Oberfliche erstreckt, mit
Gewinden, die in ihre Innenfliche geschnitten sind. Eine zylindrische Zylinderwand
107, die an beiden Enden offen ist, ist an der AuBBenflache ihres unteren Endes mit
einem Gewinde versehen. Eine Fuge oder Kerbe 108 ist in die Innenflache des unteren
Endes der Zylinderwand 107 geschnitten, um so eine ringférmige Lippe 109 zu
definieren, die parallel zur oberen Oberfliche der Grundplatte 105 angeordnet ist und
eine gegeniberiiegende Flache dazu darstellt. Beim Einschrauben der Zylinderwand
107 in die Grundplatte 105 wird eine auf der Oberflaiche der Grundplatte 105
angeordnete Siebplatte 110 von der ringférmigen Lippe 109 der Zylinderwand 107
erfasst und zwischen der ringférmigen Lippe 109 und der oberen Oberflache der
Grundplatte komprimiert.

Mit Bezug auf die FIGs. 9a und 9b ist die Siebplatte 110 eine im Aligemeinen
kreisférmige, scheibenférmige Platte, gegen welche die Probe enthaltenden Packchen
gepresst werden, wenn sie von dem Zerkleinerungskolben 92 zerdriickt werden. Wie in
FIG. 9b gezeigt, schlieBt die Siebplatte 110 Flussigkeitsrinnen ein, die Radialschlitze
111 und konzentrische kreisférmige Schiitze 112 aufweisen, alle ungefahr 1/32 Zoll

breit, die in die obere Oberfliche der Siebplatte geschnitten sind. Die Radialschlitze o

111 sind in einem Winkel geschnitten, der zur Mitte der Siebplatte 110 abfallt, wo sie in
einem axial angeordneten Ablauf oder einem Sammelgefall 113 enden, dessen Ablauf
durch ein 1/4 Zoll Ablaufrohr 114 (am besten in FIG. 8 zu sehen) erfolgt, das durch die
Grundplatte 105 gebohrt ist.
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Mit erneutem Bezug auf FIG. 8 wird ein Verschluss zwischen der Zylinderwand 107
und der Siebplatte 110 durch Einlegen und Zusammendriicken eines O-Rings 115
gebildet, der in einem Dichtring 116 bereitgestellt ist, der fur solche Zwecke in die
Grundplatte 105 geschnitten ist. Der Dichtring 116 ist in der Grundplatte so angeordnet,
dass der O-Ring 115 unterhalb der vertikalen Kreuzung der Siebplatte 110 und der
Zylinderwand 107 liegt. Eine Stufe 117 ist in die Grundplatte 105 geschnitten und eine
Gegennut 118 in die Siebplatte, sodass eine formschlissige Arretierung in der Lage ist,
die Siebplatte auf der Grundplatte genau zu positionieren, um eine richtige Ausrichtung
mit dem O-Ring zu gewéhrleisten, sodass die Zylinderwand 107 richtig in die Siebplatte
und ihr Schnittpunkt richtig in den O-Ring 115 eingreift.

FIG. 10 zeigt eine teilweise Querschnittansicht eines Zerkleinerungskolbens 92 geman
Grundsatzen der Erfindung. Der Zerkleinerungskolben 92 umfasst einen im
Aligemeinen zylindrischen Kolbenkopf 120 mit einer davon hervorstehenden, sich axial
erstreckenden, zentral lokalisierten Aufnahmebuchse 121, wobei die Aufnahmebuchse
121 im Allgemeinen zylindrische Wande und ein offenes Ende aufweist, um dadurch
eine Hilse 123 zum Erhalten eines im Allgemeinen zylindrischen, hydraulischen
Zylinderschafts 94 zu definieren.

Ein ringférmiger Flansch 122 ist um den Umfang der zylindrischen Aufnahmebuchse
121 bereitgestellt, und umgibt das offene Halsstiick der Aufnahmebuchse. Die dufRere
Oberflache des Flanschs 122 ist abgeschragt, sodass die schrage Oberflaiche zum
Hauptkérper des Zerkleinerungskopfs 120 hin im Durchmesser zunimmt. Wenn der
hydraulische Schaft 94 in die Hulse 123 vorgeschoben wird, wird ein Paar
federbelastete Haltebligel 124 iber die schrage Oberfliche des ringférmigen Flanschs
122 geschoben, bis sie in Position einrasten und die Unterseite des ringférmigen
Flanschs erfassen.

Um ein Zusammenpassen mit der Hilse 123 zu gewahren, enthélt jeder Haltebligel
124 eine schriage Zacke 125, die entlang der schragen Oberflache des ringférmigen
Halterings 122 des Zerkleinerungskopfes lauft, wodurch die Backen der
federbelasteten Haltebugel 124 aufgespreizt werden. Wenn der hydraulische Schaft 94
weiter vorgeschoben wird, werden die schridgen Zacken 125 der Halteblgel 124
schlieBlich an der schrdgen Oberflache des ringférmigen Halterings 122 vorbei’m;
vorgeschoben. Die Federbelastung der Haltebiigel zwingt die schragen Zahne m“
Kontakt mit der duleren Oberflédche der Seitenwand der Aufnahmebuchse. Die Zacken';
der Haltebiigel 124 sind somit in Eingriff mit der unteren Oberfléche der ringférmigen ::
Haltemanschette 122, wodurch der Zerkleinerungskolben 92 erfasst wird und Mittel"
bereitgestelit werden, um zu bewirken, dass sich der Kolben in beide Richtungen;ﬁ;
bewegt.
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Zusétzlich wird es fir den Fachmann offensichtlich sein, dass die federbelasteten

Halteblugel 124 durch ein einfaches Zusammendriicken der Enden der Bigel
gegenuber der schragen Haltezacken 125 leicht aus dem ringférmigen Haltering 122
ausgerastet werden kénnen. DemgemaR ist zu sehen, dass der Kolbenkopf 120, die
zylindrische, axial befestigte Aufnahmebuchse 121, der ringférmige Haltering 122 und
die Haltebligel 124 zusammen Mittel zum schnelien und einfachen Abkoppeln des
hydraulischen Schafts 94 vom Zerkleinerungskolben 92 bereitstellen. Dieses Merkmal
der schnellen Abkopplung ermdglicht, dass die Kombination aus Kolben 92 und
Zylinder 91 zum Reinigen, Sterilisieren, Wiederbeflllen mit zuséatzlichen
Probenpackchen und dergleichen leicht von der Zylinderauflageflache 93 der
hydraulischen Presse 110 entfernt werden kénnen.

Wie in FIG. 10 gezeigt, umfasst der Zerkleinerungskolben 92 ferner mehrere O-Ringe
126, die in Dichtringen 178 angeordnet sind, die um den Umfang des Kolbenkopfes
120 bereitgestelt sind. Die O-Ringe werden bereitgestellt, um einen dichten
Druckverschluss zwischen der duBleren umlaufenden Oberflaiche des Kolbenkopfes
120 und der inneren umlaufenden Oberflaiche der zylindrischen Wand 107 des
Zerkleinerungszylinders 91 zu bilden. Mehrere O-Ringverschlisse stellen ein Maf3 an
Sicherheit und Schutz bereit, um eine Eindammung potenziell kontaminierter
Probenflussigkeit innerhalb der Abgrenzungen des Zylinders 91 sicherzustellen. Auch
wenn drei O-Ringe 126 in der gezeigten Ausfilhrungsform von FIG. 10 gezeigt sind,
wird es offensichtlich sein, dass eine gréRere oder kieinere Anzahl von O-
Ringverschlissen gemaR der Erfindung bereitgestellt werden kann. Es muss lediglich
ein  Verschiluss zwischen dem  Zerkleinerungskolben 92 und dem
Zerkleinerungszylinder 91 gebildet werden, um die Einddmmung potenziell
kontaminierter Flissigkeit innerhalb des Zylinders sicherzustellen.

In FIG. 8 schliet die Seitenwand des Zerkleinerungszylinders eine 0,020 Zoll schrége
Stufe 130 ein, die in die innere Oberflache der Seitenwand eingearbeitet ist. Die ersten
ungefahr 1,0 Zoll, von oben gemessen, der Zylinderseitenwand 107 sind somit
eingearbeitet, um einen Innendurchmesser (ID) zu erhalten, der ungeféahr 0,040 Zoll
gréRer ist als der ID des restlichen Abschnitts der Zylinderseitenwand 107, die sich
abwiérts in Richtung der Siebplatte 110 und der Grundplatte 105 erstreckt. Die 5
Grenzflaiche zwischen der Stufe und dem restlichen Seitenwandabschnitt ist)
abgeschragt, um einen relativ flachen, gewinkelten Ubergang von dem leicht gréReren ‘”
oberen |D zu dem leicht kleineren unteren ID bereitzustelien.
Die Stufe auf der Zylinderseitenwand 107 ist so bereitgestellt, dass der'
Zerkleinerungskolben 92 manuell in das offene Halsstiick des Zerkleinerungszylinders;;f};
91 mit nur leichtem Kontakt eingefiihrt werden kann, der zwischen den O-Ringen (126“’
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von FIG. 10) und der ID-Oberflache des Zylinders hergestellt wird. Sobald die manuell
montierte Kolben- und Zylinderkombination auf der Zylinderauflagefiache (93 von FIG.
7) angeordnet ist, wird der hydraulische Schaft 94 vorgeschoben, um mit der Hiilse 123
des Kolbens zusammenzupassen, und wird ausgefahren, bis die Haltebligel 124 gegen
die untere Oberfliche der ringférmigen Haltemanschette 122 des Kolbenkopfes
arretieren. Der hydraulische Schaft 94 wird dann weiter vorgeschoben, um den Kolben
weiter in den Zylinder zu schieben, wodurch die O-Ringe Uber die Stufe 130 auf dem ID
der Zylinderwand hinweg geschoben werden. Wenn die O-Ringe (iber die Stufe hinweg
geschoben werden, werden sie vollstdndig zwischen dem ID der Zylinderseitenwand
107 und den Kolbendichtringen 127 zusammengedriickt und bilden so einen dichten
Verschluss.

In Betrieb entwickelt der Zerkleinerungskolben 92 einen Druck von etwa 800 bis 900
psi (4000 Ibs Kraft, die auf den hydraulischen Schaft punktuell aufgebracht wird), was
einen ausreichenden Druck darstellt, um die Probenpéckchen zu zerdriicken, die
innerhalb des Zylinders enthalten sind. Blut- oder Plasmaprobenflissigkeit fliet
entlang der Flussigkeitsrinne, die in der Siebplatte bereitgestellt ist, und in das zentrale
Sammelgefal, wo sie gesammelt wird und aus der Extraktionséffnung heraus und in
ein Poolgefa® flieRen kann. Nach dem Zerkleinerungsvorgang wird der hydraulische
Zylinder 95 betétigt, um den Zerkleinerungskolben 92 eine kleine Distanz (ungefahr 1/2
bis 1 Zoll) Uber die Masse zerdriickter Probenpackchen zu heben, wodurch eine
Kammer innerhalb des Zylinders erzeugt wird. Ein Druckgas, wie Druckluft, wird durch
das Uberdruckventi 102 im Kolben 92 in die Kammer gepresst. Die
Druckbeaufschlagung der Kammer bewirkt, dass jede restliche Blut- oder
Plasmaprobenflissigkeit durch die Auslasséffnung 103 aus dem Zylinder in das
Poolgefal gedrickt wird.

Sobald der Zerkleinerungs- und Poolvorgang abgeschlossen ist, wird die mit der
Auslasséffnung 103 verbundene Pressleitung abgeklemmt, um zu verhindern, dass
irgendeine zusatzliche Probenflissigkeit aus dem Zylinder austritt. Die Pressleitung ist
in einem Bleichgefal® angeordnet, und der hydraulische Zylinder 95 wird dazu
veranlasst, den Kolben weiter in dem Zylinder zu heben, wodurch ein Sog erzeugt wird,
der Bleichsubstanz aus dem GefaB in den Zylinder saugt. Vorzugsweise werden die ;.
Zerkleinerungs- und Bleichsaugschritte zwei zusétzliche Male wiederholt, um :
sicherzustellen, dass jeder ,Ruckfluss® von Blut- oder Plasmaprobenflissigkeit f,
vollstindig aus dem Zerkleinerungszylinder 91 gedrickt wird und dass die :,'
Bleichsubstanz geniigend Méglichkeit hatte, das innere Volumen der !
Zerkleinerungskammer zu flllen, wodurch jede grobe Viruskontamination reduziert q

wird, die darin gefunden werden kénnte. 0
1
)
1
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Als Néchstes werden die schnell auslésenden Klemmen bedient und die Kolben-/
Zylinderkombination wird von der hydraulischen Presse 90 entfernt und
Sterilisationsvorgdngen zum Beispiel in einem Autoklaven unterzogen. Der Kolben und
der Zylinder kénnen anschlieBend chemisch gereinigt werden, indem sie fiir fiinfzehn
Minuten in eine 10 %ige Bleichlésung eingetaucht werden, gefolgt von einem
Waschzyklus mit H,O, 1 % SDS (Natriumdodecylsulfat) Tensid und wieder H,O, bevor
sie autoklaviert werden. Falls nicht ausreichend Zeit fir eine Autoklavensterilisation
vorhanden ist, kann die chemische Reinigung mit einer 70 %igen EtOH- und einer
sterilen H,O-Lésung abgeschlossen werden. Falls eine solche zusétzliche chemische
Reinigung erwinscht ist, erfolgt sie in einer Biosicherheitshaube der Klasse II, die Gber
einen HEPA-Filter absaugt. Wahrend der Zeit unter der Abzugshaube wird der
Zerkleinerungszylinder mit einer nachsten Gruppe von Probenpéackchen beladen, die
zerdriickt werden sollen, und der Zerkieinerungskolben 92 wird manuell in das offene
Halsstiick des Zerkleinerungszylinders 91 eingefiihrt und nach unten gedriickt, bis die
O-Ringe des Kolbens mit der schrédgen Stufe, die in der Seitenwand des Zylinders
gebildet ist, in Kontakt treten. Die neu beladene Zylinder-/Kolbenkombination ist nun
bereit, um auf der Zylinderauflageflache 93 des Zerkleinerungsgerats 90 angeordnet zu
werden. Der hydraulische Zylinder 95 wird betétigt, um zu bewirken, dass der
hydraulische Schaft 94 auf den Kolben 92 abgesenkt wird, sodass die schnell
auslésenden Klemmen in den ringférmigen Haltering auf dem Kolben eingreifen. Der
Zerkleinerungs-, Druck- und Bleichreinigungsvorgang werden nun wiederholt.

Aus dem Vorhergehenden wird es fir den Fachmann offensichtlich sein, dass die
elektrisch betriebene hydraulische Presse (das Zerkleinerungsgerat) 90 die Entnahme
von Blut- oder Plasmaproben aus einer groflen Anzahl von Probenpéckchen in
kurzester Zeit ermdglicht. Die Anzahl von Probenpéckchen, die von einem solchen
Gerat zerdriickt werden kdnnen, ist hauptsachlich durch die GroRe der Vorrichtung und
den Druck, der durch den Zerkleinerungskolben gegen die Masse von im Zylinder
enthaltenen Probenpéckchen entwickelt werden kann, begrenzt. Die 800 bis 900 psi
Druck, die durch die hydraulische Presse der gezeigten Ausfiihrungsform entwickelt
werden, sind ausreichend, um bis zu 64 Proben enthaltende Packchen des Typs, der in
Zusammenhang mit FIG. 2 beschrieben ist, vollstdndig zu zerdriicken. DemgemaR

kénnen umfangreiche Pools, die bis zu 512 Proben enthalten, durch 8 Betriebszyklen q

des erfindungsgeméflen Zerkleinerungsgerits gebildet werden. Dies wirde eine
signifikante Verkiirzung der Poolbildungszeit gegentiber einem Verfahren bereitstellen,
bei dem 512 Probenpéckchen einzeln durch eine Kanile zugénglich gemacht werden,

um die Proben daraus zu entnehmen.
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Zusétzlich wird es fur den Fachmann offensichtlich sein, dass ein einziger
umfangreicher Pool, der bis zu 512 Proben oder mehr umfasst, mit einem
Zerkleinerungsgerat gebildet werden kann, das ausreichend gro hergestellt ist, um die
grof3e Anzahl von Probentaschen im Zylinder aufzunehmen. Der Teil der hydraulischen
Presse wiirde auch an GréRe zunehmen, um eine gréRere Zerkleinerungskraft
bereitzustellen, um den gréBeren Widerstand der gréBeren Anzahl von Taschen zu
Uberwinden. Wie oben erwahnt, wére die PoolgréRe nur durch die gewlnschte GréRe
des Zerkleinerungsgerats beschrankt.

FIG. 11 zeigt ein Flussdiagramm einer erfindungsgeméaBen PCR-Testmethodik, welche
die Identifikation einer einzigen PCR-positiven Spende mit der geringsten Anzahl
einzelner Tests ermdéglicht.

Der Vorgang beginnt bei Block 200 mit der Definition einer geeigneten anfanglichen
PoolgréRe, die wiederum von verschiedenen Faktoren abhangt, wie der Haufigkeit des
Auftretens des interessierenden Virus in der allgemeinen Spenderpopulation, der
wahrscheinlichen Endkonzentration von viraler DNA oder RNA nach einem Verdinnen
im Pool und dergleichen.

Obwohl der PCR-Test hochempfindlich ist und in der Lage ist, ein einziges Virus in
einer kontaminierten Probe nachzuweisen, muss ein Virus notwendigerweise in der
Probe fur den PCR-Test vorhanden sein, um ein positives Ergebnis bereitzustellen.
Wenn zum Beispiel eine Probe aus einer kontaminierten Spende, die eine relativ
geringe Viruskonzentration aufweist, zusammen mit einer grofen Anzahl nicht
kontaminierter Proben gepoolt wird, kann die Viruskonzentration in dem sich
ergebenden Pool so gering sein, dass eine statistische Wahrscheinlichkeit besteht,
dass in einer Probe, die fur einen PCR-Test aus dem Pool entnommen wird, kein Virus
vorhanden ist. Solche Pools kénnen in der Tat falschlicherweise negativ auf eine
Viruskontamination getestet werden.

Wenn zum Beispiel eine 0,02 ml Probe aus einer Plasmaspende hergestellt wirde, die
mit Viren in einer Konzentration von 500 Viren pro ml Probe kontaminiert waren, wirde
die 0,02 ml Probe im Durchschnitt 10 Viren umfassen. Wenn diese 0,02 mi
kontaminierte Probe mit ungefdhr 500 anderen 0,02 ml Proben aus nicht
kontaminierten Spenden zusammengefasst wiirden, wiirde der sich ergebende 10 ml
Pool Viren in einer Konzentration von 1 pro ml umfassen. Wenn demgeman eine 1 ml
Probe aus dem Pool fir einen PCR-Test enthommen wirde, besteht eine signifikante
statistische Wahrscheinlichkeit, dass die PCR-Probe kein Virus enthalt.

Solche geringen Konzentrationen von Viruskontamination stellen eine geringe Gefahr -

fur Produkte dar, die aus Plasma hergestellt werden, da mehrere Verfahren zum
Inaktivieren von Viren, die in solchen Spenden in geringen Konzentrationen vorhanden
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sind, erhéltlich sind. Solche viralen Inaktivierungsverfahren schlieBen die Verwendung

eines Lésungsmittels/Detergens oder ein Erhitzen bei Uber 60 °C fur eine geeignete
Zeit oder dergleichen ein. Diese Verfahren werden im Allgemeinen beschrieben, in der
Lage zu sein, die Konzentration von Viren um eine Anzahl von ,Log-Einheiten“ zu
reduzieren. Zum Beispiel ist das Lésungsmittel-Detergensverfahren in der Lage, die
Viruskontamination von Hepatitis C um mindestens 107 pro Mol oder ,7 Log-Einheiten*
zu reduzieren. Somit kénnen Plasmaprodukte, wie Faktor VIII, Faktor IX oder
Prothrombinkomplex, aus Plasmaspenden hergestellt werden, die routineméaRig zum
Beispiel durch das Lésungsmittel-Detergensverfahren behandelt worden sind,
nachdem sie PCR-negativ getestet wurden.

Far Blutprodukte, die routinemé&Rig direkt an einen Empfanger transfundiert werden,
besteht ein geringes Risiko einer Viruskontamination in niedriger Konzentration,
nachdem solche Spenden PCR-negativ getestet wurden.

in der Ausfihrungsform, die in Zusammenhang mit FIG. 11 gezeigt ist, werden die
oben diskutierten Faktoren, wie die Haufigkeit eines Auftretens des interessierenden
Virus in der Spenderpopulation und die wahrscheinliche Konzentration des Virus nach
Verdiinnung bewertet. Es wird ein angemessen gro3er PCR-Testpool erster Ebene
gestaltet, der die statistische Wahrscheinlichkeit minimiert, dass Viren, die in geringen
Konzentrationen vorhanden sind, unentdeckt bleiben. Der Pool wird bei Block 201
hergestellt, indem der Inhalt der terminalen Beutel von identifizierten
Schlauchabschnitten in der oben beschriebenen Weise gepoolt wird. Bei Block 202
wird ein PCR-Test am PCR-Pool erster Ebene durchgefiihrt.

Block 203 stellt einen Entscheidungspunkt in der Methodik der Erfindung dar, der von
den Ergebnissen des PCR-Tests abhdngt, der in Block 202 durchgefiihrt wurde. Im
Falle eines negativen Testergebnisses wird fir alle Spenden, die den Proben
entsprechen, die zur Bildung des PCR-Pools erster Ebene verwendet wurden,
angenommen, dass sie frei von Viruskontamination sind, und sie werden fir ein
weiteres Verarbeiten zu pharmazeutischen Produkten freigegeben. Die Methodik wird
somit nach Erhalt eines negativen PCR-Testergebnisses beendet.

Wenn der PCR-Test eine positive Indikation liefert, zeigt dies an, dass ein
Viruskontaminant in einer oder mehr als einer der Spenden vorhanden ist, welche den

"
H

urspriinglichen PCR-Pool erster Ebene bilden. In Block 204 wird ein zusétzlicher .

4
i

{
'
Probenbeutel, der Beutel neben dem zuerst entfernten, aus den Schlauchsegmenten “,
entnommen, die Spenden entsprechen, aus denen der urspriingliche PCR-Pool erster :,f:
Ebene besteht. Diese zusatzlichen Probenbeutel werden in zwei ungefahr gleiche "

Subgruppen geteilt, die hier zum Zweck der Klarheit als A und B bezeichnet werden. 4’
Ii:j;.
:
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Diese Subgruppen werden dann unter Verwendung einer separaten, sauberen Kanile
getrennt gepoolt, um jeden Subgruppenpool auf dieselbe Weise wie oben beschrieben
zu bilden, und nur einer der Subgruppenpools wird mittels PCR getestet, wie bei Block
205 angegeben. Fur den Zweck der Erfindung ist es unerheblich, welche der zwei
Subgruppen getestet wird. In Block 205 ist Subgruppe A als die zu testende Subgruppe
identifiziert, aber Subgruppe B kénnte genauso gut angegeben worden sein, ohne die
Methodik der Erfindung zu stéren.

Bei Block 206 wird eine Entscheidung in Abhangigkeit von dem Ergebnis des PCR-
Tests von Subgruppenpool A gefillt. Im Falle, dass Subgruppenpool A negativ auf eine
PCR-Virusindikation getestet wird, wird kein weiteres Testen von Proben aus Spenden
durchgefihrt, die Subgruppe A umfasste. Eher werden, wie bei Block 207 angegeben,
die nachsten Probenbeutel in der Reihe aus Schlauchsegmenten entnommen, die
Subgruppe B umfassten, die dann wiederum in zwei ungeféahr gleiche Subgruppen A'
und B' geteilt werden. Jede Subgruppe in diesem Schritt umfasst ungefahr eine Halfte
der Anzahl von Proben, wie sie die unmittelbar vorhergehende Subgruppe umfasste.
Die Inhalte der Subgruppenprobenbeutel werden wieder auf dieselbe Weise wie oben
beschrieben separat gepoolt. Im Falle, dass Subgruppe A PCR-positiv getestet wird,
was anzeigt, dass mindestens einer ihrer Spendenbestandteile viruskontaminiert war,
wird die andere nicht getestete Subgruppe (Subgruppe B im Beispiel von FIG. 11) nun
bei Block 108 mittels PCR getestet, um zu bestétigen, dass sie nicht auch PCR-positiv
ist. Subgruppe A wird nun die Subgruppe, die weiter in zwei ungefahr gleiche
Subgruppen (A' und B') unterteilt wird, wie bei Block 209 angegeben.

Bei Block 210 wird ein PCR-Test an nur einem der Subgruppenpools A' oder B'
durchgefuhrt, die in dem vorhergehenden Schritt 207 oder 209 definiert wurden. Das
Verfahren wiederholt sich nun und kehrt zu Block 206 zurlick, wobei der
Entscheidungsschritt auf die Ergebnisse des PCR-Tests angewandt wird, der bei Block
210 durchgefuhrt wird. Wieder WUrde, falls die PCR-Testergebnisse sich als negativ fur
die getestete Subgruppe erweisen wiirden, die nicht getestete Subgruppe weiter in
zwei ungefahr gleiche Subgruppen unterteilt werden, von denen jede ungefahr eine
Hélfte der Proben der vorhergehenden Subgruppe umfasst. Falls die getestete
Subgruppe ein PCR-positives Ergebnis geliefert hatte, wirde die getestete Subgruppe
weiter in zwei ungefdhr gleiche Subgruppen unterteilt werden, von denen jede eine
Halfte der Proben der vorhergehenden Subgruppe umfassen wiirde. In diesem Fall
wirde die nicht getestete Subgruppe wieder mittels PCR getestet werden, um zu
bestéatigen, dass sie nicht auch PCR-positiv ist.

Die Testmethodik wiederholt sich weiter von Block 206 bis Block 210, bis der Test als
abgeschlossen gilt. Ein Testabschluss ist dadurch definiert, dass eine
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Subgruppenteilung zur Erzeugung zweier Subgruppen fuhrt, von denen jede nur einen

Probenbeutel enthdlt, der einer einzelnen Spende entspricht. Eine der Proben wird bei
Block 210 mittels PCR getestet, und im Fall von negativen Testergebnissen wird die
andere Probe als zu einer viruskontaminierten Plasmaspende gehdrend identifiziert.
Wenn die getestete Probe positiv getestet wird, wird die restliche Probe dann auch
mittels PCR getestet, um zu bestéatigen, dass sie nicht auch PCR-positiv ist.

Nach Beendigung aller Tests endet die Methodik der Erfindung bei Block 211. Es sollte
aus dem Flussdiagramm von FIG. 11 klar sein, dass die Testmethodik der Erfindung
nur dann zwei PCR-Tests auf jeder Testebene erfordert, wenn der urspringlich
getestete Pool positiv ist: Ein urspriinglicher Test fur eine der zwei Subgruppen und ein
anschlieBender Test, um zu bestétigen, dass der entsprechende urspringlich nicht
getestete Pool in der Tat negativ ist. Die Testmethodik erfordert nur einen einzigen
PCR-Test auf jeder Testebene, wenn der urspriinglich getestete Pool negativ ist.

Eine Anwendung des erfindungsgeméaBen Systems und des erfindungsgeméRen
Verfahrens zum Probentesten der Erfindung wird nun zusammen mit einer besonderen
PCR-Testpoolgréfie beschrieben, wie in FIG. 12 gezeigt. In FIG. 12 werden bei 212 die
terminalen Beutel 512 einzelner Spenden zu einem anfanglichen PCR-Testpool
gebildet. Fir Zwecke der Darstellung wird angenommen, dass nur eine der 512 Proben
aus einer Spende entnommen wurde, die durch ein interessierendes Virus kontaminiert
war. Das Schlauchsegment, das in FIG. 12 gezeigt ist, das 10 einzelne und
verbundene Beutel umfasst, stellt die Schlauchsegmente dar, die urspriinglich mit dem
kontaminierten Plasmaspendengefd? verbunden waren und daraus entnommen
wurden.

Der anfangliche 512-Probenpool wird mittels PCR getestet und liefert aufgrund des
Vorhandenseins der kontaminierten Probe eine positive Virusindikation. Bei Schritt 213
werden zwei 256-Spendenpools (256A und 256B) aus den nachsten sequenziellen
Beuteln aus Segmenten entnommen, welche den vorherigen positiven Pool bildeten.
Pool 256B wird nun mittels PCR getestet und liefert, wie in FIG. 12 gezeigt, eine
negative Virusindikation, wodurch angezeigt wird, dass Pool 256A eine Probe der
kontaminierten Spende enthalt.

Bei Schritt 214 werden zwei 128-Spendenpools aus den nachsten sequenzielleni.:
Beuteln der Schlauchsegmente hergestellt, die Pool 256A bildeten. Somit wurde*“

geman der Erfindung Pool 256A aufgeteilt, ohne mittels PCR getestet worden zu sein. m,
1
Bei Schritt 203 wird Pool 128A nun mittels PCR getestet, und da er eine negative ]R

Virusindikation liefert, ist nun bekannt, dass Pool 128B einen Probenbeutel aus der
kontaminierten Spende einschliet. Pool 128B wird dann durch Entfernen des nachstenm;

i
[
i
i
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sequenziellen Beutels aus jenen Schlauchsegmenten, deren vorhergehende Beutel
Pool 128B bildeten, in zwei 64-Spendenpoois (64A und 64B) unterteilt.

Als Néchstes wird Pool 64B mittels PCR getestet und liefert in dem Beispiel von FIG.
12 eine positive Virusindikation. In diesem Fall wird der PCR-Test mit Pool 64A
durchgefuhrt, um zu verifizieren, dass er in der Tat negativ ist und dass keine
zusatzlichen kontaminierten Proben neben jenen in Pool 64B vorhanden sind. Bei
Schritt 216 wird Pool 64B durch Entfernen des ndchsten sequenziellen Beutels aus
Schlauchsegmenten, die zur Bildung des vorhergehenden Pools 64B dienten, weiter in
zwei 32-Spendenpools, 32A und 32B, unterteilt. Pool 32B wird mittels PCR getestet,
liefert eine negative Virusindikation, wie angegeben, und Pool 32A wird deshalb weiter
in zwei 16-Spendenpools, 16A und 16B, unterteilt. Wieder werden die 16-
Spendenpools durch Entfernen des nachsten sequenziellen Probenbeutels aus
Schlauchsegmenten hergestellt, welche den vorhergehenden positiven Pool 32A
bildeten.

Bei Schritt 217 wird Pool 16B mittels PCR getestet und liefert eine positive
Virusindikation. Pool 16A wird deshalb mittels PCR getestet, um zu bestétigen, dass er
negativ ist und dass alle kontaminierten Proben im Pool 16B vorhanden sind.

Bei 218 wird der Pool 16B in zwei 8-Spendenpools, 8A und 8B, unterteilt, indem der
nachste sequenzielle Probenbeutel aus den Schlauchsegmenten entfernt wird, die den
vorhergehenden positiven Pool 16B bildeten. Pool 8B wird dann mittels PCR getestet
und liefert, wie gezeigt, eine negative Virusindikation, was anzeigt, dass Pool 8A eine
Probe aus einer kontaminierten Spende enthélt. Bei Schritt 219 wird Pool 8A dann
weiter in zwei 4-Spendenpools, 4A und 4B, unterteilt. Der PCR-Test wird mit Pool 4B
durchgefiihrt, der eine negative Indikation liefert, wodurch angezeigt wird, dass Pool 4A
eine Probe aus einer kontaminierten Spende enthélt. Bei 220 wird Pool 4A dann auf
dieselbe Weise wie oben beschrieben in die Pools 2A und 2B unterteilt. Bei der PCR-
Testung liefert Pool 2A eine negative Virusindikation, die anzeigt, dass eine der zwei
Proben der Gruppe 2B aus einem Schlauchsegment einer entsprechenden
kontaminierten Spende entnommen wurde.

Bei Schritt 221 werden die einzelnen Spenden durch Entfernen des letzten Beutels aus
den Schlauchsegmenten, die Gruppe 2B bilden, getestet. Die letzten einzelnen Proben ”
werden mittels PCR getestet, um die spezifische positive Spende zu identifizieren, dle
dann aus der Lagerung entfernt wird und geeignet entsorgt wird. Die restlichen 5115, ;;:I
virenfreien Spenden werden fur ein weiteres Verarbeiten zu pharmazeutischen :::
Produkten aufbewahrt. !
In dem obigen Beispiel wurde eine einzelne kontaminierte Spende aus einer Gruppe.p

von 512 solcher Spenden eindeutig identifiziert, indem nur 13 separate PCR-TestsII
o
i
¥
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durchgefiihrt wurden, einschlieflich des primaren PCR-Tests am urspriinglichen 512-
Spendenpool. Das erfindungsgeméRe Verfahren erlaubt es, einen PCR-Test an einem
bestimmten Subpool zu Uberspringen, solange der entsprechende getestete Subpool
eine negative Virusindikation liefert. Durch ein solches Uberspringen bestimmter PCR-
Tests reduziert das erfindungsgeméaRe Verfahren die Anzahl von PCR-Tests, die
durchgefihrt werden missen, um eine spezifische positive Spende zu identifizieren,
ohne auf die Auflésung der PCR-Testmethodik zu verzichten. Bei dem
erfindungsgemalen Verfahren werden alle positiven Spenden identifiziert, ohne dass
jedoch alle Spenden getestet werden miissen.

Aus der beispielhaften Ausfihrungsform von Fig. 12 wird deutlich, dass jede der
sukzessiv kleineren Subgruppen mittels PCR getestet werden kann und dass die
willktirliche Position der positiven Probe variiert werden kann. Wenn also eine Probe
aus der positiven Spende in jedem anfanglich getesteten Subpool vorhanden wére,
wéaren 18 Tests erforderlich, um die positive Spende eindeutig zu identifizieren (ein
erster Test, der eine positive Indikation liefert, und ein zusétzlicher Test, um
sicherzustellen, dass der entsprechende Subpool negativ ist).

Wenn jeder urspringlich getestete Subpool eine negative Indikation liefert, sind 10
Tests erforderlich, um die positive Spende zu identifizieren. In der Praxis wirden sich
positive und negative Testergebnisse von den Subpools tendenziell gleichmaBig
verteilen, sodass durchschnittlich 14 Tests erforderlich wéren, um eine eindeutig
positive Spende aus einem urspriinglichen Spendenpool fur 512 Einheiten zu
identifizieren.

Aus den vorstehenden Ausfuhrungen wird daher deutlich, dass das System und die
Methode der vorliegenden Erfindung, einschlieBlich der Bereitstellung von
Schlauchsegmenten, die aus einzelnen und miteinander verbundenen Beuteln
bestehen, die jeweils eine Probe einer Plasmaspende enthalten, bei der Bereitstellung
einer Vielzahl von PCR-Testpools von Vorteil ist. Im Gegensatz zur herkdmmlichen
Poolherstellung, bei der aus einer einzigen Probe jeder Spende gleichzeitig eine
Sequenz von Anfangs- und Folgepools gebildet wird, erméglicht die vorliegende
Erfindung die Bildung eines Testpools unmittelbar vor dem Testen. Diese Weise einer
»gerade rechtzeitigen Poolbildung erlaubt die Bildung von Testpools aus einzelnen ;
Beuteln nur bei Bedarf. Die Moglichkeit einer Kontamination ist ausgeschlossen, da die 1‘
Pools zu unterschiedlichen Zeiten jeweils aus verschlossenen Probenbeuteln gebildet f,
werden. Darliber hinaus bleiben die Probenbeutel so lange eingefroren, bis sie zur ::
Bildung eines Testpools bendtigt werden. Mehrere Gefrier-/Auftauzyklen, welche die
Gewinnung interessierender DNA oder interessierender RNA nachteilig beeinflussen "
kénnen, werden vermieden, wodurch die Intaktheit des PCR-Tests sichergestellt wird. 3:;5?;
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Waéhrend das oben beschriebene Verfahren zum Identifizieren einer viruspositiven
Spende mit der geringsten Anzahl relativ teurer PCR-Tests wirksam ist, werden geman
der Durchfiihrung der vorliegenden Erfindung auch andere Verfahren zum Identifizieren
einzelner positiver Spenden bereitgestelit. Insbesondere hat ein solches Verfahren die
Eigenschaft, einzelne positive Spenden innerhalb von zwei bis drei PCR-Testzyklen
identifizieren zu kénnen, wodurch der Zeit- und Verwaltungsaufwand fur das Screening
einer groRen Anzahl von Spenden erheblich reduziert wird.
Im oben beschriebenen Verfahren muss beispielsweise ein Techniker nach der
Identifizierung eines bestimmten Subpools, der eine positive Spende enthailt, diejenigen
Spenden identifizieren, die Proben =zur Bildung dieses bestimmten Subpools
beigetragen haben. Diese Spenden mussen dann erneut getestet werden, und aus
jedem entsprechenden Schlauchsegment muss ein zuséatzliches Probenpackchen
entnommen werden. AnschlieBend muissen zwei Subpools néchster Generation
gebildet und die PCR-Tests wiederholt werden. Diese Vorgdnge des Sammelns,
Subgruppenpoolbildens und PCR-Testens wird fir kleinere Subpools néachster
Generation wiederholt, bis das Verfahren die viruskontaminierte Spende eindeutig
identifiziert.
Jeder PCR-Testzyklus (Sammeln, Subgruppenpoolbildung und PCR-Test) ist jedoch
mit einem erheblichen Zeitaufwand verbunden. Nimmt man den 512-Probenpool erster
Generation als Beispiel, wird deutlich, dass mindestens 10 PCR-Testzyklen erforderlich
sind, um eine einzige viruskontaminierte Spende zu identifizieren. Das oben
beschriebene Verfahren ist zwar sehr kosteneffektiv, kann aber fiir ein PCR-Testlabor
eine Herausforderung darstellen, wenn die Zeit drangt
Eine Methodik zum eindeutigen Identifizieren virus-positiver Blut- oder Plasmaspenden
in der geringsten Anzahl von PCR-Testzyklen wird nun im Zusammenhang mit den
FIGs. 13 und 14 beschrieben.
In FIG. 13 wird ein Flussdiagramm einer PCR-Testmethodik gemaR der Erfindung zum
wirksamen Nachweisen einer PCR-positiven einzelnen Spende in einem Pool mit der
minimalen Anzahl von PCR-Analysezyklen gezeigt. Wie bei dem vorher beschriebenen
PCR-Testverfahren geht das Verfahren von FIG. 13 davon aus, dass der PCR-Test
eine ausreichende Sensitivitat aufweist, um das Vorhandensein einer positiven Probe r;;
in einem Pool der entsprechenden Gré3e nachzuweisen. Nur zur Veranschaulichung :
wurde die anfangliche Gruppierung so gewahlt, dass sie 512 Blut- oderg;i;‘
Plasmaspenden repréasentiert. Ein Fachmann wird verstehen, dass die GrofRe der,':f
Ausgangsgruppe je nach dem zu bewertenden Genommarker, der Sensitivitat des‘”f
verwendeten PCR-Testverfahrens, dem Erwartungswert der.ll
G
il
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Genommarkerkonzentration innerhalb eines Probenaliquots und der GréRe des
Probenaliquots gréRer oder kleiner sein kann.

Das Verfahren beginnt bei Block 301 durch Definieren einer N-dimensionalen
Probenmatrix oder eines -rasters. Die Matrix kann von beliebiger GréRe sein und eine
beliebige Anzahl von Dimensionen von 3 bis N umfassen, aber vorzugsweise ist sie
eine 3-dimensionale regelmaRige Matrix, die als ein Quadrat organisiert ist.

Ein Beispiel einer solchen Matrix ist in FIG. 14 gezeigt, welche eine graphische
Darstellung einer quadratischen Matrix ist, die durch 3-dimensionale Indizes
gekennzeichnet ist; Zeile, Spalte und Schicht (r, ¢, s). In der beispielhaften Matrix von
FIG. 14 liegen 3 Zeilen, 3 Spalten und 3 Schichten vor, wodurch 3° bzw. 27 Elemente
definiert werden. In der beispielhaften Ausfiihrungsform wird eine Zeile so betrachtet,
dass sie alle Elemente umfasst, die durch einen gedachten vertikalen Schnitt durch die
quadratische regelméafRige Matrix definiert sind. In der Ausfuhrungsform von FIG. 14
sind die Elemente, die zum Beispiel Zeile 3 der Matrix umfassen, durch den
Buchstaben r; auf ihren Zeilenflachen identifiziert.

Ebenso besteht eine Spalte aus all jenen Matrixelementen, die durch einen zweiten
gedachten vertikalen Schnitt durch die Matrix in einer Richtung orthogonal zur Richtung
einer Zeile definiert werden. In der beispielhaften Ausfihrungsform von FIG. 14 weisen
die Elemente, die zum Beispiel Spalte 1 umfassen, den Buchstaben ¢, auf ihren
Spaltenflachen auf. Als Schicht sind all jene Elemente definiert, die einen horizontalen
Schnitt durch die beispielhafte Matrix von FIG. 14 umfassen. Analog zur Zeilen-,
Spaltendefinition werden die Elemente von Schicht 1 mit dem Buchstaben s, auf ihren
Schichtflachen identifiziert.

Es ist also zu erkennen, dass jedes der 27 Elemente in der Matrix von FIG. 14
eindeutig zu einer der 3 Zeilen, einer der 3 Spalten und einer der 3 Schichten gehoért.
Mathematisch kann dies durch die Beziehung X, ausgedrickt werden, wobei X ein
Element bezeichnet und rcs ein dimensionaler Index ist, wobei jeder der Indizes einen
Wert von 1 bis 3 annehmen kann. Das spezifische Element X;3 kann als jenes
Element am Schnittpunkt von Zeile 1, Spalte 1 und Schicht 3 identifiziert werden.

Aus dem Vorhergehenden wird ersichtlich, dass, obwohl die beispielhafte Matrix von
FIG. 14 eine 3 x 3 x 3-Matrix ist, die Grundsatze einer Matrixdefinition und
Elementbildung fur Matrizen mit einer viel gréReren Anzahl von Zeilen, Spalten und

I

[
14

Schichten gelten. Inshesondere kann eine 8-Zeilen-, 8-Spalten-, 8-Schichten-Matrix ll

mathematisch weiterhin als X..s dargestellt werden, wobei rc und s nun Werte von 1 bis
8 annehmen kénnen. Somit ist eine 3-dimensionale 8 x 8 x 8-Matrix in der Lage,
Identifikatoren fur 512 Elemente aufzunehmen.
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Wendet man sich nun wieder dem Flussdiagramm des Verfahrens von FIG. 13 zu,
werden im Anschluss an eine Definition einer N-dimensionalen Probenmatrix
bestimmte Blut- oder Plasmaspendeproben auf jedes der durch die Matrix definierten
Elemente abgebildet. In einer beispielhaften 3-dimensionalen 8 x 8 x 8-Matrix wird eine
Probe aus jeder der 512 einzelnen Spenden einem Matrixelement zugeordnet und
durch einen entsprechenden, eindeutigen X.-Indikator identifiziert.

AnschlieRend wird aus jeder Probe ein Aliquot entnommen und eine Vielzahl von
Minorsubgruppenpools gebildet. Jeder Minorpool umfasst die Aliquote aller der Proben
(Xws), bei denen einer der dimensionalen Indizes festgelegt ist. Das heifdt gemaB der
oben beschriebenen beispielhaften Matrix werden alle Proben (X.s), die r = 1
aufweisen, ungeachtet des Spalten- oder Schichtwertes, zu einem Minorpool gebildet;
ebenso furr = 2, r = 3 ... r = N; ebenso fir ¢ = 1, ungeachtet des Zeilen- oder
Schichtwertes, ¢ = 2, ... ¢ = N; ebenso fur s = 1, ungeachtet des Zeilen- oder
Spaltenwertes, s = 2 ... s = N. Jeder Minorpool reprasentiert somit jede Zeile, Spalte,
Schicht oder einen anderen dimensionalen Index, sodass es, wenn eine N-
dimensionale Matrix definiet wurde, N-Dimensionen mal die (Gesamtzahl der
Proben)™ Minorpools gibt. Fur die beispielhafte 3-dimensionale 8 x 8 x 8-Matrix, die
512 Proben enthilt, wird es 24 Minorsubgruppenpools (8 Zeilenpools, 8 Spaltenpools
und 8 Schichtenpools) geben. Die erfindungsgemafe Bildung von Minorpools kann als
ahnlich dem mathematischen Verfahren zur Reduzierung einer Determinante durch das
Minorantenverfahren angesehen werden. In gleicher Weise wird jede Probe so
verstanden, dass sie in N Minorpools dargestellt wird, 1 fir jede Dimension der Matrix.
Zusétzlich zur Bildung der Minorpools wird ein Aliquot jeder Probe oder ein Aliquot von
jedem der Minorpools kombiniert, um einen einzigen Masterpool zu bilden, der eine
Probe aus allen 512 Spenden enthdit, aus denen der vorliegende Spendenraum
besteht. Nach der Bildung aller Pools kdnnen alle restlichen Proben sowie die
Minorpools und der Masterpool wieder eingefroren werden und so lange gelagert
werden, bis ein PCR-Test gewlinscht ist.

Wenn ein PCR-Test gewinscht wird, wird zuerst ein PCR-Test mit dem Masterpool
durchgefuhrt, der ein Aliquot jeder Probe, welche die Matrix umfasst, darstellt. Sind die
Testergebnisse fur den Masterpool negativ, so liegen zumindest bis zumy;
Sensitivitdtsniveau des PCR-Tests keine Virus-positiven Spenden vor, die durch die die IX
Matrix bildenden Proben dargestellt werden. Die Biut- oder Plasmaspenden, die '.
Proben zu der Matrix beigetragen haben, koénnen zur weiteren Verwendung ,':
freigegeben werden. Féllt jedoch der PCR-Test des Masterpools fiir einen bestimmten !
Genommarker positiv aus, wird bei 300 ein zweiter PCR-Testzyklus begonnen, in dem ,1,
nun jeder der Minorpools getestet wird. w,

B
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Auf eine Weise, die der oben beschriebenen &hnlich ist, werden die GréRen der
Majorpools so ausgewahlt, dass die statistische Wahrscheinlichkeit, dass sie mehr als
eine positive Probe im Majorpool (die 512 Proben) enthalten, gering ist, vorzugsweise
kleiner als 1 bis 2 %. Dies kann durch die Bewertung der Haufigkeit des Auftretens des
interessierenden Virus in der allgemeinen Spenderpopulation mit einem
Konfidenzniveau von 98 % bis 99 % erreicht werden. Wenn zum Beispiel bestimmt
wird, dass nur 1 Spender aus einer allgemeinen Spenderpopulation von 1.000 mit dem
interessierenden Virus mit einem Konfidenzniveau von 98 % kontaminiert ist, besteht
eine Wahrscheinlichkeit von 2 %, bei den nachsten 1.000 zu evaluierenden Spendern
mehr als 1 kontaminierten Spender zu finden. Dadurch wird sichergestelit, dass der
Algorithmus im Allgemeinen in der Lage ist, die einzelne reaktive Einheit in einem Pool
geeigneter GréRe innerhalb des PCR-Testzyklus zu identifizieren. In Ubereinstimmung
mit der Erfindung werden, vorausgesetzt, dass eine einzelne positive Probe innerhalb
der Matrix vorliegt, 3 der Minorpools ein Aliquot der positiven Spende enthalten, 1 in
jeder Dimension. In der beispielhaften Ausfuhrungsform (die Matrix von 512 Proben)
gibt es 8 Minorzeilenpools, 8 Minorspaltenpools und 8 Minorschichtenpools. Wenn der
Masterpool positiv getestet wird, dann werden 1 Zeilen-, 1 Spalten- und 1
Schichtenpool wahrend des zweiten PCR-Testzyklus positiv getestet, wie bei 307
gezeigt. Der Schnittpunkt des Zeilen-, Spalten- und Schichtenelement-Index identifiziert
die reaktive Spende eindeutig, wie bei 309 gezeigt.

Wenn die reaktive Probe beispielsweise auf das Matrixelement X;.3 abgebildet wurde,
liefert der Zeile-1-Minorpool ein positives PCR-Testergebnis, wahrend der Zeile-2-
Minorpool und nachfolgenden Zeilen-Minorpools ein negatives Testergebnis liefern.
Ferner wird der Spalte-1-Minorpool ein positives Testergebnis liefern, wahrend der
Spalte-2-Pool und nachfolgende Spaltenpools negativ getestet werden. Ahnlich werden
die Schicht-1- und -2-Minorpools ein negatives Ergebnis liefern, der Schicht-3-Pool wird
positiv getestet werden, und nachfolgende Schichtenminorpools werden negativ
getestet werden. Die 3 positiven Minorpools (Zeile 1, Spalte 1 und Schicht 3) haben nur
ein einziges Element gemeinsam, X,15. Somit wird die positive Spende eindeutig durch
die auf das Element X,,; abgebildete Probe identifiziert.

Befindet sich mehr als 1 reaktive Spende in der Matrix, kénnen die reaktiven Spendenq,I
dennoch durch das erfindungsgeméaRe Verfahren eindeutig identifiziert werden, undl.
zwar durch héchstens einen zuséatzlichen PCR-Testzyklus. Wird festgestellt, dass mehr,mv
als ein Minorpool eines einzelnen dimensionalen Index ein positives Testergebnis:v‘:
liefert, wahrend nur ein einziger Minorpool, der jeden der verbleibenden dimensionalen !
Indizes reprasentiert, ein positives Testergebnis liefert, kdnnen die mehr als 1 posmvem
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Spenden durch mathematische Auswertung der Testergebnisse eindeutig identifiziert
werden, ohne dass ein dritter PCR-Testzyklus erforderlich ist.
Wenn zum Beispiel ein Zeile-1-Minorpool und kein anderer positiv getestet wird, ein
Spalte-1-Minorpool und kein anderer positiv getestet wird und ein Schicht-1-Minorpool
und Schicht-3-Minorpool beide positiv getestet werden, liegen nur zwei positive
Spenden vor, welche die Matrix bilden, und sie kénnen eindeutig als X;41 und X3
identifiziert zu werden. Um zu diesem Ergebnis zu gelangen, sind keine weiteren Tests
erforderlich.
Wenn andererseits beobachtet wird, dass mehrere Minorpools positiv getestet werden
und deren Identitdten Verdnderungen entlang 2 dimensionaler Indizes anzeigen, wie
bei 310 gezeigt, ist es offensichtlich, dass es z* Elemente gibt, die als potenziell einer
positiven Spende zugeordnet identifiziert werden, wobei z die tatsdchliche Anzahl
positiver Spenden ist, die das Raster bildet.
Wenn zum Beispiel der Zeile-1-Minorpool und kein anderer positiv getestet wird, die
Spalte-1- und Spalte-3-Minorpools positiv getestet werden und die Schicht-1- und
Schicht-3-Minorpools positiv getestet werden, deutet dies darauf hin, dass die
potenziell positiven Kandidatenelemente X,44, X443, X431 und X433 sind. Da es nur in zwei
der dimensionalen Indizes (Spalte und Schicht) ein Vielfaches gibt und vier
Kandidatenelemente vorliegen, wird man sehen, dass nur zwei tatsachlich positive
Spenden vorliegen, welche die Matrix bilden. In diesem Fall kénnen alle 4 Spenden
willkarlich als positiv identifiziert und entsorgt werden, oder es kann alternativ ein
Aliquot von jedem der 4 Kandidatenelemente entnommen werden und wéhrend eines
dritten PCR-Testzyklus bei 311 einzeln getestet werden, um eindeutig zu identifizieren,
welche 2 der 4 die tatséchlichen positiven Spenden umfassen.
Auf ahnliche Weise ist es mathematisch offensichtlich, dass, wenn es mehr als 2
positive Spenden in der Matrix gibt und ihre Identifikatoren in mehr als 2 Dimensionen
variieren, héchstens z" potenziell positive Kandidatenelemente identifiziert werden,
wobei z die tatsdchliche Anzahl positiver Spenden ist und wobei n die Anzahl der
Dimensionen ist, die variieren. In diesem Fall werden von allen verdachtigen
Elementen in der Matrix Aliquots entnommen und direkt getestet.
Somit ist ersichtlich, dass das erfindungsgeméde Verfahren eine eindeutiger:;
Identifikation von Spenden, die fur einen bestimmten Genommarker reaktiv sind, :1
innerhalb eines einzigen PCR-Testzyklus fir einen anfanglich positiven Masterpool,,y
innerhalb von 2 PCR-Testzyklen fir alle Matrizen, die eine einzige reaktive Spendeu
oder eine Vielzahl reaktiver Spenden enthalten, die nur entlang eines elnzelnen'
dimensionalen Index variieren, und innerhalb von 3 PCR-Testzyklen firr jede andereéf;;
Situation erméglicht. q,
i
i
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Dementsprechend fuhrt die Durchfuhrung der vorliegenden Erfindung dazu, dass die
Blutversorgung und daraus hergestellte Blut- oder Plasmaprodukte wesentlich sicherer
sind, da sie méglichst frei von Viruskontaminationen sind. Vorteilhafterweise erfolgt ein
kostengiinstiges, hochempfindliches Testen auf das Vorhandensein eines Virus leicht
direkt. Somit werden falsche Indikationen auf eine Viruskontamination, die gewdhnlich
mit Antikérpertests wahrend des Infektiositatszeitfensters verbunden sind, vermieden.
Daruber hinaus ermdéglicht die vorliegende Erfindung eine kostenginstige Verwendung
hochempfindlicher Tests, die in der Lage sind, das Vorhandensein eines einzigen Virus
in der Testprobe nachzuweisen, und so dazu beitragen, die Freiheit der Blutversorgung
von beginnender Viruskontamination sicherzustellen.

Der Fachmann wird verstehen, dass die vorhergehenden Beispiele und
Beschreibungen verschiedener bevorzugter erfindungsgemafer Ausfiihrungsformen far
die Erfindung als ein Ganzes nur illustrativ sind und dass Variationen in Form, Gré3e
und Anzahl der verschiedenen Bestandteile der vorliegenden Erfindung sowie der
Typen der implementierten Tests innerhalb des Umfangs der Erfindung vorgenommen
werden kénnen. Zum Beispiel wird fir den Fachmann klar sein, dass die Léange der
einzelnen und verbundenen Beutel und daher ihr Volumengehalt entlang der Lénge
des Schlauchsegments progressiv vergrofRert werden kann. Da sukzessive
Testsubpools aus einer kleiner werdenden Anzahl von Proben gebildet werden, nimmt
das Volumen von Plasma, das der Pool umfasst, notwendigerweise ab. Es sollte klar
sein, dass zur Aufrechterhaltung eines ausreichenden Volumens an Plasma in jedem
sukzessiven Subpool sukzessive Probenbeutel ein gréReres Volumen enthalten
kénnen, um ein gewiinschtes Endpoolvolumen aufzunehmen. Um Pools mit einer
Grée von etwa 1 ml bis etwa 10 ml aufzunehmen, wird deutlich, dass die Volumina
sukzessiver Probenbeutel von etwa 0,02 mi bis etwa 0,5 ml schrittweise zunehmen
werden. In einer beispielhaften Ausfiihrungsform betragt das Beutelvolumen 0,02 ml im
ersten Beutel, der im gréBten Pool verwendet werden soll, und 0,2 ml im letzten Beutel.
Es wird fur den Fachmann auch klar sein, dass das erfindungsgeméafe System nicht
auf das beispielhafte Plasmasammelgefda und ein verbundenes Schlauchsegment
beschrankt ist. Blutbeutel oder andere Gefale fir biologische Flussigkeiten kédnnen mit
gleicher Einrichtung verwendet werden, und geeignete Schlauchsegmente kénnen

I

. “ . 12
sowohl vor einer Flussigkeitsentnahme als auch nach Abschiuss der;;

Flussigkeitsentnahme daran befestigt werden. Es muissen lediglich Probenmengen
biologischer Flussigkeiten in ein Schlauchsegment Uberfiihrt werden, das dann geman
der Durchfiihrung der Erfindung zu Beuteln geformt wird.
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DemgemaR ist die vorliegende Erfindung nicht auf die hier beschriebenen spezifischen
Ausfilhrungsformen beschrénkt, sondern wird durch den Umfang der beigefligten

Anspriche definiert.
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Patentanspriiche

Verfahren zur eindeutigen Identifizierung Virus-positiver  biologischer
Flussigkeitsspenden, wobei das Verfahren Folgendes umfasst:

Bereitstellen einer Vielzahl von biologischen Fllssigkeitsspenden;

Definieren einer n-dimensionalen Matrix, wobei n eine beliebige ganze Zahl von 3
bis N ist und die Matrix ferner eine Vielzahl von internen Elementen umfasst,
wobei jedes Element durch einen Schnittpunkt der n-Dimensionen der Matrix
definiert ist, und jedes einzelne Element durch eine jeweilige Matrixnotation
identifiziert wird, wobei die Matrixnotation einen Index fir jede Dimension der
Anordnung umfasst;

Nehmen einer Probe von jeder der biologischen Flussigkeitsspenden;

Abbilden jeder Probe auf ein jeweils Bestimmtes von jedem Element der Matrix,
wobei jede einzelne Probe durch die jeweilige Matrixnotation ihres
entsprechenden Elements identifiziert wird;

Nehmen von Aliquots von jeder Probe, wobei die Anzahl der Aliquots, die von
jeder Probe genommen werden, durch die Anzahl der Dimensionen, welche die
Matrix kennzeichnen, definiert wird;

Bilden von Subpools aus den Aliquots jeder Probe, wobei jeder Subpool ein
Aliquot von allen Proben enthélt, die durch eine Matrixnotation identifiziert
werden, in der ein dimensionaler Index festgelegt ist, und jeder jeweilige Subpool
durch den festgelegten dimensionalen Index identifiziert wird;

Testen jedes Subpools mittels eines PCR-Tests auf eine Virusindikation;
Bestimmen der jeweiligen dimensionalen Indizes von Subpools, die eine positive
Virusindikation liefern; und

Kombinieren der dimensionalen Indizes zu einer Matrixnotation, wodurch ein
eindeutiges Matrixelement, das durch die Matrixnotation identifiziert wird,
unzweideutig identifiziet wird, wodurch eine eindeutig Virus-positive Probe

unzweideutig identifiziert wird.

Verfahren nach Anspruch 1, wobei die Matrix eine regelmaBige Matrix ist und
jede der n-Dimensionen der Matrix durch eine gleiche, ganzzahlige Anzahl von
Elementen gekennzeichnet ist.

Verfahren nach Anspruch 2, wobei die regelméagige Matrix eine dreidimensionale

Matrix umfasst, und die Matrix weiter in Zeilen, Spalten und Schichten unterteilt
ist, und wobei jedes Element durch eine Matrixnotation X,.s gekennzeichnet ist,
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wobei die dimensionalen Indizes r, ¢ und s jeweils Elemente identifizieren, die
eine Zeile, eine Spalte und eine Schicht der Matrix umfassen.

Verfahren nach Anspruch 3, wobei der Schritt des Bildens der Subpools ferner
Folgendes umfasst:

Bilden von Subpools aus Aliquots von Proben, die durch identische r-Indizes,
jedoch unterschiedliche ¢c- und s-Indizes identifiziert werden;

Bilden von Subpools aus Aliquots von Proben, die durch identische c-Indizes,
jedoch unterschiedliche r- und s-Indizes identifiziert werden;

Bilden von Subpools aus Aliquots von Proben, die durch identische s-Indizes,
jedoch unterschiedliche r- und c-Indizes identifiziert werden; und

Auswerten jedes der r-, ¢c- und s-Subpools auf eine Virus-positive Indikation, die
durch PCR-Tests geliefert wird.

Verfahren nach Anspruch 4, ferner umfassend die folgenden Schritte:

Bestimmen des ganzzahligen Index jedes r-Subpools, der eine positive
Virusindikation geliefert hat;

Bestimmen des ganzzahligen Index jedes c-Subpools, der eine positive
Virusindikation geliefert hat; und

Bestimmen des ganzzahligen Index jedes s-Subpools, der eine positive

Virusindikation geliefert hat.

Verfahren nach Anspruch 5, ferner umfassend den Schritt des Ersetzens der
ganzzahligen Indizes von jedem r-, c- und s-Subpool, der eine positive
Virusindikation geliefert hat, durch die dimensionalen Indizes r, ¢ und s der
Matrixnotation, wodurch ein eindeutiges Matrixelement, das durch die
Matrixnotation definiert wird, identifiziert wird, wodurch die entsprechende Virus-
positive Probe eindeutig identifiziert wird.

Verfahren nach Anspruch 6, wobei die dreidimensionale Matrix eine regelméRige
8x8x8-Matrix umfasst, und die dimensionalen Indizes r, ¢ und s jeweils

ganzzahlige Werte von 1 bis 8 annehmen.

Verfahren nach Anspruch 7, wobei drei Aliquots von jeder jeweiligen Probe der

biologischen Fiussigkeitsspenden genommen werden.

Verfahren nach Anspruch 8, ferner umfassend die folgenden Schritte:
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Bilden von acht Zeilen-Subpools, wobei jeder Zeilen-Subpool eindeutig durch
eine ganze Zahl von 1 bis 8 identifiziert wird, und jeder Zeilen-Subpool aus 64
Probenaliquots gebildet wird;

Bilden von acht Spalten-Subpools, wobei jeder Spalten-Subpool eindeutig durch
eine ganze Zahl von 1 bis 8 identifiziert wird, und jeder Spalten-Subpool aus 64
Probenaliquots gebildet wird; und

Bilden von acht Schichten-Subpools, wobei jeder Schichten-Subpool eindeutig
durch eine ganze Zahl von 1 bis 8 identifiziert wird, und jeder Schichten-Subpool
aus 64 Probenaliquots gebildet wird.

Verfahren zur eindeutigen Identifizierung Virus-positiver biologischer
Flussigkeitsspenden, wobei das Verfahren Folgendes umfasst:

Bereitstellen einer Vielzahl von biologischen Flussigkeitsspenden;

Definieren einer n-dimensionalen Matrix, wobei n eine beliebige ganze Zahi von 3
bis N ist und die Matrix ferner eine Vielzahl von internen Elementen umfasst,
wobei jedes Element durch einen Schnittpunkt der n-Dimensionen der Matrix
definiert ist, wobei jedes einzelne Element durch eine jeweilige Matrixnotation
X...n identifiziert wird, wobei der Index der Matrixnotation die dimensionalen
Indizes der Anordnung definiert;

Nehmen von N Aliquots aus jeder Probe von jeder der biologischen
Flussigkeitsspenden, wobei die Anzahl der Aliquots, die aus jeder Probe
genommen werden, durch die Anzahl der dimensionalen Indizes, welche die
Anordnung umfasst, definiert wird,

Bilden von Subpools aus den Aliquots von jeder Probe, wobei jeder Subpool ein
Aliquot aus allen Proben umfasst, die durch eine Matrixnotation, bei der ein
dimensionaler Index festgelegt ist, identifiziert sind;

Testen jedes Subpools mittels eines PCR-Tests auf eine Virusindikation; und
Auswerten der dimensionalen Indizes von jedem Subpool, der eine positive
Virusindikation im ersten PCR-Test geliefert hat, gemaR einer Reduktion durch
das Minorantenverfahren, wobei die Auswertung ein einzelnes Element, das

durch die dimensionalen Indizes von jedem positiven Subpool definiert wird, o
identifiziert, wenn nur ein einzelner Subpool, der jeden dimensionalen Index '

reprasentiert, eine positive Virusindikation liefert, wodurch eine Virus-positive
Probe unzweideutig identifiziert wird.
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Verfahren nach Anspruch 10, wobei die Matrix eine regulére, dreidimensionale
Matrix ist, und die Matrix ferner in Zeilen, Spalten und Schichten unterteilt ist und
wobei jedes Element durch eine Matrixnotation X..s gekennzeichnet ist, wobei die
dimensionalen Indizes r, ¢ und s jeweils Elemente identifizieren, die eine Zeile,
eine Spalte und eine Schicht der Matrix umfassen.

Verfahren nach Anspruch 11, wobei die Auswertung der dimensionalen Indizes
eine Vielzahl von Elementen identifiziert, die durch die dimensionalen Indizes
jedes positiven Subpools definiert sind, wenn mehr als ein Subpool eines
einzelnen dimensionalen Index eine positive Virusindikation liefert, wahrend nur
ein einzelner Subpool, der jeden der verbleibenden dimensionalen Indizes
reprasentiert, eine positive Virusindikation liefert, wodurch mehr als eine einzelne
Virus-positive Probe unzweideutig identifiziert wird.

Verfahren nach Anspruch 12, wobei die Auswertung der dimensionalen Indizes z"
Virus-positive Kandidatenelemente identifiziert, wenn mehrere Subpools, die
jeden dimensionalen Index reprasentieren, eine positive Virusindikation liefern,
wobei z die tatsachliche Anzahl der Virus-positiven Proben bezeichnet und n die
Anzahl der Dimensionen mit einer Vielzahl von positiven Subpools bezeichnet.

Verfahren nach Anspruch 13, ferner umfassend den Schritt des Nehmens eines
zusétzlichen Aliquots von jeder identifizierten Probe zu jedem der z" Virus-
positiven Kandidatenelemente;

Testen der Aliquots mittels eines zweiten PCR-Tests auf eine Virusindikation; und

unzweideutiges ldentifizieren aller Virus-positiven Proben.

Verfahren nach Anspruch 11, wobei der Schritt des Bildens der Subpools ferner
Folgendes umfasst:

Bilden von Subpools aus Aliquots von Proben, die durch identische r-Indizes,
jedoch unterschiedliche c- und s-Indizes identifiziert werden,;

Bilden von Subpools aus Aliquots von Proben, die durch identische c-Indizes, 1
jedoch unterschiedliche r- und s-Indizes identifiziert werden;
Bilden von Subpools aus Aliquots von Proben, die durch identische s-Indizes,
jedoch unterschiedliche r- und c-Indizes identifiziert werden; und I
Auswerten jedes der r-, c- und s-Subpools auf eine durch PCR-Tests gelieferte

positive Virusindikation. o
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16. Verfahren nach Anspruch 15, ferner umfassend die folgenden Schritte:
Bestimmen des ganzzahligen Index jedes r-Subpools, der eine positive
Virusindikation geliefert hat; Bestimmen des ganzzahligen Index jedes c-
Subpools, der eine positive Virusindikation geliefert hat; und Bestimmen des

5 ganzzahligen Index jedes s-Subpools, der eine positive Virusindikation geliefert
hat.

17. Verfahren nach Anspruch 16, ferner umfassend den Schritt des Ersetzens der
ganzzahligen Indizes von jedem r-, c- und s-Subpool, der eine positive
10 Virusindikation geliefert hat, durch die dimensionalen Indizes r, ¢ und s der
Matrixnotation, wodurch ein eindeutiges Matrixelement, das durch die
Matrixnotation definiert ist, identifiziert wird, und so die entsprechende Virus-

positive Probe eindeutig identifiziert wird.

15 18. Verfahren nach Anspruch 17, wobei die dreidimensionale Matrix eine
regelmaRige 8x8x8-Matrix umfasst, und die dimensionalen Indizes r, ¢ und s
jeweils ganzzahlige Werte von 1 bis 8 annehmen.

19. Verfahren nach Anspruch 18, ferner umfassend die folgenden Schritte:

20 Bilden von acht Zeilen-Subpools, wobei jeder Zeilen-Subpool eindeutig durch
eine ganze Zahl von 1 bis 8 identifiziert wird, und jeder Zeilen-Subpool aus 64
Probenaliquots gebildet wird;

Bilden von acht Spalten-Subpools, wobei jeder Spalten-Subpool eindeutig durch
eine ganze Zahl von 1 bis 8 identifiziert wird, und jeder Spalten-Subpool aus 64

25 Probenaliquots gebildet wird; und
Bilden von acht Schichten-Subpools, wobei jeder Schichten-Subpool eindeutig
durch eine ganze Zahl von 1 bis 8 identifiziert wird, und jeder Schichten-Subpool
aus 64 Probenaliquots gebildet wird.
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