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Das Herpes1 und/oder -2 IgM-ZEUS-ELISA-Testsystem ist ein Enzymimmunassays (ELISA) zum qualitativen Nachweis von IgM-Antikérpern gegen das Herpes simplex-
Virus (HSV) in Humanserum. Das Testsystem dient zur Beurteilung serologischer Anzeichen einer primaren oder reaktivierten HSV-Infektion und ist zur In-vitro-
Diagnostik vorgesehen.

HSV-Infektionen werden entweder als primar oder rezidivierend eingestuft. Nach der Primarinfektion wird in den sensorischen Neuronen eine latente Infektion
etabliert und Rezidive werden durch Reaktivierung der latenten Infektion verursacht.? Rezidive verlaufen in der Regel leichter und kiirzer als die Priméarinfektion.!
HSV-Infektionen sind normalerweise im Bereich der Primérinfektion lokalisiert. Bei immungeschwéchten Patienten konnen jedoch schwere lokale oder disseminierte
Infektionen auftreten. Zu diesem Personenkreis gehéren Neugeborene sowie Patienten unter immunsuppressiver Therapie, wie z.B. Transplantatempfanger und
Krebspatienten.'?

HSV-Infektionen werden Uber virushaltige Sekrete durch engen korperlichen Kontakt Ubertragen. Sowohl primare als auch rezidivierende HSV-Infektionen verlaufen
oftmals subklinisch oder inapparent. Virusausscheidung ist der wichtigste Faktor, der zur Verbreitung des Virus beitragt.2 Zwischen 75 und 90 % der Bevélkerung mit
niedrigem soziookonomischen Status haben am Ende des ersten Lebensjahrzehnts HSV-Antikorper gebildet.>” Etwa 30 bis 40 % der Bevolkerung mit hoherem
soziobkonomischen Status werden in der Mitte des zweiten Lebensjahrzehnts seropositiv.®

Primdre HSV-1-Infektionen der oralen Mukosa finden in der Regel bei Kindern unter dem Alter von 5 Jahren statt.? Die meisten Infektionen verlaufen inapparent.
Apparente Infektionen sind durch Gingivo-Stomatitis mit Fieber, Midigkeit und schmerzhaft geschwollenen Lymphknoten charakterisiert.? Auf der oralen Mukosa
bilden sich zahlreiche kleine Blaschen, die ulzerieren und innerhalb von etwa zwei Wochen abheilen. Die haufigste Form einer rezidivierenden HSV-1-Infektion ist der
Herpes labialis, bei dem die Bldschen auf den Lippen, am Naseneingang oder auf der Haut im Mundbereich erscheinen.*? Die Symptome genitaler HSV-Infektionen
umfassen ulzerative Lasionen mit Schmerzen, Fieber, Dysurie und Lymphadenopathie.®

Die gravierendste Komplikation einer genitalen HSV-Infektion ist der neonatale Herpes.? Im Gegensatz zum Zytomegalievirus durchdringt HSV nur in seltenen Fallen
die Plazenta und infiziert den Fétus in utero.! HSV wird bei der Geburt von der infizierten Mutter auf das Neugeborene (ibertragen.! Die Ubertragung findet beim
Durchgang durch den infizierten Geburtskanal statt oder wenn die Fruchtblase seit mehr als sechs Stunden gesprungen ist.® Bei Muttern mit einer aktiven
Primirinfektion betragt das Risiko einer Ubertragung an den Saugling bis zu 40 %.5 Etwa 69-80% der S3uglinge mit neonatalem Herpes werden von Miittern geboren,
die bei der Geburt keine Symptome einer genitalen HSV-Infektion aufgewiesen haben.’

Mit HSV infizierte Sduglinge erscheinen bei der Geburt unauffillig, entwickeln jedoch fast immer Symptome wéhrend der Neugeborenenphase.® Neonatale HSV-
Infektionen konnen lokalisiert bleiben oder disseminieren.® Lokalisierte Infektionen kénnen eine oder mehrere Kérperregionen betreffen. Dazu gehdren Haut,
Augen, Mund und Zentralnervensystem. Disseminierte Infektionen manifestieren sich als Pneumonitis, Hepatitis, disseminierte intravasale Gerinnung und
Enzephalitis.»® Etwa die Héilfte der unbehandelten Siuglinge mit neonatalem Herpes sterben und etwa die Hilfte der lberlebenden Siuglinge entwickeln
schwerwiegende neurologische Storungen oder Folgeerkrankungen der Augen.?

Serologische Verfahren kénnen zur Diagnose einer Primarinfektion und zur Beurteilung von Anzeichen einer zurtickliegenden HSV-Infektion herangezogen werden.
Die Diagnose einer Primdrinfektion beruht auf dem Nachweis einer Serokonversion oder einem signifikanten Titeranstieg zwischen Serumpaaren (Akut- und
Rekonvaleszentenseren).>* Serologische Verfahren eignen sich weniger zur Diagnose von Rezidiven, da diese oftmals nicht zu einem Anstieg der
Antikorperkonzentration fihren.2* AuBerdem ist bei Personen mit einer HSV-2-Primarinfektion, die in der Kindheit eine HSV-1-Infektion durchgemacht haben, nur ein
geringer oder kein Anstieg von HSV-2-spezifischen Antikérpern zu verzeichnen.?

Zum Nachweis von Antikérpern gegen HSV wurden zahlreiche serologische Methoden entwickelt. Dazu gehéren die Komplementbindungsreaktion, der indirekte
Immunfluoreszenztest, der Neutralisationstest und der ELISA (Enzymimmunassay) % * ¢ Die ELISA-Methode wurde erstmals von Engvall und Perlman beschrieben und
wird seither fiir den Nachweis vieler verschiedener Antigene und Antikdrper eingesetzt.1%!2 Beim Vergleich mit anderen serologischen Tests zeigt sich der ELISA als
eine sehr spezifische, empfindliche und zuverldssige Methode zum Nachweis von Antikérpern gegen HSV.51314 Die ELISA-Methode ermoglicht eine objektive
Bestimmung des Antikorperstatus anhand einer einzigen Probenverdiinnung und ist daher fiir das Testen groRRer Probenaufkommen geeignet.

In einer Probe vorhandene hochaffinitive IgG-Antikérper gegen HSV kénnen den Nachweis spezifischer IgM-Antikérper beeintrachtigen. > 2° Hochaffinitive 1gG-
Antikérper kdnnen vorzugsweise an HSV-Antigene binden und zu falsch-negativen IgM-Ergebnissen fiihren. > AuBerdem kann Rheumafaktor, falls zusammen mit
antigenspezifischen IgG vorhanden, an das IgG binden und falsch-positive IgM-Ergebnisse verursachen.16 Beide Probleme kénnen geldst werden, indem 1gG vor dem
IgM-Nachweis aus der Probe entfernt wird. 1® Beide Probleme kénnen gelést werden, indem IgG vor dem IgM-Nachweis aus der Probe entfernt wird. Y7-2° Zur
Abtrennung von 1gG werden verschiedene Methoden angewendet. Diese Methoden umfassen Gelfiltration'’, Absorption mit Protein A8,
lonenaustauschchromatographie®® und die Préazipitation von IgG mit Antihuman-lgG-Serum.?°

Das HSV-1/HSV-2 IgM-ZEUS-ELISA-Testsystem dient bestimmungsgemaR zum Nachweis von Antikérpern der Klasse(n) 1gM zum HSV in humanen Sera. Die

Probenfelder auf Kunststoffstreifen wurden durch passive Absorption mit HSV-Antigen erstellt. Das Testverfahren umfasst drei Inkubationsschritte:

1. Die Testsera werden in dem mitgelieferten Probenverdiinner verdiinnt. Der Probenverdiinner enthilt anti-humanes IgG, das ausfallt und IgG und Rheumatoid-
Faktor aus der Probe entfernt, sodass IgM frei wird, um mit dem immobilisierten Antigen zu reagieren. Bei der Probeinkubation binden sich die Antigen-
spezifischen 1gM-Antikérper in der Probe an das immobilisierte Antigen. Die Platte wird gewaschen, um ungebundene Antikérper und andere
Serumkomponenten zu entfernen.

2. Mit Peroxidase konjugiertes anti-humanes-IgM wird in die Felder gegeben und die Platte wird inkubiert. Das Konjugat reagiert mit dem IgM-Antikorper, der auf
der soliden Phase in Schritt 1 immobilisiert wurde. Die Felder werden gewaschen, um nicht reagiertes Konjugat zu entfernen.

3.  Die Probenfelder mit dem immobilisierten Peroxidase-Konjugat werden mit Peroxidase-Substratlésung inkubiert. Die Hydrolyse des Substrats durch Peroxidase
bewirkt eine Farbanderung. Nach einer bestimmten Zeit wird die Reaktion gestoppt und die Farbintensitdt der Losung fotometrisch gemessen. Die
Farbintensitat der Losung hangt von der Antikérperkonzentration in der urspriinglichen Testprobe ab.

Gelieferte Materialien
Jedes Testsystem enthélt die folgenden Komponenten in ausreichenden Mengen, um die auf der Verpackung angegebene Anzahl von Tests durchzufiihren. HINWEIS:
Folgende Komponenten enthalten <0,1 % (Gtrmm-Vol.-%) Natriumazid als Konservierungsmittel): Kontrollflissigkeiten, Kalibrierer und Probenverdiinner.

Platte: Jede Platte ist fiir 96 Bestimmungen vorgesehen. (12x1x8 Probenfelder); Mikrotiterstreifen, die mit inaktiviertem HSV-1-Antigen (MaclIntyre-
PLATE 1. Stamm) und HSV-2-Antigen (Stamm G aus E6, Reinheit ~20 %) beschichtet sind Die Streifen befinden sich in einem Streifenhalter und sind in
Umschldgen mit einem Trockenmittel versiegelt und in Plastikbeuteln verpackt.

Konjugat: Konjugiertes (Meerrettich-Peroxidase) anti-humanes IgM (Ziege, y-kettenspezifisch). Ein (1) 15 ml-Flaschchen mit weiem Deckel.
Gebrauchsfertig.
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Positiv-Kontrollflissigkeit (humanes Serum). Ein (1) 0,35 ml-Fldschchen mit rotem Deckel.

Kalibrierer (humanes Serum). Ein (1) 0,5 ml-Flaschchen mit blauem Deckel.

Negativ-Kontrollflussigkeit (humanes Serum). Ein (1) 0,35 ml-Flaschchen mit griinem Deckel.

DIL SPE 6 Probenverdiinner: Eine (1) 30 ml-Flasche (griinem Deckel) mit Tween-20, bovinem Serumalbumin und Phosphat-gepufferter Kochsalzlésung. Violette
* Lésung. Gebrauchsfertig.
TMB | 7. TMB: Eine (1) orange 15 ml-Flasche (oranger Deckel) mit 3,3',5,5'- Tetramethylbenzidin. Gebrauchsfertig.

Stoppl6sung: Eine (1) 15 ml-Flasche (roter Deckel) mit 1M H2S04, 0,7M HCIl. Gebrauchsfertig.
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I

WASHBUF | 10X

Waschpufferkonzentrat (10X): 1 Teil Konzentrat mit 9 Teilen deionisiertem oder destilliertem Wasser verdiinnen. Eine (1) 100 ml-Flasche
(durchsichtiger Deckel) mit einer 10fach-konzentrierten Phosphat-gepufferten Kochsalzlésung und Tween-20 Losung (blaue Losung). HINWEIS: Die 1X-
Losung hat einen pH von 7,2 £ 0,2.

©

HINWEISE:

1. Die folgenden Komponenten sind nicht Testsystem-Chargennummer-abhéngig und kénnen bei jedem ZEUS ELISA Test eingesetzt werden: TMB, Stopplésung
und Waschpuffer.

2. Das Testsystem enthidlt auBerdem Komponentendatenetikett mit chargenspezifischer Information in der Testsystem-Box.

1. Nurzum Gebrauch in In-vitro-Diagnosen.

2.  Bei der Handhabung von Laborreagenzien normale Vorsichtsmassnahmen einhalten. Bei Kontakt mit den Augen sofort mit reichlich Wasser spilen und
arztlichen Rat einholen. Angemessene Schutzkleidung, Handschuhe und Augen-/Gesichtsschutz tragen. Dampfe nicht einatmen. Bei der Entsorgung von Abfallen
alle 6rtlichen und nationalen Gesetze befolgen.

3.  Die Felder auf der ELISA-Platte enthalten keine lebensfdhigen Organismen. Dennoch sollten die Streifen als potenzielle biologische Gefahrenstoffe eingestuft
und entsprechend behandelt werden.

4.  Die Kontrollflissigkeiten sind potenzielle biologische Gefahrenstoffe. Die Quellenmaterialien dieser Produkte wurden mit anerkannten Testmethoden negativ
auf HIV-1-Antigen, HBsAg. und auf Antikérper gegen HCV und HIV getestet. Keine Testmethode kann jedoch eine komplette Gewdahr dafiir liefern, dass keine
infektiosen Agenten vorhanden sind, und deshalb sind diese Produkte gemaR Biosicherheitsstufe 2 zu behandeln, wie fiir alle potenziell infektiosen humanen
Serum- oder Blutproben in der aktuellen Ausgabe des Handbuchs ,Biosafety in Microbiological und Biomedical Laboratories" der Centers for Disease
Control/National Institutes of Health und ,,Standard for Bloodborne Pathogens“?* von OSHA empfohlen.

5. Einhalten der angegebenen Inkubationszeit und Temperatur ist entscheidend fiir akkurate Resultate. Alle Reagenzien miissen vor dem Test Zimmertemperatur
(20-25 °C) annehmen. Nicht verbrauchte Reagenzien sofort nach Gebrauch wieder auf Kiihlschranktemperatur bringen.

6.  Falsches Waschen kann falsche positive bzw. negative Resultate erzeugen. Sicherstellen, dass Waschmittelreste auf ein Minimum reduziert werden (z.B. durch
Trocknen mit Papier oder Aspiration), bevor Konjugat oder Substrat zugefligt wird. Die Felder zwischen Inkubationen nicht austrocknen lassen.

7.  Das Probenverdiinnungsmittel, die Kontrollen, und das Kalibrierer enthalten <0,1 % (Gramm-Vol.-%) Natriumazid.). Natriumazid bildet Blei- und Kupferazide in
Laborabflussrohren, die bei Rohrleitungsschlagen Explosionen verusachen kénnen. Waschbecken nach dem Ausgiefen von Natriumazid-haltigen Losungen
grundlich ausspllen, um Explosionen zu verhindern.

8.  Die Stopplosung ist bei Einatmen, Hautkontakt und Verschlucken GIFTIG und kann Verbrennungen verursachen. Bei Unfall oder Unwohlsein sofort arztlichen Rat
einholen.

9. Die TMB-L8sung ist SCHADLICH. Sie ist ein Irritans fiir Augen, Atmungssystem und Haut.

10. Das Waschpufferkonzentrat ist ein IRRITANS fiir Augen, Atmungssystem und Haut.

11. Die Unterseite der Platte von Flissigkeitsriickstinden und/oder Fingerabdriicken, die die optische Dichteablesung (OD) stéren kénnten, sauber wischen.

12. Verdiinnung oder Verpanschung der Reagenzien kann falsche Resultate erzeugen.

13. Keine Reagenzien aus anderen Quellen oder von anderen Herstellern verwenden.

14. Die TMB-Losung sollte bei der Anwendung farblos, sehr hell gelb, sehr hell griin oder sehr hell blau sein. Ein Kontamination der TMB mit Konjugat oder anderen
Oxidanzien flhrt zu einer vorzeitigen Farbanderung der Losung. Die TMB-L&sung nicht verwenden, wenn sie merklich blau ist.

15. Niemals mit dem Mund pipettieren. Kontakt von Reagenzien und Patientenproben mit der Haut oder Schleimhauten vermeiden.

16. Mikrobielle Kontamination von Reagenzien vermeiden. Inkorrekte Resultate sind moglich.

17. Querkontamination von Reagenzien und/oder Proben kann fehlerhafte Ergebnisse erzeugen

18. Wiederverwendbare Glasbehélter miissen gewaschen und griindlich von allen Detergenzien frei gespilt werden.

19. Spritzen oder Erzeugung von Aerosolen vermeiden.

20. Reagenzien in der Aufbewahrung oder bei der Inkubation keinem starken Licht aussetzen.

21. Die Probenfelderstreifen und den Halter auf Zimmertemperatur kommen lassen, bevor der Schutzumschlag getffnet wird, um die Felder vor Kondensation zu
schitzen.

22. Die Waschlosung in einem Entsorgungsbassin sammeln. Die verbrauchte Lésung mit einem Desinfizierer (z. B. 10-prozentiger Haushaltsbleiche - 0,5 %
Natriumhypochlorit) behandeln. Reagenzien keinen Bleichdampfen aussetzen.

23. Vorsicht: Flussigkeitsabfalle mit saurem pH vor Zufligen in die Bleichlosung neutralisieren.

24. Die ELISA Platte nicht verwenden, wenn der Indikatorstreifen auf dem Trockenmittelbeutel nicht blau, sondern rosa ist.

25. Konjugat nicht mit Behaltern oder Instrumenten in Kontakt kommen lassen, die vorher eine Losung mit Natriumazid als Konservierungsmittel enthalten haben
konnten. Rickstdande von Natriumazid konnen die Enzymaktivitat des Konjugats unterbinden.

26. Die reaktiven Reagenzien keinen Losungen mit Bleichmittel oder starken Gerlichen von Lésungen mit Bleichmittel aussetzen. Spuren von Bleichmittel
(Natriumhypochlorit) kénnen die biologische Aktivitét vieler reaktiver Reagenzien in diesem Testsystem unterbinden.

1.  ELISA-Probenfeldleser mit Lesefahigkeit fur eine Wellenldnge von 450 nm. HINWEIS: Es kann ein Lesegerit fiir eine (450 nm) oder zwei Wellenldngen
(450/620-650 nm) verwendet werden. Zwei Wellenlingen werden bevorzugt, da der zusitzliche Referenzfilter potenzielle Interferenzen aufgrund von
anomaler Lichtabsorption verringert.

2.  Pipetten mit Fahigkeit zu praziser Abgabe von 10 bis 200 pl.

3. Multikanal-Pipette mit Fahigkeit zu praziser Abgabe von 50 bis 200 pl.

4.  Reagenzreservoirs fir Multikanal-Pipetten.

5. Waschflasche oder Probenfeld-Waschsystem.

6. Destilliertes oder deionisiertes Wasser.

7. Messzylinder, 1 Liter.

8.  Serologische Pipetten.

9.  Einweg-Pipettenspitzen.
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10.
11.
12.

Papierhandtiicher.
Labor-Stoppuhr zur Uberwachung der Inkubationsschritte.
Entsorgungsbassin und Desinfizierer. 10 % Haushaltsbleichmittel, 0,5% Natriumhypochlorit.)

_ﬂr 8°C Nach Offnen des Umschlags sind die Streifen bis 60 Tage stabil, wenn der Indikatorstreifen auf dem Trockenmittelbeutel blau bleibt.
2°C

Beschichtete Probenfeldstreifen: Ubrige Streifen sofort wieder mit Trockenmittel versiegeln und zur korrekten Aufbewahrung zuriickbringen.

Konjugat — NICHT EINFRIEREN.
Ungeoffnetes Testsystem, Kalibrierer, Positiv-Kontrollflissigkeit und Negativ-Kontrollfltssigkeit, TMB, Probenverdiinner

25°C Stopplésung: 2 - 25°C
aschpuffer 120 - is zu 7 Tage, age zwischen 2 - 8°C.
20C Waschpuffer (1X) : 20 - 25°C bi 7T 30T ischen 2 - 8°C

Waschpuffer (10X) : 2 - 25°C

10.
11.
12.
13.

14.

Es wird von ZEUS Scientific empfohlen, dass die Probenahme durch den Benutzer in Ubereinstimmung mit dem aktuellen NCCLS-Dokument M29: Protection of
Laboratory Workers from Infectious Disease erfolgt.

Keine Testmethode kann eine komplette Gewahr dafir liefern, dass humane Blutproben keine Infektionen tibertragen. Deshalb missen alle Blutderivate als
potenziell infektios behandelt werden.

Fir diesen Test nur frisch entnommene und richtig gekiihlte Sera verwenden, die mit zugelassenen aseptischen Venenpunkturverfahren gewonnen wurden. 22
Nicht verwenden, wenn Antikoagulanzien oder Konservierungsmittel zufligt sind. Hdmolysierte, lipemische oder bakteriell kontaminierte Sera vermeiden.
Proben nicht langer als 8 Stunden bei Zimmertemperatur aufbewahren. Erfolgt der Test nicht innerhalb von 8 Stunden, kénnen Sera zwischen 2 °C und 8°C bis
zu 48 Stunden aufbewahrt werden. Wird eine noch langere Testverzogerung vorausgesehen, Testsera bei —20 °C oder darunter aufbewahren. Nicht mehrmals
einfrieren/auftauen, weil dies zu einem Verlust der Antikérperaktivitat und damit fehlerhaften Resultaten fiihren kdnnte. Es ist die Verantwortung der einzelnen
Labors, alle verfiigbare Literatur und/oder eigenen Studien zu Bestimmung der Stabilitdtskriterien fiir das eigene Labor zu verwenden (24).

Die verschiedenen Komponenten aus der Aufbewahrung holen und auf Zimmertemperatur (20-25 °C) erwadrmen lassen.

Die bendtigte Anzahl Probenfelder feststellen. Sechs Kontrollflissigkeit/Kalibrierer-Festlegungen pro Test (eine Leerwertprobe, eine Negativ-Kontrollflissigkeit,
drei Kalibrierer und eine Positiv-Kontrollflissigkeit) einplanen. Bei jedem Test eine Leerwertprobe testen. Software- und Leseranforderungen fir die korrekte
Kontrollflissigkeit/Kalibrierer-Konfiguration prifen. Nicht verwendete Streifen in den wiederverschlieRbaren Beutel mit Trockenmittel legen, versiegeln und zur
Aufbewahrung zwischen 2 °C und 8 °C zuriickbringen.

BEISPIEL PLATTENEINSTELLUNG
1 2

Leerwertprobe Patient 3

Negativ-KontrollflUssigkeit Patient 4
Kalibrierer USW.
Kalibrierer
Kalibrierer

Positiv-Kontrollflussigkeit
Patient 1
Patient 2

Eine 1:21 Verdinnung (z.B. 10 pl Serum + 200 pl Probenverdiinner) von Negativ-Kontrollflissigkeit, Kalibrierer, Positiv-Kontrollflissigkeit und jedem

Patientenserum herstellen.

Je 100 pL der verdiinnten Kontrollflussigkeiten, Kalibrierer und Patientenproben in Felder geben. Proben gut durchmischen. Fir jede Probe einen neue

Pipettenspitze verwenden.

100 pl Probenverdiinner als Leerwertprobe in Feld Al geben. Software- und Leseranforderungen fiir die korrekte Felderkonfiguration fir die Leerwertprobe

prufen.

Platte bei Zimmertemperatur (20-25°C) 25 + 5 Minuten lang inkubieren.

Die Probenfelderstreifen 5 Mal waschen.

a.  Waschen von Hand:

1. Die Flussigkeit kraftig aus den Feldern herausschitteln.

2. Jedes Probenfeld mit Waschpuffer fiillen. Sicherstellen, dass die Felder keine Luftblaschen enthalten.

3. Schritte 1. und 2. flr insgesamt 5 Waschen wiederholen.

4.  Die Waschlosung aus den Feldern herausschitteln. Die Platte auf ein Papierhandtuch legen und kraftig klopfen, um alle Waschlosungsreste aus den
Feldern zu entfernen. Die Platte visuell auf evtl. verbleibende Waschlosung inspizieren. Waschlosung in einem Einweg-Bassin sammeln und am Ende
der taglichen Tests mit Desinfizierer behandeln.

b.  Automatisches Waschen:

Bei Verwendung einer automatischen Probenfeld-Waschvorrichtung das Abgabevolumen auf 300-350 pl/Feld einstellen. Den Waschzyklus auf 5 Waschen

ohne Pause zwischen den Waschen stellen. Falls nétig, die Probenfelderplatte aus dem Wascher entnehmen, auf ein Papierhandtuch legen und kraftig

klopfen, um alle Waschlésungsreste aus den Feldern zu entfernen.

100 pl Konjugat mit derselben Rate und Reihenfolge wie bei den Proben in jedes Feld geben, einschlieBlich in das Feld mit Leerwertprobe.

Platte bei Zimmertemperatur (20-25°C) 25 + 5 Minuten lang inkubieren.

Probenfelder wie in Schritt 7 beschrieben waschen.

100 pl TM-Losung mit derselben Rate und Reihenfolge wie bei den Proben in jedes Feld geben, einschlieflich in das Feld mit Leerwertprobe.

Platte bei Zimmertemperatur (20-25°C) 10 + 15 Minuten lang inkubieren.

Reaktion durch Zuftigen von 50 pl Stopplésung mit derselben Rate und Reihenfolge wie bei TMB in jedes Feld stoppen, einschlieRlich in dem Feld mit

Leerwertprobe. Positive Proben dndern ihre Farbe von blau zu gelb. Nach Zufligen der Stopplésung mehrmals an die Platte klopfen, um sicherzustellen, dass sich

die Proben gut durchmischen.

Den Probenfeldleser auf eine Wellenldange von 450 nm stellen und die optische Dichte (OD) jedes Feldes gegen die Leerwertprobe messen. Die Platte innerhalb

von 30 Minuten nach Zufiigen der Stopplosung lesen.

IT|OMm OO w| >

TESTVERFAHREN IN KURZFORM
1.Serum 1:21 verdiinnen..
2. Verdiinntes Serum in Probenfelder geben - 100uL/Feld.
3. = 25 bis 5 Minuten inkubieren.
4. Waschen.
5. Konjugat zufiigen - 100uL/Feld.
6. —— 25 bis 5 Minuten inkubieren..
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12.
13.

7. Waschen.

8. TMB zufuigen - 100uL/Feld.

9. —————————P5 bis 10 Minuten inkubieren.
10. Stopplosung zufiigen - 50uL/Feld.

11. Innerhalb von 30 Minuten ABLESEN.

Bei jeder Prozedur muss der Kalibrierer dreifach angewendet werden. Eine Leerwertprobe, eine Negativ-Kontrollfliissigkeit und eine Positiv-Kontrollfliissigkeit
sind ebenfalls einzubeziehen.

Den Mittelwert der drei Kalibriererfelder berechnen. Weicht einer dieser drei Werte um mehr als 15 % vom Mittelwert ab, diesen Wert verwerfen und den
Mittelwert der anderen beiden Felder berechnen.

Der OD-Mittelwert fir den Kalibrierer, fur die Positiv- und Negativ-Kontrollflissigkeiten sollten in die folgenden Bereiche fallen:

OD-Bereiche
Negativ-Kontrollflussigkeit <0,250
Kalibrierer >0,300
Positiv-Kontrollflissigkeit >0,500

a.  Die OD der Negativ-Kontrollflussigkeit dividiert durch die mittlere OD des Kalibrierers sollte < 0,9 ergeben.

b.  Die OD der Positiv-Kontrollflissigkeit dividiert durch die mittlere OD des Kalibrierers sollte > 1,25 ergeben.

c.  Werden diese Bedingungen nicht eingehalten, muss der Test als ungiiltig gelten und wiederholt werden.

Die Positiv-Kontrollfliissigkeit und Negativ-Kontrollfliissigkeit dienen nur zur Uberwachung eines erheblichen Reagenzversagens und garantieren keine Prézision
am Test-Grenzwert.

Zusatzliche Kontrollflissigkeiten kénnen in Ubereinstimmung mit Richtlinien oder Vorschriften von értlichen oder staatlichen Stellen oder anerkannten
Organisationen verwendet werden.

Siehe NCCLS Dokument C24: Statistical Quality Control for Quantitative Measurements Procedures fiir Hinweise zu sachgemdfen MaRnahmen zur
Qualitatssicherung.

Berechnungen:

a.  Korrekturfaktor: Ein Grenzwert fur den OD-Wert von positiven Proben wurde vom Hersteller festgelegt und mit dem Kalibrierer korreliert. Der
Korrekturfaktor (CF) ermoglicht die Festlegung des Grenzwerts flr positive Proben unter Beriicksichtigung von leichten Abweichungen der Testresultate
von Tag zu Tag. Der Korrekturfaktor wird fiir jede Charge von Komponenten festgelegt und ist auf das Datenetikett in der Testsystem-Box aufgedruckt.

b.  OD-Grenzwert: Um den OD-Grenzwert zu erhalten, den CF mit dem oben berechneten mittleren OD-Wert des Kalibrierers multiplizieren.

(CF x OD-Miittel Kalibrierer = OD-Grenzwert)
c.  Indexwerte oder OD-Raten: Den Indexwert bzw. die OD-Rate fiir jede Probe durch Teilung ihres OD-Werts durch den OD-Grenzwert aus Schritt b

berechnen.
Beispiel:  OD-Mittel Kalibrierer = 0,793
Korrekturfaktor (CF) = 0,25
OD-Grenzwert = 0,793x0.25 = 0,198
Unbekannte Proben-OD = 0,432
Indexwert oder OD-Rate = 0,432/0,198 =2,18

Interpretations: Index Values/OD Ratios are interpreted as follows.
Indexwerte oder OD-Raten

Negative Proben <0,90
Unbestimmte Proben 0,91 bis 1,09
Positive Proben >1,10

a.  Eine OD-Ratio von < 0,90 bedeutet, dass keine nachweisbaren IgM-Antikorper gegen HSV-1 oder HSV-2 vorhanden sind. Ein negatives Ergebnis bedeutet,
dass keine frische oder reaktivierte HSV-1- oder HSV-2-Infektion vorliegt.

b.  Eine OD-Ratio von >1,10 gilt als positiv fur IgM-Antikérper gegen HSV-1 oder HSV-2. Dieses Testsystem ist nicht zur Differenzierung zwischen HSV-1 und
HSV-2 geeignet. Ein positives Ergebnis deutet auf eine primare oder reaktivierte HSV-1- oder HSV-2-Infektion hin.

c.  Proben mit Ratio-Werten im fragwirdigen Bereich (0,91-1,09) sollten erneut in doppelter Ausfiihrung getestet werden. Das am haufigsten auftretende
Ergebnis (zwei von drei ) sollte ausgegeben werden. Proben, die wiederholt grenzwertig sind, sollten anhand einer alternativen Methode wie einem IFA
getestet werden oder anhand einer weiteren Probennahme 2-3 Wochen spater erneut evaluiert werden.

d. Proben, die zu friih im Verlauf einer Priméarinfektion entnommen wurden, enthalten u.U. keine nachweisbaren Konzentrationen von IgM-Antikérpern. Bei
Verdacht auf eine Primarinfektion sollte nach 7-14 Tagen eine weitere Probe entnommen und zusammen mit der Originalprobe getestet werden, um eine
Serokonversion festzustellen.

Ein negatives Ergebnis schlieRt eine primare oder reaktivierte HSV-1- oder HSV-2-Infektion nicht aus, da die Probe moglicherweise zu friihzeitig im
Infektionsverlauf entnommen wurde oder der IgM-Titer auf eine nicht mehr nachweisbare Hohe gesunken ist.

HSV-spezifische IgG-Antikérper kénnen mit IgM um Bindungsstellen konkurrieren und falsch-negative Ergebnisse verursachen. Falls zusammen mit spezifischen
IgG in der Probe vorhanden, verursacht Rheumafaktor falsch-positive Ergebnisse. Das Probenverdiinnungsmittel enthalt ein Absorbens, das 1gG aus der
Testprobe entfernt und die Inzidenz von falschen Ergebnissen erheblich reduziert.

Bei Patienten, die mit dem Epstein-Barr-Virus infiziert sind, kénnen heterotypische IgM-Antikorperantworten auftreten und im HSV-1 und -2 IgM-ZEUS ELISA
falsch-positive Ergebnisse verursachen.

HSV-spezifische IgM-Antikérper kdnnen bei der Reaktivierung einer HSV-Infektion auftreten.3

Die Ergebnisse des Herpes-1 und/oder -2 ZEUS-ELISA-Testsystmes alleine sind nicht diagnostisch und sollten in Verbindung mit dem klinischen Bild des Patienten
und den Ergebnissen anderer diagnostischer Verfahren interpretiert werden.

Bei immungeschwachten Patienten kann die Fahigkeit zur Bildung von IgM-Antikorpern beeintrachtigt sein und HSV-spezifische IgM kdnnen bei einer aktiven
Infektion falsch-negativ sein.

Das anhaltende Vorliegen oder die Konzentration von Antikérpern kann nicht zum Nachweis eines Therapieerfolgs oder -versagens herangezogen werden.

Die Leistungsmerkmale des Tests bei Neugeborenen, Sduglingen oder bei Verwendung von Nabelschnurblut wurden noch nicht ermittelt.

Die Leistungscharakteristika bei visuellen Ergebnisbestimmungen wurden bisher nicht beurteilt.

Das Herpes-1 und/oder -2 ZEUS-ELISA-Testsystem ist nicht als Ersatz fiir eine Virusisolierung und/oder Identifizierung vorgesehen.

Aufgrund der Antigengemeinschaft kdnnen Infektionen mit einem HSV-Typ beim Vorliegen von Antikorpern gegen den heterologen Typ eine anamnestische
Antwort hervorrufen, wobei die Konzentration der praexistierenden Antikérper hoher ansteigt als der Antikorpertiter gegen den Erreger der gegenwartigen
Infektion. Eine definitive HSV-Typisierung sollte daher anhand einer Virusisolierung erfolgen.

Die Leistungscharakteristika des Tests wurden bisher nur fiir Serumproben beurteilt.

Die Pravalenz des Analyten beeinflusst den Vorhersagewert des Tests.
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Zur Bestimmung oder Schatzung der Referenz-Positivitatsrate wurden 219 Proben analysiert, die an zwei klinischen Labors getestet wurden. Diese Proben bestanden
aus zwei Gruppen: 114 klinische Proben, die zur routinemaRigen HSV-Serologie an das Labor gesendet wurden und 105 randomisierte Proben gesunder Spender. Von
den klinischen Proben waren 48/114 (42,1 %) positiv, 56/114 (49,1 %) negativ und 10/114 (8,8 %) fragwurdig. Von den Proben gesunder Spender waren 22/105
(21,0 %) positiv, 70/104 (66,7 %) negativ und 13/105 (12,4 %) fragwurdig.

1.  Vergleichsstudie
Zum Nachweis der Gleichwertigkeit des HSV-1 und/oder HSV-2 IgM ZEUS-ELISA-Testsystems mit den Gesamtergebnissen zweier anderer ELISA-Testsysteme
(HSV-1 und HSV-2), die gegenwaértig auf dem Markt erhiltlich sind, wurden Vergleichsstudien durchgefiihrt. Die Leistung des HSV-1 und/oder HSV-2 IgM Zeus
ELISA Testsystems wurde an zwei klinischen Priifzentren beurteilt. Insgesamt wurden 219 Proben getestet; 100 Proben am ersten und 119 Proben am zweiten
Priifzentrum. Die an Priifzentrum 1 getesteten Proben bestanden aus 50 Proben Gesunder und 50 klinischen Proben. Die an Priifzentrum 2 getesteten Proben
bestanden aus 55 Proben Gesunder und 64 klinischen Proben. Von den klinischen Proben stammten 20 von Frauen im Alter von 17 bis 38 Jahren. Die Ergebnisse

der Vergleichsstudie sind nachstehend in den Tabellen 1 bis 3 zusammengefasst:

Tabelle 1: Priifzentrum 1 HSV-1 & 2 IgM-ZEUS-ELISA-Testsystem
Negativ Fragwirdig* Positiv Gesamt
. Negativ 68 1 13 82
ELII;oArr_mrmemelle Fragwirdig 0 0 0 0
(ZL;S:;::‘:::SN Positiv 4 0 14 18
Gesamt 72 1 27 100
Relative Sensitivitat = 14/18 = 77,8%, 95% Vertrauensintervall = 58,6% to 97,0%
Relative Spezifitat= 68/81 = 84,0%, 95% Vertrauensintervall = 76,0% to 91,9%
Relative Ubereinstimmung = 82/99 = 82,8%, 95% Vertrauensintervall = 75,4% to 90,3%
Tabelle 2: Priifzentrum 2 HSV-1 & 2 IgM-ZEUS-ELISA-Testsystem
Negativ Fragwurdig* Positiv Gesamt
. Negativ 66 1 2 69
EL:;‘ZmeerZ'e”e Fragwirdig 0 0 0 0
(Zu'saer;t;y::)s)me Positiv 13 2 35 50
Gesamt 79 3 37 119
Relative Sensitivitit = 35/48 = 72,9%, 95% Vertrauensintervall = 60,3% to 85,5%
Relative Spezifitat= 66/88 = 97,1%, 95% Vertrauensintervall = 93,0% to 100%
Relative Ubereinstimmung = 101/116 = 87,1%, 95% Vertrauensintervall = 81,0% to 93,2%
Tabelle 3: Priifzentrum 1 und 2 zusammen HSV-1 & 2 IgM-ZEUS-ELISA-Testsystem
Negativ Fragwurdig* Positiv Gesamt
) Negativ 134 2 15 151
EI_IKommer2|eIIe Fragwiirdig 0 0 0 0
SA-Testsysteme Positiv 17 2 49 68
(zusammen)
Gesamt 151 4 64 219

Relative Sensitivitat = 49/66 = 74,2%, 95% Vertrauensintervall = 63,7% to 84,8%
Relative Spezifitat= 134/149 = 89,9%, 95% Vertrauensintervall = 85,1% to 94,8%
Relative Ubereinstimmung = 183/215 = 85,1%, 95% Vertrauensintervall = 80,4% to 89,9%
* Daten von den Berechnungen ausgeschlossen

HINWEIS: Die Bezeichnung ,relativ” bezieht sich auf den Vergleich der Ergebnisse dieses Tests mit den Ergebnissen dhnlicher Tests. Es wurde kein Versuch
unternommen, die Testergebnisse mit dem Vorliegen oder Fehlen einer Erkrankung zu korrelieren. Die Prazision des Vergleichstests zur Vorhersage einer

Erkrankung kann nicht beurteilt werden.

2. Reproduzierbarkeit

Die Reproduzierbarkeit wurde intern bestimmt. Insgesamt wurden sechs stark positive bis negative Proben getestet. Zusatzlich zu diesen sechs Proben wurden
die stark positive Kontrolle und die negative Kontrolle des Testsystems als zwei weitere Prazisionsproben getestet. Jede Probe wurde an drei Tagen einmal

taglich in dreifacher Ausfiihrung getestet. Die Ergebnisse wurden zur Berechnung der Intra- und Inter-Assay-Prazision herangezogen.

Ch.A Tag 1 I_r;:r:—zAssay (3) Tag3 Inter-Assay (n=24)
Proben-Nr. Mittlere Ratio VK % Mittlere Ratio VK % Mittlere Ratio VK % Mittlere Ratio VK %
Probe 1 3,36 2,7 3,13 11,3 3,18 3,7 3,22 6,8
Probe 2 2,52 3,0 1,99 9,3 2,09 73 2,20 12,5
Probe 3 1,97 1,8 1,88 7,4 2,00 1,9 1,95 4,7
Probe 4 1,05 2,5 0,98 9,3 1,00 9,4 1,01 7,4
Probe 5 0,18 11,5 0,38 6,5 0,25 13,4 0,27 33,8
Probe 6 0,28 2,4 0,22 17,8 0,22 1,9 0,24 14,6

NC 0,08 21,2 0,13 11,2 0,00 0,0 0,07 84,0
PC 2,19 1,9 2,09 0,8 2,12 2,6 2,13 2,5
Ch.B Tag 1 I:_g:—ZAssay ) Tag3 Inter-Assay (n=24)
Proben-Nr. Mittlere Ratio VK % Mittlere Ratio VK % Mittlere Ratio VK % Mittlere Ratio VK %
Probe 1 3,72 2,0 3,20 4,6 3,08 5,5 3,33 9,6
Probe 2 2,29 3,8 1,89 4,6 1,64 13,7 1,94 16,2
Probe 3 1,58 10,9 1,48 7,8 1,29 5,6 1,45 11,6
Probe 4 0,88 10,6 0,87 3,5 0,81 5,5 0,85 7,2
Probe 5 0,40 16,0 0,27 21,0 0,18 39,2 0,28 39,2
Probe 6 0,17 3,6 0,12 39,2 0,07 68,0 0,12 44,1
NC 0,04 63,0 0,20 33,1 0,16 29,3 0,13 63,9
PC 2,46 2,7 2,09 6,0 2,16 4,0 2,24 8,5
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10.
11.

12.
13.

14.
15.

16.

17.

18.

19.

20.

21.

22.

23.
24.

Ch.C Tag 1 I;l;rga—zAssay ) Tag3 Inter-Assay (n=24)
Proben-Nr. Mittlere Ratio VK % Mittlere Ratio VK % Mittlere Ratio VK % Mittlere Ratio VK %
Probe 1 3,18 2,9 3,69 52 3,02 2,4 3,30 9,8

Probe 2 1,31 1,7 2,32 3,0 2,07 1,0 1,90 24,0
Probe 3 2,21 3,2 2,34 6,2 1,98 3,6 2,17 8,3
Probe 4 1,14 6,6 1,19 8,5 0,99 6,0 1,11 10,5
Probe 5 0,27 3,0 0,36 28,3 0,29 22,3 0,30 23,6
Probe 6 0,28 0,6 0,28 5,4 0,22 9,3 0,26 12,7

NC 0,13 11,8 0,15 15,7 0,30 7,3 0,19 43,0
PC 2,15 0,9 2,51 3,7 2,11 2,7 2,26 8,9

Kreuzreaktivitdt

Zur Untersuchung auf potenzielle positive Reaktionen aufgrund von kreuzreagierenden Antikdrpern wurden 24 Proben, die positiv fiir IgM-Antikérper gegen
verschiedene Viren (EBV-EA, EBV-VCA, CMV und Rubella) waren, mit dem HSV-1 und/oder 2 IgM-ZEUS-ELISA-Testsystem getestet. Achtzehn der vierundzwanzig
(18/24) Proben waren negativ fur IgM gegen HSV-1 und/oder HSV-2 und sechs der vierundzwanzig Proben (6/24) waren positiv. Von den positiven Proben
stammten vier aus der EBV-VCA-Gruppe und zwei aus der CMV-Gruppe. Zur Bestatigung der positiven HSV-1- und HSV2-Reaktionen wurde ein IFA durchgefiihrt.
Nur eine Probe (aus der EBV-VCA-Gruppe) war im IFA positiv.
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