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1.

Verwendungszweck

Der VIROTECH HSV 1 (gG1l) IgG/IgM ELISA bzw. der VIROTECH HSV 2 (gG2) IgG/IgM ELISA dient dem
semiquantitativen und qualitativen Nachweis spezifischer 1gG/IgM- Antikdrper gegen Herpes simplex Virus (HSV) im
Humanserum.

Die Serologie ist nur zur Bestimmung des Immunstatus und des Herpes-Ausschlusses geeignet. Die Verwendung der typ-
spezifischen Glycoproteine G, gG1 bzw. gG2 ermdglicht die Differenzierung zwischen HSV 1 und HSV 2 zur Bestimmung
der Seropravalenz, sowie zur ldentifizierung von potentiellen Virus-Ubertragern.

Das IgM-Ergebnis darf nicht isoliert vom 1gG-Ergebnis betrachtet werden.

Die Diagnose des Genital-Herpes muss durch den Erregernachweis gesichert werden.

Da zum Zeitpunkt der Geburt das Immunsystem des S&uglings noch nicht vollstéandig ausgebildet ist, ist die Serologie zum
Nachweis des Neugebornen Herpes nicht geeignet, sie kann aber retrospektiv zur Messung der transplazentar tbertragenen
anti-HSV 2 IgG-Antikdrper Anwendung finden.

Diagnostische Bedeutung

Herpes simplex Viren weisen eine hohe Durchseuchung in der Beviélkerung auf, da sie durch engen korperlichen Kontakt
Uber die Schleimh&ute tbertragen werden. Die erste Infektion mit HSV-1 tritt am haufigsten wahrend der Kindheit nach dem
Verlust des mitterlichen Schutzes innerhalb des ersten Lebensjahres auf. HSV-2 wird hauptséchlich durch
Geschlechtsverkehr Ubertragen, dementsprechend steigen die Infektionsraten erst mit der Pubertat an (16).

Obwohl die Primarinfektionen zu iiber 90% asymptomatisch bleiben, etabliert sich in der Regel eine latente Infektion in den
regionalen Ganglien. Fir das Verstédndnis der Pathogenese von HSV-Infektionen ist die Tatsache entscheidend, dass latent
in Ganglienzellen persistierende Viren reaktiviert werden kénnen. Durch die asymptomatische Virusausscheidung tber
Speichel und Genitalsekret wird die Weiterverbreitung des Virus begiinstigt. Im orofazialen Bereich tiberwiegen die HSV 1-
Infektionen wahrend im Genitalbereich die Infektionen berwiegend durch HSV 2 hervorgerufen werden, nur ein geringer
Teil (5-30%) wird durch HSV 1 verursacht (11, 14).

Eine der schwerwiegendsten Folgen eines genitalen Herpes ist eine Herpesinfektion des Neugeborenen (2). Erfolgt keine
Behandlung, liegt die Sterblichkeitsrate bei Kleinkindern mit einer disseminierten Infektion tiber 70%, und nahezu die Halfte
der Uberlebenden entwickelt neurologische Schaden (14). Fast alle HSV 2-Infektionen bei Neugeborenen werden bei der
Passage durch den Geburtskanal erworben (7). Die meisten Mutter (60 bis 80%), die Herpes Viren auf ihre Kinder tibertragen,
sind zum Zeitpunkt der Geburt asymptomatisch (14). Die Ubertragungsraten sind besonders hoch, wenn die Mutter zu diesem
Zeitpunkt eine primare oder eine erstmalige genitale Infektion aufweist (50%) (14). Liegt eine Wiederholungsinfektion vor, ist
die Ubertragungsrate geringer (< 5%) (4, 5, 9). Die Empfehlung der CDC lautet, ,dass die Pravention einer Herpesinfektion
von Neugeborenen die Notwendigkeit der Pravention des Erwerbs einer genitalen HSV-Infektion wahrend der spaten
Schwangerschaftsphase hervorhebt. Frauen mit einem erhohten Risiko, d.h. einem Partner mit einer oralen oder genitalen
HSV-Infektion oder mit unbekanntem Infektionsstatus, sollten entsprechende Beratung erhalten, um ungeschitzten oder
oralen sexuellen Kontakt wéhrend der spaten Schwangerschaftsphase zu vermeiden® (7).

Zur Diagnose einer HSV-Infektion kann die Isolation des Virus, direkte Fluoreszenzantikdrper Tests (DFA) und serologische
Tests herangezogen werden. Nachteile der ersten beiden Methoden sind jedoch die Lange der Kultivationsdauer,
Schwierigkeiten bei der Gewinnung der Proben und deren Transport, sowie die Komplexitat des Verfahrens und andere
Variablen in Verbindung mit DFA-Tests und Kultivierung (1, 7). Aufgrund der hohen Kreuzreaktivitat zwischen HSV 1 und HSV
2 sind die serologischen Verfahren, die Viruslysate als Antigene benutzen, nicht ausreichend geeignet, HSV 1- von HSV 2-
Infektionen zu unterscheiden. Aufgrund der hohen Durchseuchung mit HSV 1 kann der serologische Status fur HSV 2 mit
solchen Verfahren nur schwer zuverlassig bestimmt werden (14).

Bei der Herpesenzephalitis treten intrathekale 1gG-Antikdrper erst 8-10 Tage nach den klinischen Symptomen auf, IgM-
Antikdrper werden nicht regelméfig und wenn nur kurzzeitig und in geringer Konzentration gebildet, d.h. die Serologie kann
hier nachtréaglich zur Bestatigung der klinischen Diagnose genutzt werden.

Die genitalen HSV 1-Infektionen rezidivieren wesentlich seltener als HSV 2-Infektionen. Eine vorausgegangene genitale
Infektion mit HSV 1 scheint einen gewissen Schutz vor einer Infektion mit HSV 2 zu bieten bzw. die Symptome zu mildern
oder génzlich zu verhindern (10). Eine vorausgegangene orale HSV 1-Infektion stellt keinen Schutz gegen eine genitale HSV
2-Infektion dar (14). Das klinische Erscheinungsbild des genitalen Herpes entspricht in etwa demjenigen anderer
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Geschwurbildungen an den Geschlechtsorganen und ist demnach differentialdiagnostisch gegentiber Haemophilus ducreyi,
Treponema pallidum und Chlamydia trachomatis zu unterscheiden (7).

Herpes-simplex Liquordiagnostik

In der Liquordiagnostik hat im Gegensatz zur serologischen HSV-Infektionsdiagnostik der sichere Nachweis einer ZNS-
eigenen erregerspezifischen Antikdrpersynthese immer Vorrang vor einer eventuellen Differenzierung zwischen den
Erregerspezies HSV 1 und HSV 2. Durch die Kombination hochaufgereinigter HSV 1- und HSV 2-Lysatantigene im VT HSV-
Screen-Test, steht mit diesem Testsystem ein fur die Liquordiagnostik sehr gut geeigneter, weil hochsensitiver Screening-
Test auf HSV-Infektionen des ZNS zur Verfugung. Die Verwendung eines breiten Spektrums hochaufgereinigter HSV-
Antigene im VT-HSV-Screen bewirkt neben der erwinschten hohen Sensitivitdt auch eine ebenso winschenswerte
Spezifitdt bezlglich der Abgrenzung von ZNS-Infektionen durch andere neurotrope Erreger der Herpesvirus-Gruppe.

Wir empfehlen daher, die Antikorper-Index-(Al)-Bestimmung in der Herpes simplex Diagnostik zunachst mit dem HSV
Screen-ELISA durchzufiihren.

Wird Uber den erfolgten Nachweis einer HSV-ZNS-Infektion hinaus eine Differenzierung zwischen HSV 1 und HSV 2
angestrebt, kann dies mit Hilfe der beiden speziesspezifischen gG1 und gG2 ELISA -Teste erfolgen.

Grenzen: Die zum Zeitpunkt der Liguorentnahme im ZNS synthetisierte erregerspezifische .Antikérpermenge gegen die
Epitope der gG1- oder gG2-Antigene kann jedoch (noch oder schon) zu gering sein, um eine Al-Erhdéhung zu bewirken. Die
alleinige Durchfiihrung des gG1 oder gG2 Testes kann daher zur Folge haben, dass in einigen bzw. bestimmten Fallen ein
falsch negatives Ergebnis im Sinne nicht berechenbarer oder normaler Antikorper-Indizes generiert wird.

3. Testprinzip

Der im Humanserum gesuchte Antikdrper bildet mit dem auf der Mikrotiterplatte fixierten Antigen einen Immunkomplex. Nicht
gebundene Immunglobuline werden durch Waschprozesse entfernt. Mit diesem Komplex verbindet sich das Enzym-
Konjugat. Nicht gebundene Immunglobuline werden wiederum durch Waschprozesse entfernt. Nach Zugabe der
Substratldsung (TMB) entsteht durch Enzymaktivitéat (Peroxidase) ein blauer Farbstoff, der nach Zugabe der Stopplosung
nach Gelb umschlagt.

4. Packungsinhalt (IgG und IgM Testkit)

1 Mikrotiterplatte, bestehend aus 96 mit Antigen beschichteten, abbrechbaren Einzelkavitaten, lyophilisiert

PBS-Verdinnungspuffer (blau, gebrauchsfertig), 2x50ml, pH 7,2, mit Konservierungsmittel und Tween 20

PBS-Waschldsung (20x konzentriert), 50ml, pH 7,2, mit Konservierungsmittel und Tween 20

IgG negative Kontrolle, 1300ul, Humanserum mit Proteinstabilisatoren und Konservierungsmittel, gebrauchsfertig

1gG cut-off Kontrolle, 1300pl, Humanserum mit Proteinstabilisatoren und Konservierungsmittel, gebrauchsfertig

1gG positive Kontrolle, 1300ul, Humanserum mit Proteinstabilisatoren und Konservierungsmittel, gebrauchsfertig

IgM negative Kontrolle, 1300ul, Humanserum mit Proteinstabilisatoren und Konservierungsmittel, gebrauchsfertig

IgM cut-off Kontrolle, 1300ul, Humanserum mit Proteinstabilisatoren und Konservierungsmittel, gebrauchsfertig

IgM positive Kontrolle, 1300ul, Humanserum mit Proteinstabilisatoren und Konservierungsmittel, gebrauchsfertig

IlgG-Konjugat (anti-human), 11ml, (Schaf oder Ziege)-Meerrettich-Peroxidase-Konjugat mit Proteinstabilisatoren und

Konservierungsmittel in Tris-Puffer, gebrauchsfertig

11. IgM-Konjugat (anti-human), 11ml, (Schaf oder Ziege)-Meerrettich-Peroxidase-Konjugat mit FCS und
Konservierungsmittel in Tris-Puffer, gebrauchsfertig

12. Tetramethylbenzidin-Substratlésung (3,3°,5,5 TMB), 11ml, gebrauchsfertig

13.  Citrat-Stoppldésung, 6ml, enthélt ein Sduregemisch
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5. Lagerung und Haltbarkeit des Testkits und der gebrauchsfertigen Reagenzien

Testkit bei 2-8°C aufbewahren. Die Haltbarkeit der einzelnen Komponenten ist auf dem jeweiligen Etikett vermerkt; Kit-
Haltbarkeit siehe Qualitatskontrollzertifikat.

1. Nach Entnahme der benétigten Einzelkavitaten die restlichen Einzelkavitaten/Streifen in verschlossenem Beutel mit
Trockenmittel bei 2-8°C lagern. Reagenzien sofort nach Gebrauch wieder bei 2-8°C lagern.
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2. Das gebrauchsfertige Konjugat und die TMB Substratlésung sind lichtempfindlich und mussen im Dunkeln aufbewahrt
werden. Kommt es durch Lichteinfall zu einer Farbentwicklung der Substratlésung, so ist diese zu verwerfen.

3. Nur die fur den Testansatz benétigte Menge vom gebrauchsfertigen Konjugat bzw. TMB entnehmen. Zuviel
entnommenes Konjugat bzw. TMB darf nicht zurtickgefuhrt werden, sondern ist zu verwerfen.

Material Zustand Lagerung Haltbarkeit
Untersuchungsproben verqunt *2 b?s +8°C max. 6h
unverdinnt +2 bis +8°C 1Woche
Kontrollen nach Offnen +2 bis +8°C 3Monate

= +2 bis +8° (Lagerung im mitgelieferten

MTP nach Offnen Beutel r1(1it '?'rock(gnmittelt?eutel) SMonate
unverdinnt, nach Offnen +2 bis +8°C 3Monate
RF SorboTech verdinnt +2 bis +8°C 1Woche
Konjugat nach Offnen +2 bis +8°C (lichtgeschitzt) 3Monate
TMB nach Offnen +2 bis +8°C (lichtgeschiitzt) 3Monate
Stopplésung nach Offnen +2 bis +8°C 3Monate
Waschlssung nach Offnen _ +2 pis +8°C 3Monate
endverdinnt (gebrauchsfertig) +2 bis +25°C 4Wochen

6. VorsichtsmaRnahmen und Warnhinweise

1. Als Kontrollseren werden nur Seren verwendet, die getestet und als HIV1-AK, HIV2-AK, HCV-AK und Hepatitis-B-
surface-Antigen negativ befundet wurden. Trotzdem sollten alle Proben, verdinnte Proben, Kontrollen, Konjugate und die
Mikrotiterstreifen als potentiell infektioses Material betrachtet und entsprechend sorgfaltig gehandhabt werden. Es gelten
die jeweiligen Richtlinien fur Laborarbeiten.

2. Die Komponenten, die Konservierungsmittel enthalten, Citrat-Stopplosung und TMB, wirken reizend auf die Haut, Augen
und Schleimh&ute. Bei Beruhrungen die betroffenen Kérperstellen sofort unter flieRendem Wasser abwaschen und
eventuell den Arzt aufsuchen.

3. Die Entsorgung der verwendeten Materialien erfolgt nach landerspezifischen Richtlinien.

7. Zusatzlich bendtigtes Material (wird nicht mitgeliefert)

Aqua dest./demin.

Mehrkanalpipette 50pl, 100pl

Mikropipetten: 10pul, 100ul, 1000ul

Reagenzglaser

Zellstofftlicher

Abdeckung fur ELISA-Platten

Abfallbehélter fur infektioses Material

ELISA Handwascher bzw. automatischer Wascher fiir Mikrotiterplatten

Spektralphotometer fir Mikrotiterplatten mit 450/620nm Filter (Referenzwellenlange 620-690nm)
Brutschrank
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8. Testdurchfihrung

Die exakte Einhaltung der VIROTECH Diagnostics Arbeitsvorschrift ist Voraussetzung fir das Erzielen korrekter Ergebnisse.

8.1 Untersuchungsmaterial
Als Untersuchungsmaterial kann Serum und Plasma (hierbei ist die Art der Antikoagulanzien nicht von Relevanz) eingesetzt
werden, auch wenn in dieser Gebrauchsanweisung nur Serum erwéhnt ist.
Patienten-Verdunnungen immer frisch ansetzen.
Fur eine langere Aufbewahrung missen die Seren eingefroren werden. Mehrmaliges Auftauen sollte vermieden werden.
1. Nur frische, nicht inaktivierte Seren benutzen.
2. HyperlipAmische, hamolytische, mikrobiell kontaminierte Proben und triibe Seren nicht verwenden (falsch
positive/negative Ergebnisse).
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8.2 Vorbereitung der Reagenzien
Die VIROTECH Diagnostics System Diagnostik bietet ein hohes Mal3 an Flexibilitéat durch die Mdglichkeit, Verdinnungs- und
Waschpuffer, TMB, Citrat-Stopplésung sowie Konjugat parameter- und chargenlbergreifend einzusetzen. Die
gebrauchsfertigen Kontrollen (positive Kontrolle, cut-off Kontrolle, negative Kontrolle) sind parameterspezifisch und
ausschlieRlich mit der im Qualitatskontrollzertifikat angegebenen Plattencharge zu verwenden.

Brutschrank auf 37°C einstellen und sich vor Inkubationsbeginn vom Erreichen der Temperatur Uberzeugen.

Alle Reagenzien auf Raumtemperatur bringen; erst dann die Verpackung mit den Teststreifen 6ffnen.

Alle Flussigkomponenten vor Gebrauch gut schitteln.

Waschlésungs-Konzentrat auf 1Liter mit Aqua dest./demin. auffilllen (bei eventueller Kristallbildung des Konzentrates
dieses bitte vor dem Verdiinnen auf Raumtemperatur bringen und vor Gebrauch gut schiltteln).

5. Hohe IgG-Titer oder Rheumafaktoren kénnen den spezifischen Nachweis von IgM-Antikérpern stéren und zu falsch
positiven bzw. falsch negativen Ergebnissen fihren. Fur eine korrekte IgM-Bestimmung ist es daher erforderlich, die
Seren mit RF-SorboTech (VIROTECH-Adsorptionsmittel) vorzubehandeln. Bei IgM-Kontrollen entféllt die
Voradsorption.

AP wDN e

8.3 VIROTECH ELISA Testdurchfihrung
1. Pro Testansatz 100pl des gebrauchsfertigen Verdiinnungspuffers (Leerwert), der negativen, cut-off und der positiven
1gG- und IgM-Kontrolle, sowie der verdiunnten Patientenseren pipettieren. Wir empfehlen jeweils einen Doppelansatz
(Leerwert, Kontrollen und Patientenseren); bei der cut-off Kontrolle ist ein Doppelansatz zwingend notwendig.
Arbeitsverdinnung der Patientenseren: 1+100; z.B. 10ul Serum + 1ml Verdinnungspuffer.
2. Nach Pipettierung erfolgt die Inkubation fur 30 Min. bei 37 °C (mit Abdeckung).

Beenden der Inkubationsperiode durch 4 maliges Waschen mit je 350-400ul Waschldsung pro Kavitéat. Waschlésung

nicht in den Kavitaten stehen lassen, sondern letzte Flussigkeitsreste durch Ausklopfen auf einer Zellstoffunterlage

entfernen.

100pl des gebrauchsfertigen Konjugats in alle Kavitaten pipettieren.

Inkubation der Konjugate: 30 Min. bei 37°C (mit Abdeckung).

Beenden der Konjugatinkubation durch 4 maliges Waschen (siehe Pkt. 3).

100pl der gebrauchsfertigen TMB-Substratldsung in jede Kavitat pipettieren.

Inkubation der Substratldsung: 30 Min. bei 37°C (mit Abdeckung, dunkel stellen).

Abstoppen der Substratreaktion: in alle Kavitaten je 50ul Citrat-Stopplésung pipettieren. Die Platte vorsichtig und

sorgfaltig schitteln bis sich die Flissigkeiten vollstéandig durchmischt haben und eine einheitliche gelbe Farbe sichtbar

wird.

10. Extinktionen bei 450/620nm (Referenzwellenlange 620-690nm) messen. Photometer so einstellen, dass der gemessene
Leerwert von allen anderen Extink-tionen abgezogen wird. Die photometrische Messung sollte innerhalb einer Stunde
nach Zugabe der Stoppldsung durchgefiihrt werden.

w
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Testablaufschema siehe letzte Seite]

8.4 Einsatz von ELISA-Prozessoren

Alle VIROTECH Diagnostics ELISAs kdnnen mit Hilfe von ELISA-Prozessoren abgearbeitet werden. Der Anwender ist

verpflichtet eine regelméaRige Geratevalidierung durchzufiihren.

VIROTECH Diagnostics empfiehlt die folgende Vorgehensweise:

1. Bei Geratestellung bzw. groBeren Reparaturen Ihres ELISA Prozessors empfiehlt VIROTECH Diagnostics, die
Validierung des Gerates gemal den Vorgaben des Gerateherstellers vorzunehmen.

2. Es wird empfohlen, anschlieBend den ELISA Prozessor mit dem Validierungskit (EC250.00) zu Uberpriifen. Diese
regelmaRige Uberprifung mit dem Validierungskit sollte mindestens einmal pro Quartal durchgefiinrt werden.

3. Beijedem Testlauf missen die Freigabekriterien des Qualitatskontrollzertifikates zum Produkt erfullt werden.

Diese Vorgehensweise gewabhrleistet die einwandfreie Funktion lhres ELISA Prozessors und dient dariiber hinaus der

Qualitatssicherung des Labors.

Seite 6 von 14 REV 20
VIROTECH HSV 1 (gG1) / HSV 2 (gG2) IgG/IgM ELISA DE Freigabedatum: 29.08.2022 15:53



9.

Testauswertung

Die gebrauchsfertigen Kontrollen dienen einer semiquantitativen Bestimmung spezifischer 1gG- und IgM-Antikdrper, deren
Konzentration in VIROTECH Einheiten (=VE) angegeben wird. Durch die Testdurchfiihrung bedingte Schwankungen werden
Uber die Berechnungsmethode ausgeglichen und es wird damit eine hohe Reproduzierbarkeit erreicht. Fur die Berechnung
der VE werden die Mittelwerte der OD-Werte eingesetzt.

9.1 Testfunktionskontrolle

a) OD-Werte

Der OD-Wert des Leerwertes sollte <0,15 sein

Die OD-Werte der negativen Kontrollen sollten unterhalb der im Qualitatskontrollzertifikat angegebenen OD-Werte, die OD-
Werte der positiven Kontrollen sowie der cut-off Kontrollen sollten oberhalb der im Qualitéatskontrollzertifikat angegebenen
OD-Werte liegen.

b) VIROTECH Einheiten (VE)

Die VIROTECH Einheiten (VE) der cut-off Kontrollen sind mit 10 VE definiert. Die berechneten VE der positiven Kontrollen
sollten innerhalb der im Qualitatskontrollzertifikat angegebenen Bereiche liegen.

Werden die Anforderungen (OD-Werte, VE) nicht erflillt, so ist der Test zu wiederholen.

9.2 Berechnung der VIROTECH Einheiten (VE)

Die Extinktion des Leerwertes (450/620nm) muf3 von allen Extinktionen abgezogen werden.

OD (positive Kontrolle)
OD (cut-off Kontrolle)

OD (Patientenserum)
OD (cut-off Kontrolle)

VE (positive Kontrolle) =

VE (Patientenserum) =

9.3 Auswertungsschema lgG und IgM

Ergebnis (VE) Beurteilung
<9,0 negativ

9,0-11,0 grenzwertig
>11,0 positiv

1. Liegen die gemessenen VE der Probe oberhalb des grenzwertigen Bereiches, so werden die Proben als positiv
betrachtet.

2. Befinden sich die gemessenen VE innerhalb des angegebenen grenzwertigen Bereiches, liegt keine signifikant hohe
Antikdrperkonzentration vor; die Proben werden als grenzwertig betrachtet. Fiir den sicheren Nachweis einer Infektion ist
es erforderlich, den Antikdrpergehalt zweier Serumproben zu bestimmen. Eine Serumprobe sollte direkt nach Beginn der
Infektion, eine zweite Probe 5-10 Tage spater (rekonvaleszentes Serum) getestet werden. Die Antikdrperkonzentration
beider Proben muR3 parallel, d.h. in einem Testansatz bestimmt werden. Eine korrekte Diagnose aufgrund der Bewertung
einer einzelnen Serumprobe ist nicht méglich.

3. Liegen die gemessenen Werte unterhalb des definierten grenzwertigen Bereiches, sind keine messbaren
antigenspezifischen Antikorper in der Probe vorhanden. Die Proben werden als negativ betrachtet.

4. Bei Vorliegen eines positiven IgM Ergebnisses wird eine Uberpriifung des Ergebnisses durch PCR empfohlen.

9.4 Grenzen des Tests

1. Die Interpretation serologischer Ergebnisse sollte immer das klinische Bild, epidemiologische Daten und eventuell
weitere zur Verfiigung stehende Laborbefunde mit einbeziehen.

2. Trotz aller Vorziige des gG2 Assays gibt es auch Hinweise zu den Grenzen des Assays: Einerseits kann die Therapie mit
Acyclovir die Antikdrperbildung beeinflussen (3) und andererseits kann die genetische Variabilitat des gG2 Proteins zu
9G2 negativen HSV 2 Stammen fuhren.
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10. Leistungsdaten

10.1 Diagnostische Sensitivitat (Positive Percent Agreement) und Spezifitat (Negative Percent
Agreement)
HSV 1 (gG1) lgG
Zur Bestimmung der diagnostischen Sensitivitat und Spezifitdt wurden 92 Seren im VIROTECH HSV 1 (gG1) IgG ELISA und
einem Referenztest getestet.

VIROTECH HSV 1 Referenztest
(9gG1) IgG ELISA
negativ grenzwertig positiv Gesamt
negativ 23 8 1 32
grenzwertig 1 6 0 7
positiv 0 2 51 53
Gesamt 24 16 52 92

Bei der Berechnung der Sensitivitat und Spezifitat wurden die grenzwertigen Seren nicht beriicksichtigt.

Sensitivitat/PPA = 98%
Spezifitat/NPA = 100%

HSV 1 (gG1) IgM
Zur Bestimmung der diagnostischen Sensitivitdt und Spezifitat wurden 88 Seren im VIROTECH HSV 1 (gG1) IgM ELISA und
einem Referenztest getestet.

VIROTECH HSV 1 Referenztest
(gG1) IgM ELISA
negativ grenzwertig positiv Gesamt
negativ 52 5 14 71
grenzwertig 1 0 1 2
positiv 2 1 12 15
Gesamt 55 6 27 88

Bei der Berechnung der Sensitivitat und Spezifitat wurden die grenzwertigen Seren nicht berticksichtigt.

Sensitivitat/PPA = 46%
Spezifitat/NPA = 96%

7 Seren zeigten ein diskrepantes Ergebnis zwischen dem VIROTECH HSV 1 (gG1) IgG/IgM ELISA und dem Referenztest.
Diese Seren wurden anschlieRend nochmals auf einem zweiten Referenztest bestimmt. Von diesen 7 diskrepanten Seren
zeigten 5 Seren ein Ubereinstimmendes negatives Ergebnis mit dem VIROTECH HSV 1 (gG1) IgG/IgM ELISA und 2 Seren
ein grenzwertiges Ergebnis.

HSV 2 (9G2) IgG
Zur Bestimmung der diagnostischen Sensitivitdt und Spezifitdt wurden 88 Seren im VIROTECH HSV 2 (9gG2) 1gG ELISA und
einem Referenztest getestet.

VIROTECH HSV 2 Referenztest
(9G2) IgG ELISA
negativ grenzwertig positiv Gesamt
negativ 58 0 0 58
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grenzwertig 6 3 1 10
positiv 3 4 13 20
Gesamt 67 7 14 88

Bei der Berechnung der Sensitivitat und Spezifitat wurden die grenzwertigen Seren nicht bericksichtigt.

Sensitivitat/PPA = 100 %
Spezifitat/NPA = 95 %

HSV 2 (gG2) IgM
Zur Bestimmung der diagnostischen Sensitivitdt und Spezifitdt wurden 88 Seren im VIROTECH HSV 2 (gG2) IgM ELISA und

einem Referenztest getestet.

VIROTECH HSV 2 Referenztest
(9G2) IgM ELISA
negativ grenzwertig positiv Gesamt
negativ 72 0 1 73
grenzwertig 2 0 3 5
positiv 4 0 6 10
Gesamt 78 0 10 88

Bei der Berechnung der Sensitivitat und Spezifitat wurden die grenzwertigen Seren nicht berticksichtigt.

Sensitivitat/PPA =86 %
Spezifitat/NPA = 95 %

10.2 Durchseuchung (erwartete Werte)
HSV 1 (gG1)

IgG/IgM
Zur Ermittlung der in der Literatur (15) beschriebenen 70% Durchseuchung im IgG und 0% Durchseuchung im IgM im

Erwachsenenalter wurden 78 Blutspenderseren (Blutspenderpanel Frankfurt a.M., Hessen) getestet.

. VIROTECH HSV 1 (gG1) IgG/IgM ELISA
Serenkollektiv (n=78)
1gG IgM
Positiv 55 1
Grenzwertig 5 2
Negativ 18 75
Durchseuchung in % 70,5 1,3

HSV 2 (gG2)

IgG/IgM
Zur Ermittlung der in der Literatur (8) beschriebenen 9,6% Durchseuchung im 1gG und 0% Durchseuchung im IgM im

Erwachsenenalter wurden 80 Blutspenderseren (Blutspenderpanel Frankfurt a.M., Hessen) getestet.
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) VIROTECH HSV 2 (gG2) IgG/IgM ELISA
Serenkollektiv (n=80)
19G IgM
Positiv 3 2
Grenzwertig 0 0
Negativ 7 78
Durchseuchung in % 3,8 25

10.3 Interferente Substanzen
HSV 1 (gG1)
IgG/IgM

Pathologische Werte der Substanzen Hamoglobin, Bilirubin, Cholesterol und Triglyceride haben keinen Einfluss auf die
Leistungsfahigkeit des VIROTECH HSV1 (gG1) IgG/IgM ELISA.

HSV 2 (gG2)

IgG/IgM

Pathologische Werte der Substanzen Hamoglobin, Bilirubin, Cholesterol und Triglyceride haben keinen Einfluss auf die
Leistungsfahigkeit des VIROTECH HSV2 (gG2) IgG/IgM ELISA.

104 Kreuzreaktivitat
a) HSV1(gGl)
IgG: Zur Bestimmung der Kreuzreaktivitat des VIROTECH HSV 1 (gG1) ELISA im IgG wurden 200 vorcharakterisierte
Patientenseren getestet, die fiir einen der in der Tabelle gelisteten Erreger positiv waren. Seren, welche im VIROTECH HSV
1 (gG1) ELISA ein positives Testergebnis ergaben, wurden anschlieRend zusétzlich mit einem ELISA eines anderen
Anbieters getestet.

Erreger Anzahl neg | gw | pos Positive Ergebnisse bestatigt durch einen anderen
getestet Testanbieter (ELISA)

Candida albicans 12 0 0| 12 Ja
Chlamydia trachomatis 10 3 1 6 teilweise

CMV 15 2 0 | 13 teilweise

EBV 15 3 1|11 Ja

HPV 1 0 teilweise
HSV-2 3 0 Ja

Masern Virus 15 4 1]10 Ja
Parainfluenza Virus 15 3 1]11 Ja

Rubella Virus 14 2 0 | 12 teilweise
Toxoplasma gondii 13 3 0 | 10 teilweise
Treponema pallidum 15 0 0 | 15 teilweise

vzVv 15 4 1|10 Ja

Anti Nuclear Antibodies 15 0 1] 14 teilweise
Schwangerschaft 15 3 0 | 12 teilweise
Rheumafaktor 15 3 0 | 12 teilweise

Aufgrund fehlenden Probenmaterials konnte eine mdgliche Kreuzreaktion mit dem Erreger Neisseria gonorrhea nicht
Uberpruft werden.
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IgM: Zur Bestimmung der Kreuzreaktivitat des VIROTECH HSV 1 (gG1) ELISA im IgM wurden 163 vorcharakterisierte
Patientenseren getestet, die fUr einen der in der Tabelle gelisteten Erreger positiv waren. Seren, welche im VIROTECH HSV
1 (gGl) ELISA ein positives Testergebnis ergaben, wurden anschlieBend zusatzlich mit einem ELISA eines anderen

Testanbieter getestet.

Erreger Anzahl neg | gw | pos Positive Ergebnisse bestétigt durch einen anderen
getestet Testanbieter (ELISA)

Candida albicans 15 10 | 2 3 Nein
Chlamydia trachomatis 8 5 1 2 Nein

CMV 15 13 | 0 2 teilweise

EBV 15 5 2 8 teilweise
HSV-2 5 4 1 0 teilweise
Masern Virus 14 11 [ 1 2 Nein
Parainfluenza Virus 9 9 0 0 teilweise
Rubella Virus 4 0 0 teilweise
Toxoplasma gondii 11 8 0 3 Nein
Treponema pallidum 15 12 | 1 2 Nein

VzVv 7 5 0 2 teilweise

Anti Nuclear Antibodies 15 14 | 1 0 teilweise
Schwangerschaft 15 14 | 0 1 Ja
Rheumafaktor 15 15| 0 0 teilweise

Aufgrund fehlenden Probenmaterials konnte eine mdgliche Kreuzreaktion mit dem Erreger Neisseria gonorrhea nicht

Uberprift werden.

b) HSV2(gG2)

IgG: Zur Bestimmung der Kreuzreaktivitdt des VIROTECH HSV 2 (gG2) ELISA im IgG wurden 34 vorcharakterisierte
Patientenseren getestet, die fir einen der in der Tabelle gelisteten Erreger positiv waren.

Erreger Anzahl getestet | neg | gw | pos
\74Y 5 4 1 0
Masern Virus 8 8 0 0
CMV 10 10| 0] O
EBV 9 9 |0] O
Parvovirus 2 2 0 0

Im VIROTECH HSV 2 (gG2) ELISA ist keines der getesteten Seren positiv.

IgM: Zur Bestimmung der Kreuzreaktivitdt des VIROTECH HSV 2 (gG2) ELISA im IgM wurden 22 vorcharakterisierte
Patientenseren getestet, die fur einen der in der Tabelle gelisteten Erreger positiv waren.

Erreger Anzahl getestet | neg | gw | pos
\24Y 5 4 1 0
Masern Virus 4 3 1 0
CMV 6 4 0 2
EBV 5 5 0 0
Parvovirus 2 2 0 0

IgM: Im VIROTECH HSV 2 (gG2) ELISA sind 2 CMV Seren IgM positiv.
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10.5 Messbereich
a) VIROTECH HSV 1 (gG1) IgG/IgM ELISA

10.5.1 Limit of Blank (LoB)

Fur die Berechnung des LoB geméaR der CLSI Guidline EP17-A2 wurden insgesamt 4 negative Seren auf 2 Chargen an 5
Tagen in Dreifachbestimmung getestet.

Der ermittelte LoB fur IgG liegt bei einem OD-Wert von 0,078.
Der ermittelte LoB fur IgM liegt bei einem OD-Wert von 0,054.

10.5.2 Limit of Detection (LoD)

Fir die Berechnung des LoD gem&R der CLSI Guidline EP17-A2 wurden insgesamt 4 schwach positive Seren an 4 Tagen
auf 2 Chargen in Vierfachbestimmung getestet.

Der ermittelte LoD fir IgG liegt bei einem OD-Wert von 0,086.
Der ermittelte LoD fiir IgM liegt bei einem OD-Wert von 0,070.

b) Messbereich VIROTECH HSV 2 (gG2) IgG/IgM ELISA
n/a

10.6 Intra-Assay-Variationskoeffizient (Wiederholbarkeit)

HSV 1 (gG1)
In einem Assay wurden Streifen verschiedener Platten einer Charge mit 2 Seren schachbrettartig getestet. Der so ermittelte
Variationskoeffizient fir HSV 1 (gG1) betragt < 12%.

HSV 2 (gG2)
In einem Assay wurden Streifen verschiedener Platten einer Charge mit 2 Seren schachbrettartig getestet. Der so ermittelte
Variationskoeffizient fir HSV 2 (gG2) betragt < 15%.

10.7 Inter-Assay-Variationskoeffizient (Reproduzierbarkeit)

HSV 1 (gG1)
Fur die Bestimmung der Vergleichsprazision wurden 10 Seren von 3 Personen an 3 unterschiedlichen Tagen ausgewertet
und der VK der VE Werte betrachtet. Der so ermittelte Variationskoeffizient fur HSV 1 (gG1) betragt < 20%.

HSV 2 (9G2)
Fur die Bestimmung der Vergleichsprazision wurden 7 Seren von 3 Personen an 3 unterschiedlichen Tagen ausgewertet

und der VK der VE Werte betrachtet. Der so ermittelte Variationskoeffizient fur HSV 2 (gG2) betragt < 20%.
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12. Testablaufschema

Vorbereitung der Patientenproben und Waschldsung

V¥ Waschlésung: Konzentrat auf 1 Liter mit aqua dest./demin. auffiillen

\ 4 IgG-Proben — Verdiinnung
1:101

z.B.:
10 pl Serum/Plasma + 1000 pl Verdiinnungspuffer
(Serumverdinnungspuffer ist gebrauchsfertig)

\ 4 IgM-Proben - Verdiinnung

1:101

Rheumafaktoradsorption mit RF-SorboTech

5 pl Serum/Plasma + 450 pl Verdinnungspuffer +
1 Tropfen RF-SorboTech bei RT 15 min inkubieren

Testdurchflhrung

Probeninkubation 30 Minuten bei 37°C

4 x Waschen

Konjugatinkubation 30 Minuten bei 37°C

4 x Waschen

Substratinkubation 30 Minuten bei 37°C

Abstoppen

Extinktion messen

100 pl Patientenproben

Leerwert (Verdiinnungspuffer) und Kontrollen

400 pl Waschlésung

gut ausklopfen

100 pl Konjugat
Ig9G, IgM

400 pl Waschlésung

gut ausklopfen

100 pl Substrat

50 pl Stopplésung

vorsichtig schiitteln

Photometer bei 450/620nm
(Referenzwellenlange 620-690nm)
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