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1. Verwendungszweck

LINE Immunoblot Testkit zum qualitativen Nachweis spezifischer IlgG—Antikdrper gegen Herpes simplex Virus (HSV) 1 und
HSV2 im Humanserum. Durch die Verwendung der subtypenspezifischen Glycoproteine G1 (gG1) und G2 (gG2) ist die diag-
nostisch bedeutsame Unterscheidung von HSV1 und HSV2 méglich.

2. Diagnostische Bedeutung

Herpes-simplex-Viren (HSV) sind in der Bevolkerung weit verbreitet. Sie werden durch engen korperlichen Kontakt Giber die
Schleimh&ute Ubertragen, sodaR die Durchseuchung meist schon im friihen Kindesalter einsetzt. Obwohl diese Priméarinfekti-
onen zu Uber 90% asymptomatisch bleiben, etabliert sich in der Regel eine latente Infektion in den regionalen Ganglien. Fur
das Verstandnis der Pathogenese von HSV-Infektionen ist die Tatsache entscheidend, dass latent in Ganglienzellen persis-
tierende Viren reaktiviert werden kénnen. Durch die asymptomatische Virusausscheidung tber Speichel und Genitalsekret
wird die Weiterverbreitung des Virus begunstigt. Im orofazialen Bereich Uiberwiegen die HSV1-Infektionen wahrend im Geni-
talbereich die Infektionen Uberwiegend durch HSV2 hervorgerufen werden, nur ein geringer Teil (5-30%) wird durch HSV1
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 ber 70%, und nahezu die Halfte
der Uberlebenden entwickelt neurologische Schéaden (14). Fast alle HSV2-Infektionen bei Neugeborenen werden bei der Pas-
sage durch den Geburtskanal erworben (7). Die meisten Mutter (60 bis 80%), die Herpes Viren auf ihre Kinder ubertragen,
sind zum Zeitpunkt der Geburt asymptomatisch (14). Die Ubertragungsraten sind besonders hoch, wenn die Mutter zu diesem
Zeitpunkt eine priméare 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 Prévention des Erwerbs einer genitalen HSV—Infektion wéhrend der spaten Schwan-
gerschaftsphase hervorhebt. Frauen mit einem erhdhten Risiko, d.h. einem Partner mit einer oralen oder genitalen HSV-Infek-
tion oder mit unbekanntem Infektionsstatus, sollten entsprechende Beratung erhalten, um ungeschiitzten oder oralen sexuel-
len 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, Schwierig-
keiten 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 HSV1 und HSV2 sind die
serologischen Verfahren, die Viruslysate als Antigene benutzen, nicht ausreichend geeignet, HSV1- von HSV2-Infektionen zu
unterscheiden. Aufgrund der hohen Durchseuchung mit HSV1 kann der serologische Status fiir HSV2 mit solchen Verfahren
nur schwer zuverldssig bestimmt werden.

Die genitalen HSV1- Infektionen rezidivieren wesentlich seltener als HSV2- Infektionen. Eine vorausgegangene genitale In-
fektion mit HSV1 scheint einen gewissen Schutz vor Infektion mit HSV2 zu bieten, bzw. die Symptome zu mildern oder géanzlich
zu verhindern (10). Eine vorausgegangene orale HSV1- Infektion stellt keinen Schutz gegen eine genitale HSV2 Infektion dar
(14). Das klinische Erscheinungsbild des genitalen Herpes entspricht in etwa demjenigen anderer Geschwurbildungen an den
Geschlechtsorganen und ist demnach differentialdiagnostisch gegenuber Haemophilus ducreyi, Treponema pallidum und
Chlamydia trachomatis zu unterscheiden (7). Die Differenzierung der HSV1- von der HSV2- Infektion ist somit fur die Bestim-
mung der Durchseuchung mit HSV1 bzw. HSV2 und damit zur Identifizierung von potentiellen Ubertragern und insbesondere
zur Risikoeinschétzung und Vorbeugung beim Herpes neonatorum von Bedeutung.

3. Testprinzip

Proteine des Erreger-Antigens werden durch ein spezielles Sprihverfahren auf eine Nitrozellulosemembran Ubertragen. Die
Nitrozellulosemembran wird dann in Einzelstreifen geschnitten.

Die Inkubation der antigentragenden Nitrozellulosestreifen mit Humanserum/-plasma-Proben erlaubt den Nachweis vorhan-
dener spezifischer Antikérper. Diese Antikdrper bilden Immunkomplexe mit dem auf den Teststreifen fixierten Antigenen. Nach
Entfernung der nicht gebundenen Antikdrper durch Waschschritte, werden die einzelnen Nitrozellulosestreifen mit alkalischer
Phosphatase konjugierten anti-human 1gG-Antikérpern inkubiert. Nachdem nicht gebundene konjugierte Antikoérper durch ei-
nen weiteren Waschschritt entfernt wurden, erfolgt die Sichtbarmachung der Antigen/Antikérper-Komplexe (der gebundenen
Antikorper) durch die Zugabe eines ungeféarbten Substrates, welches bei seiner enzymatischen Umsetzung blau-violette
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Banden (“Antigen-Banden”) erzeugt. Die Enzym/Substrat-Reaktion wird durch Waschen der Nitrozellulosestreifen mit Aqua
dest./deionisiert gestoppt. Abhangig von dem beobachteten Bandenmuster kann man auf das Vorhandensein von spezifischen
1gG-Antikorpern schliel3en.

4. Packungsinhalt
4.1 Kit fir 16 Bestimmungen
1. 1gG Nitrozellulose Teststreifen mit aufgespriihten Antigenen, folienverstarkt,
sortiert im Heftchen, gebrauchsfertig 1x 16 Streifen
2. lgG Cut off Kontrolle, Humanserum, vorverdinnt 1x 1,0 ml
3. Verdinnungs-/Waschpuffer, pH 7,3 (10x konz.), mit Tris und Konservierungsmittel 1x 50 ml
4. 1gG-Konjugat (100x konz.)
Anti-Human, (Ziege)-Alkalische Phosphatase, mit Konservierungsmittel 1x 0,7 ml
5. Substrat (BCIP/NBT), gebrauchsfertig 1x 57 ml
6. Auswertungsprotokollblatt zum Protokollieren und Archivieren der Ergebnisse 1x 1 Stk.
4.2 Kit fir 32 Bestimmungen
1. 1gG Nitrozellulose Teststreifen mit aufgespriihten Antigenen, folienverstarkt,
sortiert im Heftchen, gebrauchsfertig 2x 16 Streifen
2. lgG Cut off Kontrolle, Humanserum, vorverdinnt 1x 1,0 ml
3. Verdinnungs-/Waschpuffer, pH 7,3 (10x konz.), mit Tris und Konservierungsmittel 2x 50 ml
4. 1gG-Konjugat (100x konz.)
Anti-Human, (Ziege)-Alkalische Phosphatase, mit Konservierungsmittel 1x 0,7 ml
5. Substrat (BCIP/NBT), gebrauchsfertig 1x 57 ml
6. Auswertungsprotokollblatt zum Protokollieren und Archivieren der Ergebnisse 1x 1 Stk.

Auf Anfrage zuséatzlich erhéltlich:

1gG -Positive Kontrolle, Humanserum, vorverdiinnt, 0,5 ml.
Die positiven Banden > Cut off Bande kénnen sie dem mitgelieferten Zertifikat entnehmen.
(Best.-Nr.: 1IgG: WE130P60)

1gG -Negative Kontrolle, Humanserum, vorverdinnt, 0,5 ml.
Die negative Kontrolle zeigt keine Banden bzw. keine fir die Auswertung relevanten Banden > Cut off Bande.
(Best.-Nr.: 1IgG: WE130N60)

Lagerung und Haltbarkeit des Testkits und der Reagenzien

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

1.

ok wDn

Die einzelnen Reagenzien nicht einfrieren und keinen hohen Temperaturen aussetzen.
Reagenzien nicht nach Ablauf des Verfallsdatums verwenden.
Lagerung der Reagenzien bei grellem Licht ist zu vermeiden.

Die BCIP/ NBT-Substratldsung ist lichtempfindlich und muss im Dunkeln aufbewahrt werden.

Nitrozellulose Teststreifen: Streifen nach der Entnahme aus dem Beutel sofort verwenden. Beutel mit den nicht beno-
tigten Streifen wieder fest verschlieRen und bei 2-8°C aufbewahren. Zur Archivierung der Ergebnisse sollten die Nitrozel-
lulose Teststreifen unbedingt vor direktem Sonnenlicht geschitzt werden, um ein Verblassen der Banden zu vermeiden.
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Material Zustand Lagerung Haltbarkeit
Untersuchungsproben unverdinnt +2 bis +8°C 1 Woche
Teststreifen nach Offnen *2 bis +8°C (Lagerung im mit- 3 Monate
gelieferten Beutel)
Kontrollen nach Offnen +2 bis +8°C 3 Monate
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) nach Offnen +2 bis +8°C 3 Monate
Konjugat
verdiinnt +2 bis +8°C ca. 6h
Substrat nach Offnen +2 bis +8°C (lichtgeschutzt) 3 Monate
nach Offnen +2 bis +8°C (lichtgeschutzt) 3 Monate
Waschlésung endverdinnt (gebrauchsfertig) +2 bis +8°C 4 Wochen
endverdinnt (gebrauchsfertig) oder Raumtemperatur 2 Wochen

6. VorsichtsmaRnahmen und Warnhinweise

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 Kontrollseren, Proben, verdiinnte Proben, Konjugate und die
Nitrozellulose Teststreifen als potentiell infektioses Material betrachtet und entsprechend sorgféltig gehandhabt werden.
Es gelten die jeweiligen Richtlinien fir Laborarbeiten.

Bei der Durchfuhrung des Immunoblots sind Einmalhandschuhe zu tragen und eine Plastik-Pinzette zu benutzen.

Die Entsorgung der verwendeten Materialien erfolgt nach landerspezifischen Richtlinien.

Die Inkubationswannen sind vom Hersteller nur fur den Einmalgebrauch konzipiert. Ein mehrmaliger Gebrauch der
Inkubationswannen liegt in der Verantwortung des Anwenders. Bei evtl. Mehrfachverwendung empfehlen wir, die
Inkubationswannen nach Gebrauch mehrere Stunden in 1% Natriumhypochloritlésung zu desinfizieren, zu reinigen und
grundlich mit Leitungswasser und Aqua dest./deionisiert zu spulen.

7. Zusatzlich bendtigtes Material (wird nicht mitgeliefert)

© 0N OrwwDNPRE

N
©

Inkubationswanne (bei Bedarf erhaltlich unter Best.-Nr. WE300.08)
Schiittler (vertikal nicht zentrifugal)

Eine Spritzflasche zum Abstoppen

Pipette oder Handwaschgeréat

Mikropipetten 5 pl - 1500 pl

Pipettenspitzen

Probenréhrchen (Tubes) 2-20 ml Volumen

Plastikpinzette

Aqua dest. oder deionisiert

Filterpapier

8. Untersuchungsmaterial

Als Untersuchungsmaterial kann Serum und Plasma (hierbei ist die Art der Antikoagulanzien nicht von Relevanz) eingesetzt

werden, auch wenn in dieser Packungsbeilage nur Serum erwahnt ist.

9. Testdurchfiihrung

Die exakte Einhaltung der VIROTECH Diagnostics Arbeitsvorschrift ist Voraussetzung fir die Erzielung korrekter Ergebnisse.

9.1 Vorbereitung der Proben
1. Pro Patientenprobe werden 15 pl Serum oder Plasma benétigt.
2. Blutproben sollten aseptisch durch Venenpunktion entnommen werden. Nach vollstandiger Gerinnung ist das Serum ab-
zutrennen (entféllt bei Plasma). Fir eine langere Aufbewahrung missen die Seren bei -20°C eingefroren werden.
3. Wiederholtes Einfrieren und Auftauen der Seren ist zu vermeiden.
4.  Seren, die hitzeinaktiviert, lipAmisch, hdmolytisch oder mikrobiell kontaminiert sind, kdnnen zu verfélschten Ergebnissen
fuhren und sollten daher nicht verwendet werden.
5. Getrubte Serumproben (insbesondere nach dem Auftauen) nicht verwenden, ggf. zentrifugieren (5 min bei 1000 x g),
klaren Uberstand pipettieren und im Test einsetzen.
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9.2 Vorbereitung der Reagenzien

6.  Zur Anpassung an die Laborroutine, kdnnen alle LINEs und EcoBlots in einem Testlauf mit gleichen Inkubationszeiten
und parameter- / chargenubergreifenden Komponenten abgearbeitet werden. Die Cut off Kontrollen werden parameter-
und chargenspezifisch eingesetzt.

7. Vor Verdiinnung aller Testreagenzien das jeweilige Konzentrat auf Raumtemperatur bringen. Nur Aqua dest./deionisiert
von hoher Qualitdt und Raumtemperatur verwenden.

8.  Verdinnungen vor Testansatz gut durchmischen.

9. Verdlinnungs-/Waschpuffer
Der Verdiinnungs-/ Waschpuffer liegt 10-fach konzentriert vor. Das Verdiunnungs-/ Waschpufferkonzentrat 1:10 mit des-
tilliertem oder deionisiertem Wasser verdiinnen (10ml/50ml/2100ml Konzentrat + 90mI/450m1/900ml A. dest./deionisiert),
gut mischen.

Sowohl der konzentrierte als auch der verdiinnte Verdiinnungs-/ Waschpuffer kdnnen eventuell eine Gelbfarbung aufwei-
sen. Diese Gelbféarbung hat weder Einfluss auf die Haltbarkeit des Verdiinnungs-/ Waschpuffers, noch auf die Funktiona-
litdt und diagnostische Aussagekraft des Testansatzes.

10. IgG-Konjugat
Das Konjugat 1 + 100 mit endverdiinntem Verdiinnungs-/Waschpuffer verdiinnen, gut mischen. Pro Serumprobe wird
1,5ml Konjugat-Gebrauchslésung benétigt. Siehe Konjugatverdiinnungstabelle (Punkt: ,Testablaufschema®).

11.  Substratlésung
Die Substratlésung wird gebrauchsfertig geliefert.

9.3 Immunoblot Testdurchfihrung

Achtung: Fir die korrekte Durchfihrung und Beurteilung des HSV LINEs, muB3 bei jedem Testansatz eine

parameter- und chargenspezifische Cut off Kontrolle mitgefihrt werden.

1. Die Testdurchfiihrung erfolgt bei Raumtemperatur.

2. Furjede Probe je 1 Streifen in die Rinne einer sauberen Inkubationswanne legen. Streifen mdglichst nur am markierten
oberen Ende anfassen.

3. Je 1,5ml gebrauchsfertigen Verdinnungs-/Waschpuffer pipettieren und auf den Schiittler stellen. Darauf achten, dass
die Nitrozellulose Teststreifen gleichmafRig mit Flissigkeit bedeckt sind, die Streifen dirfen wahrend der gesamten Test-
durchfiihrung nicht trocknen.

4.  Die verstarkten Nitrozellulose Teststreifen sind innerhalb einer Minute vollstéandig befeuchtet und kénnen in Ricken-,
Bauch- oder Seitenlage inkubiert werden.

5. Je 15ul Patientenserum/-plasma bzw. 100ul der Cut off / Positiven / Negativen Kontrolle zupipettieren, méglichst am
oberen, markierten Streifenende. Patientenserum und Kontrolle 30 Minuten auf dem Schiittler inkubieren. Beim Pipettie-
ren und anschlieBendem Abgiel3en darauf achten, dass es nicht zu einer Kreuzkontamination der einzelnen Patienten-
proben kommt.

6. Flussigkeit aus den Rinnen vollsténdig absaugen, oder vorsichtig abgief3en. Beim Abgiel3en der Flussigkeit bleiben die
Nitrozellulose Teststreifen am Boden der Rinnen haften. Restflissigkeit auf einem Saugpapier abtropfen.

7.  Streifen Waschen: mit je 1,5 ml gebrauchsfertigem Verdiinnungs-/Waschpuffer 3 x 5 Minuten auf dem Schiittler inkubie-
ren. Waschpuffer immer vollstandig absaugen oder abgiel3en. Vor Ablauf des letzten Waschschrittes die benétigte
Menge an frischer Konjugatverdiinnung (s. Tabelle) herstellen.

8.  Flussigkeit aus den Rinnen vollstandig absaugen oder abgieRen (siehe Punkt 6).

9. Je 1,5 ml der hergestellten Konjugatverdiinnung in die entsprechenden Inkubationsrinnen pipettieren und 30 Minuten
auf dem Schittler inkubieren.

10.  Flussigkeit aus den Rinnen vollstandig absaugen oder abgieRen.

11.  Streifen Waschen: mit je 1,5 ml gebrauchsfertigem Verdiinnungs-/Waschpuffer 3 x 5 Minuten auf dem Schiittler inkubie-
ren. Waschpuffer immer vollstandig absaugen oder abgiel3en. Anschliefend 1 x 1 Minute mit Aqua dest./deionisiert
spulen.

12.  Flussigkeit aus den Rinnen vollstandig absaugen oder abgieRen (siehe Punkt 6).

13.  Je 1,5 ml gebrauchsfertige Substratldsung in die Rinnen pipettieren und 10 + 3 Minuten auf dem Schdttler entwickeln.

Seite 6 von 12 REV 20

VIROTECH HSV IgG LINE Immunoblot DE Freigabedatum: 18.10.2018



14.  Farbentwicklung stoppen durch Abgiel3en der Substratiésung. AnschlieRend Streifen ohne Zwischeninkubation 3 x mit je
1,5 ml Aqua dest./deionisiert waschen.

15. Aqua dest./deionisiert abgieBen und Streifen auf einem sauberen saugféhigen Papier trocknen. Die Hintergrundférbung,
die bei feuchten Nitrozellulose Teststreifen beobachtet werden kann, geht bei den getrockneten Steifen vollstandig zu-
ruck. Verstarkte Nitrozellulose Teststreifen bendétigen im Vergleich zu den herkdbmmlichen Nitrozellulose Teststreifen et-
was langer, bis sie getrocknet sind.

16.  Zur Auswertung das beigefugte Auswertungsprotokoll verwenden. Die Beschriftung der hochspezifischen Banden auf
dem Protokollblatt erleichtert Ihnen die Auswertung der Patientenproben.

Testablaufschema siehe letzte Seite

9.4 Einsatz von Immunoblot-Prozessoren
Fir die automatisierte Abarbeitung der Blots und LINEs sind folgende Geréte validiert: Apollo und Profiblot. Grundséatzlich sind
alle handelsublichen Blotautomaten geeignet.

10. Testauswertung

Zur sicheren Auswertung ist jeder LINE Streifen mit zwei Kontrollen ausgestattet:

1. Serumkontrolle (= serum control):
Nur nach Inkubation mit Patientenserum erscheint unterhalb der Markierungslinie (= markline) die Seruminkubations-
bande.

2. Konjugatkontrolle (= conjugate control):
Der LINE Streifen ist mit einer Konjugatkontrollbande ausgestattet, die nach Inkubation mit dem entsprechenden Konju-
gat erscheint.

Die Testdurchfuihrung ist giltig, wenn auf dem entwickelten Nitrozellulose Teststreifen sowohl die Serumkontrolle als auch die

interne Konjugatkontrolle deutlich zu erkennen ist.

Die Position der Serum- / und der Konjugatkontrollbande entnehmen Sie dem Protokollblatt.

10.1 Auswertung der Patientenproben
Die Position und Bezeichnung der reaktiven Banden entnehmen Sie bitte dem Protokollblatt.
lgG-Banden: HSV, gG1, gG2

10.2 Einsatz der Cut off Kontrolle
Cut off Bande zur Beurteilung der HSV Gesamt-Antigen-, gG1- und gG2-Banden: gG2-Bande der Cut off Kontrolle

Bewertung der Bandenintensitaten:

17. gG1- und gG2-Bande: Banden < gG2-Bande der Cut off Kontrolle: Negativ (-)
Banden = gG2-Bande der Cut off Kontrolle: Grenzwertig (gw)
Banden > gG2-Bande der Cut off Kontrolle: Positiv (+)
18. HSV-Gesamt-Antigen: Banden < gG2-Bande der Cut off Kontrolle: Negativ (-)
Banden = gG2-Bande der Cut off Kontrolle: Positiv (+)
10.3 Bedeutung der Antigene
Antigen / Beschreibung der Antigene Spezifitat der
Bezeichnung Antikdrper im LINE
HSV- Natives HSV1- und HSV2-Gesamtantigen. .
) spezifisch
Gesamtantigen
gG1 Rekombinantes, speziesspezifisches Glykoprotein aus Baculovirus-System. Hochspezifisch fiir HSV1
gG2 Affinitatschromatographisch gereinigtes speziesspezifisches Glykoprotein. Hochspezifisch fiir HSV2
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104 Auswertungskriterien
Die Interpretation serologischer Ergebnisse sollte immer das klinische Bild, epidemiologische Daten und weitere zur Verfliigung
stehende Laborbefunde mit einbeziehen.

Empfohlene Beurteilung

Falls nur die HSV Gesamtantigenbande, nur die gG1- oder nur die gG2-Bande erkannt wird, ist das Ergebnis als un-
plausibel zu bewerten und sollte mittels einer anderen Methodik verifiziert werden.

Bandenbewertung Gesamt-Beurteilung
Gesagtsa\:ltigen gG1l gG2 HSV-1 HSV-2
- - - negativ negativ
Nur eine isolierte Bande unplausibel unplausibel
+ gw - grenzwertig negativ
+ - gw negativ grenzwertig
+ gw gw grenzwertig grenzwertig
+ + - positiv negativ
+ - + negativ positiv
+ gw + grenzwertig positiv
+ + gw positiv grenzwertig
+ + + positiv positiv
10.5 Grenzen des Tests

1. Ein negatives Blotergebnis schlief3t die Mdglichkeit einer Infektion mit HSV1 und/oder HSV2 nicht vollstandig aus. Die
Probe kann vor Auftreten der Antikdrper entnommen worden sein oder der Antikdrpertiter liegt unter der Nachweisgrenze
des Tests. In diesen Fallen wird eine IgM-Serologie empfohlen.

2.  Die Therapie mit Acyclovir kann die Antikdrperbildung beeinflussen (3).

3. Die genetische Variabilitat des gG2 Proteins kann zu gG2 negativen HSV2 Stammen fuhren.

4. In seltenen Fallen kdnnen Patientenseren “inverse”-Banden zeigen (dunkler Hintergrund, weil3e Banden); diese sind
nicht zu bewerten, d.h. der Immunoblot ist in diesen Fallen nicht auswertbar. Das Serum sollte mittels anderer serologi-
scher Methoden uberpruft werden.

11. Leistungsdaten

111 Sensitivitat und Spezifitat im Vergleich zum Western Blot
Zur Ermittlung der Sensitivitat und Spezifitéat wurden folgende Serenkollektive untersucht:
Prostituierte (n=30), Kinder (n=10), Autoimmunseren (n=3), Seren mit Verdacht auf HSV-Infektion (n= 82).
Als Referenzmethoden (Befund) wurde ein Western Blot durchgefuhrt.

Serenkollektiv (n = 125) VIROTECH HSV IgG LINE Immunoblot
5 unklare Seren HSV1 negativ HSV1 positiv
Befund HSV1 negativ 41 3
(Western Blot) HSV1 positiv 4 72
Serenkollektiv (n = 125) VIROTECH HSV IgG LINE Immunoblot
3 unklare Seren HSV2 negativ HSV2 positiv
Befund | HSV2 negativ 37 2
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| (Western Blot) | HSV2 positiv 7 76

Daraus errechnet sich folgende Sensitivitat / Spezifitat:

HSV1 HSV2
94,7 % 91,6 %
Sensitivitat:
Spezifitat: 93,2 % 94,9 %
11.2 Sensitivitat und Spezifitat im Vergleich zum ELISA

Zur Ermittlung der Sensitivitat und Spezifitéat wurden folgende Serenkollektive untersucht:

Prostituierte (n=30), Schwangere (n=74/75), Kinder (n=58), Blutspender (n=69), Autoimmunseren (n=14), Ringversuchsseren
(n=20), HIV-Seren (n=76), Potentiell kreuzreaktive Seren (n=18), Seren mit Verdacht auf HSV-Infektion (n= 82).

Als Referenzmethoden (Befund) wurde ein ELISA durchgefihrt.

Serenkollektiv (n = 441) VIROTECH HSV IgG LINE Immunoblot
24 unklare Seren HSV1 negativ HSV1 positiv
Befund HSV1 negativ 120 6
(ELISA) HSV1 positiv 8 283

Serenkollektiv (n = 442)

VIROTECH HSV IgG LINE Immunoblot

13 unklare Seren HSV2 negativ HSV2 positiv
Befund HSV2 negativ 282 6
(ELISA) HSV2 positiv 6 135

Daraus errechnet sich folgende Sensitivitat / Spezifitat:

HSV1 HSV2
Sensitivitat: 97,3% 95,7 %
Spezifitat:
95,2 % 97,9 %
11.3 Diagnostische Sensitivitat und Spezifitat

52 bzw. 53 klinisch definierte HSV-Seren wurden zur Bestimmung der diagnostische Sensitivitat und Spezifitat herangezogen.

Serenkollektiv (n = 53)

VIROTECH HSV IgG LINE Immunoblot

3 unklare Seren HSV1 negativ HSV1 positiv
. . HSV1 negativ 16 0
Diagnostischer Befund .
HSV1 positiv 2 32

Serenkollektiv (n = 52)

VIROTECH HSV IgG LINE Immunoblot

1 unklares Serum HSV2 negativ HSV2 positiv
. . HSV2 negativ 10 0
Diagnostischer Befund .
HSV2 positiv 3 38
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Daraus errechnet sich folgende diagnostische Sensitivitat / Spezifitat:

HSV-1 HSV-2
Diagnostische Sensitivitat: 94,1 % 92,7 %
Diagnostische Spezifitat: 100,0 % 100,0 %

Die etwas geringere diagnostische Sensitivitat im Vergleich zur Sensitivitat, lasst sich durch das Serenpanel erklaren.
Da es sich bei diesen Seren auch um primére Infektionen handelt, kann es sein, dass die IgG-Antikdrperbildung noch
nicht in jedem Fall stattgefunden hat!

114 Kreuzreaktivitat
Das eingesetzte gereinigte native gG2- und das gereinigte rekombinante gG1- Protein sind hochspezifisch.

115 Durchseuchung (erwartete Werte )
In den nachfolgenden Tabellen sind die mit den VIROTECH Diagnostics ermittelten Ergebnisse fir bestimmte Seren-Kollektive
dargestellt. Die Ergebnisse zeigen eine gute Korrelation mit den in der Literatur beschriebenen epidemiologischen Daten.

Serenkollektiv HSV LINE Literaturangaben HSV LINE Literaturangaben
(HSV1/HSV2) HSV1 positiv HSV1 HSV2 positiv HSV2
80% in Deutschland (15) 15% in Deutschland (15)
Blutspender ) )
(n= 69) 78,3 % 75% in Deutschland (10) 8,7 % 14-18% in Deutschland (10)
- 80% in der Schweiz (6) 19% in der Schweiz (6)
Schwangere 70% in den Niederlanden
79,7 % 6,4 % -
(n=79/78) (13)
. L 1-5 Jahre < 2%
Kinderseren 30% : 1-5 Jahrige
28,0 % . 0% 6-11 Jahre < 3%
(n=85/82) 50% : 12-16 Jahrige (12)
11-16 Jahre ca. 8% (12)
Prostituierte 78% in Deutschland (10)
85,7 % - 71,4 % ) .
(n=35/35) 49% in der Schweiz (8)
HIV Seren .
88,2 % 91% in Deutschland (15) 71,1 % 60% (10)
(n=76/76)

Die Daten stimmen mit den Literaturangaben gut Uberein; dies ist ein Hinweis fiir die gute Spezifitdt und Sensitivitat des Tests.

11.6 Intra-Assay-Prazision (Wiederholbarkeit)
Fir die Ermittlung der Wiederholbarkeit wurden in einem Versuchsansatz 32 Nitrozellulose Teststreifen einer ungeschnittenen
Nitrozellulosemembran mit der cut-off Kontrolle und in einem zweiten Versuchsansatz mit der positiven Kontrolle inkubiert. Die
Banden zeigen auf dem gesamten Nitrozellulose-Sheet einheitliche Intensitéaten.

11.7 Inter-Assay-Prazision (Reproduzierbarkeit)
Die Bestimmung der Testprazision erfolgte in 10 unabhéngigen Testansétzen mittels manueller Testung und Automatentes-
tung von unterschiedlichen Personen.

Es wurde fur HSV1 ein negatives Serum, ein schwach-positives Serum und positives Serum im IgG getestet. Fir HSV2 wurde
ein negatives Serum, ein negativ-grenzwertiges Serum und ein positives Serum im 1gG getestet:

HSV1 HSV2
negativ 10 neg. negativ 10 neg.
schwach positiv 10 pos. Negativ-grenzwertig 5neg./5 gw.
Positiv 10 pos. Positiv 10 pos.
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13. Testablaufschema

Testdurchfiihrung in Kurzform:

Probeninkubation 30 Minuten 15 pl Patientenserum/-plasma/100 pl Kontrolle
in je 1,5 ml Verdiinnungs-/Waschpuffer

Waschen 3 x 5 Minuten Mit je 1,5 ml Verdinnungs-/Waschpuffer
Konjugatinkubation 30 Minuten Mit 1,5 ml Gebrauchsverdiinnung (1 + 100)
Waschen 3 x 5 Minuten Mit je 1,5 ml Verdinnungs-/Waschpuffer

1 x 1 Minute Mit Aqua dest./deionisiert
Substratinkubation 10 £ 3 Minuten Mit je 1,5 ml Substratlésung
Stoppen 3 x ohne Zwischeninkubation Mit je 1,5 ml Aqua dest./deionisiert

Konjugatverdiinnungstabelle: (gerundet)

Anzahl Streifen 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10

Verdinnungs/ Waschpuffer |, o | 360 | 45m | 60oml | 75m | 90ml | 12.0m |12.0m | 14.0m | 15.0mi

Konjugat-Konzentrat 150 | 30wl |aswl |eowl  |7sw |oow  |110w |120w | 140w | 1500

Endvolumen 1,515ml | 3,03ml | 4,545ml | 6,06ml | 7,575ml| 9,09ml | 11,11ml | 12,12ml | 14,14ml | 15,15m|

Anzahl Streifen 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20

Verdinnungs/ Waschpuffer | ;o | 15 omi | 20,0ml | 21,0mi | 23.0ml | 24,0mi | 26.0mi | 27.0ml | 29.0mi | 30,0ml

Konjugat-Konzentrat 170u | 180ul | 200w | 210u | 230w | 240ul | 260w | 270w | 200u | 300ul

Endvolumen 17,17ml | 18,18ml | 20,2ml | 21,21ml | 23,23ml | 24,24ml | 26,26ml | 27,27mlI | 29,29mlI | 30,3mI

Anzahl Streifen 21 22 23 24 25 26 27 28 29 30

Verdunnungs/ Waschpuffer | 5, o | 33 omi | 35,0ml | 36,0ml | 38,0ml | 39,0ml | 41.0ml | 42.0ml | 44.0mi | 45.0mi

Konjugat-Konzentrat 320u | 3304l | 3504l | 360u | 380u | 390w | 410w | 420 | 440u | 450u

Endvolumen 32,32ml | 33,33ml | 35,35ml | 36,36ml | 38,38ml | 39,39ml | 41,41ml | 42,42ml | 44,44ml | 45,45m|

Anzahl Streifen 31 32 33 34 35 36 37 38 39 40

Verdinnungs/ Waschpuffer | ;o | 45 omi | 50,0ml | 51,0mi | 53,0ml | 54,0mi | 56,0ml | 57.0ml | 59,0mi | 60,0ml

Konjugat-Konzentrat a70ul | 480w |s00u | 510w | 530u | 540l | 5604 | 570u | 590u | 600wl

Endvolumen

47,47ml | 48,48ml | 50,5ml | 51,51ml | 53,53ml | 54,54ml | 56,56ml | 57,57ml | 59,59ml | 60,6ml
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