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1. Asnwendungsbereich

Fur die in vitro Diagnostik. Die RIDASCREEN® HSV 1 Tests sind Enzymimmunoassays zum
quantitativen Nachweis von IgG- oder IgM-Antikdrpern gegen das Herpes-simplex-Virus Typ 1
(HSV 1) in humanem Serum.

Die Tests sollten bei begrindetem Verdacht auf eine Infektion mit HSV 1 oder zur Abklarung
des Immunstatus durchgefuhrt werden.

2. Zusammenfassung und Erklarung des Tests

Aufgrund der Reaktion des Immunsystems kommt es nach einer Infektion mit HSV zur Bildung
von spezifischen Antikdrpern gegen den Erreger. Diese kdénnen im Serum mit Hilfe von
immunologischen Verfahren nachgewiesen werden. Fur die Aussagekraft eines Tests ist dabei
neben der Auswahl des verwendeten, Erreger-spezifischen Antigens auch die verwendete
Testmethode von Bedeutung.

3. Testprinzip

Gereinigte Antigene sind an eine Mikrotiterplatte gebunden. In Patientenproben vorhandene
Antikérper binden an die Antigene und werden in einem zweiten Schritt mit Enzym-markierten
Anti-human-Antikérpern (Konjugat) nachgewiesen. Durch das Enzym wird ein farbloses
Substrat (H,O,/TMB) zu einem blauen Endprodukt umgesetzt. Die enzymatische Reaktion wird
durch Zugabe von Schwefelsaure beendet. Dabei erfolgt gleichzeitig ein Farbumschlag von
blau nach gelb. Die abschlieRende Messung erfolgt in einem Photometer bei 450 nm
(Referenzwellenlange > 620 nm).
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4. Packungsinhalt

Tab. 1: Packungsinhalt (Die Reagenzien einer Packung reichen fir 96 Bestimmungen)

1 N Schwefelséaure; gebrauchsfertig

K 5121 | K5131
[s[€} IgM
96 Best. | Mikrotiterplatte; X
12 Mikrotiterstreifen (teilbar) im Halterahmen; beschichtet mit
rekombinantem Glykoprotein-G1 (gG1) von HSV 1
96 Best. | Mikrotiterplatte; X
12 Mikrotiterstreifen (teilbar) im Halterahmen;
beschichtet mit Vollantigen von HSV 1
110 ml | Probenpuffer, gebrauchsfertig; X X
Phosphat-gepufferte NaCl-Lsg., gelb gefarbt
SeroWP 100 ml | Waschpuffer, 10fach konzentriert; X X
Tris-gepufferte NaCl-Lsg.
Control IgG | + 2,5 ml | Standardkontrolle 1gG, gebrauchsfertig; X
griiner Deckel verdiinntes Humanserum, grun gefarbt
Control IgM 2,5 ml | Standardkontrolle IgM, gebrauchsfertig; X
roter Deckel verdiinntes Humanserum, rot gefarbt
Control IgG | - 1,2 ml | Negativkontrolle IgG, gebrauchsfertig; X
farbloser Deckel verdinntes Humanserum
Control IgM | — 1,2 ml | Negativkontrolle IgM, gebrauchsfertig; X
farbloser Deckel verdinntes Humanserum
Control IgG 1,2 ml | Qualitatskontrolle A IgG, gebrauchsfertig; X
griiner Deckel verdinntes Humanserum
Control IgG | B 1,2 ml | Qualitatskontrolle B IgG, gebrauchsfertig; X
griiner Deckel verdinntes Humanserum
Control IgM 1,2 ml | Qualitatskontrolle A IgM, gebrauchsfertig; X
roter Deckel verdinntes Humanserum
Control IgM | B 1,2 ml | Qualitatskontrolle B IgM, gebrauchsfertig; X
roter Deckel verdinntes Humanserum
SeroG LD 12 ml | Anti-human-lgG-Konjugat LD (Ziege), gebrauchsfertig; X
griiner Deckel Peroxidase-konjug. Antikérper in stabil. Proteinldsung
SeroM LD 12 ml | Anti-human-IgM-Konjugat LD (Ziege), gebrauchsfertig; X
roter Deckel Peroxidase-konjug. Antikdrper in stabil. Proteinlésung
SeroSC 12 ml | Substrat X X
H,O./Tetramethylbenzidin; gebrauchsfertig
12 ml | Stopp-Reagenz X X

Gefahrstoffangabe gemafd Kennzeichnungspflicht. Weitere Details siehe Material Safety Data
Sheets (MSDS) auf www.r-biopharm.com.
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5. Reagenzien und ihre Lagerung

Das Testkit ist bei einer Lagerung von 2 —8 °C bis zu dem auf dem Etikett aufgedruckten
Verfallsdatum verwendbar. Der verdiinnte Waschpuffer ist bei einer Lagerung von 2 — 8 °C vier
Wochen, bei einer Lagerung bei Raumtemperatur (20 — 25 °C) eine Woche haltbar. Nach
Erreichen des Verfallsdatums kann keine Qualitdtsgarantie mehr Gbernommen werden.

Der Alu-Beutel, in dem sich die Mikrotiterplatte befindet, ist so zu 0ffnen, dass der
Klippverschluss nicht abgetrennt wird. Nicht bendétigte Mikrotiterstreifen sind sofort im
verschlossenen Alu-Beutel bei 2 — 8 °C zu lagern.

Eine Kontamination der Reagenzien ist ebenso zu vermeiden wie eine direkte Lichteinwirkung
auf das farblose Substrat.

6. Zusatzlich bendtigte Reagenzien — erforderliches Zubehor
6.1. Reagenzien

— destilliertes oder deionisiertes Wasser

6.2. Zubehor

— Brutschrank bei 37 °C

— Probenréhrchen

— Vortex Mixer

— Mikropipetten fir 10 — 100 pl und 100 — 1000 pl Volumina

— Messzylinder (1000 ml)

— Stoppuhr

— Waschgerét fur Mikrotiterplatten oder Mehrkanalpipette

— Photometer fur Mikrotiterplatten (450 nm, Referenzfilter > 620 nm)
— Filterpapier (Labortticher)

— Abfallbehalter mit einer 0,5 %igen Natriumhypochloritldsung

7.VorsichtsmalRnahmen

Nur fur die in vitro Diagnostik.

Dieser Test ist nur von geschultem Laborpersonal durchzufihren. Die Richtlinien zur Arbeit in
medizinischen Laboratorien sind zu beachten. Die Gebrauchsanweisung zur Durchfiihrung des
Tests ist strikt einzuhalten. Proben oder Reagenzien nicht mit dem Mund pipettieren. Kontakt
mit verletzter Haut oder Schleimhauten vermeiden. Wahrend des Umgangs mit Reagenzien und
Proben personliche Schutzausristung (geeignetes Handschuhmaterial, Kittel, Schutzbrille)
tragen und nach Abschluss des Tests die Hande waschen. In Bereichen, in denen mit Proben
gearbeitet wird, nicht rauchen, essen oder trinken.
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Weitere Details, siehe Material Safety Data Sheets (MSDS) www.r-biopharm.com.

Die im Kit befindlichen Kontrollseren (Standardkontrolle, Negativkontrolle, Qualitatskontrolle A
und Qualitatskontrolle B) wurden auf HIV- und HCV-Ak sowie HbsAg untersucht und fir negativ
befunden. Dennoch sollten sie, ebenso wie die Patientenproben und alle Materialien, die mit
ihnen in Bertihrung kommen, als potentiell infektios behandelt und entsprechend den jeweiligen
nationalen Sicherheitsbestimmungen gehandhabt werden.

Alle Reagenzien und Materialien mussen nach Gebrauch sachgerecht und eigenverantwortlich
entsorgt werden. Bitte beachten sie bei der Entsorgung die jeweils national geltenden
Vorschriften!

8. Sammlung und Lagerung der Proben

Der Test ist fur die Untersuchung humaner Serumproben entwickelt worden. Nach der
Blutentnahme sollte zur Vermeidung einer Hamolyse das Serum mdoglichst schnell vom
Blutkuchen getrennt werden. Die Proben sind bis zur Testung kiihl oder gefroren zu lagern.
Wiederholtes Einfrieren und Auftauen von Proben ist unbedingt zu vermeiden, ebenso
mikrobielle Kontamination. Die Verwendung von Hitze inaktivierten, lipamischen,
hamolytischen, ikterischen oder triben Proben kann zu verfalschten Ergebnissen fuhren.

Tab. 2: Probenlagerung

unverdinntes Serum verdinntes Serum
2-8°C -20°C 2-8°C
1 Woche > 1 Woche 7 Stunden

9. Testdurchfiihrung
9.1. Allgemeines

Vor Verwendung sind alle Reagenzien und die Mikrotiterstreifen auf Raumtemperatur
(20 — 25 °C) zu bringen. Die Mikrotiterstreifen sind erst nach Erreichen der Raumtemperatur
dem Alu-Beutel zu entnehmen. Die Reagenzien sind unmittelbar vor der Verwendung gut zu
mischen. Nach dem Gebrauch ist das Kit sofort wieder bei 2 — 8 °C zu lagern.

Es sollte nur soviel Reagenz entnommen werden, wie fur die Durchfiihrung des Tests bendtigt
wird. Uberschiissiges Reagenz darf nicht in die GefaRe zuriickgegeben werden, da dies zu
einer Kontamination fihren kann.

Die Mikrotiterstreifen koénnen nicht mehrfach verwendet werden. Reagenzien und
Mikrotiterstreifen darfen nicht verwendet werden, wenn die Verpackung beschadigt ist oder die
Gefal3e undicht sind.
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Einige der im Kit enthaltenen Reagenzien sind nicht testspezifisch. Diese mit Sero
gekennzeichneten Reagenzien (z. B. kénnen auch bei anderen RIDASCREEN® Sero
ELISA mit entsprechenden Reagenzien verwendet werden.

Die Kontrollseren sind chargenspezifisch. Ein Austausch der Kontrollseren zwischen
Kits verschiedener Chargennummern ist nicht zul&ssig.

Die RIDASCREEN® Sero ELISA Qualitatskontrollen A bzw. B werden als zusatzliche,
spezifische Kontrollproben fiir den entsprechenden RIDASCREEN® Sero ELISA Testkit
angeboten. Dabei handelt es sich um Kontrollproben zur zusatzlichen
Qualitatssicherung, die optional eingesetzt werden kénnen. Sie enthalten humanes
Kontrollserum mit unterschiedlichen Antikdrperkonzentrationen.

9.2. Herstellung des Waschpuffers

1 Teil des Waschpuffer-Konzentrates [SeroWP| wird mit 9 Teilen destillierten Wassers gemischt.
Hierfir werden 100 ml des Konzentrates in einen 1000 ml Standzylinder gegeben und mit
destilliertem Wasser auf 1000 ml aufgefullt. Eventuell im Konzentrat vorhandene Kristalle sind
vorher durch Erwarmen (Wasserbad bei 37 °C) zu I6sen. Der verdiunnte Waschpuffer ist bei
einer Lagerung von 2 — 8 °C vier Wochen, bei einer Lagerung bei Raumtemperatur (20 — 25 °C)
eine Woche haltbar.

9.3. Vorbereitung der Proben

Die zu untersuchenden Serumproben werden vor Testbeginn mit dem Probenpuffer
1:100 verdiunnt.

z. B. 10 pl Serum + 990

Fir IgM-Bestimmungen wird empfohlen, Seren vor der Testung einer IgG-Absorption (z. B. mit
dem RIDA® RF-Absorbens, Art. No. Z0202) zu unterziehen.

Achtung!
Negativkontrolle, Standardkontrolle, Qualitatskontrolle A und Qualitatskontrolle B sind
gebrauchsfertig und durfen nicht verdinnt oder absorbiert werden.
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9.4. Erste Inkubation

Nach dem Einstecken einer ausreichenden Zahl von Kavitaten in den Halterahmen werden von
den verdinnten Seren und gebrauchsfertigen Kontrollen jeweils 100 pl in die entsprechenden
Vertiefungen pipettiert, die Position Al (Reagenzienleerwert) bleibt frei. Die Negativkontrolle
IControl 19G | -| bzw. [Control IgM |-| wird einfach und die Standardkontrolle |Control 1gG | +|
bzw. [Control IgM [+| doppelt mitgefihrt. Die Qualitatskontrollen [Control IgG [A] und
IControl 1gG | B| bzw. die Qualitatskontrollen |Control IgM | A| und [Control IgM | B| werden einfach
mitgefuhrt. Die Platte wird 30 Minuten bei 37 °C in einem Brutschrank inkubiert. Dabei sollte der
Boden der Kavitaten keinen Kontakt zu gut warmeleitenden Materialien haben. Die
Mikrotiterplatte ist wahrend der Inkubation abzudecken.

Die der Bestimmung (IgG bzw. IgM) entsprechenden Kontrollen sind zu verwenden.

Al Reagenzienleerwert
Bl Negativkontrolle

C1 Standardkontrolle
D1 Standardkontrolle
El Qualitatskontrolle A
F1 Qualitatskontrolle B

G1l,H1 Patientenserum 1,2 usw.

Achtung!

Die Mikrotiterplatte darf nicht in ein kihles Inkubationsbehé&ltnis gestellt werden, das
sich erst wahrend der Inkubation auf 37 °C erwérmt. Das Behdaltnis muss schon vorab an
37 °C adaptiert sein.

9.5. Waschen

Die Kavitaten sollten in einen Abfallbehélter mit Hypochloritiésung zur Desinfektion entleert
werden. AnschlieBend wird die Platte auf saugfahigem Papier ausgeklopft, um die
Restfeuchtigkeit zu entfernen. Danach wird 4 mal mit jeweils 300 pl Waschpuffer gewaschen.
Dabei ist nach jedem Waschgang fur eine komplette Entleerung durch Ausklopfen auf einer
unbenutzten Stelle des Papiers zu sorgen.

Bei Verwendung eines Waschautomaten ist auf die korrekte Einstellung des Gerates auf
den verwendeten Plattentyp zu achten. Nach dem Waschen sollte die Platte auf
saugfahigem, sauberem Papier ausgeklopft werden, um die Restfeuchtigkeit zu
entfernen.
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9.6. Zweite Inkubation

Zugabe von 100 pl Anti-human-lgG-Konjugat LD bzw. Anti-human-lgM-Konjugat LD
SeroM LDJ in die entsprechenden Vertiefungen (einschliel3lich Al). AnschlielBend wird die Platte
fur 30 Minuten bei 37 °C in einem Brutschrank inkubiert (siehe Pkt. 9.4.).

9.7. Waschen
4maliges Waschen gemal3 Pkt. 9.5.
9.8. Dritte Inkubation

Zugabe von 100 pl Substrat in alle Vertiefungen. AnschlieRend wird die Platte fir 30
Minuten bei 37 °C in einem Brutschrank inkubiert. Danach wird durch Zugabe von 100 pl
Stoppldésung in alle Vertiefungen die Reaktion gestoppt. Nach vorsichtigem Mischen
(leichtes Tippen an den Plattenrand) wird die Extinktion in einem Plattenphotometer bei 450 nm
gemessen (Referenzwellenlange > 620 nm). Der Abgleich des Nullwertes erfolgt gegen den
Reagenzienleerwert (Position Al).

10. Qualitatskontrolle und Anzeichen fur Reagenzienverfall

Fir die Qualitdtskontrolle  sind bei jeder Testdurchfihrung  Standardkontrolle
(Doppelbestimmung) und Negativkontrolle mitzufiihren. Der Test ist korrekt verlaufen, wenn der
Extinktionsmittelwert der Standardkontrolle bei 450/620 nm in dem Wertebereich liegt, der auf
dem beigefligten Datenblatt angegeben ist. Weichen die beiden Einzelmessungen um mehr als
20% vom Mittelwert ab, muss der Test wiederholt werden. Die Negativkontrolle muss bei
450/620 nm einen Extinktionswert < 0,3 aufweisen.

Die RIDASCREEN® Sero ELISA Qualitatskontrollen A bzw. B sind zusatzliche Kontrollproben
zur Qualitatssicherung, die optional eingesetzt werden konnen. Die Zielbereiche sind dem
beigefligten, chargen-spezifischen Qualitatszertifikat zu entnehmen. Die erzielten Werte (U/ml,
IlU/ml oder mlU/ml) dienen dem Anwender als Richtwerte fur die laborinterne
Qualitatssicherung.

Eine Abweichung von den geforderten Werten sowie eine Reagenzientriilbung oder Blaufarbung
des Substrates vor Zugabe in die Kavitdten kdnnen ein Hinweis auf einen Reagenzienverfall
sein.

Sollten die vorgegebenen Werte nicht erfillt sein, ist vor einer Testwiederholung folgendes zu
Uberprifen:

— Haltbarkeit der verwendeten Reagenzien
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— Funktionsfahigkeit der eingesetzten Gerate (z. B. Kalibrierung)

— Korrekte Testdurchfihrung

— Visuelle Kontrolle der Kitkomponenten auf Kontamination oder Undichtigkeit; eine blaulich
gefarbte Substratlosung darf nicht mehr verwendet werden

Sind nach Testwiederholung die Bedingungen wiederum nicht erfillt, wenden Sie sich bitte an
den Hersteller.

11. Auswertung und Interpretation

Die Auswertung des Tests kann auf drei unterschiedliche Arten durchgefiihrt werden:

1. 0ber die beiliegende Standardkurve
2. Uber die Wertetabelle (siehe beiliegendes Datenblatt)
3. mathematisch nach der 4-Parameter-Methode oder der a-Methode

Von allen Extinktionswerten muss vor der Auswertung der Reagenzienleerwert abgezo-
gen werden.

11.1. Auswertung Uber die Standardkurve

Um eine Auswertung mittels Standardkurve durchzufiihren, muss zunéchst tber den Mittelwert
der Standardkontrolle eine Korrektur der Tagesschwankung vorgenommen werden. Aus dem
Sollwert der Standardkontrolle und dem aktuell gemessenen Wert der Kontrolle wird der
Korrekturfaktor F berechnet. Der chargenabhangige Sollwert ist auf dem beiliegenden
Datenblatt vermerkt.

3 Sollwert der Standardkontrolle
~ Extinktionsmittelwert der Standardkontrolle

F

Mit dem Faktor F werden alle OD-Werte der Proben multipliziert. Mit diesen korrigierten Werten
wird dann der entsprechende U/ml-Wert in der Standardkurve abgelesen.
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11.2. Auswertung Uber die Wertetabelle

U/ml Wertebereich der Standardkontrolle
0,85 - 0,91
- <16,0 <0,26
? 16,0 - 20,0 0,26 - 0,30
20,1 - 50,0 0,31 - 0,54
50,1 - 100,0 0,55 - 0,78 o
+ 100,1 - 200,0 0,79 - 1,04
200,1 - 400,0 1,05 - 1,29
400,1 - 1000,0 1,30 - 1,65
>1000,0 >1,65

Abb. 1. Beispiel fir eine IgG-Bestimmung
(Auszug aus einem chargenspezifischen Datenblatt)

Der Extinktionsmittelwert der Standardkontrolle bestimmt in der Wertetabelle die Spalte mit dem
Wertebereich, der fur die aktuelle Messung giltig ist. Innerhalb der Spalte wird der gemessene
Extinktionswert der Probe dem passenden Extinktionsbereich zugeordnet und in der zweiten
Spalte von links der entsprechende Titer in U/ml abgelesen.

Der Extinktionsmittelwert der Standardkontrolle betragt bei einer Messung beispielsweise 0,86.
In diesem Fall ist fiur die Ermittlung des Ergebnisses die Spalte mit dem Bereich 0,85 bis 0,91
aus der Tabelle entscheidend. Eine Patientenprobe mit einem Extinktionswert von 0,65 liegt
dann in einem Titer-Bereich von 50,1 bis 100,0 Units/ml. (Die genannten Werte sind als Beispiel
zu sehen und kdnnen von den aktuellen Werten des Datenblattes abweichen.)

Die Bewertung des ermittelten Ergebnisses - positiv (+), negativ (-) oder grenzwertig (?) - ist der
ersten Spalte der Wertetabelle zu entnehmen.

11.3. Mathematische Auswertung

Die benotigten Werte fir eine mathematische Auswertung nach der 4-Parameter-Auswertung
oder der a-Methode sind auf dem beiliegenden Datenblatt vermerkt.
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11.4. Testergebnis

Tab. 3: Bewertung der ermittelten Units

19G IgM
negativ <16 U/ml <16 U/ml
grenzwertig 16 - 20 U/ml 16 - 20 U/ml
positiv > 20 U/ml > 20 U/ml

12. Grenzen der Methode

Der RIDASCREEN® HSV 1 ELISA weist IgG- bzw. IgM-Antikérper gegen HSV 1 nach. Ein
Zusammenhang zwischen der Hohe des gemessenen Extinktionswertes und dem Auftreten
oder der Schwere klinischer Symptome kann nicht abgeleitet werden. Die erzielten Ergebnisse
sind immer in Verbindung mit dem klinischen Bild zu interpretieren.

Der IgG-Test enthalt als Antigen das Glykoprotein G1 (gG1). Dieses ist hoch spezifisch fur den
Nachweis von IgG-Antikdrpern gegen HSV 1. Die bekannten Kreuzreaktionen mit Antikorpern
gegen HSV 2 bei der Verwendung von Vollantigen treten in diesem Test nicht auf. Nur so wird
der eindeutige Nachweis einer bestehenden HSV 1-Infektion auf serologischer Basis mdglich.

IgM-Antikorper sind zumeist gegen andere Antigene gerichtet als das Glykoprotein G1. Deshalb
enthalt der IgM-Test Vollantigen von HSV 1. Dieses besitzt zum Teil &hnliche Epitope wie
HSV 2-Antigen. IgM-Antikdrper gegen HSV 2 kénnen somit im Test zu einem positiven Signal
fuhren. Der Test ist jedoch so eingestellt, dass ein deutlich positiverer IgM-Befund im HSV 1-
Test im Vergleich zum RIDASCREEN® HSV 2 ELISA als ein Hinweis auf eine HSV 1-Infektion
gedeutet werden kann. Zur Verbesserung der Diagnostik wird deshalb empfohlen, parallel auf
Antikdrper gegen HSV 1 und HSV 2 zu untersuchen.

Ein positiver IgM-Befund ist nicht in allen Fallen beweisend fir eine Primarinfektion. Bei
Rezidiven kann es in Einzelféllen erneut zur Bildung von IgM-Antikérpern kommen.

Ein negatives Ergebnis schliel3t eine HSV-Infektion nicht aus. Zu einem frihen Zeitpunkt der
Infektion kann die Antikérperbildung noch so gering sein, dass eine Untersuchung hierauf
negativ ausfallt. Bei bestehendem klinischen Verdacht sollte in diesem Fall nach zwei bis vier
Wochen ein Folgeserum untersucht werden.

Generell sollten bei serologischen Untersuchungen zur Verbesserung der diagnostischen
Aussage immer zwei aufeinander folgende Seren eines Patienten untersucht werden. Wichtig
fur die Interpretation eines Befundes ist der Verlauf des Titers.
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Ein positives Ergebnis schlie3t die Anwesenheit anderer infektioser Erreger als Ursache fur

eine Erkrankung nicht aus.

13. Leistungsmerkmale

Tab. 4: Inter-Assay-Varianz (n=30)

Inter-Assay-Varianz 1aG

oD VK oD VK
Serum 1 1,152 11,0% 1,050 19%
Serum 2 0,596 13,6% | 0,434 3,3%
Serum 3 0,036 n/a 0,151 n/a
Tab. 5: Intra-Assay-Varianz (*n=23; n=24)
Intra-Assay-Varianz 19G*

oD VK oD VK
Serum 1 1,158 5,7% 1,009 2,0%
Serum 2 0,559 5,7% 0,432 3,1 %
Serum 3 0,015 n/a 0,150 n/a

Tab. 6: Sensitivitat und Spezifitat im Vergleich zu zwei anderen, kommerziellen ELISA

19G IgM
Sensitivitat 97.7 % 96.8 %
Spezifitat 100.0 % 97.2 %
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Tab. 7: Ergebnisse mit 200 untersuchten Blutspendeseren aus einem Blutspendezentrum
in Deutschland

200 Blutspendeseren IgG IgM

negativ 53,5% 93,5%
grenzwertig 0,5% 1,5%
positiv 46,0% 5,0%
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