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Verwendungszweck

Der Humane Herpesvirus-8 (HHV-8) IgG Bipeptid-Enzymimmuntest dient dem
qualitativen Nachweis von 1gG-Antikorpern, die sich gegen lytische HHV-8-Antigene
in humanem Serum oder Plasma richten. Dieser Nachweis von HHV-8 IgG-
Antikérpern kann die Diagnose einer Primarinfektion bzw. einer erneuten
Infektion/Reaktivierung mit dem Virus unterstitzen oder auf eine frihere HHV-8
Infektion hinweisen.

Einleitung

Das Humane Herpesvirus-8 (HHV-8) ist auch als Kaposi-Sarkom-Herpesvirus
(KSHV) bzw. als Kaposi-Sarkom-assoziiertes Herpesvirus (KSAH) bekannt. Es
gehort zu den Gamma-Herpesviren (Genus Rhadinovirus) und &hnelt in seinem
Tropismus fir B-Zellen sowie seiner Latenz-Fahigkeit dem Epstein-Barr-Virus (EBV).
Aus epidemiologischer Sicht gibt es zwar keinen Beweis dafiir, dass HHV-8
urséchlich an der Pathogenese des Kaposi-Sarkoms (KS) beteiligt ist”, das Virus ist
aber bei allen KS-Krankheitsformen nachweisbar: Bei klassischem KS (einer
seltenen bdsartigen Erkrankung, die vorrangig bei alteren Mannern im
Mittelmeerraum und Osteuropa auftritt), Afrika-endemischem KS (Lymphade-
nopathie-assoziiertem KS), Transplantation-assoziiertem KS und AlDS-assoziiertem
KS. Bei HIV-positiven Patienten lassen sich vor der Entwicklung eines KS HHV-8-
Antikdrper nachweisen und kiindigen die Erkrankung quasi an®.

Bei der Virusausbreitung spielt die sexuelle Ubertragung, speziell bei
Homosexuellen, eine wichtige Rolle®. Die Durchseuchungsrate HHV-8 bei
Blutspendern liegt in den USA und Nordeuropa bei 5 - 10%, in Italien und den
Mitte(Lgneerlandern bei 10 - 35%® und in vielen afrikanischen Landern bei iber
50%".

HHV-8 wurde auch mit Korperhéhlenlymphomen (auch als primére
Effusionslymphome, PEL, bezeichnet), Castleman-Tumor, Non-Hodgkin-Lymphom
und Multiplem Myelom in Zusammenhang gebracht®”.

Zurzeit erfolgt die Diagnose einer HHV-8-Infektion durch PCR-Analysen und
immunologische Tests wie dem IFT und ELISA. Mit Standard-PCR-Tests lasst sich
jedoch nur bei etwa der Halfte der infizierten Patienten in peripheren Blutzellen HHV-
8-DNA nachweisen®*?. Wahrend der PCR-Nachweis also beim Einsatz von DNA
aus peripheren Blutzellen als Template nicht hinreichend empfindlich zu sein scheint,
haben sich serologische Tests fur epidemiologische Studien und die Diagnose von
HHV-8-Infektionen als wesentlich erfolgreicher erwiesen, insbesondere beim
Nachweis eines friiheren Kontakts mit dem Virus®?.

Der HHV-8 IgG-EIA von Biotrin verwendet eine Mischung synthetischer Peptide, die
den Nachweis von Antikdrpern gegen lytische HHV-8 Virusproteine ermgglicht.
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Testprinzip

Der BIOTRIN HHV-8 ELISA ist ein direkter Enzymimmuntest, der auf der Bindung
HHV-8-spezifischer Antikbrper an die auf Mikroassaystreifen immobilisierten
lytischen Peptidantigene basiert. Die spezifisch gebundenen Antikorper werden dann
mittels eines gegen humanes IgG gerichteten Peroxidasekonjugats und eine sich
anschlielende Substratreaktion nachgewiesen. Durch den Einsatz der lytischen
Peptidepitope, die von verschiedenen viralen Proteinen stammen, wird sowohl eine
hohe Sensitivitédt als auch Spezifitdt gewahrleistet. Eine Kreuzreaktivitat mit HIV ist
nicht nachweisbar.

VorsichtsmalRnahmen
Sicherheit

e Nur zur in vitro-Diagnostik.

e Dieser Test darf nur von qualifiziertem Laborpersonal durchgefihrt werden.

¢ Die auf dem Etikett mit ** gekennzeichneten Reagenzien gelten als POTENTIALL
BIOGEFAHRLICHES MATERIAL.Jede fiir die Herstellung der positivkontrolle,
der negativkontrolle und fes Kalibrators (Cut-Off-Kontrolle) eingestzte Blutspende
wurde mit einer von der FDA zugelassenen Testmethode auf HbsAg und
Antikérper gegen HIV und HCV getestet und negativ befundet. Da jedoch kein
Test die Anwesenheit von Infektionserregern mit absoluter Sicherheit
ausschlieen kann, missen diese Reagenzien und alle Patientenproben
entsprechend den geltenden Sicherheitsbestimmungen gehandhabt werden.

e Einige Reagenzien enthalten Thiomersal, was bei Verzehr Vergiftungen
hervorrufen kann.

e Einige Reagenzien enthalten Kathon™ CG, das &tzend sein kann. Die
Stopplésung enthalt Schwefelsaure, die ebenfalls atzend wirkt. Berlhrung mit
Haut und Schleimh&uten vermeiden. Bei Hautkontakt betroffene Stellen sofort mit
grolRen Mengen Wasser spilen und einen Arzt aufsuchen.

¢ Das Substrat enthalt TMB, das zu Reizungen der Haut und Schleimhaute fihren
kann. Sollte die Haut in Beriihrung mit dem Substrat kommen, betroffene Stelle
sofort mit viel Wasser spulen.

¢ Alle Klinischen Proben sowie infiziertes oder potentiell infiziertes Material sollten
nach den Regeln der "Guten Laborpraxis" (GLP) gehandhabt und beseitigt
werden.

e Reste an Chemikalien oder an Praparations- bzw. Kitbestandteilen sind
grundséatzlich als gefahrlicher Abfall anzusehen. Alle derartigen Materialien
mussen in Ubereinstimmung mit den geltenden Sicherheitsbestimmungen
entsorgt werden.

e Beim Umgang mit den Proben und der Durchfihrung des Tests missen Schutz-
kleidung, Einweg-Latexhandschuhe und Schutzbrille getragen werden. Nach der
Testdurchfuihrung grindlich die Hande waschen.

¢ Niemals mit dem Mund pipettieren. Das Essen und Trinken ist in Laborrdumen
nicht gestattet.
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Allgemeines zur Testdurchfuhrung

e Wird der Test nicht entsprechend den vorgegebenen Zeit- und
Temperaturbedingungen durchgefihrt, kann dies zu ungiiltigen Ergebnissen
fuhren. Alle Tests, die nicht den mehr Vorgaben entsprechen, missen deshalb
wiederholt werden.

¢ Der Kit oder einzelne Reagenzien durfen nach Ablauf ihres Verfallsdatums nicht
verwendet werden.

¢ Keine kontaminierten Proben oder Reagenzien verwenden.

e Reagenzien verschiedener Chargen des Kits dirfen nicht miteinander vermischt
oder gegeneinander ausgetauscht werden.

e Abweichungen vom mitgelieferten Protokoll zur Testdurchfihrung kénnen zu
fehlerhaften Ergebnissen flihren.

¢ Alle Reagenzien missen vor Einsatz in den Test auf Raumtemperatur
(+20 bis +25°C) gebracht und gut gemischt werden.

¢ Die Reagenzien dirfen nicht fir einen langeren Zeitraum direktem Sonnenlicht
ausgesetzt oder bei Temperaturen tber +2 bis +8°C aufbewahrt werden.

e Zur Verdinnung des Waschpuffer-Konzentrats wird destilliertes bzw.
deionisiertes Wasser hoher Qualitat bendtigt.

e Fir alle Reagenzvorbereitungen immer saubere Glasgerate oder Einmalartikel
verwenden.

e Es durfen keine Komponenten kontaminiert werden und fir jede Probe und
Komponente muss eine frische Pipettenspitze verwendet werden.

¢ Nur das fur die Testdurchfuihrung erforderliche Volumen an Konjugat entnehmen.
Um Kontaminationen zu vermeiden, darf weder unverbrauchtes Reagenz in die
Flasche zuriickgegossen noch das Reagenz direkt aus der Flasche pipettiert
werden.

e Die Reagenzzugabe sollte am seitlichen Innenrand der Wells erfolgen, ohne
diese Stelle mit der Pipettenspitze zu zerkratzen.

e Zu keinem Zeitpunkt der Testdurchfiihrung durfen die Wells austrocknen.

e Die Oberflache der Mikroassaystreifen um die Wells herum immer tropffrei halten.
Nach jedem Arbeitsschritt Streifen rund um die Wells vorsichtig mit saugfahigem
Papier trocknen.

¢ Die Unterseite der Mikroassayplatte muss vor dem Ablesen der Extinktionswerte
sauber und trocken sein.

e Vor der Testdurchfihrung sollte ein genauer Pipettierplan mit Plattenschema
erstellt werden.

e Seren durfen nicht Hitze-inaktiviert werden.

e Die Mikroassaystreifen sollten bis zum Gebrauch in ihrem schitzenden Beutel
bleiben.
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Bestandteile des Kits

Mitgelieferte Materialien

1.

Beschichtete ELISA-Platte

PLA  |[IgG |
12 x 8 wells, beschichtet mit an Streptavidin biotinylierten lytischen HHV-8-
Peptiden

Pasitivkontrolle**(Rote Verschlusskappe )

[CONTROL [+ TJIgG |

1 x 2ml positives Humanserum oder —plasma, vorverdunnt in stabilisierendem
Puffer (enthalt 0,01% Natriumazid, 0,01% Thiomersal)

Negativkontrolle**(Grine Verschlusskappe)

| CONTROL |- | 1gG |

1 x 2ml negatives Humanserum oder —plasma, vorverdunnt in stabilisierendem
Puffer (enthalt 0,01% Natriumazid, 0,067% Kathon™ CG)

Cut-off-Kalibrator**(Braune Verschlusskappe)
1 x 2ml schwach positives Humanserum oder —plasma, vorverdinnt in
stabilisierendem Puffer (enthélt 0,01% Natriumazid, 0,067 Kathon™ CG )

Enzymkonjugat-Verdinnungslésung

| CONJ |ENZ | DIL |

1 x 17ml IgG-Enzymkonjugat-Verdinnungslésung (enthalt 0,01%
Gentamycinsulfat, 0,01% Thiomersal)

Enzymkonjugat-Konzentrat

| CONJ | ENZ| 10X |

1 x 1,7ml IgG-Enzymkonjugat-Konzentrat (enthalt 0,01% Gentamycinsulfat,
0,01% Thiomersal)

Probenverdiinnungslosung (Gebrauchsfertig)
| DIL | SPE]| 1x |
1 x 110ml PBS-Puffer mit Stabilisatoren und Kathon™ CG (0,067%).

Wasch-Konzentrat

| BUF | WASH | 25X |

1 x 55ml konzentrierter (25X) Tris-Puffer mit Tween 20 (2,75%) und Kathon™
CG (0,067%).

Substrat
| SUBS | TMB |
1 x 17ml Tetramethylbenziden (TMB)-L&sung

10. Stoppldésung

| SOLN [ STP |
1x17ml 0,5M H2804

11. Arbeitsgnleitung

[1d]

L _
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** Potentiell Biogefahrliches Material

Kathon™ CG ist ein eingetragenes Warenzeichen der Rohm and Haas
Company.

Zusétzlich erforderliche Materialien

Geratschaften zur Serumgewinnung.

Qualitativ hochwertiges destilliertes oder deionisiertes Wasser.

Saubere mal3analytische Laborartikel.

Testrohrchen oder Vergleichbares zur Probenvorbereitung.

Messzylinder.

Pipetten, Mikropipetten und Einmalspitzen zum exakten Pipettieren folgender
Volumina: 10ul, 100ul, 1ml und 5ml.

o Plastikdeckel oder Abdeckfolie fir Mikroassayplatte.

e Stoppuhr.

¢ Manuelles oder automatisches Waschsystem.

e Brutschrank, +35 bis +39°C.

e Papiertiicher oder saugfahiges Papier.

o ELISA-Plattenreader mit Filter der Wellenldnge 450nm (zusatzlicher 630-650nm-
Filter ist optional).

Lagerung und Stabilitat

e Der Kit ist bei Lagerung bei +2 bis +8°C bis zu dem auf dem &ul3eren Etikett
angegebenen Verfallsdatum stabil.

¢ Die 8-Well-Mikroassaystreifen sollten bis zum Gebrauch zusammen mit dem
Trockenmittel in dem wiederverschlieBbaren Beutel aufbewahrt werden.

e Alle nicht verwendeten Komponenten sollten unmittelbar nach Entnahme der
notigen Mengen wieder bei +2 bis +8°C gelagert werden.

¢ Die rekonstituierte Waschldsung ist bei Lagerung bei +2 bis +8°C 1 Monat stabil.

Probenentnahme und Lagerung

Mit dem Biotrin HHV-8 IgG-EIA kdénnen sowohl Serum- als auch Plasmaproben
analysiert werden. Man lasst das mittels Venenpunktion gewonnene Blut bei
Raumtemperatur (+20 bis +25°C) gerinnen und zentrifugiert das Koagulat dann 10
min bei 1500 x g ab. Falls es nicht innerhalb von 8 Stunden getestet wird, kann das
Serum oder Plasma fur 2-3 Tage bei +2 bis +8°C bzw. bei langer erforderlicher
Lagerung oder fiir den Versand bei -20°C eingefroren werden (bei -20°C sind die
Proben mindestens 1 Jahr stabil). Mit Citrat behandeltes Plasma beeintrachtigt den
Test nicht, mikrobiell kontaminierte Seren hingegen dirfen nicht in den Test
eingesetzt werden. Die zu testenden Proben durfen nicht wiederholt aufgetaut und
wieder eingefroren werden.

Hinweis: Die Proben sollten nicht Hitze-inaktiviert werden.
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Vorbereitung der Reagenzien und Proben

Vorbereitung der Reagenzien

¢ Die Reagenzvolumina sind fur Einzelbestimmungen berechnet.

e Waschlésung
Fur jeden 8-Well-Streifen 4ml Waschpuffer-Konzentrat zu 96ml
deionisiertem Wasser geben. Die verdunnte Waschlosung ist bei
Lagerung bei +2 bis +8°C 1 Monat haltbar.

¢ Enzymkonjugat
Fur jeden 8-Well-Streifen 100ul Enzymkonjugat zu 900ul Enzymkonjugat-
Verdinnungslosung geben. Diese verdinnte Lésung sollte nicht
aufbewahrt werden.

Alle tibrigen Reagenzien sind gebrauchsfertig, d.h. in ihrer Arbeitsverdiinnung.

Vorbereitung der Proben

Fur jede Probe 1ml Probenverdinnungslosung in ein beschriftetes Testrohrchen
oder Vergleichbares pipettieren. Dann 10ul Serum oder Plasma zugeben und
mischen.

Hinweis: Verdlunnte Proben sollten nicht aufbewahrt werden; ist eine Wiederholung
des Tests erforderlich, sollte eine frisch vorbereitete Probe eingesetzt werden.

Testdurchfihrung

1. Alle Komponenten sollten vor Testdurchfiihrung Raumtemperatur (+20 bis+25°C)
erreicht haben.

2. Ermitteln Sie die erforderliche Anzahl an 8-Well-Streifen und erstellen Sie wie
unten (Abb.1) angegeben einen Pipettierplan fur die Kontrollen und Proben. Auf
dem ersten Streifen lassen sich 2 Patientenproben analysieren, jeder weitere
Streifen ermdglicht die Analyse weiterer 8 Patientenproben.

Abb. 1 Streifen 1

Negativkontrolle
Negativkontrolle
Cut-off-Kalibrator
Cut-off-Kalibrator
Positivkontrolle
Positivkontrolle
Patient Nr. 1
Patient Nr. 2

IO T moOw>

3. Entnehmen Sie die bendttigte Anzahl an Mikrowells aus dem Folienbeutel, setzen
Sie sie in den Streifenhalter ein und decken Sie sie mit einem Plastikdeckel bzw.
einer Folie ab. Geben Sie die verbleibenden Streifen in den Beutel mit dem
Trockenmittel zurtick.
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4. Herstellung der Waschldsung (siehe “Vorbereitung der Reagenzien und
Proben”).

5. Herstellung der Patientenproben (siehe “Vorbereitung der Reagenzien und
Proben”).

6. Entfernen Sie die Abdeckung von den Streifen und pipettieren Sie in jeweils 2
Wells 100pl der gebrauchsfertigen Negativkontrolle, des Cut-off-Kalibrators sowie
der Positivkontrolle (jeweils Doppelbestimmungen) und in je 1 Well jeweils 100ul
der vorbereiteten Patientenproben (Einzelbestimmungen).

7. Wells mit einem Plastikdeckel bzw. einer Folie abdecken und 30 min bei +35 bis
+39°C inkubieren.

8. Abdeckung entfernen und jedes Well 4x mit Waschlosung (250 - 300pl) waschen.
Nach dem Waschen Platte auf einem saugfahigen Papier trockenklopfen.

9. Herstellung des Enzymkonjugats (siehe “Vorbereitung der Reagenzien und
Proben”).

10. Unmittelbar nach Abschluss des Waschschritts in jedes Well 100ul des
vorbereiteten IgG-Enzymkonjugats pipettieren.

11. Wells mit einem Plastikdeckel bzw. einer Folie abdecken und 30 min bei +35 bis
+39°C inkubieren.

12. Abdeckung entfernen und jedes Well 4x mit Waschlésung (250 - 300ul) waschen.
Nach dem Waschen Platte auf einem saugfahigen Papier trockenklopfen.

13. Unmittelbar nach Abschluss dieses Waschschritts in jedes Well 100ul TMB-
Substrat pipettieren.

14. Wells mit einem Plastikdeckel bzw. einer Folie abdecken und exakt 30 min bei
+35 bis +39°C inkubieren.

15.In der gleichen Reihenfolge und im gleichen Zeitabstand wie bei der TMB-
Zugabe in jedes Well 100ul Stopplésung geben und mischen.

16. Sofort Extinktion mit einem ELISA-Plattenreader ablesen.

Hinweis: Empfohlen wird das Ablesen bei zwei Wellenlangen, und zwar bei 450 nm
und der Referenzwellenlange 630 nm. Verfiugt der ELISA-Plattenreader
nicht Gber diese Funktion, nur Werte bei 450 nm ablesen.

Interpretation der Ergebnisse

Die An- bzw. Abwesenheit von HHV-8 IgG-Antikdrpern wird anhand des Vergleichs
mit dem Cut-off-Kalibrator bestimmt.
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Berechnung des Cut-off-Kalibrator (COC)-Werts

1) Bestimmung des Cut-off-Werts (COV) durch Analyse des Kalibrators in jedem
Test in Doppelbestimmung.

2) Bestimmung des OD-Mittelwerts, dieser Wert ist der COC-Wert und wird zur
Bestimmung der Index-Werte benutzt.

3) Der Index-Wert wird durch Division der Extinktion der Probe/Kontrolle durch den
COC berechnet.

Interpretation (1): Extinktion

Proben mit einer Extinktion gréer COC x 1,2 gelten als reaktiv (positiv); sie
enthalten IgG-Antikérper gegen HHV-8.

Proben, die eine Extinktion kleiner COC x 0,8 zeigen, gelten als nicht-reaktiv
(negativ); sie enthalten keine nachweisbaren IgG-Antikérper gegen HHV-8.

Bei Proben mit einer Extinktion groRer oder gleich COC x 0,8 und kleiner oder gleich
COC x 1,2 ist das Ergebnis nicht eindeutig zu bewerten.

Interpretation (2): Index-Wert

Ein Vergleich zwischen Testlaufen wird durch Verwendung eines Index-Wertes
erleichtert, wobei die Absorption der Probe in Relation zum Cut-off-Kalibrator gesetzt
wird.In dem vorliegenden Fall gibt der Index-Wert <0,8 bzw. >1,2 an, dass die Probe
negativ bzw. positiv ist. Ein nicht eindeutiges Ergebnis liegt vor, wenn 0,8 < Index-
Wert< 1,2

Absorption Kontrolle/Probe

Index =
MW absorption Cut-off-Kalibrator (COC)

Proben, die weder positiv noch negativ sind, gelten als nicht eindeutig und muissen
ein zweites Mal getestet werden. Ist das Ergebnis wieder mehrdeutig, sollte 7-14
Tage spater eine zweite Probe entnommen und getestet werden. Ein nicht
eindeutiges Testergebnis mit dieser zweiten Probe kann als nicht reaktiv (negativ)
gegenluber HHV-8 IgG-Antikdrpern gewertet werden; besteht allerdings Verdacht auf
eine frische Infektion, sollte das Testergebnis mit einer alternativen Methode
kontrolliert werden.

Qualitatskontrollkriterien

Positiv- und Negativkontrollen missen bei jedem Testansatz mitbestimmt werden,
um die Gultigkeit der Ergebnisse bewerten zu kdnnen. Die Ergebnisse eines Tests
gelten als gultig, wenn folgende Kriterien erfillt sind:

1. Der Index-Mittelwert der Positivkontrollen ist grof3er oder gleich einem Index von
1,2.

2. Der Index-Mittelwert der Negativkontrollen ist kleiner als ein Index von 0,8.

Werden die oben genannten Kriterien nicht erfllt, gilt der Test als ungtiltig und muss
wiederholt werden.

10
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Einschrankungen des Tests

e Zur Diagnostizierung einer HHV-8-Infektion mussen die Ergebnisse dieses Tests
mit dem klinischen und epidemiologischen Profil des Patienten und weiteren
Laborergebnissen korreliert werden.

e Ein negatives Testergebnis schlie3t die Mdglichkeit einer HHV-8-Infektion nicht
aus. Die Entwicklung einer nachweisbaren Immunantwort erfolgt eventuell erst
einige Tage nach der Infektion. Bei Verdacht auf eine HHV-8-Infektion sollte ein
negatives Testergebnis nach zwei Wochen mit frischem Probenmaterial
Uberprift werden.

e Zur Interpretation von Testergebnissen, bei denen andere Korperflissigkeiten
oder gepoolte Seren/Plasma eingesetzt wurden, liegen nicht genitigend Daten
vor.

e Die Leistungsfahigkeit des Tests kann durch Abweichungen vom Durchfiihrungs-
protokoll, bei der Interpretation oder den empfohlenen SicherheitsmalRnahmen
beeintrachtigt werden.

e Die Leistungsfahigkeit des Tests wurde anhand der Analyse der Kontrollen in
Doppelbestimmung und der Proben in Einfachbestimmung validiert.

Referenzwerte

Seropravalenz

Die Verbreitung einer Krankheit wird Ublicherweise nach intensiver Analyse der
spezifischen Antikorperspiegel in allen Bevolkerungsgruppen bestimmt, und zwar
unter Berlcksichtigung von Alter, Geschlecht, geographischer Lage und sozio-
O0konomischem Status.

Die Durchseuchungsrate hinsichtlich HHV-8 liegt bei Blutspendern in den USA und

Nordeuropa bei 5 - 10%%, in Italien und den Mittelmeerlandern bei 10 - 35%® und in
vielen afrikanischen Landern bei tiber 50%®.

11
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Leistungsdaten des Tests
Sensitivitat und Spezifitat

Zur Sensitivitdtsbestimmung des HHV-8 1gG-Tests wurden 166 Proben von
Patienten, die die klinischen Symptome einer HHV-8-Infektion und eines Kaposi-
Sarkoms aufwiesen, untersucht. Eine Reihe dieser Proben war auch mit einem
HHV-8 IgG-IFT untersucht und positiv befundet worden. Zur Spezifitatsbestimmung
des HHV-8 IgG-EIA wurden insgesamt 114 Proben analysiert, von denen 114 von
gesunden Personen stammten. Alle waren zuvor mit verschiedenen handelstblichen
HHV-8 IgG-Tests negativ befundet worden.

HHV-8 Positiv Negativ Nicht Insgesamt

Status eindeutig

Positiv 150 2 14 166

Negativ 3 106 5 114
Insgesamt 153 108 19 280

Tabelle 1: Die Ergebnisse zur Sensitivitat und Spezifitdt wurden erzielt.

150/166=90.4%
106/114=93%
256/280 = 91.4%

Sensitivitat:
Spezifitat:
Ubereinstimmung:

Sensitivitdt =eindeutig positive Proben/(positive+falsch negative+mehrdeutige) x100
= (150/166) x 100 = 90.4%

=eindeutig negative Proben/ (negative+falsch positive+mehrdeutige)x100
= (106/114) x 100 = 93%

Spezifitat

Reproduzierbarkeit innerhalb eines Testlaufs (Intra-Assay):

Eine Reihe von Serumproben, deren HHV-8 IgG-Spiegel von schwach positiv bis
stark positiv reichte, wurde insgesamt zwanzig Mal getestet. Die Replikate wurden
auf drei ELISA-Platten mit drei Uberpriften Produkichargen analysiert. Die erzielten
OD-Werte wurden addiert und die OD-Mittelwerte sowie die Standardabweichungen
(SD) und der prozentuale Variationskoeffizient (% VK) berechnet (sieheTabelle 2). In
Tabelle 3 sind die gleichen Ergebnisse als Index-Werte wiedergegeben.

Der prozentuale VK, ausgedrickt in OD (Indizes) bewegte sich im Bereich von

7,28% in einer stark positiven Probe (SR) bis zu 8,022% in einer schwach
positiven Probe (WR) .
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1 2 3
Proben Mittlere % Mittlere % Mittlere %
SD SD SD

oD VK oD VK oD VK
SR 1.384 0.101 7.28 1.240 0.036 | 2.872 1.370 0.049 3.543
WR1 0.292 0.013 | 1.479 0.461 0.012 | 2.648 0.556 0.023 4.187
WR2 0.185 0.013 | 7.000 0.493 0.040 | 8.022 0.362 0.026 7.246

Tabelle 2: Intra-Assay-Reproduzierbarkeit, ausgedriickt als optische Dichte (OD).
Analysiert wurden 3 verschiedene Serumproben mit schwach bis stark positivem
HHV-8-Spiegel in je 20 Wiederholungen mit 3 unterschiedlichen Chargen. SR: stark

reaktiv; WR: schwach reaktiv

1 2 3
Mittleer % Mittlerer % Mittlerer %
Proben SD SD SD
Index VK Index VK Index VK
SR 7.58 0.55 7.28 6.776 0.195 | 2.872 5.054 0.179 3.543
1.60 0.07 4.48 2.517 0.067 | 2.648 2.053 0.086 4,187
WR1
WR2 1.01 0.07 7.00 2.695 0.216 | 8.022 1.335 0.097 7.246

Tabelle 3: Intra-Assay-Reproduzierbarkeit, ausgedriickt als Index-Wert. Analysiert

wurden 3 verschiedene Serumproben mit schwach bis stark positivem HHV-8-

Spiegel in je 20 Wiederholungen mit 3 unterschiedlichen Chargen. SR: stark reaktiv;
WR: schwach reaktiv
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Reproduzierbarkeit zwischen verschiedenen Testlaufen (Inter-Assay):

Eine Reihe von Serumproben mit HHV-8 1gG-Spiegeln von nicht reaktiv bis stark
reaktiv wurden in 10 Testansatzen von drei verschiedenen durchfiihrenden Personen
jeweils in Doppelbestimmung analysiert. Die Proben wurden mit eine Produktcharge
getestet und die Ergebnisse anschliel3end zur Bestimmung der Inter-Assay-
Reproduzierbarkeit kombiniert. Insgesamt wurde jede Probe also n=10 getestet. Die
erzielten OD-Werte wurden addiert und die OD-Mittelwerte sowie die
Standardabweichungen (SD) und der prozentuale Variationskoeffizient (% VK)
berechnet (siehe Tabelle 4). In Tabelle 5 sind die gleichen Ergebnisse als Index-
Werte wiedergegeben.

Der prozentuale VK, ausgedrickt in OD (Indizes) bewegte sich im Bereich von
7,04% einer stark positiven Probe bis zu 15.84% einer schwach positiven
Probe.

Mittlere
Proben SD %VK n
oD
SR 1.429 0.101 7.04 10
MR 0.500 0.076 15.27 10
WR 0.319 0.051 15.84 10
NR1 0.058 0.008 13.13 10
NR2 0.061 0.011 18.19 10

Tabelle 4: Inter-Assay-Reproduzierbarkeit, ausgedriickt als optische Dichte (OD).
Analysiert wurden 6 verschiedene Serumproben mit HHV-8-Spiegeln von nicht-
reaktiv bis stark reaktiv in 7 Testansatzen mit 3 verschiedenen Chargen, und zwar
jeweils in Doppelbestimmung. SR: stark reaktiv; WR: schwach reaktiv, NR: nicht
reaktiv

Proben Mittlerer SD %VK n
Index

SR 8.397 0.704 8.38 10

MR 2.934 0.436 14.87 10

WR 1.879 0.323 17.21 10

NR1 0.342 0.046 13.54 10

NR2 0.361 0.064 17.83 10

Tabelle 5: Inter-Assay-Reproduzierbarkeit, ausgedriickt als Index. Analysiert wurden
5 verschiedene Serumproben mit HHV-8-Spiegeln von nicht-reaktiv bis stark reaktiv
in 10 Testansétzenedenen. SR: stark reaktiv; WR: schwach reaktiv; NR: nicht reaktiv
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Kreuzreaktivitat:
Zur Bestimmung der Spezifitdt des Biotrin HHV-8 IgG-EIA wurden 76 Serumproben

gescreent; sie stammten von Patienten, bei denen folgende Krankheiten
diagnostiziert worden waren:

Virus Anzahl and Positiven
Lupus Erythematosus 0/5
Rhematoid Arthritis (RA) 0/3
Rhematoid Factor (RF) 0/5
Autoimmune 1/7
Lyme IgG 0/4
EBV IgG 2124
Rubella 1gG 0/5
CMV IgG 0/5
VZV IgG 2/5
Hep C 0/2
HIV 0/5
HTLV 0/2
HSV IgG 0/4

Tabelle 6: n = 76 potentiell kreuzreagierende Proben, die zur Ermittlung
unspezifischer Bindungen analysiert wurden. Angegeben ist die Anzahl der
insgesamt getesteten Proben sowie der falsch-positiv befundeten Proben.
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Zusammenfassung des HHV- 8 IgG-EIA

Lesen Sie bitte vor Beginn der Testdurchfihrung die gesamte Produktbeschreibung
durch. Diese Zusammenfassung dient ausschlieRlich dem Uberblick.

Waschpuffer vorbereiten

v

Proben 101 in Probenverdinnungspuffer verdiinnen

v

In jeweils 2 Wells (Doppelbestimmung) 100ul (gebrauchsfertige)
Negativkontrolle, Cut-off-Kalibrator, Positivkontrolle pipettieren

v

In je 1 Well (Einzelbestimmung)
100ul der vorbereiteten Probe pipettieren

v

30 min bei +35 bis +39°C inkubieren

v

Streifen 4 x mit Waschpuffer waschen

v

Enzymkonjugat vorbereiten

100ul IgG-Enzymkonjugat zupipettieren

30 min bei +35 bis +39°C inkubieren

v

Streifen 4 x mit Waschpuffer waschen

v

100ul TMB-Substrat zugeben

v

30 min bei +35 bis +39°C inkubieren

v

100pl Stopplésung zugeben

v

Extinktion bei 450nm ablesenund (falls verfligbar) bei der Referenzwellenlange
630nm
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Interpretationen der Symbole

In-vitro Diagnostikum

Charge

Katalog-Nr.

Temperaturbegrenzungen

Verwendbar bis

Hersteller

Gesundheitssschadlich beim

Verschlucken.

Bei Kontakt mit Sauren werden sehr
giftige Gase freigesetzt.

Arbeitsanleitung
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Weitere Produkte von Biotrin

¢
Biotrin

Biotrin bietet ein einmaliges, fir Routinediagnosen im Labor geeignetes Sortiment
an Testkits fir Humane Herpesviren an:

Cat #: Description Assay Format
V3HHV6 Human Herpesvirus-6 IgG-IFA 4 x 10 well slides
V17HHV6 | Human Herpesvirus-6 IgM-IFA 4 x 10 well slides
V15HHV6 | Human Herpesvirus-6 IgG-EIA 96 well EIA
V18HHV8 | Human Herpesvirus-8 IgG-IFA 6 x 10 well slides
V19HHV8 | Human Herpesvirus-8 IgG-EIA 96 well EIA

Biotrin International Ltd.
93 The Rise, Mount Merrion

Co. Dublin
Ireland

Tel: +353 (01) 2831166
Fax: +353 (01) 2831232

E-mail: info@biotrin.ie

www.biotrin.com
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Zuséatzliche Informatzionen zu diesem oder anderen Biotrin-Produkten finden Sie
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auf unserer Website

www.biotrin.com
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