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Einfiihrung

Das Herpes-simplex-Virus vom Typ 2 (HSV-2) ist ein beim
Menschen weltweit vorkommender pathogener Erreger, der
meist eine asymptomatische Infektion oder leichte Haut- bzw.
Schleimhaut-L&sionen hervorruft. Antikérper gegen HSV-2
sind bei ca. 20 % aller Erwachsenen nachzuweisen. Die
Primérinfektion erfolgt in der Regel durch orale Sekrete oder
offene Wunden. In sozial schwachen Schichten oder bei
Personen mit hoher Promiskuitét liegt die Pravalenz bei ca.
60 %.

Eine Erstinfektion mit HSV-2 Infektion findet Ublicherweise im
Urogentitaltrakt statt und kann trotz einer bestehenden HSV-1
Infektion erfolgen. HSV-2 bleibt in den Lumbosakralganglien
oder im peripheren Gewebe latent und l6st von dort Episoden
manifesten Herpes genitalis aus.

Neurologische Komplikationen treten selten auf und verlaufen
gutartiger als durch HSV-1 verursachte. Hingegen sind
Infektionen bei Neugeborenen wahrend oder kurz nach der
Geburt, z. B. bei Herpes genitalis der Mutter, wegen der
hohen Letalitatsrate geflrchtet.

Verwendungszweck

Der MASTAFLUOR™ HSV-2 ist ein Immunfluoreszenztest
zum Nachweis spezifischer Antikérper gegen das HSV-2
Virus.

Testprinzip

Das verdlinnte Probenmaterial (Serum, Plasma) wird
zusammen mit den erforderlichen Kontrollen auf die
Testfelder des Objekttragers pipettiert. Die Testfelder sind mit
BMK-Zellen beschichtet, die mit dem HSV-2 Virus (Stamm
MS; ATCC) infiziert wurden. Sofern spezifische Antikérper im
Probenmaterial sind, binden diese an entsprechende
Antigenstrukturen auf den Testfeldern und bilden mit diesen
einen stabilen Antigen-Antikérper-Komplex. Unspezifisch oder
nicht gebundene Antikdrper werden in einem Waschschritt
entfernt. An die spezifischen Komplexe binden dann in einer
Konjugatreaktion FITC-gekoppelte Anti-human-IgG- bzw.
FITC-gekoppelte Anti-human-IgM-Antikérper. AnschlieBend
werden unspezifisch oder nicht gebundene
Reaktionskomponenten durch einen Waschschritt entfernt.

Im Fluoreszenzmikroskop werden die Testfelder ausgewertet.
Liegen Antikérper gegen das HSV-2 Virus im Serum vor,
kommt es zu Fluoreszenzen im Cytoplasma und/oder Kern in
den kolonieartig infizierten Zellen.
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Packungsinhalt

100 50

Inhalt Tests Tests Spezifikation
Beschichtet mit

Objektirager | 0% 10 | 1925 | HSV-2-Virus infizierten
BMK-Zellen

Positives IgG- oder IgM-positives

0,5mL 0,5 mL | Serum, gebrauchsfertig,

Kontroliserum enthilt < 0,1 % NaNs

IgG- und IgM-negatives
0,5mL 0,5mL | Serum, gebrauchsfertig,
enthalt < 0,1 % NaN3

Negatives
Kontrollserum

FITC-markiertes Anti-
human-IgG (Y-Kette)

FITC- 3 mL > mL oder FITC-markiertes
Konjugat Anti-human-IgM (p-Kette);
gebrauchsfertig,
enthélt < 0,1 % NaNj
Gebrauchsfertig,
Evans Blue 3mL 3mL enthalt < 0,1 % NaNs
Eindeck- Gebrauchsfertig,
medium smL 3mL enthalt < 0,1 % NaN3

Je 1 Sachetin 1L
destilliertem Wasser
I6sen, pH 7,2 £ 0,2

2 2

PBS Sachets | Sachets

Zusatzlich bendétigte Materialien

Sterile ReaktionsgeféBe

Mikropipetten und dazu passende Spitzen
Kuvetten

Feuchte Kammer

Messkolben oder Messbecher

Destilliertes Wasser oder Wasser héherer Qualitat
Pinzette

Deckglaser

(Wasch-) Pufferflasche

Fluoreszenzmikroskop mit einem 490 nm Anregungsfilter
(Blauanregung) und 510 nm Sperrfilter und Farbteiler.

Haltbarkeit und Lagerung

Der MASTAFLUOR™ HSV-2 Kit ist bis zu dem auf dem
Etikett vermerkten Haltbarkeitsdatum verwendbar, sofern er
bei 2-8 °C aufbewahrt wird.

Der PBS-Puffer ist nach dem Auflésen 30 Tage stabil, wenn
er bei 2-8 °C aufbewahrt wird.

Serum- und Plasmaproben kénnen 48 Stunden bei 2-8 °C
aufbewahrt werden. Fur eine langere Aufbewahrung sollten
sie bei -20 °C eingefroren werden. Allerdings sollten
wiederholte Einfrier- / Auftauzyklen vermieden werden.
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Warnhinweise

11.
12.

13.

14.

15.

16.

Der Kit dient nur zur in-vitro Diagnostik.

Vor der Testdurchfiihrung sorgféltig die
Gebrauchsinformation lesen. Die Testdurchfiihrung
nicht ohne Validierung modifizieren.

Keine Reagenzien nach dem Verfallsdatum verwenden.

Die allgemeinen Arbeitsschutzrichtlinien fir das Arbeiten
mit potentiell infektidsen Materialien einhalten. Es wird
empfohlen, entsprechende Schutzkleidung zu tragen.
Den Test immer in geeigneten Laborrdumen abarbeiten.

Nicht mit dem Mund pipettieren.

Wenn moglich sollten Einmalspitzen und
EinmalreaktionsgefaBBe verwendet werden. Es dirfen
nur gereinigte Laborglaser verwendet werden, die nach
dem Spilen mit demineralisiertem oder destilliertem
Wasser abgespult wurden.

Die im Kit enthaltenen Kontrollen sind Humanseren, die
auf Antikérper gegen das HI-Virus und HBsAg getestet
wurden und flir negativ befundet wurden. Dennoch
sollten alle menschlichen Seren als potentiell infektiés

angesehen werden, weil Infektionen nicht mit
letztendlicher ~ Sicherheit ausgeschlossen werden
kénnen.

Nur Wasser von hoher Qualitat verwenden (destilliertes
Wasser oder Wasser héher Qualitat).

Keine Reagenzien unterschiedlicher Chargen mischen.

Eine Kontamination der Reagenzien vermeiden; die
Flaschen immer wieder mit den richtigen Deckeln
verschlieBen. Zum Pipettieren immer eine neue
Pipettenspitze fur jeden Arbeitsschritt verwenden.

Ein Austrocknen der Wells verhindern.

Die Objekttrager nicht direktem Sonnenlicht oder

anderen vergleichbar extremen Bedingungen
aussetzen.

Probenmaterialien und Einmalartikel, die mit dem
Probenmaterial  in Kontakt ~ gekommen  sind,
entsprechend gangiger Vorschriften zur Entsorgung
potentiell infektidsen Materials vernichten.
Arbeitsflachen mit einem geeigneten
Flachendesinfektionsmittel geman der
Anwendungsvorschrift  dekontaminieren. GlasgefaBe

0.4. kbnnen bei 121 °C autoklaviert werden.

FITC-Konjugate sollen nicht dem Sonnen-, UV- oder
Fluoreszenzlicht ausgesetzt werden. Sofern die
Konjugate nicht bendtigt werden, diese lichtgeschutzt
aufbewahren.

Seren, die erkenntlich mikrobiologisch kontaminiert sind,
nicht verwenden.

Einige Reagenzien enthalten Natriumazid oder Proclin
als Konservierungsmittel. Beide Reagenzien reagieren
bei Inkorporation toxisch. Natriumazid kann mit Metallen
(Blei, Kupfer), explosive Metallazidverbindungen bilden.
Bei der Entsorgung von Azidreagenzien Uber den
Laborabfluss, ist daher mit viel Wasser nachspulen.

Testdurchfiihrung

1.

10.

11.

12.

13.

14.

15.

Vor dem  Testansatz alle Reagenzien auf
Raumtemperatur bringen (mindestens 20 °C).

1 Sachet des PBS-Puffers mit 1 L destilliertem Wasser
oder Wasser hdherer Qualitat [6sen.

Far den IgG- und IgM-Ansatz die Patientenseren 1:20
mit PBS verdinnen.
Beispiel: 10 pL Serum + 190 puL PBS

Fir die IgM-Bestimmung wird eine Praabsorption mit
MASTSORB (Kat.-Nr.: 651003) empfohlen, um z.B. eine
Storung durch  Rheumafaktoren zu minimieren.
Kontrollen diirfen nicht absorbiert werden.

Die Kit-Kontrollen sind gebrauchsfertig und missen nicht
weiter verdinnt werden.

Den eingeschweiBten Objekttrager an der Einkerbung
aufreiBen und vorsichtig aus der Alutiite herausnehmen.

Je 20-25 puL der Kontrollen oder der verdinnten
Patientenproben auf ein Testfeld pipettieren. Die Probe
soll das ganze Testfeld bedecken. Mit der Pipettenspitze
dabei nicht Gber das Testfeld kratzen.

Die Objekttrager in eine feuchte Kammer legen.
IlgG-Ansatze 30 min / IgM-Ansatze 45 min bei
Raumtemperatur inkubieren.

Nach der Inkubation die Objekttrager vorsichtig aus der
feuchten Kammer nehmen und mit PBS aus einer
Spritzflasche vorsichtig auf die Mitte des Objekttrager
zielen, um die Seren von den Testfeldern abzuspllen.
Dabei nie direkt mit dem Spritzstrahl auf die Testfelder
zielen.

Die Objekttrager in einer Kivette mit PBS-Puffer 15 min
bei Raumtemperatur waschen. Ein Wechseln des
Puffers nach 5 min erhéht die Waschstringenz.

Die Objekitrager aus dem Puffer nehmen und den
Puffer kurz von der Maske abklopfen, indem man mit
der Langsseite des Objekttragers auf eine saugfahige
Unterlage klopft. Nie mit einem Papiertuch 0.4. Uber die
Testfelder wischen!

Die Objekttrager sofort in die feuchte Kammer legen und
einen Tropfen des entsprechenden FITC-Konjugats
(20-25 pL) auf jedes Testfeld tropfen. Das Konjugat soll
das ganze Testfeld bedecken. Die Testfelder dirfen
nach dem Waschschritt zu keinem Zeitpunkt
eintrocknen!

Die Objekttrager in der feuchten Kammer 30 min bei
Raumtemperatur inkubieren (gilt fir 1gG- und IgM-
Ansatze).

Es empfiehlt sich, das Mikroskop etwa 10-15 min vor
Ablauf der Konjugatinkubation anzuschalten, damit die
Lampe  einbrennen  kann. Bitte  stets  die
Betriebsanleitung des Mikroskops beachten.

Nach der Konjugatinkubation die Objekttrager wie unter
den Pkt. 9 und 10 beschrieben waschen.

Optional kénnen dem letzten Waschschritt 3-5 Tropfen
Evans Blue zur Gegenfarbung zugegeben werden. Mit
der Gegenfarbung erreicht man eine starkere
Kontrastierung des Praparates.
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Nach der Evans Blue Farbung die Objekttréager kurz in
eine Kilvette mit frischem PBS tauchen, um Reste des
Evans Blue abzuspulen.

16. Einen kleinen Tropfen Eindeckmedium auf jedes
Testfeld tropfen und mit einem Deckglas den
Objekttrager eindecken.

Hinweis: Wird zuviel Eindeckmedium auf die Testfelder
getropft, so kann das Deckglas beim Mikroskopieren
leicht verrutschen. Zudem kann (berschissiges
Eindeckmedium zu einer Lichtstreuung flhren, was eine
hohe  Hintergrundfluoreszenz ~ zur  Folge  hat.
Uberschiissiges Eindeckmedium kann mit einem
saugfahigen Papiertuch entfernt werden, indem man
dieses an die Langsseite des Objekitragers halt.

17. Die Reaktionen kénnen nun mit einem
Immunfluoreszenzmikroskop ausgewertet werden. Es
empfiehlt sich dabei eine 400- bis 500-fache
VergréBerung.

Interpretation der Reaktionen
Validierung des Tests
Die Kontrollen mussen folgende Reaktionen zeigen:

Probe Fluoreszenzintensitat
Positive Kontrolle IgG 3 +bis4 +
Positive Kontrolle IgM 1+bis 3 +
Negative Kontrolle negativ

Zur korrekten Beurteilung der Patientenproben sollten immer
die positive und negative Kontrolle mit herangezogen werden.

Interpretation der Patientenreaktionen

IgG-positive Proben zeigen in der 1:20 Suchverdiinnung
eine Fluoreszenz im Cytoplasma und/oder Kern NUR in den
kolonieartig infizierten Zellen.

IgG-negative Proben zeigen in der 1:20 Suchverdiinnung
keine oder nur eine mattgriine Fluoreszenz.

IgM-positive Proben zeigen in der 1:20 Suchverdiinnung
eine feine Sprenkelung im Kern und Cytoplasma der
kolonieartig infizierten Zellen. Eine diffuse Fluoreszenz im
Cytoplasma der infizierten und nicht-infizierten Zellen ist
moglich. Die Fluoreszenzstarke ist abhangig von der
Antikdérperkonzentration.

IgM-negative Proben zeigen in der 1:20 Suchverdiinnung
keine Fluoreszenz.

Diagnostische Bedeutung

Die humorale Antikdrperbildung (IgG- und IgM-Antikdrper)
erfolgt  relativ  langsam bei symptomatischen und
asymptomatischen Infektionen. Bei Erstinfektionen kénnen
IgM-Antikérper in der akuten Phase nachgewiesen werden,
ebenfalls deutet ein signifikanter Titeranstieg von IgG-
Antikérpern auf eine Primdrinfektion hin. Ein maximaler Titer
ist erst nach 4—6 Wochen erreicht.

Die IgG Titer persistieren lebenslang, kénnen aber eine
Reaktivierung nicht verhindern. Bei Rekurrenzen bleiben die
Antikdrpertiter relativ  konstant und man erhdlt keinen
positiven IgM-Nachweis. Reaktivierungen sind demnach mit
Hilfe von Antikdperbestimmungen schwer nachzuweisen.
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Serologische Befunde bei einer Herpes-simplex-Infektion sind
vom Stadium der Erkrankung und der Dauer der klinischen
Symptome stark abhéngig. Fir eine endgultige Diagnose
sollten neben der Serologie die Anamnese sowie das
klinische Bild unbedingt hinzugezogen werden. Bei der

Interpretation der Ergebnisse sind immer mdgliche
Kreuzreaktionen zu berticksichtigen.
Titer | Titer | Interpretation Empfehlung
IgG IgM
Verlaufskontrolle der IgG u.
Akute oder vor kurzem IgM Antikérper (Proben im
> - 1:40 erfolgte Primérinfektion Abstand von 3-4 Wochen
140 | = wahrscheinlich, genommen), Serokonversion
Reaktivierung méglich aufzeigen; Bestatigungsteste,
z. B. ELISA, Antigennachweis
Verlaufskontrolle der IgG-
S Zurickliegende Infektion Antikdrper, ein signifikanter
1740 wahrscheinlich, Titeranstieg bei Fehlen von
: Reinfektion méglich. IgM-Antikérpern 1&sst auf eine
Reinfektion schlieBen

Proben, die in der Verdinnung des Suchtiters zu
grenzwertigen Ergebnissen fiihren, sollten mit einer neuen
Probe erneut getestet werden. Eine Verlaufskontrolle liefert
zudem Hinweise, die auf eine unspezifische Reaktion
schlieen lassen kénnen.

Grenzen des Nachweisverfahren / Kreuzreak-ti-
onen

1. Kreuzreaktionen zwischen Antikérpern anderer Viren
der Herpesgruppe (HSV 2, CMV, EBV und VZV) kénnen
nicht ausgeschlossen werden. Besonders zu beachten
ist die nahe Antigenverwandschaft zu HSA 2, bei
niedrigen HSV 1-Titern sollte ein Antikérpernachweis
des heterologen Antikdpertyps erfolgen. Liegt eine HSA
2-Infektion vor, so zeigt sich ein positiver Titer von HSV
2-Antikérpern.

2. Der MASTAFLUOR™ HSV-2 ist hoch-sensitiv und
hoch-spezifisch. Dennoch sollte auch dieser Test wie
auch jeder andere Labortest nicht allein zur Festlegung
der Diagnose verwendet werden, sondern immer in
Verbindung mit anderen Testverfahren, der Anamnese
und dem klinischen Bild des Patienten.

Leistungsdaten

Die Tabellenangaben beziehen sich auf Testergebnisse, die
mit Vergleichsmethoden ermittelt wurden:

IgG IgM
Sensitivitat 100 % 50 %
Spezifitat 100 % 100 %

Die Inter- und Intra-Assay Varianz zeigt bei diesem Test keine
Unterschiede in der Fluoreszenzintensitéat der Kontrollen.

Literatur

1. Gerike E., Tischer A., in: Diagnostische Bibliothek Vol 18,
1993, Blackwell Wissenschaftsverlag

2. Thomas L., Labor und Dianose, 5. Auflabe TH-Verlag,
1998

3. Fields, Virology, Third Edition, Lippencott-Raven, 1996
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Introduction

The HSV-2 is a ubiquitous pathogen in humans that usually
causes either asymptomatic infection or mild skin and muco-
sal diseases. Antibodies to HSV-2 occur in about 20 % of all
adults. Normally HSV-2 is transmitted by oral secretions or
open wounds. In lower social classes and in sexually promis-
cuous people the prevalence is higher (about 60 %).

After the primary infection some viruses establish a latent
state in their host cells (mostly ganglia cells). The virus DNA
is integrated into the genome of the host cell where it remains
until the infected person dies. After stimulation of the host cell
recurrent infection occurs this is called an exacerbation when
clinical symptoms appear. The recurrence may be caused by
different kinds of traumas as fever or physiological changes
and diseases.

HSV-2 causes different clinical symptoms. Of major impor-
tance is the Herpes genitalis syndrome which occurs princi-
pally in adults. The preceding primary infection will be trans-
mitted via sexual contact. Typical loci of appearance are the
mucosas of the human genital tract. Additionally HSV-2 is
among viruses suspected of inducing cervix carcinoma in
women. In some patients contiguous skin regions are involved
particularly on the buttocks or perianal area. The Herpes
genitalis exacerbations are normally endogenic relapses
which lead to the same blistered symptoms like Herpes labia-
lis. In some cases a HSV-2 caused meningitis occurs the
course of which is much milder than a HSV-1 caused en-
cephalitis and which symptoms are always reversible. This
meningitis appears especially in connection with a HSV-2
primary infection. The most severe complication of genital
HSV infection is the neonatal disease which is caused by an
infection during or shortly after the delivery. The risk of neo-
natal infections seems to be higher during symptomatic pri-
mary infection of the mother. The drug Acyclovir is the treat-
ment of choice for most serious HSV infections.

The common manifestations of HSV infections are so typical
that the infection may be easily diagnosed on clinical recogni-
tion alone. The "gold standard" for diagnosis of HSV infection
remains isolation of the virus in tissue culture. For typing
HSV-1/HSV-2 Western blots or indirect immunofluorescence
may be performed.

Diagnosis of the primary infection by HSV-1/HSV-2 can be
confirmed by a significant rise of the IgG titer within 6 to 10
days.

Intended Use

MASTAFLUOR™ HSV-2 provide an indirect immunofluores-
cence test system for the detection of specific antibodies to
HSV-2 virus antigen.

Test Principle

IFA slides are coated with BMK cells infected with HSV-2 vi-
rus (ATCC strain: MS). Diluted patient serum or plasma is in-
cubated on the wells of the slide. In the presence of specific
antibodies a stable antigen-antibody complex is formed. Un-
specific or un-bound antibodies are removed in a washing
step. Specific immune complexes are then detected by either
a FITC-conjugated anti human IgG or IgM antibody. Again
unspecific or non-bound antibodies are removed in a washing
step. Results could be read visually using an immunofluores-
cence microscope. Positive reactions show specific cytoplas-
mic fluorescence and cytoplasmic inclusions in infected cells.

Kit Contents

100 50 e as
Content Tests Tests Specifications
Slides 10x10 10 x5 | Coated with HSV-2 virus
Wells Wells | infected BMK cells
. IgG or IgM positive serum,

Egr?t':glle 0.5mL 0.5mL |ready to use,

contains < 0.1 % NaNs;
. IgG and IgM negative se-

l(;l:r:_:;t?glve 0.5mL 0.5mL |rum, ready to use,
contains < 0.1 % NaNs
Anti-human-IgG (y-chain)
FITC-conjugate or Anti-

FITC- human-IgM (p-chain)

conjugat 3 mL 2 mL FITC-conjugate; ready to

e :
use, contains < 0.1 %
NaN3

Evans ready to use,

Blue 3mL 3mL |contains
< 0.1 % NaN3

Mounting ready to use,

Medium 3 mL 3mL contains < 0.1 % NaNs

> > 1 sachet to be diluted in
PBS 1 L of distilled water,
Sachets | Sachets pH7.2+0.2

Materials Required but not Provided

Sterile test tubes

Micropipettes and tips

Staining dish or Coplin jar

Moist chamber

Volumetric flask for PBS

Distilled water or water of higher quality
Forceps

© No oA~

Transmitted or epi-fluorescent microscope with a
490 nm excitation filter and a 510 nm barrier filter

9.  Cover slips

10. Wash bottle

Stability and Storage

MASTAFLUOR™ HSV-2 is stable until end of shelf life as in-
dicated on kit label. The kit should be stored at
2-8 °C.

Reconstituted PBS powder should be stored at 2—8 °C for up
to 30 days.

Serum and plasma specimens may be stored at 2-8 °C for up
to 48 hours prior to use or for longer storage at
-20 °C. Repeated freezing and thawing of specimens should
be avoided.
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Warnings and Precautions

1.

10.

11.

12.

13.

14.

15.

17.

The reagents supplied in this kit are for in vitro diagnos-
tic use only.

Read instructions carefully before conducting the assay.
Do not modify the procedure.

Do not use kit beyond the expiry date.

Wear appropriate protective clothing and use appropri-
ate facilities.

Do not mouth pipette.

Use disposable plasticware where ever possible. Re-
usable glassware should be washed thoroughly and
rinsed free of detergents before use.

Sera provided have been tested for antibodies to HIV
and for HBsAg and found to be negative. However, they
should be treated as potentially infectious materials and
capable of transmitting disease. No guarantee is given
that the sera are free of infection or microbial contami-
nation.

Use distilled water or water of higher quality.

Do not mix reagents between different lots, as reagents
have been calibrated for each batch.

Do not cross-contaminate reagents or interchange caps
on bottles. Use a separate pipette or pipette tips for
each sample and reagent.

Do not allow wells to dry out during the assay proce-
dures.

Do not expose slides to intense sunlight or similar ad-
verse conditions while incubating.

Contaminated plastic ware should be disposed of and
incinerated. Contaminated glassware should either be
autoclaved at 121 °C for 1 hour or decontaminated with
a solution of 2.5 % sodium hypochlorite. All liquid waste
should be decontaminated appropriately e.g. using so-
dium hypochlorite.

Do not expose the FITC-conjugate at any stage to
strong sunlight, UV or fluorescent light. Keep in a dark
place whenever possible.

Microbial contaminated serum samples should not be
used.

Sodium azide is used as a preservative as marked. It
may be toxic if ingested. Sodium azide may react with
lead and copper plumbing to form highly explosive salts.
Always dispose of by flushing to drain with plenty of
water.

Test Procedure

1.

Allow all materials to reach

(at least 20 °C) prior to use.

room temperature

Reconstitute one sachet of PBS powder with 1 litre of
distilled water or water of higher quality.

Dilute patient samples 1:20 with PBS for IgG and IgM
testing: Example: 10 uL serum + 190 uL of PBS.

For IgM determination a preabsorption with Rf absorb-
ent (MASTSORB™ Order Code: 651003) is recom-
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10.

11.

12.

13.
14.

15.

16.

17.

mended to reduce interferences e.g. with rheumatic
factors. Do not absorb the controls.

Controls are supplied ready to use and must not be di-
luted.

Carefully remove the required number of slides from
their sachets and mark accordingly. Hold the slide at the
edge and do not touch the wells. Place the slides in a
moist chamber.

Apply 20-25 pL of diluted specimens and ready to use
controls to respective wells on the slides according to a
prepared work format. Ensure that all the wells are cov-
ered and that serum does not escape from the wells.

Direct contact of a pipette tip with the slide surface may
result in damage to the antigen substrate and should be
avoided.

Cover the moist chamber and incubate as follows:
IgG assay: room temperature for 30 min.
IgM assay: room temperature for 45 min.

After incubation wash slides carefully with PBS from a
wash bottle, taking care not to direct the jet onto the test
wells. This may be done by directing the jet of PBS
along the centre of the slide, tilting the slide first towards
wells 1-5 and then towards 6—10.

Immerse the slides in a staining dish or Coplin jar con-
taining PBS and wash for 15 min. A change of the PBS
buffer after 10 min increases washing strength.

Remove slides one at a time from the staining jar and
drain off any excess PBS. Using a blotter, dry the area
outside wells. Wipe off any excess PBS from the back of
the side. Do not touch the well surface.

Immediately transfer the slide to a moist chamber and
add 20-25 pL of FITC-conjugate (either IgG or IgM) to
each well. Ensure that all the wells are covered by the
conjugate.

Incubate slides at room temperature in a covered moist
chamber in the dark for 30 min (same incubation for IgG
and IgM).

Switch on microscope 15 min prior to use.

After incubation wash the slides with PBS as in steps 9
and 10.

Optional counter stain: add 3-5 drops of Evans Blue to
the PBS wash buffer in the last 5 min washing step. The
counter stain increases the contrast of the immuno-
fluorescent pattern.

Briefly wash the slides in PBS to remove all Evans Blue.

Apply one small drop of Mounting Medium to each well
on a slide. Place a cover slip on the slide and read the
results immediately. Take care not to trap air pockets
under the cover slip. Excess Mounting Medium on a
slide may result in high background fluorescence due to
light scattering. Remove excess Mounting Medium with
a paper towel avoiding any direct movement of the cover
slip.

Examine under a fluorescence microscope at a total
magnification of 400x to 500x.
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Interpretation of Results

Test Validation
Examine the control samples before reading patient samples.
The controls must give the following patterns to be valid.

Sample Fluorescence Intensity
Positive control IgG 3+t04 +
Positive control IgM 1+to3+
Negative control negative

Specimen sera are assessed by way of comparison with the
controls included in the test.

Interpretation of Specimen Results

IgG positive specimens should show in a 1:20 dilution a
fluorescence in cytoplasm and/or nucleus of infected cells
forming colonies.

IgG negative specimens should not show in a 1:20 dilution a
green fluorescence; a green staining without fluorescence
may be visible. A fluorescence of the Fc receptor should not
be considered as positive.

IgM positive specimens should show in a 1:20 dilution a fine
speckled fluorescence in the cytoplasm and nucleus of in-
fected cells. A diffuse fluorescence in the cytoplasm of in-
fected and non-infected cells may be found. The intensity of
the fluorescence signal is dependent on the antibody concen-
tration.

IgM negative specimens do not show any green fluores-
cence.

Diagnostic Relevance

Following symptomatic and asymptomatic infections the hu-
moral production of antibodies (IgG, IgM and IgA antibodies)
is relatively slow. In the case of primary infection IgM anti-
bodies can be detected during the acute stage. A significant
increase of IgG antibodies is also an indication of an on-going
acute infection.

Maximum antibody titres are reached after 4—6 weeks post
infection.

IgG titres persist life-long but do not prevent a reactivation.
During reactivations the antibody titres are relatively constant
and positive IgM titres are very rare. The serological detection
of reactivations by determination of antibody titres is difficult.

Serological findings in HSV infections are strongly dependent
on the stage and duration of the clinical symptoms. To obtain
a final diagnosis the patient history and clinical symptoms
should be included for the interpretation of the serological re-
sults and possible cross-reactivity should be taken into con-
sideration

Titer | Titer | Interpretation Recommendation
IgG IgM
Monitoring of IgG and IgM anti-
A . . bodies (sample collection within
> cute or recent |n_fect|on 3—4 weeks): determine sero-
1:40 2 1:40 | probable, re%cltlvatlon pos- conversion; Confirmatory tests
siole e.g. ELISA; antigen determina-
tion
Monitoring of IgG antibodies, a
> Previous infection prob- | significant increase in the ab-
1:40 able, reinfection possible | sence of IgM, antibodies indi-
cates re-infection

Limitations / Cross reactions

1. Cross-reactivity with antibodies to other viruses of the
herpes group (HSV 2, CMV, EBV and VZV) cannot be
excluded. In particular, the similarity of the antigen to
HSV 2 is considerable, such that in the case of low HSV
1 titres the antibody determination of the heterologous
antibody type should be carried out. A positive HSV 2
antibody titre indicates an HSV 2 infection.

2. MASTAFLUOR™ HSV-2 has been demonstrated to be
highly sensitive and specific, however, results should be
considered along with all serological tests, clinical his-
tory and other aspects of patient management to be
considered diagnostically significant.

Performance

Data in the table were obtained by comparing
MASTAFLUOR™ HSV-2 results with data or other assays
based on a different method (e.g. ELISA):

IgG IgM
Sensitivity 100 % 50 %
Specificity 100 % 100 %

Inter-assay and intra-assay variances are not detectable in
respect to control fluorescence intensity.
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Erlauterungen zu den auf den Etiketten verwendeten graphischen Symbolen:
Explanations of abbreviations and icons used on labels:

SLIDES Objekttrager Slides
CONTR + Positive Kontrolle Positive control
CONTR - Negative Kontrolle Negative control
CONJ FITC-Konjugat FITC-conjugate
BUFFER PBS Waschpuffer PBS Washing buffer
EVANS BLUE Evans Blau Evans Blue
MOUNTING MEDIUM Eindeckmedium Mounting Medium
LOT Charge Batch
REF Bestellnummer Order code
AHG Anti-Human-Globulin Anti-human globulin
RTU Gebrauchsfertig Ready to use

Gebrauchsinformation

Read instrucitons for use
beachten

Wichtige Hinweise beachten Important notes

Verfallsdatum Expiry Date

Lagerung bei Storage

~ rdJ > E
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