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Intended Use

The SCIMEDX Indirect Fluorescence Assay (IFA) for Human Herpesvirus 8 Antigen (HHV8) Lytic IgG
Antibody is intended for the qualitative and semi-quantitative detection of IgG (Immunoglobulin G)
antibody to HHV8 lIytic antigens in human serum or plasma. Detection of HHV8 IgG antibody in
humans can be used as an aid in the diagnosis of primary infection or reactivation/reinfection with this
virus, or can provide evidence of previous HHV8 infection.

Introduction and Summary of Test Procedures

Human herpesvirus 8 (HHV8), also known as Kaposi’'s Sarcoma Herpesvirus (KSHV), was identified in
1994 by Chang from KS lesions. Unique DNA sequences that closely resembled regions of the
Herpesvirus saimiri and Epstein-Barr virus were discovered that exist in all forms of Kaposi’'s sarcoma
worldwide, whether the KS is associated with human immunodeficiency virus (HIV) infection or not.
Classical KS is a rare malignancy occurring in elderly Mediterranean men. In patients with acquired
immunodeficiency syndrome (AIDS), KS is the most frequent neoplasm. KS has also been observed in
transplant recipients and in certain African populations. In addition, HHV8 has also been associated
with body cavity lymphomas, also called primary effusion lymphomas, multi-centric Castleman’s
disease, non-Hodgkin’s lymphoma and multiple myeloma (1-6).

HHV8 is now classified as a gamma herpesvirus, in the genus Rhadinovirus, and resembles EBV in its
tropism for B cells and ability to exist in a latent state. Although cell cultures established from body
cavity lymphomas are often co-infected with HHV8 and EBV, some of the cultures are EBV negative. If
the cell cultures are latently infected with HHV8, they can be chemically induced to produce actively
replicating virus. Therefore, these HHV8, non-EBV infected lines, have made serological studies
possible to detect antibodies to different viral proteins, including latent antigens, especially latency-
associated nuclear antigens (LANA), and lytic antigens expressed by replicating virus (7-8).

Serological studies have shown that infection with HHV8 precedes the tumor development of clinical
KS. Studies suggest that HHV8 is sexually transmitted and also indicate that HHV8 viral infection is not
as common in the general population as the other herpesviruses. Different serological tests have
shown varying prevalence rates for HHV8 antibodies in the normal adult population, from as low as 4%
to 25%. More accurate determinations of prevalence rates remain to be established, with the use of a
combination of tests measuring antibodies to both Iytic and latent antigens and standardization of test
systems. When both Iytic and latent antibody tests are utilized, nearly all of KS patients and ~90% of
HIV infected homosexual men show antibodies to HHV8 (9-14).

Among serological assays, the IFA has been shown to be a practical and accurate serological method
for detection and semi-quantitation of IgG antibodies to HHV8. Because of the necessity for detection
of antibodies to both lytic and latent antigens, SCIMEDX has two indirect fluorescence assays for
determination of HHV8 antibodies, with two kinds of slides for differential detection of antibodies to lytic
and latent antigens.

Principle of the Test

SCIMEDX fluorescent antibody assays use the indirect method of antibody detection and titer
determination. Patient serum or plasma samples are applied to cultured cells containing inactivated
viral antigens provided on paint delineated wells on glass microscope slides. During a 30 minute
incubation, antibody specific for HHV8 antigens forms an antigen/antibody complex with the HHV8
antigens in the infected cells. In a brief washing step, nonspecific antibody and other unreacted serum
proteins are eliminated. Fluorescein-conjugated goat anti-human IgG is then applied to the wells of the
glass slide. The anti-lgG conjugate combines with human IgG, if present, during a 30 minute
incubation. After a brief wash to remove unreacted conjugate, the slides are viewed by fluorescence
microscopy. A positive antibody reaction is denoted by bright green fluorescence at the antigen sites.

Materials Furnished and Storage Conditions

HHV8 Antigen Slides: Slides of human lymphocytes expressing HHV8 lytic antigens on each glass
well. The slides are ready for use after removal from protective pouch. Store at 2-8°C. Slides are
stable at this storage condition until the expiration date stated on the pouch label.

HHV8 IgG Positive Control: Each vial contains 0.5 ml HHV8 IgG antibody positive human control.
This component is a ready for use liquid. Store at 2-8°C. Liquid positive control is stable at this storage
condition until the expiration date stated on the vial label.

HHV8 IgG Negative Control: Each vial contains 0.5 ml HHV8 IgG antibody negative human control.
This component is a ready for use liquid. Store at 2-8°C. Liquid negative control is stable at this
storage condition until the expiration date stated on the vial label.

Fluorescein Conjugate: Each vial contains 1.5 ml fluorescein conjugated goat (inactivated)
antihuman IgG (heavy and light chain) with Evans Blue and Rhodamine counterstains. The fluorescein
conjugate is a conjugation of affinity chromatography purified anti human IgG with fluorescein
isothiocyanate (FITC). Adding Evans Blue and Rhodamine counterstains to the conjugate masks
nonspecific fluorescence of the tissue culture cells. This component is a ready for use liquid. Store at
2-8°C. Liquid conjugate is stable at this storage condition until the expiration date stated on the vial
label.

Coverslip Mounting Media: Each vial contains 2.0 ml phosphate buffered glycerol with fade
retardant. This component is a ready for use liquid. Storage temperature may range from refrigerated
to room temperatures (2-30°C). Mounting media is stable at either storage condition until the expiration
date stated on the vial label.

Phosphate Buffered Saline (PBS): Each aluminized sealed packet of powdered buffer makes one
liter of 1X PBS. Storage temperatures may range from refrigerated to room temperature (2-30°C). Add
the entire contents of a PBS packet to one liter of freshly prepared distilled or deionized water. Note:
Addition of the salts while rapidly stirring the water will facilitate solubilization. Store PBS as a solution
at 2-8°C.

Special Blotters: Absorbent blotters have pre-cut holes for use in drying the slide mask. Storage
temperatures may range from refrigerated to room temperature (2-30°C).

General Precautions
IFA Test Kit: No US Standard of Potency.

e Store all kit components at their recommended or suggested temperatures. Do not freeze.

e Do not use the components beyond the stated expiration date of each component.

e SCIMEDX optimizes all of the active components in each lot of its IFA kits as a unit. Do not
mix components from different lots or from different sources.

e The controls and conjugate contain 0.095% sodium azide that, if allowed to accumulate, can
form explosive compounds in lead and/or copper plumbing. Flush drains thoroughly if used to
dispose of these materials.

e Use separate pipette tips for each sample and reagent to avoid cross contamination.

e Reagents should be inspected for evidence of bacterial or fungal contamination.

Antigen slides: All IFA antigen slides have fixed cells that do not contain any viable infectious agents.
However, good laboratory practices (GLP) require careful slide handling and disposal as with any other
potentially biohazardous laboratory material.

e Do not remove the slides from their protective pouch until ready for use.

e Do not reuse substrate slide.

Human Controls: The human controls in these kits have all been tested for hepatitis B surface antigen
(HBsAg) and human immunodeficiency virus (HIV) antibody by FDA licensed methods and found to be
non-reactive. However, no test system can ensure the absence of these agents. Handle all human
serum components, including those received in your laboratory for testing, as potentially biohazardous.
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Xn-Harmful Substance

Control and Conjugate Safety Precaution:

Concentration of sodium azide in these components is classified as Harmful and subject to the
following risk phrase: “Harmful if

swallowed and contact with acids liberates very toxic gas.”
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Specimen Collection, Storage and Limitations of Test Samples

e Separate aseptically collected serum or plasma from the red blood cells and store frozen (-
10°C or lower) until ready for testing. Avoid repeated freezing and thawing.

e If desired, store fresh liquid serum or plasma samples at 2° to 8°C for up to one week without
loss of antibody activity.

e Do not use excessively lipemic samples without delipidization.

e Do not use contaminated samples.

e Paired serum samples to demonstrate seroconversion or significant titer increase should be
collected 7-14 days apart, stored, then tested simultaneously.

Additional Materials Required
e Test tubes, racks, pipettes, microtiter plates and safety pipetting devices for making sample
dilutions
e 37°C incubator
e Moist chamber for incubating slides
e Slide holder rack and staining dish for washing slides
e Coverslips: 22 X 50 mm No. 1 thickness glass
Fluorescence microscope: A fluorescence microscope equipped with the following was used to
calibrate the controls and conjugate:
e 10X eyepiece
16X or 40X objectives
Epi-illuminator with 50W halogen lamp
FITC-excitation filter KP490
Yellow absorbing filter K530
e Red suppression filter BG38
The fluorescein label has an excitation peak of 490 nm and an emission peak of 520 nm. Differences
in endpoint reactivities and fluorescence intensities may be due to the type and condition of the
fluorescence equipment used in your laboratory.

IFA Procedure
1. For qualitative IgG antibody determination, prepare a 1:64 screening dilution of each test
sample in PBS. Prepare all dilutions in @ minimum volume of 0.10 ml with PBS as the

diluent.

2. For quantitative titration of sera, prepare two-fold serial dilutions of the serum sample in

PBS, starting with a 1:64 dilution, and adding equal volumes of diluted serum or plasma
and PBS for each consecutive dilution.

3. Remove slides from protective pouch and apply 1 drop (approximately 20 pl) of the diluted
test sample(s) to each well. Add sufficient volume to completely cover each well, but cross-
mixing of contents between wells should not occur. Note: Each day’s test run requires one
well each for positive control, negative control, and PBS (conjugate control).

Incubate the slides in a moist chamber for 30 minutes at 37°C.

Rinse the slides in a light stream of buffer. Avoid directing the stream at the wells.

Wash the slides for 10 minutes with a change of PBS solution after 5 minutes. Agitate the

slides by moving the rack up and down in the buffer.

Blot the paint mask surrounding the test wells with the special blotters.

Apply one drop of the ready to use conjugate to each test well.

Repeat steps 4 (incubation), 5 (PBS rinse), 6 (10 minute PBS wash), and 7 (blot).

0. Apply the glycerol mounting media and 22 X 50 mm glass coverslip.

1. Observe the reactivity under fluorescence microscopy using 20-40X magnification. For
best results, examine slides immediately after completion of the test. To obtain equivalent
results, seal slides or keep humidified to minimize dehydration of mounting medium, store
in dark at 2-8°C, and read within three days. Positive reactivity may range in fluorescence
intensity from brilliant to weak. Grade the fluorescence reaction according to the following
intensity scale: 4" (brilliant), 3" (bright), 2* (moderate) and 1" (weak).
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Interpretation of Results

e Bright green fluorescent staining of the infected cells denotes a HHV8 IgG antibody positive
reaction. For lytic antigen, the whole cell, both cytoplasm and nucleus, will fluoresce. To
provide an internal control, each well on the microscope slide contains both HHV8 infected and
uninfected cells. Preparation of the slide in this manner is intentional. Uninfected cells, stained
red by the counterstain, provide a contrasting background. Infectivity of the cells ranges from
15-50%. Titration of positive HHV8 IgG sera will provide quantitative information. In a titration
series, the highest serum dilution demonstrating a 1" reaction is interpreted as the endpoint.

e Absence of specific fluorescent staining of the infected cells denotes a negative reaction for
HHV8 IgG antibody.



Significance of Interpretation

1. No discernible fluorescence of the
infected cells found at the screening
dilution.

. Test sample is HHV8 IgG antibody negative.

N
N

. Specific positive fluorescence of the
infected cells found at the screening
dilution or at higher dilutions.

. Test sample is HHV8 IgG antibody positive, indicating
previous HHV8 infection. Seroconversion or a four-fold
or greater rise in IgG antibody titer in paired serum
samples indicates recent infection with HHV8.

w

3. Fluorescence found in both infected
and uninfected cells.

. Test sample is exhibiting a nonspecific reaction.

Note: Performance of a HHV8 IgM antibody specific test aids in the diagnosis of a current HHV8
infection.

Quality Control

1. To ensure the test is working properly, use the positive and negative controls at least once
for each day’s testing.

2. The type and age of the fluorescence microscope and hours of UV bulb usage can affect
fluorescence intensity and titration endpoints to some degree. The HHV8 antibody positive
control furnished with this kit demonstrates a 2 to 4" intensity reaction. The vial has a
listed titer to use as an additional check for the test system (see 1" Dilution Notice). Use
this as the calibrator for a 2* to 4" intensity reaction on your microscope.

3. Use the HHV8 antibody negative control furnished with this kit as the calibrator for a
negative reaction on your equipment.

4. Each day’s test should include one PBS well in place of a test sample. This is a conjugate
control to ensure the conjugate is not reacting with the cell substrate.

1* Dilution Notice
The positive control in this kit is ready to use and provides a 2" to 4" fluorescent intensity when tested.
To obtain a 1* fluorescent intensity, make two-fold dilutions to the titer indicated on the vial included in
this kit. Titer the positive control with the initial use of the kit.
The titer you obtain in testing may differ from the listed dilution due to a number of technical reasons. It
is best to test the titer indicated on the vial, as well as the two-fold dilution immediately preceding and
following the listed titer. It is normal for results obtained for an endpoint (1) titer to differ between
laboratories due to factors affecting the intensity of fluorescence. These factors include:
the power rating of the UV light source in the microscope

2. hekind of light source

3. the age of the lamp

4. the length of the optical path of the microscope and the types of optical filters used

5. the accuracy of dilution techniques and the dilution equipment

Limitations of the Procedure

1. A serological test such as the IFA serves as an aid to detect viral infection, but its use should
not be the sole criteria. The test results should be used in conjunction with information available
from the patient, clinical evaluation and other available diagnostic procedures.

2. A single positive result for HHV8 IgG antibody is significant only in that it indicates previous
contact or infection with the virus. For epidemiological purposes a single result is useful. It
should not be used, however, as an indication of current or recent infection with the virus. To
determine current or recent infection, simultaneous testing of paired specimens of plasma or
serum taken 7-14 days apart should be done. A four-fold or greater rise in titer between the first
and second sample is indicative of a current or recent infection.

3. Nonspecific positive reactions such as antinuclear antibody and/or anticytoplasmic antibody
reactions can occur in samples from patients with certain autoimmune diseases. Both infected
and uninfected cells will fluoresce, and this may obscure a positive HHV8 reaction. Therefore,
observation of an autoimmune reaction cannot eliminate the possibility of HHV8 infection.
Comparison with the positive control, with its particular reaction, or the testing of the sample
with a test specific for ANA could be helpful to eliminate false positives.

Expected Values

When both lytic and latent antibody tests are utilized, nearly all of KS patients and ~90% of HIV infected
homosexual men show antibodies to HHV8. Different serological tests, including the IFA, ELISA, and
immunoblot assays, have shown varying prevalence rates for HHV8 antibodies in the normal adult
population — from as low as 4% to 25%. Because of the different sensitivity and specificity of the
various immunoassays, further testing with standardization of detection systems will be required to
clarify prevalency rates. Seropositivity is not common before puberty.

Performance Characteristics

Relative Sens and Spec This kit was compared with an HHV8 ORF 65 ELISA kit to
determine the sensitivity and specificity between the two tests. The study tested 311 human serum
samples that consisted of samples from patients with Kaposi’'s sarcoma, Human Herpes Virus 6 and
multiple myelomas. Sera from normal blood donors were also included. The data is summarized in the
following table.

SCIMEDX IFA
Samples HHV8 Reactive Non- Total
Lytic reactive
Status
Kaposi’'s Reactive 102 0
Sarcoma Non- 0 0 102
reactive
Alt " Blood Reactive 0 1
ernate
ELISA Donors Non- 5 188 194
reactive
Multiple Reactive 0 0
o Non- 0 10 10
reactive
HHV6 Reactive 0 0
Positive Non- 0 5 5
reactive
Total 107 204 311
Serological Agreement: =305/311 =98.1%
Reproduci Six seropositive samples with various titers (1:64 to 1:2048) and one seronegative

sample were serially two-fold diluted and assayed three times each on two different days and the
endpoint determined. All twenty-one endpoint titers were within specification of plus or minus one two-
fold dilution.

Identical titer 18/21
=+ one, two-fold dilution 3/21

HHV8 Specificity: The IFA test for HHV8 Lytic is a specific test for detecting antibodies to HHV8.
Thirty-one of thirty-five sera positive for IgG antibody to either cytomegalovirus (CMV), Epstein-Barr
virus (EBV), human herpes virus 1 (HSV1), human herpes virus 6 (HHV6), or varicella zoster virus
(VZV), or any combination of these viruses, tested negative for HHV8 IgG antibody with this IFA test.
The table below summarizes the data.

Cross Reactivity Data-SCIMEDX HHV8 IgG
[ Disease Type [ Total Sampl. Positive Result |
CMV [ 6 3/6

I-HV802G Printed in U.S.A Rev F 7/9/22

EBV 21 0/21
HSV1 1 on
HHV6 6 1/6
vzv 1 0/
Total 35 4/35

Real Time Stability: Real time stability testing of kit components was carried out at 6 month intervals
for a minimum of 24 months. The endpoint titers of the positive and negative controls were compared
to the endpoint titers at release. Acceptance criteria are endpoint titers within one two-fold dilution of
each other. These results were within specifications. Refer to the following table.

Real Time Stability

Slide Lot Control Endpoint Titer at Endpoint Titer at
Release 24 months

#1 Positive 1:512 1:256
Negative - _

#2 Positive 1:512 1:512
Negative - _

#3 Positive 1:512 1:256
Negative - _
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ESSAI BIOLOGIQUE DE FLUORESCENCE INDIRECT SPECIFIQUE A L’ANTICORPS IgG ANTI-
HUMAN HERPESVIRUS 8 (HHVS Lytique)

Destiné a I’exportation uniquement
Réservé au diagnostic in vitro.
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U ation prévue

L’essai par fluorescence indirecte (IFA) de SCIMEDX Corp. pour I'anticorps anti-IgG de 'antigeéne du
virus de I'herpés humain 8 (HHV8 lytique) est congu pour la détection qualitative et semi quantitative de
I'anticorps anti-lgG (Immunoglobuline G) du HHV8 dans le sérum ou le plasma humains. La détection
de lanticorps anti-lgG du HHV8 chez 'homme peut étre utilisée pour faciliter le diagnostic de
primo-infection ou de réactivation/réinfection par ce virus.

Présentation et résumé des procédures de test

L'herpésvirus humain de type 8 (HHV-8), également appelé herpésvirus associé au sarcome de
Kaposi, a été identifié¢ en 1994 par Chang a partir de lésions du SK. Des séquences d'ADN uniques
ressemblant étroitement & des régions de I'herpésvirus saimiri et du virus d'Epstein-Barr ont été
découvertes, et elles existent dans toutes les formes du sarcome de Kaposi a travers le monde, que le
SK soit associé ou non a l'infection par le virus de I'immunodéficience humaine (VIH). Le SK classique
est une malignité rare survenant chez les hommes agés d'origine méditerranéenne. Chez les patients
atteints du syndrome d'immunodéficience acquise (SIDA), le SK est le néoplasme le plus fréquent. Le
SK a également été observé chez les bénéficiaires de greffes et dans certaines populations africaines.
De plus, le HHV-8 a également été associé aux lymphomes des cavités corporelles, également
appelés lymphomes des séreuses, a la maladie de Castleman multicentrique, aux lymphomes non
hodgkiniens et au myélome multiple (1-6).

L'herpésvirus humain de type 8 est maintenant classé comme un herpésvirus gamma, dans le genre
Rhadinovirus, et ressemble au virus d'Epstein-Barr de par son tropisme pour les cellules B et sa
capacité d'exister a I'état latent. Bien que les cultures cellulaires établies a partir de lymphomes des
cavités corporelles soient souvent co-infectées par I'herpésvirus humain de type 8 et le virus d'Epstein-
Barr, certaines cultures sont négatives au virus d'Epstein-Barr. Si les cultures cellulaires sont infectées
de maniére latente par 'HHV-8, elles peuvent étre induites chimiquement a produire une réplication
virale active. Par conséquent, ces lignées infectées par I'HHV-8, mais pas par le virus d'Epstein-Barr,
ont rendu possible des épreuves sérologiques pour detecter des anticorps contre différentes protéines
virales, y compris les antigénes latents, en particulier les antigenes nucléaires associés a la latence
(LANA) et les antigénes lytiques exprimés par la réplication virale (7-8).

Des études sérologiques ont démontré que l'infection par I'nerpésvirus humain de type 8 précede le
développement tumoral du SK clinique. Les études suggerent que I'HHV-8 est sexuellement
transmissible et indiquent également que l'infection virale par 'HHV-8 n'est pas aussi fréquente au sein
de la population générale que l'infection par d'autres herpésvirus. Différentes épreuves sérologiques
ont indiqué des taux de prévalence variables pour les anticorps anti-HHV-8 dans la population adulte
normale, allant de 4 % a 25 %. Il reste & établir les taux de prévalence avec plus de précision, en
utilisant une combinaison de tests mesurant & la fois les anticorps contre les antigénes lytiques et
latents, et en normalisant les systémes de test. Lorsque les tests portant a la fois sur les anticorps
lytiques et latents sont utilisés, presque tous les patients atteints du SK et environ 90 % des hommes
homosexuels infectés par le VIH présentent des anticorps anti-HHV-8 (9-14).

Parmi les essais sérologiques, il a été démontré que l'immunofluorescence était une méthode
sérologique pratique et précise pour la détection et la semi-quantification des anticorps IgG anti-HHV-8.
En raison de la nécessité de détecter les anticorps contre les antigénes a la fois Iytiques et latents,
SCIMEDX posséde deux tests de fluorescence indirecte pour la détermination des anticorps anti-HHV-
8, avec deux types de lames pour la détection différentielle des anticorps contre les antigénes lytiques
et latents.

Principe du test

Les essais par fluorescence sur l'anticorps de SCIMEDX Corp. utilisent la méthode indirecte de
détection de l'anticorps et de détermination du titre. Les échantillons de sérum ou de plasma des
patients sont appliqués a des cultures cellulaires contenant des antigénes viraux inactivés fournis sur
des puits délimités a la peinture sur des lames de microscope en verre. Au cours d’une incubation de
30 minutes, I'anticorps spécifique aux antigénes anti-HHV8 forme un complexe antigéne/anticorps avec
les antigénes anti-HHV8 des cellules infectées. L’anticorps non spécifique et d’autres protéines
sériques non activées sont éliminés par une bréve étape de lavage. L'IgG de chévre anti-humaine
conjuguée a de la fluorescéine est alors ajoutée aux puits de la lame de verre. Le conjugué anti-IgG se
lie & 'lgG humaine, le cas échéant, au cours d’une incubation de 30 minutes. Aprés un bref lavage
visant a éliminer le conjugué non activé, les lames sont observées au microscope a fluorescence. Une
réaction positive a I'anticorps est indiquée par une fluorescence vert brillant sur les sites de I'antigéne.

Matériels fournis et conditions de conservation

Lames d’antigéne anti-HHV8 lytique : Lames de lymphocytes humains infectés par le HHV8 sur
chaque puits. Les lames sont prétes a I'emploi dés leur sortie de la poche de protection. Conserver
entre 2 et 8 °C. Les lames sont stables dans ces conditions de stockage jusqu’a la date de péremption
indiquée sur I'étiquette de la poche.

Controle positif aux IgG du HHV8: Chaque flacon contient 0,5 ml de contréle humain positif a
I'anticorps anti-IlgG du HHV8. Ce composant est un liquide. Conserver entre 2 et 8 °C. Le contréle
positif liquide est stable dans ces conditions de stockage jusqu’a la date de péremption indiquée sur
I'étiquette du flacon.

Controle négatif aux IgG du HHV8 : Chaque flacon contient 0,5 ml de contréle humain négatif a
I'anticorps anti-IlgG du HHV8. Ce composant est un liquide. Conserver entre 2 et 8 °C. Le contréle
négatif liquide est stable dans ces conditions de stockage jusqu’a la date de péremption indiquée sur
I'étiquette du flacon.

Conjugué fluorescéine : Chaque flacon contient 1,56 ml d’lgG anti-humaines (inactivées) (chaines
lourdes et légéres) de chévre conjuguées a la fluorescéine avec contre-colorants : bleu d’Evans et
rhodamine. Le conjugué de fluorescéine est une association d’lgG anti-humaines purifiées par
chromatographie d’affinité avec de I'isothiocyanate de fluorescéine (FITC). L’ajout des contre-colorants
bleu d’Evans et rhodamine au conjugué masque la fluorescence non spécifique des cultures de cellules
tissulaires. Ce composant est un liquide. Conserver entre 2 et 8 °C. Le conjugué liquide est stable dans
ces conditions de stockage jusqu’a la date de péremption indiquée sur I'étiquette du flacon.

Milieu de montage de protection : Chaque flacon contient 2,0 ml de glycérol tampon phosphate
comportant un retardateur de perte de coloration. Ce composant est un liquide. La température de
conservation peut aller de réfrigérée a ambiante (entre 2 et 30 °C). Le milieu de montage est stable
quelles que soient les conditions de conservation jusqu’a la date de péremption indiquée sur I'étiquette
du flacon.

Tampon phosphate salin (PBS) : Chaque paquet en aluminium hermétique contenant le tampon en
poudre permet d’obtenir un litre de PBS 1X. La température de conservation peut aller de réfrigérée a
ambiante (entre 2 et 30 °C). Ajouter l'intégralité du contenu d’un paquet de PBS a un litre d’eau distillée
ou déionisée préparée récemment. Remarque : Tout en mélangeant rapidement, I'ajout de sels facilite
la solubilisation. Conserver le PBS comme une solution entre 2 et 8 °C.

Papiers absorbants spéciaux : Les papiers absorbants comportent des trous prédécoupés pour le
séchage du masque de la lame. La température de conservation peut aller de réfrigérée & ambiante
(entre 2 et 30 °C).

Précautions générales
it de test IFA : Aucune norme américaine de puissance.
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. Stocker tous les composants du kit aux températures recommandées. Ne pas congeler.

. Ne pas utiliser les composants aprés la date de péremption de chaque composant.

. SCIMEDX optimise tous les composants actifs de chaque lot de ces kits IFA pour étre utilisés
ensemble. Ne pas mélanger les composants de différents lots ou provenant de différentes
sources.

. Les controles et conjugués contiennent de I'azide de sodium a 0,095 % qui, en cas de dépét,

peut former des composés explosifs dans les canalisations en plomb et/ou en cuivre. Rincer
abondamment les canalisations utilisées pour éliminer ces matériaux.

. Utiliser des pointes de pipettes pour chaque échantillon et réactif pour éviter la contamination
croisée.

. Les réactifs doivent étre inspectés pour preuve de contamination bactérienne ou contamination
fongique.

Lames d’antigéne : Toutes les lames d'antigéne pour I'lFA comportent des cellules fixées qui ne
contiennent aucun agent infectieux viable. Cependant, les bonnes pratiques de laboratoire requierent
de manipuler et d’éliminer avec précaution les lames, comme pour tout autre matériau de laboratoire
présentant un risque biologique.

. Ne pas sortir les lames de leur poche de protection avant d’étre prét a effectuer la procédure.

. Ne pas réutiliser lame.

Contréles humains : Les contrles humains de ces kits ont tous été testés afin de rechercher les
anticorps de l'antigéne de surface de I'hépatite B (HBsAg) et du virus de 'immodéficience humaine
(VIH) par des méthodes approuvées par la FDA et se sont révélés non réactifs. Cependant, aucun
systéme de test ne peut garantir 'absence de ces agents. Manipuler tous les composants sériques
humains, notamment ceux provenant de votre laboratoire et devant étre testés, comme présentant un
risque biologique.

Xn - Substance dangereuse

Consignes de sécurité pour le conjugué et le contréle :

Le taux d’azide de sodium dans ces composants est classé « dangereux » et soumis aux phrases de
risque suivantes : « Nocif en cas d’ingestion et au contact d’un acide dégage un gaz trés toxique. »

Composant |[CS001 PBS Powder Packets |Déclaration de precaution

0-GLBO1Y Mounting Medium |Prévention:

Pictogramme| P264 Se laver ... soigneusement aprés manipulation.
P280 Porter des gants de protection/des vétements de
protection/un équipement de protection des yeux/ du
visage.

Réponse:
:I;;:Ie ATTENTION P305+P351+P338 EN CAS DE CONTACT AVEC LES
1

[YEUX: rincer avec précaution a I'eau pendant plusieurs

Mention de |H319 Provoque une séveére
danger irritation des yeux.

minutes. Enlever les lentilles de contact si la victime en
porte et si elles peuvent étre facilement enlevées.
Continuer a rincer.

P337+P313 Si lirritation

Prélévement et conservation des échantillons et limites des échantillons a tester

Les échantillons de sérum ou de plasma collectés de maniére aseptique doivent étre séparés des
globules rouges et congelés (-10 °C minimum) jusqu’a ce que vous soyez prét a effectuer
l'analyse. Eviter de décongeler et de recongeler.

Si nécessaire, les échantillons de sérum et de plasma liquides récemment prélevés peuvent étre
stockés entre 2 et 8 °C pendant une semaine maximum sans perte d’activité de I'anticorps.

Ne pas utiliser d’échantillons présentant une lipémie excessive sans délipidation.

Ne pas utiliser d’échantillons contaminés.

Les échantillons sériques appariés visant a démontrer la séroconversion ou une augmentation
significative du titre doivent étre prélevés entre 7 et 14 jours d’écart, stockés, puis testés
simultanément.

Matériels supplémentaires requis
* Tubes a essais, portoirs, pipettes, plaques de microtitrage et dispositifs de pipetage de
sécurité pour effectuer les dilutions d’échantillon
¢ Incubateur & 37 °C
*  Chambre humide pour l'incubation des lames
*  Portoir de lames et boite de coloration pour le lavage des lames
¢ Lames de protection : 22 X 50 mm épaisseur de verre n°1
* Microscope a fluorescence : Un microscope a fluorescence équipé des éléments suivants a
été utilisé pour étalonner les contrdles et le conjugué :
¢ Oculaire 10X
¢ Objectifs 16X ou 40X
* Négatoscope avec ampoule halogéne 50W
*  Filtre d’excitation FITC KP490
*  Filtre d’absorption des jaunes K530
*  Filtre de suppression des rouges BG38
L'étiquette de la fluorescéine indique un pic d’excitation de 490 nm et un pic d'émission de 520 nm. Les
différences de réactivité finale et d'intensité de fluorescence peuvent étre dues au type et a I'état de
I'équipement de fluorescence utilisé dans votre laboratoire.

Procédure IFA

1. Pour la détermination qualitative de I'anticorps anti-IgG, préparer une dilution de dépistage
a 1:64 de chaque échantillon de test dans du PBS. Préparer toutes les dilutions dans un
volume minimum de 0,10 ml avec du PBS comme diluant.

2. Pour le titrage quantitatif des échantillons sériques, préparer des dilutions en série a deux
volumes des échantillons de sérum dans du PBS, en commengant par une dilution a 1:64,
et en ajoutant des volumes équivalents de sérum ou de plasma dilués et du PBS pour
chaque dilution consécutive.

3. Sortir les lames de la poche de protection et appliquer 1 goutte (environ 20 pl) du ou des
échantillon(s) a tester dilué(s) dans chaque puits. Ajouter un volume suffisant pour couvrir
entiérement chaque puits mais en évitant tout mélange croisé des contenus entre les
différents puits. Remarque : Le cycle d’analyse quotidien requiert des puits distincts pour le
contrdle positif, le contréle négatif et le PBS (controle de conjugué).

Incuber les lames dans une chambre humide pendant 30 minutes a 37 °C.

Rincer les lames sous un léger filet de tampon. Eviter de diriger le liquide vers les puits.

Laver les lames pendant 10 minutes en changeant le tampon PBS au bout de 5 minutes.

Agiter les lames en secouant de haut en bas le portoir dans le tampon.

7. Absorber le masque de peinture entourant les puits de test a I'aide des papiers absorbants
spéciaux.

8. Appliquer une goutte de conjugué prét a I'emploi dans chaque puits de test.

9. Répéter les étapes 4 (incubation), 5 (ringcage au PBS), 6 (10 minutes de lavage au PBS) et
7 (papier absorbant).

10. Appliquer le milieu de montage au glycérol et la lame de verre de 22 X 50 mm.

11. Observer la réactivité au microscope a fluorescence en utilisant un grossissement de 20 a
40X. Pour de meilleurs résultats, examiner les lames immédiatement aprés analyse. Pour
obtenir des résultats équivalents, sceller les lames ou les conserver humidifiées pour
minimiser la déshydration du milieu de montage, stocker a I'abri de la lumiére entre 2 et
8 °C, et lire dans les trois jours. La réactivité positive peut se manifester par une intensité
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de fluorescence allant de brillante a faible. Evaluer la réaction de fluorescence en fonction
de I'échelle d'intensité suivante : 4" (brillante), 3" (claire), 2* (modérée), 1* (faible).

Interprétation des résultats

La coloration fluorescente vert clair des cellules infectées indique une réaction positive a I'anticorps
anti-lgG du HHV8. Le schéma de fluorescence des cellules infectées par le HHV8 est variable.
Selon le niveau d'infection des cellules, le schéma fluorescent peut varier d’'une fluorescence
touchant un faible nombre de cellules infectées a une fluorescence de toutes les cellules. La
fluorescence peut également présenter divers aspects, de granulaire @ homogéne. Pour fournir
un contrdle interne, chaque puits de la lame de microscope contient a la fois des cellules
infectées par le HHV8 et non infectées. La préparation de la lame de cette maniére est
intentionnelle. Les cellules non infectées, colorées en rouge par le contre-colorant, fournissent
une coloration de contraste. L'infectivité des cellules est comprise entre 15 et 50 %. Le titrage
des échantillons sériques d’IgG du HHV8 positifs fournit des données quantitatives. Dans une
série de titrages, la dilution de sérum la plus élevée indiquant une réaction de 1+ est interprétée
comme le résultat final.

L’'absence de coloration fluorescente spécifique des cellules infectées indique une réaction
négative a l'anticorps anti-IgG du HHV8.

Importance de linterprétation

1. Fluorescence non discernable
des cellules infectées observée
a la dilution de dépistage.

1. L’échantillon analysé est négatif aux anticorps
anti-lgG du HHV8.

2. Fluorescence positive spécifique 2. L’échantillon analysé est positif aux anticorps
des cellules infectées observée anti-lgG du HHV8, ce qui indique une infection
a la dilution de dépistage ou a antérieure au HHV6. Une séroconversion ou une
des dilutions supérieures. multiplication par quatre ou plus du titre des anticorps
anti-lgG dans des échantillons de sérum appariés
indique une infection récente au HHV8.
3. Fluorescence observée a la fois 3. L’échantillon analysé présente une réaction non
dans les cellules infectées et non spécifique.
infectées.

Remarque : La réalisation d’un test spécifique a I'anticorps anti-IgM du HHV8 facilite le diagnostic
d’infection au HHV8 en cours.

Contréle qualité

1. Pour garantir le bon fonctionnement du test, utiliser les contréles positif et négatif au moins
une fois par jour de test.

2. Le type et I'ancienneté du microscope a fluorescence et le nombre d'heures d'utilisation de
I'ampoule UV peuvent affecter, dans une certaine mesure, l'intensité de la fluorescence et
les résultats finaux de titrage. Le contrdle positif & I'anticorps anti-HHV8 fourni avec ce kit
est embouteillé qui présente une réaction d’intensité 2" a 4*. Ce flacon a un titre listé qui
doit étre utilisé comme vérification supplémentaire du systéme de test (voir la Remarque
sur la dilution 1%). Utiliser ce produit comme étalon pour une réaction d’intensité de 2 a 4"
sur votre microscope.

3. Utiliser le contrdle négatif a I'anticorps anti-HHV8 fourni avec ce kit comme étalon pour une
réaction négative sur votre équipement.

4. Chaque test du jour doit inclure un puits de PBS au lieu d’un échantillon a analyser. Il s’agit
d’'un contréle du conjugué destiné & s’assurer que le conjugué ne réagit pas avec le
substrat cellulaire.

Remarque sur la dilution 1*
Le contréle positif de ce kit est prét a I'emploi pour fournir une intensité de fluorescence de 2* a 4" lors
de I'analyse. Pour obtenir une intensité de fluorescence de 1°, réaliser des dilutions & deux volumes du
titre indiqué sur le flacon inclus dans ce kit. Titrer le contrdle positif lors de la premiére utilisation du kit.
Le titre obtenu lors de I'analyse peut différer de la dilution listée du fait d’'un certain nombre de raisons
techniques. Il vaut mieux tester le titre indiqué sur le flacon, ainsi qu'une dilution a deux volumes
immédiatement avant et aprés le titre listé. Il est normal que les résultats obtenus pour un titre final (17)
différent selon les laboratoires en raison de facteurs affectant l'intensité de fluorescence. Parmi ces
facteurs figurent :
la classification de puissance de la source de lumiére UV au niveau du microscope

2. le type de source lumineuse

3. lancienneté de I'ampoule

4. lalongueur du chemin optique du microscope et les types de filtres optiques utilisés

5. la précision des techniques de dilution et de I'équipement de dilution

Limites de la procédure

1. Un test sérologique comme I'lFA facilite la détection de I'infection virale mais ne doit pas constituer
le seul critére. Les résultats du test doivent étre utilisés en association avec les données
disponibles du patient, I'examen clinique et toute autre procédure de diagnostic disponible.

2. Un résultat positif isolé pour I'anticorps anti-lgG du HHV8 n’est significatif que dans la mesure ou il

indiqgue un contact antérieur avec le virus ou une infection par celui-ci. A des fins
épidémiologiques, un résultat isolé est utile. Cependant, il ne doit pas étre utilisé comme indication
d’une infection en cours ou récente par le virus.
Afin de déterminer si I'infection est en cours ou récente, des analyses simultanées d’échantillons
de sérum ou de plasma appariés prélevés entre 7 et 14 jours d’écart doivent étre réalisées. Une
multiplication du titre par quatre ou plus entre le premier et le second échantillon indique une
infection en cours ou récente.

3. Des réactions positives non spécifiques telles les réactions des anticorps antinucléaire et/ou
anti-cytoplasmique peuvent se produire dans des échantillons de patients présentant certaines
maladies auto-immunes. Les cellules infectées comme les cellules non infectées sont alors
fluorescentes, ce qui peut masquer une réaction positive au HHV8. Par conséquent, I'observation
d’une réaction auto-immune ne peut éliminer la possibilité d'une infection par le HHV8.

Valeurs attendues

Lorsque les tests portant a la fois sur les anticorps lytiques et latents sont utilisés, presque tous les
patients atteints du SK et environ 90 % des hommes homosexuels infectés par le VIH présentent des
anticorps anti-HHV8. Différentes épreuves sérologiques, y compris les tests d'immunofluorescence, les
essais d'immuno-absorption enzymatique (ELISA) et les épreuves utilisant la méthode de I'immunoblot,
ont indiqué des taux de prévalence variables pour les anticorps anti-HHV-8 dans la population adulte
normale, allant de seulement 4 % a 25 %. En raison de la sensibilité et de la spécificité variables des
différents essais d'immunologie, d'autres tests avec normalisation des systémes de détection seront
nécessaires pour clarifier les taux de prévalence. La séropositivité n'est pas courante avant la puberté.

Caractéristiques de performance

Sensibilité et spécificité relatives : Ce kit a été comparé a un kit ELISA HHV8 ORF 65 pour
déterminer la sensibilité et la spécificité entre les deux tests. Dans cette étude, 311 échantillons de
sérum humain constitués d'échantillons provenant de patients atteints du sarcome de Kaposi, de
I'herpésvirus humain de type 6 et de myélomes multiples ont été testés. Des sérums provenant de
donneurs de sang sains ont également été inclus. Les données sont résumées dans le tableau ci-
dessous.

HHV8 IFA de SCIMEDX

Samples HHV8 Reactive Non- Total
Lytic reactive
Status

Kaposi’'s Reactive 102 0
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Sarcoma Non- 0 0 102
reactive
Blood Reactive 0 1
Alternate Donors 194
ELISA Non». 5 188
reactive
Multiple Reactive 0 0
7 Non- 0 10 10
reactive
HHV6 Reactive 0 0
Positive Non- 0 5 5
reactive
Total 107 204 311
Acordo sorolégico = 305/311 =98.1%

Reproductibilité : Six échantillons séropositifs avec divers titres (de 1:64 & 1:2048) et un échantillon
séronégatif ont été dilués deux fois en série et dosés trois fois chacun sur deux jours différents et le
résultat final a été déterminé. Les vingt et un titres au résultat final étaient conformes a la spécification
de plus ou moins une dilution de 1:2.

Titre identique 18/21
= une dilution de 1:2  3/21

Spéci : Le test d'immunofluorescence pour I'HHV-8 lytique est un test spécifique pour la détection
d'anticorps contre I'HHV-8. Trente-et-un des trente-cing sérums positifs pour I'anticorps IgG contre le
cytomégalovirus (CMV), le virus d'Epstein-Barr (EBV), I'herpésvirus humain de type 1 (HSV-1),
I'herpésvirus humain de type 6 (HHV-6) ou le virus varicelle-zona (VZV), ou une combinaison de tous
ces virus, se sont avérés négatifs aux tests pour l'anticorps IgG anti-HHV-8 avec ce test
d'immunofluorescence. Le tableau ci-dessous résume les données.

Données sur la réactivité croisée - Test IgG HHV8 de SCIMEDX

Disease Type Total S | Positive Result
CMV 6 3/6

EBV 21 0/21
HSV1 1 0/1
HHV6 6 1/6

\74% 1 0/1

Total 35 4/35

Stabilité en temps réel : Un test de stabilité en temps réel des composants du kit a été mené a 6 mois
d’intervalle pendant 24 mois minimum. Les titres finaux des contréles positif et négatif ont été
comparés aux titres finaux lors de la libération. Les critéres d’acceptation sont les titres finaux dans une
dilution de deux volumes I'un de 'autre. Ces résultats s’inscrivaient dans les plages prédéfinies. Voir le
tableau ci-dessous.

Stabilité en temps réel

Slide Lot Control Endpoint Titer at Endpoint Titer at
Release 24 months

#1 Positive 1:512 1:256
Negative - _

#2 Positive 1:512 1:512
Negative - _

#3 Positive 1:512 1:256
Negative - _
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SCIMEDX

INDIREKTER FLUORESZENZ-ASSAY AUF IgG-ANTIKORPER GEGEN HUMANES HERPESVIRUS
8 (HHV8 LYTIC)

Nur zum Export bestimmt
Die Tests sind fiir die diagnostische Verwendung in vitro bestimmt.

1-HV802G 120 Tests
I-HV804G 40 Tests

Verwendungszweck

Der indirekte Immunfluoreszenz-Assay (IFA) fiir lytische IgG-Antikérper gegen das humane
Herpesvirus 8 (HHV8) von SCIMEDX Corp. dient zum qualitativen und semi-quantitativen Nachweis
von IgG (Immunglobulin G) Antikérpern gegen HHV8 lytische Antigene in Humanserum oder Plasma.
Der Nachweis von IgG-Antikérpern gegen HHV8 beim Menschen kann als Hilfe bei der Diagnose einer
priméren Infektion bzw. Reaktivierung/erneuten Infektion mit diesem Virus oder als Nachweis einer
zurlckliegenden Infektion mit HHV8 dienen.

Einfiihrung und Ubersicht iiber die Testverfahren

Das humane Herpesvirus 8 (HHV8), das auch als Kaposi-Sarkom-Herpesvirus (KSHV) bezeichnet
wird, wurde 1994 von Chang in Kaposi-Sarkom-Lasionen identifiziert. Spezifische DNA-Sequenzen, die
Regionen des Herpesvirus saimiri und Epstein-Barr-Virus sehr ahnlich waren, wurden in allen Formen
von Kaposi-Sarkom weltweit entdeckt, unabhéngig davon, ob das Kaposi-Sarkom mit einer HIV-
Infektion assoziiert ist oder nicht. Das klassische KS ist eine seltene maligne Erkrankung, die bei
alteren Mannern im Mittelmeerraum auftritt. Bei Patienten mit AIDS ist KS das am haufigsten
vorkommende Neoplasma. KS wurde auBerdem bei Empfangern von Transplantaten und in
bestimmten afrikanischen Populationen beobachtet. HHV8 wurde auch mit Body-Cavity-Lymphom
(ebenfalls als Primary-Effusion-Lymphom bezeichnet), Multicentric Castleman Disease (MCD), non-
Hodgkins-Lymphom und Plasmozytom (Kahler-Krankheit) assoziiert. (1-6)

HHV8 wird inzwischen als Gamma-Herpesvirus klassifiziert und gehért zum Genus Rhadinovirus. Es
ahnelt in seinem Tropismus fiir B-Zellen und der Fahigkeit, in einem latenten Zustand zu existieren,
dem EBV-Virus. Obwohl von Body-Cavity-Lymphomen angelegte Zellkulturen oft mit HHV8 und EBV
koinfiziert sind, sind einige der Kulturen EBV-negativ. Wenn die Zellkulturen latent mit HHV8 infiziert
sind, kénnen sie chemisch zur Herstellung eines aktiv replizierenden Virus angeregt werden. Daher
haben diese HHV8-Zelllinien, die nicht mit EBV infiziert sind, serologische Studien ermdglicht, bei
denen Antikérper gegen verschiedene Virusproteine nachgewiesen werden konnen, wie z. B. latente
Antigene, insbesondere Latenz-assoziierte nukledre Antigene (LANA) und lytische Antigene, die sich
durch replizierendes Virus exprimieren. (7-8)

Serologische Studien haben bewiesen, dass eine Infektion mit HHV8 der Tumorentwicklung des
klinischen Kaposi-Sarkoms vorangeht. Studien weisen darauf hin, dass HHV8 sexuell libertragen wird
und dass eine Virusinfektion mit HHV8 in der allgemeinen Population nicht so haufig vorkommt wie mit
anderen Herpesviren. Verschiedene serologische Tests haben unterschiedliche Pravalenzraten fiir
HHV8-Antikdrper in der gesunden Erwachsenenpopulation ergeben, von 4 % bis 25 %. Die
Pravalenzraten miissen anhand einer Kombination von Tests, bei denen Antikérper gegen lytische
sowie latente Antigene gemessen werden, und einer Standardisierung von Testsystemen noch
genauer bestimmt werden. Wenn sowohl lytische als auch latente Antikérpertests verwendet werden,
werden bei fast allen KS-Patienten und ca. 90 % der mit HIV infizierten homosexuellen Manner
Antikérper gegen HHV8 nachgewiesen. (9—-14)

Der IFA-Test hat sich unter den serologischen Assays als praktische und genaue serologische
Methode zum Nachweis und zur Semiquantifizierung von IgG-Antikérpern gegen HHV8 erwiesen. Da
Antikérper sowohl gegen lytische als auch latente Antigene nachgewiesen werden missen, bietet
SCIMEDX Corp. zwei indirekte Immunfluoreszenztests zum Nachweis von HHV8-Antikdrpern an, mit
zwei Arten von Objekttragern zur Differenzierung des Nachweises von Antikdrpern gegen lytische und
latente Antigene.

Testprinzip

Die Immunfluoreszenz-Antikorpertests von SCIMEDX Corp. verwenden die indirekte Methode zum
Nachweis von Antikérpern und zur Titerbestimmung. Patientenserum- oder Plasmaproben werden in
Zellkulturen mit inaktivierten Viren-Antigenen gegeben, die sich in farbmarkierten Kavitaten auf Glas-
Objekttragern befinden. Wahrend der Inkubationszeit von 30 Minuten bilden fiir HHV8-Antigene
typische Antikorper einen Antigen/-Antikérperkomplex mit den HHV8-Antigenen in den infizierten
Zellen. Unspezifische Antikdrper und andere freie Serumproteine werden in einem kurzen
Waschvorgang entfernt. Fluoreszein-konjugiertes Antihuman-lgG von der Ziege wird dann in die
Kavitaten auf dem Glas-Objekttrager gegeben. Das Anti-lgG-Konjugat vermischt sich wahrend der 30-
minitigen Inkubationszeit mit Human-IgG (falls vorhanden). Nach einem kurzen Waschvorgang zur
Entfernung von freiem Konjugat werden die Objekttrager unter einem Fluoreszenzmikroskop
betrachtet. Eine positive Antikdrperreaktion wird durch leuchtend griine Fluoreszenz an den
Antigenstellen charakterisiert.

Bestandteile des Testkits und Lagerbedingungen

HHV8-A en-Objekttrager: Objekttrager mit menschlichen Lymphozyten, die HHV8-lytische
Antigene exprimieren, auf jeder Glaskavitat. Die Objekttrager sind gebrauchsfertig, sobald sie aus dem
Beutel entfernt werden. Bei 2—-8 °C lagern. Bei diesen Lagerbedingungen sind die Objekttrédger bis zum
auf dem Beuteletikett angegebenen Verfallsdatum stabil.

HHV8 IgG-positive Kontrolle: Jedes Flaschchen enthalt 0,5 ml HHV8 IgG-Antikérper-positive
Humankontrolle. Diese Komponente ist eine gebrauchsfertige Flussigkeit. Bei 2-8 °C lagern. Bei
diesen Lagerbedingungen ist die fliissige positive Kontrolle bis zum auf dem Flaschchenetikett
angegebenen Verfallsdatum stabil.

HHV8 IgG-negative Kontrolle: Jedes Flaschchen enthalt 0,5 ml HHV8 IgG-Antikorper-negative
Humankontrolle. Diese Komponente ist eine gebrauchsfertige Flissigkeit. Bei 2-8 °C lagern. Bei
diesen Lagerbedingungen ist die fliissige negative Kontrolle bis zum auf dem Flaschchenetikett
angegebenen Verfallsdatum stabil.

Fluoreszein-Konjugat: Jedes Flaschchen enthdlt 1,5 ml Fluoreszein-konjugiertes (inaktiviertes)
Antihuman-lgG von der Ziege (schwere und leichte Kette) mit Evans Blue- und Rhodamin-
Gegenfarbung. Das  Fluoreszein-Konjugat ist eine  Konjugation aus  mithife  von
Affinitatschromatographie gereinigtem Antihuman-lgG und Fluoreszein-Isothiocyanat (FITC). Durch
Hinzufiigen von Evans Blue- und Rhodamin-Gegenfarbung zum Konjugat wird die nicht spezifische
Fluoreszenz der Gewebekulturzellen maskiert. Diese Komponente ist eine gebrauchsfertige Flissigkeit.
Bei 2-8 °C lagern. Bei diesen Lagerbedingungen ist das flissige Konjugat bis zum auf dem
Flaschchenetikett angegebenen Verfallsdatum stabil.

Deckglas-Eindeckmittel: Jedes Flaschchen enthdlt 2,0 ml phosphatgepuffertes Glycerol mit
Verblassungsschutz. Diese Komponente ist eine gebrauchsfertige Flissigkeit. Lagertemperatur:
Kiihlschrank bis Zimmertemperatur (2-30 °C). Bei diesen Lagerbedingungen ist das Eindeckmittel bis
zum auf dem Flaschchenetikett angegebenen Verfallsdatum stabil.

Ph h ferte Kochsalzlo (PBS): Jedes versiegelte aluminierte Péackchen mit
Pulverpuffer reicht fiir 1 Liter 1x PBS aus. Lagertemperatur: Kiihlschrank bis Zimmertemperatur (2—
30 °C). Den gesamten Inhalt eines PBS-Packchens in 1 Liter frisch zubereitetes destilliertes oder
deionisiertes Wasser geben. Hinweis: Schnelles Umriihren beim Hinzugeben der Salze erleichtert die
Solubilisierung. PBS-Lésung bei 2-8 °C aufbewahren.

Spezielles Loschpapier: Saugfihiges Loschpapier hat vorgestanzte Lécher zum Trocknen der
Objekttragermaske. Lagertemperatur: Kiihischrank bis Zimmertemperatur (2-30 °C).

Allgemeine VorsichtsmaRnahmen
IFA-Testkit: Kein US-Standard fiir Starke.
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® Alle Komponenten des Kits bei der empfohlenen Lagertemperatur aufbewahren. Nicht
einfrieren.
® Komponenten nicht verwenden, wenn das Verfallsdatum tberschritten ist.
® SCIMEDX stellt alle aktiven Komponenten in jeder Charge der SCIMEDX IFA-Kits als eine
optimierte Einheit zusammen. Komponenten von verschiedenen Chargen oder Quellen diirfen
nicht zusammen verwendet werden.
® Die Kontrollen und das Konjugat enthalten 0,095 % Natriumazid, das in Blei- bzw.
Kupferleitungen explosive Verbindungen bilden kann, wenn es sich ansammelt. Wenn
derartige Stoffe im Abfluss entsorgt werden, griindlich nachspiilen.
® Verwenden Sie getrennte Pipette Tips fiir jede Probe und Reagenz zu treffen, um
Kreuzkontaminationen zu vermeiden.
® Reagenzien gepriift werden sollen auf Anzeichen von Bakterien- oder Pilzbefall.
Antigen-Objekttrager: Die Zellen auf allen IFA Antigen-Objekttrdgern sind fixiert und enthalten kein
lebensfahiges infektioses Material. Gute Laborpraxis (GLP) erfordert jedoch die gleiche umsichtige
Handhabung und Entsorgung der Objekttrager wie bei allen anderen potenziellen biologischen
Gefahrstoffen im Labor.
e Die Objekttrager erst kurz vor Gebrauch aus dem Schutzbeutel nehmen.
e Nicht wiederverwenden Objekttrager.
Humankontrollen: Die Humankontrollen in diesen Kits wurden alle mit von der FDA zugelassenen
Methoden auf Hepatitis-B-Oberflachenantigen (HbsAg) und auf Antikérper gegen das humane
Immunschwachevirus (HIV) getestet und fiir nicht reaktiv befunden. Kein Testsystem kann jedoch die
Abwesenheit dieser Erreger garantieren. Daher sind alle Humanserumkomponenten, einschlieBlich der
Proben, die lhr Labor zum Testen erhalt, als potenzielle biologische Gefahrstoffe zu handhaben.

Xn — geféhrlicher Stoff

Sicherheitsvorkehrungen fiir Kontrollen und Konjugat:

Die Natriumazid-Konzentration in diesen Komponenten ist als geféhrlich klassifiziert und unterliegt den
folgenden Gefahrenhinweisen: ,Gesundheitsschadlich beim

Verschlucken® und ,Entwickelt bei Beriihrung mit Sdure hochgiftige Gase".

Komponente |CS001 PBS Sicherheitshinweis

Powder Packets  |Prévention:

P264 Nach Gebrauch ... griindlich waschen.

O-GLBO1Y
Mounting Medium [P280
Piktogramm Schutzhandschuhe/Schutzkleidung/Augenschutz/Gesichtsschutz
tragen.
Antwort:

Signalwort ACHTUNG P305+P351+P338 BEI KONTAKT MIT DEN AUGEN: Einige

Gefahrenhinwe|H319 Verursacht |[Minuten lang behutsam mit Wasser spiilen. Vorhandene
is schwere
Augenreizung.

Kontaktlinsen nach Méglichkeit entfernen.. Weiter spiilen.
P337+P313 Bei anhaltender Augenreizung: Arztlichen Rat
einholen/arztliche Hilfe hinzuziehen.

Entnahme, Lagerung und Einschriankungen der Testproben
® Das mit aseptischer Technik entnommene Serum oder Plasma von den roten Blutkdrperchen
trennen und einfrieren (=10 °C oder kaélter), bis es getestet wird. Wiederholtes Einfrieren und
Auftauen ist zu vermeiden.
® Frische flissige Serum- oder Plasmaproben kdnnen bei Bedarf maximal eine Woche lang bei
2-8 °C aufbewahrt werden, ohne dass die Aktivitat der Antikorper beeintrachtigt wird.
® Stark lipdmische Proben missen vor Verwendung delipidiert werden.
Keine kontaminierten Proben verwenden.
® Serumprobenpaare, mit denen eine Serokonversion bzw. ein signifikanter Titeranstieg
nachgewiesen werden soll, sollten in einem Abstand von 7 bis 14 Tagen entnommen, gelagert
und dann gleichzeitig getestet werden.

Zusétzlich erforderliche Materialien
e Reagenzglaser, Gestelle, Pipetten, Mikrotiterplatten und Sicherheits-
Pipettiervorrichtungen zur Herstellung der Probenverdiinnungen.
Inkubator, 37 °C
Feuchte Kammer zur Inkubation der Objekttrager
Objekttragergestell und Farbeschale zum Waschen der Objekttrager
o Deckglaser: 22 x 50 mm, Glas Stérke 1
Fluoreszenzmikroskop: Ein Fluoreszenzmikroskop mit folgender Ausriistung wurde zur Kalibrierung
von Kontrollen und Konjugat verwendet:
10x Okular
16x oder 40x Objektiv
Epi-llluminator mit 50-W-Halogenlampe
FITC-Erregerfilter KP490
Gelb-Absorptionsfilter K530
Rot-Sperrfilter BG38
Die Erregungsspitze der Fluoreszein-Markierung liegt bei 490 nm und die Emissionsspitze bei 520 nm.
Unterschiede in Endpunkt-Reaktivitdt und Fluoreszenz-Intensitat konnen auf Art und Zustand der im
jeweiligen Labor verwendeten Fluoreszenzgeréte zuriickzufiihren sein.

ISR

IFA-Verfahren

® Fir einen qualitativen IgG-Antikérper-Nachweis eine Screening-Lésung im Verhaltnis 1:64 fiir
jede Probe in phosphorgepufferter Kochsalzldsung herstellen. Alle Verdiinnungen in einem
Mindestvolumen von 0,10 ml mit phosphatgepufferter Kochsalzlésung als Verdiinnungsmittel
herstellen.

® Fir eine quantitative Titrierung der Seren eine zweifache Serenverdiinnung der Serumprobe
in PBS herstellen. Dabei mit einer Verdiinnung von 1:64 beginnen und gleiche Mengen an
verdiinntem Serum oder Plasma und PBS fiir jede Verdiinnung zugeben.

® Die Objekttrager aus dem Schutzbeutel nehmen und
1 Tropfen (ca. 20 pl) der verdiinnten Proben in jede Kavitat geben. Ausreichend Fliissigkeit
zugeben, um alle Kavitdten zu fiillen. Der Inhalt der Kavitaten darf sich jedoch nicht
vermischen. Hinweis: Der tagliche Testlauf erfordert je eine Kavitat fiir die positive Kontrolle,
negative Kontrolle und PBS (Konjugatkontrolle).

® Die Objekttrager 30 Minuten lang bei 37 °C in einer feuchten Kammer inkubieren.

® Die Objekttrager in einem diinnen Strahl Pufferldsung spiilen. Den Strahl nicht direkt auf die
Kavitaten richten.

® Die Objekttrager 10 Minuten lang waschen. Dabei die PBS-Lésung nach 5 Minuten wechseln.
Die Objekttrager mit dem Gestell in der Pufferlésung auf und ab bewegen.

® Die Farbmaske um die Kavitdten mit dem speziellen Léschpapier abtupfen.

® Einen Tropfen des gebrauchsfertigen Konjugats in jede Kavitat geben.

® Die Schritte 4 (Inkubation), 5 (PBS-Spiilung), 6 (10-miniitige PBS-Wasche) und 7 (Abtupfen)
wiederholen.

® Das Glycerol-Eindeckmittel und das Deckglas (22 x 50 mm) anbringen.

® Die Reaktivitdit bei 20- bis 40-facher VergroBerung unter dem Fluoreszenzmikroskop
beobachten. Die besten Ergebnisse werden erzielt, wenn die Objekttrdger direkt nach
Abschluss des Tests untersucht werden. Fiir gleichwertige Ergebnisse die Objekttrager
versiegelt oder feucht aufbewahren, um den Feuchtigkeitsverlust des Eindeckmittels zu
minimieren. Im Dunkeln bei 2-8 °C lagern und innerhalb von drei Tagen die Ergebnisse



ablesen. Eine positive Reaktivitdt kann durch eine intensive bis schwache Fluoreszenz
gekennzeichnet sein. Die Fluoreszenzreaktion nach der folgenden Intensitatsskala bewerten:
4" (intensiv), 3" (leuchtend), 2* (maRig), 1* (schwach).

Auswertung der Ergebnisse
1. Eine leuchtend griine fluoreszierende Farbung der infizierten Zellen weist auf eine HHV8
IgG-Antikorper-positive Reaktion hin. Bei lytischem Antigen fluoresziert die gesamte Zelle,
sowohl Zytoplasma als auch der Kern. Zur internen Kontrolle enthalt jede Kavitat auf dem
Objekttrager sowohl mit HHV8 infizierte als auch nicht infizierte Zellen. Der Objekttrager
wird mit Absicht so zubereitet. Die nicht infizierten Zellen werden von der Gegenfarbung rot
gefarbt und dienen als kontrastierender Hintergrund. Die Infektiositat der Zellen liegt
zwischen 15 % und 50 %. Die Titrierung positiver HHV8 IgG-Seren liefert quantitative
Informationen. In einer Titrierungsserie gilt die héchste Serumverdiinnung, bei der eine
Reaktion von 1 eintritt, als Endpunkt.
2. Die Abwesenheit einer spezifischen fluoreszierenden Farbung der infizierten Zellen weist
auf eine negative Reaktion auf HHV8 Antikérper hin.
Bedeutung der Auswertung

1. Keine feststellbare Fluoreszenz der
infizierten Zellen mit der Screening-
Losung

1.Probe ist HHV8 IgG-Antikdérper-negativ.

N

. Spezifische positive Fluoreszenz der 2.Probe ist HHV8 IgG-Antikérper-positiv. Dies
infizierten Zellen mit der Screening- weist auf eine zuriickliegende HHV8-
Lésung oder bei héheren Infektion hin. Eine Serokonversion bzw. ein
Verdiinnungen mindestens vierfach hoherer Anstieg im IgG-
Antikorper-Titer bei Serumprobenpaaren
weist auf eine kirzlich erfolgte Infektion mit
HHV8 hin.

3. Fluoreszenz sowohl bei infizierten 3.Die Probe weist eine unspezifische Reaktion
als auch nicht infizierten Zellen auf.

Hinweis: Die Durchfiihrung eines HHV8 IgM-Antikérper-spezifischen Tests unterstiitzt die Diagnose
einer frischen HHV8-Infektion.

Qualitatskontrolle

1. Zur Uberpriifung der ordnungsgemdRen Funktion des Tests mindestens einmal taglich die
positive und negative Kontrolle verwenden.
2. Art und Alter des Fluoreszenzmikroskops sowie die Betriebsstunden der UV-Lampe kdnnen die

Fluoreszenzintensitat und die Titrierungs-Endpunkte bis zu einem gewissen Grad beeinflussen.
Die in diesem Kit enthaltene HHV8-Antikérper-positive Kontrolle wird in abgepackt, die eine
Intensitatsreaktion von 2" bis 4" aufweist. Auf dem Flaschchen ist ein Titer angegeben, der als
zusatzliche Priufung fir das Testsystem verwendet werden kann (siehe 1%
Verdiinnungshinweis). Dieser ist als Kalibrator fur die 2 to 4" Intensitatsreaktion auf Ihrem
Mikroskop zu verwenden.

3. Die im Kit enthaltene HHV8-Antikorper-negative Kontrolle als Kalibrator fiir eine negative
Reaktion mit Ihrer Ausriistung verwenden.

4. Der tagliche Testlauf sollte eine PBS-Kavitat anstelle einer Probe enthalten. Dies ist eine
Konjugatkontrolle, mit der gewéhrleistet wird, dass das Konjugat nicht mit dem Zellsubstrat
reagiert.

1* Verdiinnungshinweis

Die positive Kontrolle in diesem Kit ist einsatzbereit und bietet 2+ und 4+ Fluoreszenzintensitat Bei der
Priifung. Um eine Fluoreszenzintensitat von 1* zu erhalten, eine zweifache Verdiinnung mit dem Titer
herstellen, der auf dem in diesem Kit enthaltenen Fladschchen angegeben ist. Die positive Kontrolle
beim ersten Gebrauch des Kits titrieren.

Der beim Test erhaltene Titer kann sich aus mehreren technischen Griinden von der angegebenen
Verdiinnung unterscheiden. Es ist am besten, den auf dem Flaschchen angegebenen Titer zu
verwenden sowie die zweifache Verdiinnung direkt vor und nach dem angegebenen Titer. Fiir einen
Endpunkt-Titer (1%) erzielte Ergebnisse sind normalerweise fiir verschiedene Labors unterschiedlich.
Dies liegt an Faktoren, die die Fluoreszenzintensitét beeinflussen. Diese Faktoren sind u. a.:

1. die Nennleistung der UV-Lichtquelle im Mikroskop

2 die Art der Lichtquelle

3. das Alter der Lampe

4. die Lange des optischen Pfads im Mikroskop und die Art der verwendeten optischen Filter

5 die Genauigkeit der Verdiinnungstechniken und die verwendete Ausriistung

Einschrinkungen des Verfahrens
. Ein serologischer Test wie z. B. ein IFA-Test dient als Hilfe beim Nachweis einer Virusinfektion,
sollte jedoch nicht als einziges Kriterium verwendet werden. Die Testergebnisse sind in Verbindung
mit vom Patienten zur Verfiigung gestellten Informationen, einer klinischen Beurteilung sowie
anderen verfligbaren Diagnoseverfahren zu verwenden.
. Ein einzelnes positives Ergebnis fiir HHV8 IgG-Antikérper ist nur insofern signifikant als es auf einen
friiheren Kontakt bzw. eine Infektion mit dem Virus hinweist. Ein einzelnes Ergebnis ist hilfreich fiir
epidemiologische Zwecke. Es sollte jedoch nicht als Hinweis auf eine frische oder kiirzlich erfolgte
Infektion mit dem Virus verwendet werden.
Um eine frische oder kiirzlich erfolgte Infektion zu bestimmen, wird ein gleichzeitiger Test von
oder Plasma- oder Serumprobenpaaren empfohlen. Die Proben sollten im Abstand von 7 bis 14
Tagen entnommen werden. Ein mindestens vierfacher Titeranstieg zwischen der ersten und
zweiten Probe weist auf eine frische oder kiirzlich erfolgte Infektion hin.
Unspezifische positive Reaktionen wie z.B. antinukledre und/oder antizytoplasmatische
Antikérperreaktionen kénnen in Proben von Patienten mit bestimmten Autoimmunerkrankungen
auftreten. Sowohl infizierte als auch nicht infizierte Zellen fluoreszieren. Dies kann eine positive
HHV8-Reaktion verdecken. Daher schlieRt das Auftreten einer Autoimmunreaktion nicht die
Méglichkeit einer HHV8-Infektion aus. Ein Vergleich mit der positiven Kontrolle, mit ihrer
Partikelreaktion oder das Testen der Probe mit einem spezifischen Test fir ANA kann bei der
Eliminierung falscher positiver Ergebnisse helfen.

N

id

Referenzwerte

Wenn sowohl lytische als auch latente Antikérpertests verwendet werden, werden bei fast allen KS-
Patienten und ca. 90 % der mit HIV infizierten homosexuellen Mé&nner Antikorper gegen HHV8
nachgewiesen. Verschiedene serologische Tests (wie z.B. IFA, ELISA und Immunblot) haben
unterschiedliche Pravalenzraten fiir HHV8-Antikérper in der gesunden Erwachsenenpopulation
ergeben, von 4 % bis 25%. Aufgrund der unterschiedlichen Sensitivitit und Spezifitat der
verschiedenen Immunoassays sind weitere Tests mit einer Standardisierung der Nachweissysteme
erforderlich, um die Pravalenzraten zu klaren. Eine Seropositivitat vor der Pubertat ist selten.

Leistungscharakteristika

Relative Sensitivitdt und Spezifitat: Dieses Kit wurde mit einem im Handel erhéltlichen HHV8 ORF
65 ELISA-Kit verglichen, um die Unterschiede in Sensitivitdt und Spezifitdt zwischen den beiden Tests
zu bestimmen. In der Studie wurden 311 Humanserumproben von Patienten mit Kaposi-Sarkom,
humanem Herpesvirus 6 und Plasmozytom getestet. AuRerdem wurden Seren von gesunden
Spendern getestet. Die Daten sind in der folgenden Tabelle zusammengefasst.

SCIMEDX IFA
Gesamt HHV8- Reaktiv Nicht Gesamt
lytischer reaktiv
Status
Kaposi-Sarkom | Reaktiv 102 0
Nicht 0 0 102
reaktiv
Blutspender Reaktiv 0 1
Alternativer - 194
ELISA-Test Nicht 5 188
reaktiv
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Plasmozytome Reaktiv 0 0
Nicht 0 10 10
reaktiv

HHV6-positiv Reaktiv 0 0
Nicht 0 5 5
reaktiv

Gesamt 107 204 311

Serologische Ubereinstimmung: = 305/311 =98,1%

Reproduzierbarkeit: Sechs seropositive Proben mit unterschiedlichen Titern (1:64 bis 1:2048) sowie
eine seronegative Probe wurden nacheinander zweifach verdiinnt und dreimal an zwei verschiedenen
Tagen getestet. Der Endpunkt wurde bestimmt. Alle einundzwanzig Endpunkt-Titer lagen innerhalb der
Spezifikationen fiir + eine zweifache Verdiinnung.

Identischer Titer 18/21
=+ eine zweifache Verdiinnung 3/21

HHV8-Spezifitat: Der IFA-Test fir HHV8 lytisch ist ein spezifischer Test zum Nachweis von
Antikérpern gegen HHV8. Einunddreifig von fiinfunddreiRig Seren, die positive IgG-Antikérper-
Ergebnisse fiir Zytomegalievirus (CMV), Epstein-Barr-Virus (EBV) oder humanes Herpesvirus 1
(HSV1), humanes Herpesvirus 6 (HHV6) oder Varicella-Zoster-Virus (VZV) bzw. eine beliebige
Kombination dieser Viren aufwiesen, erzeugten negative Ergebnisse fiir HHV8 IgG-Antikdrper mit
diesem IFA-Test. Die untenstehende Tabelle enthélt eine Zusammenfassung der Daten.

Daten zur Kreuzreaktivitdt: SCIMEDX HHV8 IgG-Test

Art der Proben gesamt Positives Ergebnis
Erkrankung

CMV 6 3/6

EBV 21 0/21

HSV1 1 0/1

HHV6 6 1/6

vVzv 1 0/1

Gesamt 35 4/35

at der Komponenten des Kits wurde mindestens 24 Monate lang in Abstanden von 6
Monaten getestet. Die Endpunkt-Titer der positiven und negativen Kontrollen wurden mit den
anfanglichen Endpunkt-Titern verglichen. Akzeptabel sind Endpunkt-Titer innerhalb einer zweifachen
Verdiinnung voneinander. Diese Ergebnisse lagen innerhalb der Spezifikationen. Siehe folgende
Tabelle.

Objekttréager- Kontrolle Anfénglich End kt-Titer
Charge End kt-Titer nach 24 Monaten
Nr. 1 Positiv 1:512 1:256
Negativ - _
Nr. 2 Positiv 1:512 1:512
Negativ - _
Nr. 3 Positiv 1:512 1:256
Negativ - _
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SCIMEDX

SAGGIO DI FLUORESCENZA INDIRETTA
PER LA DETERMINAZIONE DI ANTICORPI IgG LITICI CONTRO L'HERPESVIRUS UMANO 8
(HHV8)

Solo per I’esportazione
Per uso diagnostico in vitro.

I-HV802G 120 Tests
I-HV804G 40 Tests

Uso previsto

Il saggio a fluorescenza indiretta (IFA) SCIMEDX Corp. per la determinazione degli anticorpi IgG litici
contro lantigene del’herpesvirus umano 8 (HHV8) & destinato al rilevamento qualitativo e
semiquantitativo degli anticorpi IgG (immunoglobuline G) contro gli antigeni litici del’lHHV8 nel siero o
nel plasma umano. La determinazione di anticorpi IgG anti-HHV8 in campioni umani puo essere
utilizzata come ausilio nella diagnosi dell'infezione primaria o della riattivazione/reinfezione con tale
virus o puo fornire un’evidenza dell'infezione precedente con HHV8.

Introduzione e riepilogo delle procedure d'analisi

L’herpesvirus umano 8 (HHV8), conosciuto anche come herpesvirus associato al sarcoma di Kaposi
(KSHV), & stato identificato nel 1994 da Chang dalle lesioni del sarcoma di Kaposi (KS). E stato
scoperto che le sequenze uniche di DNA che ricordano molto le regioni dell’herpesvirus saimiri e del
virus di Epstein-Barr esistono in tutte le forme di sarcoma di Kaposi del mondo, indipendentemente dal
fatto che il KS sia associato o meno all'infezione del virus dellimmunodeficienza umana (HIV). Il KS
classico € un tumore maligno raro che colpisce gli uomini anziani del Mediterraneo. Il KS & il
neoplasma pit frequente nei pazienti con sindrome da immunodeficienza acquisita (AIDS). E stato
osservato anche in individui ricevitori di trapianti e in alcune popolazioni africane. Inoltre THHV8 é stato
associato anche ai linfomi delle cavita corporee, chiamati anche linfomi da effusione primaria, alla
malattia di Castleman multicentrica, al linfoma non Hodgkin e al mieloma multiplo (1-6).

L’HHV8 ora ¢ classificato come un herpesvirus gamma, del genere Rhadinovirus e ricorda 'EBV per il
tropismo per le cellule B e per la capacita di rimanere in forma latente. Sebbene le colture cellulari
sviluppate dai linfomi delle cavita corporee spesso sono coinfette con HHV8 e EBV, alcune di esse
sono EBV-negative. Se le colture cellulari sono infette con HHV8 in fase latente, possono essere
indotte chimicamente a produrre virus in replicazione attiva. Quindi queste linee cellulari infette con
HHV8, ma EBV-negative, sono state utilizzate per gli studi sierologici al fine di rilevare gli anticorpi
contro diverse proteine virali, inclusi gli antigeni latenti e in particolar modo gli antigeni nucleari
associati alla latenza (LANA) e gli antigeni litici espressi dal virus replicante (7-8).

Gli studi sierologici hanno mostrato che l'infezione da HHV8 precede lo sviluppo del tumore del KS
clinico. Studi suggeriscono che 'HHV8 & sessualmente trasmesso e che l'infezione da HHV8 non &
comune nella popolazione generale al contrario di altri herpesvirus. Diversi test sierologici hanno
dimostrato varie frequenze di prevalenza per gli anticorpi HHV8 nella popolazione normale adulta, da
frequenze basse del 4% a frequenze del 25%. E necessario stabilire frequenze di prevalenza piu
accurate con l'uso di una combinazione di test che misurano gli anticorpi contro antigeni sia litici che
latenti e con la standardizzazione dei sistemi di analisi. ~Quando si utilizzano i test per la
determinazione degli anticorpi contro antigeni litici e latenti, quasi tutti i pazienti affetti da KS e circa il
90% degli uomini omosessuali affetti da HIV mostrano gli anticorpi HHV8 (9-14).

E stato dimostrato che I'IFA, tra i saggi sierologici, & un metodo sierologico pratico e accurato per il
rilevamento e la semiquantificazione degli anticorpi IgG anti-HHV8. Per soddisfare la necessita di
rilevare gli anticorpi contro antigeni litici e latenti, SCIMEDX Corp. ha due saggi a fluorescenza indiretta
per la determinazione degli anticorpi HHV8 con due tipi di vetrini per la determinazione differenziale
degli anticorpi contro antigeni litici e contro antigeni latenti.

Principio del test

| saggi con anticorpo fluorescente SCIMEDX Corp. usano il metodo indiretto per il rilevamento degli
anticorpi e la determinazione del titolo. | campioni di siero o plasma del paziente sono aggiunti alle
cellule in coltura contenenti gli antigeni virali inattivati e fissate su pozzetti, distinguibili grazie alla
maschera, su vetrini per microscopio. Durante un’incubazione di 30 minuti, I'anticorpo specifico contro
gli antigeni del’lHHV8 forma un complesso antigene/anticorpo con gli antigeni del’lHHV8 nelle cellule
infette. Con una breve fase di lavaggio vengono eliminati I'anticorpo non specifico e altre proteine
sieriche che non hanno reagito. L'anticorpo di capra anti-lgG umane coniugato con fluoresceina &
quindi applicato ai pozzetti del vetrino. Il coniugato anti-lgG si combina con le IgG umane presenti
durante un'incubazione di 30 minuti. Dopo un breve lavaggio per rimuovere il coniugato che non ha
reagito, i vetrini sono osservati in microscopia a fluorescenza. La fluorescenza verde brillante nei siti
degli antigeni indica una reazione positiva dell'anticorpo.

Materiali forniti e condizioni di conservazione

Vetrini dell’antigene HHV8: vetrini con linfociti umani che esprimono gli antigeni litici del’lHHV8 su
ogni pozzetto. Una volta tolti dal sacchetto di protezione, i vetrini sono pronti per I'uso. Conservare a
2-8 °C; in questa condizione di conservazione i vetrini sono stabili fino alla data di scadenza indicata
sull'etichetta del sacchetto.

Controllo positivo per IgG anti-HHV8: ogni fiala contiene 0,5 ml di controllo umano positivo per
anticorpo IgG anti-HHV8. Questo componente & un liquido pronto per 'uso. Conservare a 2-8 °C; in
questa condizione di conservazione il controllo positivo liquido & stabile fino alla data di scadenza
indicata sull'etichetta della fiala.

Controllo negativo per IgG anti-HHV8: ogni fiala contiene 0,5 ml di controllo umano negativo per IgG
anti-HHV8. Questo componente & un liquido pronto per I'uso. Conservare a 2-8 °C; in questa
condizione di conservazione il controllo negativo liquido & stabile fino alla data di scadenza indicata
sull'etichetta della fiala.

Coniugato con fluoresceina: ogni fiala contiene 1,5 ml di IgG antiumana (inattivata) di capra (catene
pesanti e leggere) coniugata con fluoresceina con coloranti di contrasto blu Evans e rodamina. I
coniugato con fluoresceina & un complesso costituito da IgG anti-umane purificate con cromatografia
per affinita e isotiocianato di fluoresceina (FITC). L'aggiunta dei coloranti di contrasto blu Evans e
rodamina al coniugato maschera la fluorescenza non specifica delle cellule della coltura tissutale.
Questo componente & un liquido pronto per l'uso. Conservare a 2-8 °C; in questa condizione di
conservazione il coniugato liquido & stabile fino alla data di scadenza indicata sull'etichetta della fiala.
Mezzo di montaggio per vetrino coprioggetto: ogni fiala contiene 2,0 ml di glicerolo in tampone
fosfato con ritardante della dissolvenza. Questo componente & un liquido pronto per l'uso. La
temperatura di conservazione puo variare tra la temperatura refrigerata e la temperatura ambiente (2—
30 °C). Il mezzo di montaggio & stabile in entrambe le condizioni di conservazione fino alla data di
scadenza indicata sull'etichetta della fiala.

Sol salina in p fosfato (PBS): ogni confezione sigillata, rivestita in alluminio di
tampone in polvere da un litro di PBS 1X. Le temperature di conservazione possono variare tra la
temperatura refrigerata e la temperatura ambiente (2-30 °C). Aggiungere l'intero contenuto di una
confezione di PBS a un litro di acqua distillata o deionizzata preparata al momento. Attenzione: per
facilitare la solubilizzazione, aggiungere i sali mentre si agita velocemente I'acqua. Conservare la PBS
in soluzione a 2-8 °C.

Tamponi di carta assorbente speciali: i tamponi di carta assorbente presentano fori pretagliati da
utilizzare per asciugare la maschera del vetrino. Le temperature di conservazione possono variare tra
la temperatura refrigerata e la temperatura ambiente (2-30 °C).

Precauzioni generali

Kit per il test IFA: nessuno standard statunitense di efficienza.

. Conservare ogni componente del kit alle temperature suggerite o raccomandate. Non
congelare.
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. Non utilizzare i componenti dopo la data di scadenza indicata su ognuno di essi.

. SCIMEDX ottimizza tutti i componenti attivi di ogni lotto dei kit IFA come unita. Non mischiare
componenti di diversi lotti o di diversi produttori.

. | controlli e il coniugato contengono sodio azide allo 0,095% che, quando accumulato, pud

formare composti esplosivi a livello delle tubature in piombo o in rame. Per eliminare questi
materiali, far scorrere abbondante acqua.

. Separate le punte della pipetta per ogni campione e dei reagenti per evitare la contaminazione
incrociata.

. | reattivi devono essere controllati per la prova di contaminazione batterica o fungina.

Vetrini dell’antigene: tutti i vetrini dell’antigene per I'lFA hanno cellule fissate che non contengono

agenti infettivi vitali.  Tuttavia, le buone pratiche di laboratorio (GLP) richiedono un’attenta

manipolazione ed eliminazione dei vetrini, come con ogni altro materiale di laboratorio a rischio

biologico.

1. Non rimuovere i vetrini dal loro sacchetto protettivo fino al momento dell'uso.

. Non riutilizzare vetrini con substrate.
Controlli di materiale umano: i controlli di materiale umano in questi kit sono stati testati e trovati
negativi per l'antigene di superficie dell’epatite B (HbsAg) e per lanticorpo contro il virus
dellimmunodeficienza umana (HIV) con i metodi approvati dal’lFDA. In ogni caso nessun sistema di
analisi puo assicurare I'assenza di questi agenti. Manipolare tutti i componenti del siero umano, inclusi
quelli ricevuti nel laboratorio per il test, come materiale a potenziale a rischio biologico.

A Xn - Sostanza nociva
Precauzioni di sicurezza per i controlli e il coniugato
La concentrazione di sodio azide in questi composti & classificata come “nociva” e soggetta alla
seguente frase di rischio: “Nocivo
per inalazione e a contatto con gli acidi libera gas molto tossici.”

Componente [CS001 PBS Powder Consiglio di prudenza
Packets .
Prevenzione:
O-GLB01Y Mounting
Medium

P264 Lavare accuratamente ... dopo l'uso.

P280 Indossare guanti/indumenti protettivi/Proteggere gli

Pittogramma o
occhi/il viso.

Risposta:
P305+P351+P338 IN CASO DI CONTATTO CON GLI

AVVERTENZA |ATTENZIONE OCCHI: sciacquare accuratamente per parecchi minuti.

Indicazione di |H319 Provoca grave Togliere le eventuali lenti a contatto se e agevole farlo.
Pericolo irritazione oculare. Continuare a sciacquare.
P337+P313 Se l'irritazione degli occhi persiste, consultare

un medico.

Raccolta dei campioni, conservazione e limiti dei campioni del test
. Separare asetticamente il siero o il plasma raccolto dagli eritrociti e conservarlo
congelato (a -10 °C o a temperature inferiori) fino al momento dell'analisi. Evitare di
congelare e scongelare piu volte.

. Se lo si desidera, si possono conservare i campioni di siero o di plasma freschi ad una
temperatura compresa 2° e 8°C per una settimana, senza perdita dell'attivita
anticorpale.

. Non utilizzare campioni eccessivamente lipemici senza aver eseguito la rimozione dei
lipidi.

. Non utilizzare campioni contaminati.

. Allo scopo di dimostrare la sieroconversione o il significativo aumento del titolo, si

dovrebbero prelevare campioni in doppio a distanza di 7-14 giorni gli uni dagli altri,
conservarli, quindi testarli contemporaneamente.

Materiale richiesto, ma non fornito

1. Provette per il test, portaprovette, pipette, piastre per microtitolazione e dispositivi di sicurezza per
pipettare durante I'esecuzione delle diluizioni dei campioni

2. Incubatore a 37 °C

3. Camera umida per incubare i vetrini
4. Porta vetrini e bacinelle per il lavaggio dei vetrini
5. Vetrini coprioggetto: vetrino di spessore n.1, 22 X 50 mm

Microscopio a fluorescenza: per calibrare i controlli e il coniugato & stato utilizzato un microscopio a
fluorescenza attrezzato come segue:

oculare 10x

obiettivi 16x o 40x

epi-illuminatore con lampada alogena da 50 W

filtro di eccitazione per FITC KP490

filtro di assorbimento del giallo K530

filtro di soppressione del rosso BG38

La marcatura con fluoresceina ha un picco di eccitazione a 490 nm e un picco di emissione a 520 nm.
Differenze nelle reattivita dell’endpoint e nelle intensita di fluorescenza possono essere dovute al tipo e
alla condizione dell’attrezzatura per fluorescenza utilizzata nel laboratorio.
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Procedura di IFA
1. Per la determinazione qualitativa di anticorpi IgG, preparare una diluizione di analisi di 1:64
in PBS per ogni campione da testare. Preparare tutte le diluizioni in un volume minimo di
0,10 ml con PBS come diluente.
2. Per la titolazione quantitativa dei sieri, eseguire due diluizioni seriali dei campioni di siero in
PBS a partire da una diluizione di 1:64, aggiungendo volumi equivalenti di siero o plasma
diluito e PBS per ogni diluizione consecutiva.

3. Togliere i vetrini dal sacchetto protettivo e applicare 1 goccia (circa 20 pl) di campione o
campioni diluiti da analizzare per ogni pozzetto. Aggiungere volume sufficiente a coprire
completamente ogni pozzetto, ma evitando di mischiare i contenuti dei diversi pozzetti.
Attenzione: ogni esecuzione del test durante la giornata richiede un pozzetto per il
controllo positivo, uno per il controllo negativo e uno per la PBS (controllo del coniugato).
Incubare i vetrini in una camera umida per 30 minuti a 37 °C.

Risciacquare i vetrini con un flusso delicato di tampone, evitando di dirigere il flusso

direttamente sui pozzetti.

6. Lavare i vetrini per 10 minuti cambiando la soluzione di PBS dopo 5 minuti. Agitare i vetrini
muovendo il portavetrini su e git nel tampone.

7. Asciugare la maschera colorata che circonda i pozzetti del test con gli speciali tamponi di

carta assorbente.

Applicare una goccia del coniugato pronto per 'uso a ogni pozzetto del test.

Ripetere i passaggi 4 (incubazione), 5 (risciacquo con PBS), 6 (lavaggio di 10 minuti in

PBS) e 7 (asciugatura).

10. Applicare il mezzo di montaggio a base di glicerolo e il vetrino coprioggetto da 22 x 50 mm.

11. Osservare la reattivitd in microscopia a fluorescenza usando I'ingrandimento 20-40X. Per
ottenere risultati migliori, esaminare i vetrini inmediatamente dopo la conclusione del test.
Per ottenere risultati equivalenti, sigillare i vetrini o conservarli in ambiente umido per
evitare la disidratazione del mezzo di montaggio, conservare al buio a 2-8 °C e leggere
entro 3 giorni. La reattivita positiva pud dare un’intensita di fluorescenza che varia dal
brillante al tenue. Classificare la reazione di fluorescenza secondo la seguente scala di
intensita: 4" (brillante), 3* (luminosa), 2* (moderata), 1" (tenue).
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Interpretazione dei risultati

La colorazione delle cellule infette con una fluorescenza verde luminosa indica una reazione
positiva per gli anticorpi IgG anti-HHV8. Per I'antigene litico, la fluorescenza sara presente
nella cellula intera, sia citoplasma che nucleo. Per fornire un controllo interno, ogni pozzetto
del vetrino per microscopio contiene sia cellule infette che non infette con HHV8. La
preparazione del vetrino in questo modo €& intenzionale. Le cellule non infette, colorate di
rosso con colorante di contrasto, forniscono un background del contrasto. L'infettivita delle
cellule varia dal 15% al 50%. La titolazione dei sieri positivi per IgG anti-HHV8 fornisce le
informazioni quantitative. In una sequenza di titolazione, I'endpoint & rappresentato dalla
diluizione piu alta del siero che dimostra una reazione 1°.

L’assenza di colorazione fluorescente specifica delle cellule infette indica una reazione negativa
per gli anticorpi IgG anti-HHV8.

Importanza dell’interpretazione

1. Non si riscontra alcuna fluorescenza 1. Il campione del test & negativo per gli anticorpi IgG
distinguibile delle cellule infette alla anti-HHVS.
diluizione di analisi.

2. Siriscontra fluorescenza positiva 2. Il campione del test & positivo per gli anticorpi IgG
specifica delle cellule infette alla anti-HHV8 indicando la precedente infezione con
diluizione di analisi o a diluizioni piu HHV8. La sieroconversione o I'aumento di
alte. quattro volte o anche maggiore del titolo degli

anticorpi IgG in coppie di campioni di siero indica
una recente infezione da HHVS.

3. Siriscontra fluorescenza sia nei 3. Il campione del test mostra una reazione non
campioni infetti che in quelli non specifica.
infetti.

Attenzione: I'esecuzione di un test specifico per gli anticorpi IgM HHV8 aiuta nella diagnosi di
un’infezione da HHV8 in corso.

Controllo di qualita

1. Per assicurare che il test funzioni in modo corretto utilizzare i controlli positivo e negativo
almeno una volta per ogni analisi di una giornata.

2. |l tipo e I'eta del microscopio a fluorescenza e le ore di utilizzo del bulbo UV possono
influire sull'intensita della fluorescenza e sugli endpoint della titolazione. Il controllo positivo
per gli anticorpi HHV8 fornito con questo kit indica una reazione con intensita 2*-4*. La
fiala ha un titolo elencato per I'utilizzo come ulteriore controllo del sistema di analisi (vedere
la nota per la diluizione 17). Utilizzarla come calibratore della reazione a intensita da 2 a 4"
con il microscopio in uso.

3. Utilizzare il controllo negativo per gli anticorpi HHV8 fornito con questo kit come calibratore
per una reazione negativa con l'attrezzatura in uso.

4. Ogni test della giornata deve includere un pozzetto con PBS al posto del campione del test.
Questo rappresenta il controllo del coniugato per assicurare che il coniugato non reagisca
con il substrato cellulare.

Nota per la diluizione 1*

Il controllo positivo in questo kit & un liquido pronto per I'uso per dare un’intensita di fluorescenza da 2*
a 4%, quando testato. Per ottenere un’intensita di fluorescenza pari a 1*, diluire due volte il titolo
indicato sulla fiala inclusa in questo kit. Titolare il controllo positivo quando si utilizza un nuovo kit.

Il titolo ottenuto puo differire dalla diluizione indicata per varie ragioni tecniche. E meglio testare il titolo
indicato sulla fiala e anche la doppia diluizione subito prima e subito dopo il titolo indicato. E normale
che i risultati ottenuti per un titolo di endpoint (1%) differiscano tra i laboratori a causa di fattori che
influiscono sull'intensita di fluorescenza, quali:

1. la potenza della sorgente della luce UV nel microscopio

2 il tipo di sorgente luminosa

3. I'eta della lampada

4. la lunghezza del percorso ottico del microscopio e i tipi di filtri ottici utilizzati

5 I'accuratezza delle tecniche di diluizione e I'attrezzatura per la diluizione.

ti della procedura
. Un test sierologico, come I'IFA, funge da ausilio nella determinazione dell'infezione virale, ma
non deve essere I'unico criterio di valutazione. | risultati del test devono essere valutati insieme
alle informazioni disponibili sul paziente, alla valutazione clinica e ai dati provenienti da altre
procedure diagnostiche.

2. Un singolo risultato positivo per gli anticorpi IgG anti-HHV8 ¢ significativo solo in quanto indica
un contatto o un’infezione precedente con il virus. Per gli scopi epidemiologici & utile un solo
risultato, ma non deve essere utilizzato come indicazione di un’infezione del virus recente o in
corso. Per determinare l'infezione in corso o recente, si deve eseguire un’analisi simultanea
delle coppie di campioni di plasma e di siero prelevati 7-14 giorni dopo. Un aumento di quattro
volte o superiore del titolo tra il primo e il secondo campione indica un’infezione in corso o
un’infezione recente.

3. Nei campioni di pazienti con alcune malattie autoimmuni si possono verificare reazioni positive
non specifiche, quali reazioni degli anticorpi antinucleari e/o reazioni degli anticorpi
anticitoplasmatici. Sia le cellule infette che quelle non infette possono presentare fluorescenza,
nascondendo una reazione positiva per 'HHV8. Ne consegue che l'osservazione di una
reazione autoimmune non pud eliminare la possibilita di infezione del’lHHV8. Per eliminare
questi risultati falsi positivi puo essere utile confrontare il controllo positivo con la reazione
positiva o testare i campioni con un saggio per la determinazione degli ANA.

=

Valori attesi

Quando sono stati utilizzati i test per la determinazione degli anticorpi contro gli antigeni litici e latenti,
quasi tutti i pazienti affetti da KS e circa il 90% degli uomini omosessuali affetti da HIV mostravano gli
anticorpi HHV8. Diversi test sierologici, inclusi IFA, ELISA e i saggi di immunoblotting, hanno
dimostrato varie frequenze di prevalenza per gli anticorpi HHV8 nella popolazione normale adulta, da
frequenze basse del 4% a frequenze del 25%. Data la differente sensibilita e specificita dei vari saggi
immunologici, sono necessarie ulteriori analisi con la standardizzazione dei sistemi di rilevazione per
poter chiarire le frequenze di prevalenza. La sieropositivita non & comune prima della puberta.

a relative: Questo kit & stato confrontato con un kit ELISA ORF 65 HHV8 per
determinare la sensi a e la specificita tra i due test. Lo studio ha testato 311 campioni di siero
umano, costituiti da campioni di pazienti affetti da sarcoma di Kaposi, herpesvirus 6 e mielomi multipli.
Sono stati inclusi anche i sieri di donatori di sangue sani. | dati sono riassunti nella tabella seguente.

Concordanza sierologica: =305/311 =98.1%

Riproducibilita:  Sei campioni sieropositivi con vari titoli (da 1:64 a 1:2048) e un campione
sieronegativo sono stati diluiti serialmente due volte e analizzati tre volte ognuno in due giorni diversi
ed é stato determinato I'endpoint. Tutti i ventuno titoli di endpoint erano all'interno delle specifiche di +
una doppia diluizione.

Titolo identico 18/21
=+ una, doppia diluizione 3/21

Specificita per ’THHV8 |l test IFA per THHV8 litico & un test specifico per la determinazione di anticorpi
HHV8. Trentuno dei trentacinque sieri positivi per I'anticorpo 1gG contro citomegalovirus (CMV), virus
di Epstein-Barr (EBV), virus dell’herpes umano 1 (HHV1), virus dell’herpes umano 6 (HHV6), virus della
varicella-zoster (VZV) oppure qualsiasi combinazione di questi virus sono risultati negativi per
I'anticorpo IgG anti-HHV8 con questo test IFA. La tabella seguente riepiloga i dati.

Dati di reattivita crociata - IgG anti-HHV8 SCIMEDX

Tipo di I Campioni totali positivo
CMV 6 3/6

EBV 21 0/21

HSV1 1 0/1

HHV6 6 1/6

\74% 1 0/1

Totale 35 4/35

Stabilita in tempo reale:
L’analisi della stabilita in tempo reale dei componenti del kit & stata eseguita a intervalli di 6 mesi per un
minimo di 24 mesi. | titoli di endpoint dei controlli positivo e negativo sono stati confrontati con i titoli di
endpoint al rilascio. | criteri di accettabilita per entrambi sono i titoli di endpoint entro una, due
diluizioni. Questi risultati rientravano nelle specifiche. Consultare la tabella seguente.

Stal a in tempo reale

Lotto del Controllo Titolo di endpoint Titolo di endpoint
vetrino al rilascio a 24 mesi
#1 Positivo 1:512 1:256
Negativo - _
#2 Positivo 1:512 1:512
Negativo - _
#3 Positivo 1:512 1:256
Negativo - _
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IFA SCIMEDX
Campioni Stato litico | Reattivo Non Totale
HHV8 reattivo
Sarcoma di Reattivo 102 0
Kaposi Non reattivo 0 0 102
ELISA Donatori di Reattivo 0 1
alternativo sangue Non reattivo 5 188 194
Mieloma Reattivo 0 0
Non reattivo 0 10 10
Positivi per Reattivo 0 0
HHVE Non reattivo 0 5 5
Totale 107 204 311
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Para uso diagnéstico in vitro.
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Uso previsto

La prueba de inmunofluorescencia indirecta (IFA) de SCIMEDX frente al virus herpes humano de tipo 8 (VHH-8
litico) se ha disefiado para la deteccion cualitativa y semi-cuantitativa de anticuerpos 1gG (Inmunoglobulina G)
para antigenos HHV8 liticos en suero o plasma humano. La deteccién de anticuerpos IgG frente a VHH-8 en
humanos se puede utilizar como una ayuda en el diagndstico de la infeccion primaria o reactivacion / reinfeccion
con este virus, o puede proporcionar evidencia de infeccion anterior de VHH-8.

Introduccién y resumen de procedimientos de ensayo

El virus del herpes humano de tipo 8 (VHH-8), también conocido como virus del herpes asociado al sarcoma de
Kaposi (VHSK), fue identificado en 1994 por Chang a partir de lesiones de SK. Se descubri6 que las secuencias
unicas de ADN que se asemejaban mucho a regiones del virus herpes Saimiri y el virus herpes Epstein-Barr
existen en todas las formas de sarcoma de Kaposi en todo el mundo, si el SK se asocia o no con el virus de la
inmunodeficiencia humana (VIH). El tipico SK es una neoplasia poco frecuente que ocurre en ancianos de
paises mediterraneos.  En pacientes con sindrome de inmunodeficiencia adquirida (SIDA), el SK es la neoplasia
mas frecuente. También se ha observado SK en receptores de trasplante y en ciertas poblaciones africanas.
Ademas, el VHH-8 también se ha asociado con linfomas de cavidades, también denominado linfomas de efusion
primaria, enfermedad de Castleman multicéntrica, linfoma no-Hodgkin y mieloma mdltiple (1-6).

El VHH-8 esta ahora clasificado como un virus herpes gamma en el género Rhadinovirus, y se asemeja al virus
del Epstein-Barr (EBV) en su tropismo hacia las células B y en la capacidad de conservarse en un estado latente.
Aunque los cultivos celulares establecidos a partir de linfomas de cavidades son a menudo co-infectados con
VHH-8 y EBV, algunos de los cultivos son EBV negativos. Si los cultivos celulares estan infectados de forma
latente con VHH-8, pueden ser inducidos quimicamente para producir la replicacién activa del virus. Por lo tanto,
estas lineas, no infectados por EBV HHV8, han hecho posible que los estudios serolégicos para detectar
anticuerpos contra diferentes proteinas virales, incluyendo antigenos latentes, especialmente latencia asociada a
antigenos nucleares (LANA), y antigenos liticas expresadas por virus replicante (7-8) .

Los estudios serologicos han demostrado que la infeccion por VHH-8 precede al desarrollo de tumores de SK
clinicos. Los estudios sugieren que el VHH-8 se transmite por via sexual y también indican que la infeccién viral
por VHH-8 no es tan comun en la poblacion general como los otros virus herpes. Diferentes pruebas seroldgicas
han demostrado diferentes tasas de prevalencia para anticuerpos contra el virus VHH-8 en la poblacién adulta
normal, desde un minimo de 4 % al 25 %. Aun no se han establecido determinaciones mas precisas de las
tasas de prevalencia, con el uso de una combinacién de pruebas de medicion de anticuerpos frente a antigenos
latentes y liticos y la normalizacion de sistemas de ensayo. Cuando se utilizan test de anticuerpos liticos y
latentes, casi todos los pacientes con SK y aproximadamente el 90 % de hombres homosexuales infectados por el
VIH muestran anticuerpos frente a VHH-8 (9-14).

Entre las pruebas serolégicas, se ha demostrado que la IFA ha es un método seroldgico practico y preciso para la
deteccion y semi-cuantificacion de anticuerpos IgG frente a VHH-8. Debido a la necesidad de la deteccion de
anticuerpos frente a antigenos liticos y latentes, SCIMEDX dispone de dos pruebas seroldgicas IFA para la
deteccion de anticuerpos frente a VHH-8, con dos tipos de diagndsticos para la deteccion diferencial de
anticuerpos frente a antigenos liticos y latentes.

Principio de la prueba

Las pruebas serologicas IFA de SCIMEDX utilizan el método indirecto de deteccién de anticuerpos y deteccion de
inmunidad. Las muestras de suero o plasma de pacientes se aplican a cultivos celulares que contienen
antigenos virales inactivados provistos en pocillos demarcados en el portaobjetos de vidrio del microscopio.
Durante una incubacion de 30 minutos, el anticuerpo especifico para antigenos del VHH-8 forma un complejo
antigeno / anticuerpo con los antigenos del VHH-8 en las células infectadas. En una breve etapa de lavado, se
eliminan el anticuerpo no especifico y otras proteinas séricas que no reaccionan. El conjugado de IgG
antihumano marcado con fluoresceina se aplica seguidamente a los pocillos en el portaobjetos de vidrio. El
conjugado de IgG antihumano se combina con el IgG humano, si esta presente, durante una incubacion de 30
minutos. Después de un breve lavado para eliminar el conjugado que no ha reaccionado, se visualizan los
portaobjetos por microscopia de fluorescencia.  Una reaccion positiva de anticuerpos se denota por
fluorescencia de color verde fluorescente en los sitios antigénicos.

Materiales su trados y con nes de almacena nto

Portas de antigeno del VHH-8: Portas de linfocitos humanos que expresan antigenos liticos del VHH-8 en cada
pocillo de vidrio. Los portas estan listas para su uso tras retirar la bolsa de proteccion. Almacenar a 2-8° C. Los
portas son estables en estas condiciones de almacenamiento hasta la fecha de caducidad indicada en la etiqueta
de la bolsa.

Control positivo de IgG para VHH-8: Cada vial contiene control humano positivo de anticuerpos IgG frente a
VHH-8 de 0,5 ml. Este componente es un liquido listo para su uso. Almacenar a 2-8° C. El control positivo
liquido es estable en estas condiciones de almacenamiento hasta la fecha de caducidad indicada en la etiqueta
del vial.

Control negativo de IgG para VHH-8: Cada vial contiene VHH-8 de 0,5 ml.

Control humano negativo de anticuerpos IgG. Este componente es un liquido listo para su uso. Almacenar a 2-8°
C. El control negativo liquido es estable en estas condiciones de almacenamiento hasta la fecha de caducidad
indicada en la etiqueta del vial.

Conjugado de fluoresceina: Cada vial contiene 1,5 ml de conjugado de IgG antihumano marcado con
fluoresceina (cadena pesada y ligera) con contratinciones de rodamina y azul de Evans. El conjugado de
fluoresceina es una conjugacion de purificacion de IgG por cromatografia de afinidad con isotiocianato de
fluoresceina (FITC, por sus siglas en inglés). Afiadir contratinciones de rodamina y de azul de Evans a la
mascaras del conjugado de fluorescencia no especifica de los cultivos celulares de tejidos. Este componente es
un liquido listo para su uso. Almacenar a 2-8° C. El conjugado liquido es estable en estas condiciones de
almacenamiento hasta la fecha de caducidad indicada en la etiqueta del vial.

Medios de montaje del cubreobjetos: Cada vial contiene 2,0 ml de glicerol tamponado con fosfato con
retardante gradual. Este componente es un liquido listo para su uso. La temperatura de almacenamiento puede
variar de refrigerada a temperatura ambiente (2-30° C). Los medios de montaje son estables en cualquier
condicion de almacenamiento hasta la fecha de caducidad indicada en la etiqueta del vial.

Salina tamponada con fosfato (PBS): Cada paquete aluminizado sellado de tampén en polvo genera un litro
de 1X PBS. Las temperaturas de almacenamiento pueden variar de refrigerada a temperatura ambiente (2-30°
C). Anadir el contenido completo de un paquete de PBS para un litro de agua destilada o desionizada recién
preparada. Nota: Afadir sales mientras que se agita rapidamente el agua facilitara la solubilizacion. Almacenar
el PBS como una solucion a 2-8° C.

Papeles secantes especiales: Los papeles absorbentes tienen agujeros precortados para secar la mascara del
porta. Las temperaturas de almacenamiento pueden variar de refrigerada a temperatura ambiente (2-30° C).

Precauciones generales
Equipo de prueba IFA: Sin estandar de potencia para EE.UU.
*  Almacenar todos los componentes del equipo a las temperaturas recomendadas o sugeridas. No
congelar.
. No utilice los componentes vencida la fecha de caducidad indicada de cada componente.
. SCIMEDX optimiza todos los componentes activos en cada lote de sus equipos de IFA como una unidad.
No mezcle componentes de diferentes lotes o de diferentes fuentes.

. Los controles y el conjugado contienen 0,095 % de azida sédica que, si se permite que se acumule,
puede formar compuestos explosivos en el plomo y/o en la tuberia de cobre. Lavar minuciosamente
los desaglies si se utilizan para deshacerse de estos materiales.

. Utilice diferentes puntas de pipeta para cada muestra y reactivo para evitar contaminaciones
cruzadas.

. Los reactivos deben ser inspeccionados para buscar evidencias de contaminacion bacteriana o
fungica
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Portas de antigeno: Todas los portas con antigeno por IFA tienen células fijadas que no contienen agentes
infecciosos viables. Sin embargo, las buenas practicas de laboratorio (GLP) requieren un manejo cuidadoso y
la eliminacién de portas como con cualquier otro agente de laboratorio de riesgo biolégico potencial.

. No retirar los portas de su bolsa protectora hasta que estén listas para su uso.

. No reutilizar el sustrato de los portas

Controles humanos: Todos los controles humanos de estos equipos se han probado para el antigeno de
superficie de hepatitis B (HBsAg) y el anticuerpo frente al virus de la inmunodeficiencia humana (VIH) mediante
métodos de licencia de FDA y se encontré que no eran reactivos.  Sin embargo, ningun sistema de prueba
puede garantizar la ausencia de estos agentes. Manejar todos los componentes séricos humanos, incluyendo
los recibidos en su laboratorio para su andlisis, como agentes de riesgo biolégico potencial.

X Sustancia nociva (Xn)

Advertencia de seguridad para el control y el conjugado:
La concentracion de azida sédica en estos componentes esta clasificada como nociva y con quedan sujetas a
la siguiente frase de riesgo: "Nocivo en caso de ingestion y el contacto con acidos libera gases muy téxicos."
Componente |CS001 PBS Powder Consejos de prudencia
Packets Prevencion:

0-GLBO1Y Mounting P264 Lavarse ... concienzudamente tras la manipulacion.

Medium P280 Llevar guantes/prendas/gafas/mascara de proteccion.

Pictograma Respuesta:
P305+P351+P338 EN CASO DE CONTACTO CON LOS OJOS:

Aclarar cuidadosamente con agua durante varios minutos. Quitar

las lentes de contacto, si lleva y resulta facil. Seguir aclarando.
Palabra Clave [ATENCION
P337+P313 Si persiste la irritacion ocular: Consultar a un médico.

de |H319 Provoca irritacion

Peligro ocular grave.

Recogida, almacenamiento aciones de las muestras

. Separar el suero o plasma recogido de forma aséptica de los eritrocitos y almacenar en congelacion (-
10 ° C o inferior) hasta que esté listo para la prueba. Evitar los ciclos de congelacion y descongelacion.

*  Sise desea, almacenar las muestras de suero o plasma liquido fresco entre 2° y 8° C durante un
maximo de una semana sin pérdida de actividad del anticuerpo.

*  No utilizar muestras exct

1te lipémicas sin deslipidizacion
*  No utilizar muestras contaminadas.

. Las muestras de suero pareadas para demostrar la seroconversion o incremento significativo de
inmunidad deben recogerse en un intervalo de 7-14 dias de diferencia, almacenarse, y a continuacion
analizarse de manera simultanea.

Material adicional necesario

*  Tubos de ensayo, compartimentos, pipetas, placas de microvaloracién y dispositivos de pipeteo de
seguridad para realizar diluciones de muestras

*  Incubadora de 37° C

. Camara humeda para la incubacion de portas.

. Compartimento con soporte de porta y recipiente de tincion para el lavado de portas
. Cubreobjetos: Vidrio de grosor nim. 1 de 22 x 50 mm

Microscopio de fluorescencia: Se utiliza un microscopio de fluorescencia equipado con los siguientes
elementos para calibrar los controles y el conjugado:

*  Ocular de 10X

*  Objetivos de 16X 0 40X

. Epi-iluminacién con lampara halégena de 50W
*  Filtro de excitacion FITC KP490

*  Filtro absorbente amarillo K530

*  Filtro de supresion rojo BG38

El marcador de fluoresceina tiene un pico de excitacion de 490 nm y un pico de emision de 520 nm.
Las diferencias en reactividades de criterio de valoracion e intensidades de fluorescencia pueden
deberse al tipo y estado de los equipos de fluorescencia utilizados en su laboratorio.
Procedimiento para IFA
1. plPara la deteccion cualitativa de anticuerpos IgG, preparar una dilucién para screening 1: 64 de
cada muestra en PBS. Preparar todas las diluciones en un volumen minimo de 0,10 ml con PBS
como diluyente.

2. Para la valoracion cuantitativa de sueros, preparar diluciones dobles en serie de la muestra de suero
en PBS, comenzando con una dilucion 1: 64, y afiadiendo volimenes iguales de suero o plasma y
PBS diluido para cada dilucién consecutiva.

3. Retirar los portas de la bolsa protectora y aplicar 1 gota (aproximadamente 20 pl) de la(s) muestra(s)
de ensayo diluida(s) a cada pocillo. Afadir un volumen suficiente para cubrir completamente cada
pocillo, sin mezclar los contenidos entre los pocillos. Nota: La realizacién diaria de la prueba
requiere un pocillo por cada control positivo, control negativo y PBS (control conjugado).

4. Incubar los portas en una camara humeda durante 30 minutos a 37° C.

5. Enjuagar los portas bajo flujo de agua ligero de solucién tamponadora. Evitar dirigir el flujo a los
pocillos.

6. Lavar los portas durante 10 minutos con un cambio de solucién de PBS después de 5 minutos.
Agitar los portas moviendo el compartimento arriba y abajo en la solucién tamponadora.

7. Secar la demarcacion alrededor de los pocillos de prueba con los papeles secantes especiales.
8. Aplicar una gota del conjugado listo para su uso a cada pocillo de ensayo.

9. Repetir los pasos 4 (incubacion), 5 (enjuague de PBS), 6 (10 minutos de lavado de PBS)y 7
(secado).

10. Aplicar los medios de montaje de glicerol y cubreobjetos de vidrio de 22 x 50 mm.

11. Observar la reactividad con microscopia de fluorescencia utilizando aumentos de 20-40X. Para
obtener los mejores resultados, examinar los portas inmediatamente después de la finalizacion de la
prueba. Para obtener resultados equivalentes, sellar portas o mantener himeda para minimizar la
deshidratacion del medio de montaje, almacenar en un lugar oscuro a 2-8° C, y leer un plazo de tres
dias. La reaccion positiva puede variar en intensidad de fluorescencia de brillante a débil. Graduar la
reaccién de fluorescencia de acuerdo con la siguiente escala de intensidad: 4" (luminoso), 3"
(fluorescente), 2° (moderada) y 1" (débil).

Interpretacion de los resultados
. La tincion de verde fluorescente de las células infectadas indica una reaccion positiva de anticuerpos IgG

frente a VHH-8. Para antigeno litico, toda la célula, tanto citoplasma como el ntcleo, sera fluorescente.
Para proporcionar un control interno, cada pocillo en el portaobjetos de microscopio contiene las células
infectadas y no infectadas por VHH-8. Preparacion de la porta de esta manera es intencional. Las
células no infectadas, tefiidas de rojo por la contratincion, proporcionan un fondo de contraste. La
infectividad de las células oscila entre el 15-50%. Valoracion de VHH-8 positivo
El suero IgG proporcionara informacion cuantitativa. En una serie de valoracion, la dilucion mas alta de
suero que demuestra una reaccién 1° se interpreta como el criterio de valoracion.

¢ Laausencia de tincion fluorescente ifica de las células ir
anticuerpos IgG frente a VHH-8.
Significado de la interpretacion

indica una reaccion negativa de

1. No se discierne fluorescencia de
las células infectadas
encontradas en la dilucion de
screening.

1. La muestra de anticuerpos IgG frente al
VHH-8 es negativa.




2. Fluorescencia positiva especifica de
las células infectadas encontradas
en la dilucién de screening o en
disoluciones mayores.

2. La muestra de anticuerpos IgG frente al VHH-
8 es positiva, lo que indica una infeccion
anterior por VHH-8. La seroconversién o un
aumento de cuatro veces o mas en el valor
de anticuerpos IgG en las muestras
pareadas de suero indica una infeccion
reciente por VHH-8.

3. La muestra indica una reaccion no
especifica.

3. Fluorescencia hallada en las
células infectadas y en las no
infectadas.

Nota: El desempefio de la prueba especifica para anticuerpos IgM frente al VHH-8 ayuda en el diagnéstico de
una infeccion actual por VHH-8.

Control de calidad

1. Para garantizar el funcionamiento adecuado de la prueba, utilizar los controles positivos y negativos
al menos una vez para la prueba de cada dia.

2. Eltipoy la antigiiedad del microscopio de fluorescencia y las horas de uso de la bombilla UV pueden
afectar a la intensidad de la fluorescencia y los criterios de valoracion hasta cierto punto. El control
positivo de anticuerpo frente a VHH-8 que se suministra con este equipo se encuentra en el vial
demuestra un reaccién de intensidad de 2* a 4". El vial tiene una valoracién listada para utilizar como
un control adicional para el sistema de prueba (ver 1* Nota de dilucién). Utilicela como calibrador
para una reaccién de intensidad de 2" a 4" en el microscopio.

3. Utilice el control negativo de anticuerpo frente a VHH-8 que se suministra con este bit como
calibrador para una reaccién negativa en su equipo.

4. La prueba de cada dia debe incluir un pocillo de PBS en lugar de una muestra de prueba. Este es un
conjugado de control para garantizar que el conjugado no reacciona con el sustrato de células.

1 Nota de Dilucién

El control positivo en este equipo es un liquido listo para su uso que proporciona una reaccién de intensidad de 2*
a 4" al ser analizado. Para obtener una intensidad de fluorescencia de 1°, hacer diluciones dobles hasta el valor
indicado en el vial incluido en este equipo. Valorar el control positivo con el uso inicial del equipo.

El valor que obtenga en la prueba puede diferir de la dilucién listada debido a una serie de razones técnicas. Lo
mejor es poner a prueba el valor indicado en el vial, asi como la dilucién doble inmediatamente antes y después
de la valoracién listada. Es normal que los resultados obtenidos para un criterio de valoracién (1" difieran entre
laboratorios debido a factores que afectan a la intensidad de la fluorescencia. Estos factores incluyen:
la potencia de la fuente de luz UV en el microscopio

2. eltipo de fuente de luz

3. la antigiiedad de la lampara

4. lalongitud de la trayectoria 6ptica del microscopio y los tipos de filtros 6pticos utilizados

5. la precision de las técnicas de dilucion y el equipo de dilucion

Limitaciones del proce: nto

1. Una prueba serologica como la IFA sirve como ayuda para detectar la infeccion viral, pero su uso no debe
ser el Unico criterio. Los resultados de las pruebas deben utilizarse en conjuncion con informacion
disponible del paciente, evaluacion clinica y otros procedimientos de diagndstico disponibles.

2. Un resultado individual positivo para anticuerpos IgG frente a VHH-8 es significativo sélo en cuanto que
indica contacto previo o infeccién con el virus. Para fines epidemioldgicos un resultado individual es util.
No obstante, no debe utilizarse como una indicacién de infeccién actual o reciente por el virus.
Para determinar infeccién actual o reciente, debe realizarse la prueba simultanea de muestras pareadas
de suero o plasma tomadas con 7-14 dias de diferencia. Un aumento de cuatro veces o mas e la
valoracion entre la primera y la segunda muestra es indicativo de una infeccién actual o reciente.

3. Las reacciones positivas no especificas, como anticuerpos antinucleares y/o reacciones de anticuerpos
anticitoplasmaticos pueden producirse en muestras de pacientes con ciertas enfermedades autoinmunes.
Las células infectadas y no infectadas presentaran fluorescencia, lo que puede ocultar una reaccion
positiva al VHH-8.  Por lo tanto, la observacién de una reaccién autoinmune no puede eliminar la
posibilidad de infeccién por VHH-8. La comparacion con el control positivo, con su reaccion particulares,
o las pruebas de la muestra con una prueba especifica para AAN podria ser util para eliminar falsos
positivos.

Valores esperados

Cuando se utilizan test de anticuerpos liticos y latentes, casi todos los con SKy aprc ite el 90
% de hombres homosexuales infectados por el VIH muestran anticuerpos frente a VHH-8. Diferentes pruebas
seroldgicas, entre las que se incluyen IFA, ELISA y andlisis de inmunotransferencia, han demostrado diferentes
tasas de prevalencia para anticuerpos contra el virus VHH-8 en la poblacién adulta normal, desde un minimo de 4
% al 25 %. Debido a los diferentes niveles de sensibilidad y especificidad de los diversos inmunoanalisis, se
requerirdn mas pruebas con la normalizacién de sistemas de deteccion para aclarar las tasas de prevalencia. La
seropositividad no es comun antes de la pubertad.

Caracteristicas de rendimiento

relativa y Este equipo se compar6 con un equipo ORF 65 de ELISA para VHH-8
con objeto de determmar la sensibilidad y especificidad entre las dos pruebas. El estudio evalué 311 muestras de
suero humano que consistian en muestras de pacientes con sarcoma de Kaposi, virus del herpes humano tipo 6 y
mielomas muiltiples.

Los datos se resumen en la tabla siguiente.

IFA de SCIMEDX

VHH-8 N No
Muestras Estado litico Reactivo reactivo Total
Sarcoma de Reactivo 102 0
Kaposi No reactivo 0 0 102
D Reactivo 0 1
ELISA de sangre No reactivo 5 188 194
altsmativo Mielomas Reactivo 0 0
miltiples No reactivo 0 10 10
HHV6 Reactivo 0 0
Positivo No reactivo 0 5 5
Total 107 204 311
Diagnéstico serologico: =305/311 =98,1%

Reproducibilidad:  Se realizaron disoluciones dobles en serie de seis muestras seropositivas con diversas
valoraciones (1: 64 a 1: 2048) y se analizé una muestra seronegativa tres veces cada una en dos dias
diferentes y se determiné el criterio de valoracion. Los veintitn criterios de valoracion estaban dentro de las
especificaciones de mas o menos una dilucién doble.

Valor idéntico 18/21
+ uno, dilucién doble 3/21

Especificidad del VHH-8: La prueba IFA para el VHH-8 litico es una prueba especifica para la deteccion de
anticuerpos frente a VHH-8. Treinta y uno de treinta y cinco seropsitivos para el anticuerpo 1gG a cualquier
citomegalovirus (CMV), virus de Epstein-Barr (VEB), virus del herpes humano tipo 1 (HSV1), virus del herpes
humano tipo 6 (HHV6), o el virus de la varicela zoster (VVZ) , o cualquier combinacién de estos virus, dio un
resultado negativo para anticuerpos IgG frente a VHH-8 con esta prueba IFA. La siguiente tabla resume los
datos.
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Datos de reactividad cruzada IgG frente a VHH-8 de SCIMEDX

Tipo de enfermedad Muestras totales Resultado positivo
CMV 6 3/6

EBV 21 0/21

HSV1 1 01

HHV6 6 1/6

\74% 1 0/1

Total 35 4/35

Estabilidad en tiempo real: Las pruebas de estabilidad en tiempo real de los componentes del equipo se
llevé a cabo a intervalos de 6 meses durante un minimo de 24 meses. Los criterios de valoracion de los
controles positivos y negativos se compararon con los criterios de valoraciéon en el comienzo. Los criterios
de aceptacion son los criterios de valoracién dentro de una dilucién doble de cada uno. Estos resultados
estaban dentro de las especificaciones. Consulte la tabla siguiente.

Estabilidad en tiempo real

Lote de Control Criterio de Criterio de
placa valoracién en el | valoracion a
#1 Positivo 1:512 1:256
Negativo
#2 Positivo 1:512 1:512
Negativo — —
#3 Positivo 1:512 1:256
Negativo
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ENSAIO DE FLUORESCENCIA INDIRECTA PARA HERPESVIRUS 8 HUMANO ANTICORPO
(HHV8) 1gG LITICO

Somente para exportagido
Somente para utilizagdo em diagnéstico in vitro.
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120 Tests
40 Tests

O ensaio de fluorecéncia Indirecta (IFA) da SCIMEDX para anticorpos IgG para o antigénio humano
Herpesvirus 8 (HHV8 Litico) destina-se & detecgédo qualitativa e semi-quantitativa de anticorpos IgG
(Imunoglobuliuna G) para antigénios HHV8 liticos em soro ou plasma humano. A detecgédo de
anticorpos IgG HHV8 no humano pode ser utilizada como auxiliar no diagndstico de infecgdo primaria
ou reactivagao/reinfecgdo com este virus, ou pode ser evidéncia de infeccdo HHV8 prévia.

Introducéo e Sumario do Procedimento

O herpesvirus humano 8 (HHV8), também conhecido como Herpesvirus do Sarcoma de Kaposi
(KSHV), foi identificado em 1994 por Chang em lesées KS. Foram descobertas sequéncias de DNA
unicas muito semelhantes a regiées do Herpesvirus saimiri e virus Epstein Barr que existem em todas
as formas de sarcoma de Kaposi independentemente do KS estar associado ao virus de
imunodeficiéncia humana (VIH) ou ndo. O KS classico é uma doenca rara que ocorre em homens
mediterranicos idosos. Em doentes com o sindroma de imunodeficiéncia adquirida (SIDA) o KS é o
neoplasma mais frequente. O KS também tem sido observado em receptores de transplantes e em
certas populagdes africanas. Adicionalmente o HHV8 tem sido associado com linfomas das cavidades
corporais, também chamados linfoma de efusao primario, doenca de Castleman multi-centrica, linfoma
non-Hodgkin e mieloma multiplo (1-6).

O HHV8 é agora classificado como herpesvirus gamma, do género Rhadinovirus, e assemelha-se ao
EBV no seu tropismo para as células B e capacidade de existir no estado latente. Apesar das culturas
de células estabelecidas de linfomas das cavidades corporais estarem frequentemente co-infectadas
com HHV8 e EBV, algumas culturas sdo EBV negativas. Se as culturas de células estiverem
latentemente infectadas com HHV8 podem ser quimicamente induzidas a produzir virus activamente
replicante. Assim, estas linhas HHV8, nao infectadas com EBV, tornaram possiveis estudos
serolégicos para detectar anticorpos para diferentes proteinas virais, incluindo antigénios latentes,
especialmente antigénios nucleares associados a laténcia (LANA), e antigénios liticos expressos por
virus replicantes (7-8).

Os estudos seroldgicos mostraram que a infecgdo por HHV8 precede o desenvolvimento tumoral de
KS clinico. Estudos sugerem que o HHV8 ¢ transmitido sexualmente e indicam que a infecgéo viral
HHV8 néo é tdo comum na populagéo geral como outros herpesvirus. Diferentes testes seroldgicos
mostram taxas de prevaléncia varidveis para anticorpos HHV8 na populagdo adulta normal, de 4% a
25%. Permanecem ainda por estabelecer determinagdes mais rigorosas das taxas de prevaléncia com
a utilizagdo de uma combinagéao de testes que megam anticorpos para antigénios liticos e latentes e
estandardizagao dos sistemas teste. Quando se utilizam testes para anticorpos liticos e latentes quase
todos os doentes KS e ~90% de homens homossexuais infectados com VIH apresentam anticorpos
para HHV8 (9-14).

Entre os ensaios serolégicos, o IFA mostrou ser um método pratico e rigoroso para a detecgéo e semi-
quantificagdo de anticorpos IgG para HHV8. Devido a necessidade de detectar ambos os anticorpos
liticos e latentes a SCIMEDX Tem dois ensaio de fluorescéncia indirecta para a determinagéo de
anticorpos HHV8, com dois tipos de laminas para a detecgao diferencial de anticorpos para antigénios
liticos e latentes.

Principio do teste

Os ensaios de anticorpos fluorescentes da SCIMEDX utilizam o método indirecto de detecgao de
anticorpos e determinagao de titulo. As amostras de soro ou plasma do doente sdo aplicadas a células
cultivadas contendo antigénios virais inactivados fornecidos em pogos delineados em laminas de vidro
de microscépio. Durante uma incubagéo de 30 minutos, os anticorpos especificos para antigénios
HHV8 formam um complexo antigénio/anticorpo com os antigénios HHV8 nas células infectadas. No
passo de lavagem s&o eliminados os anticorpos ndo especificos e outras proteinas séricas ndo
reactivas. Aplica-se entado aos pogos uma IgG de cabra anti-humana conjugada a fluoresceina. O
conjugado anti-lgG combina com IgG humana, se presente, durante uma incubagéo de 30 minutos.
Apés uma breve lavagem para remover o conjugado nao reactivo, as laminas sdo observadas num
microscépio de fluorescéncia. Uma reacgao positiva apresenta uma fluorescéncia verde brilhante no
local do antigénio.

Material Fornecido e Condigées de Armazenamento

Laminas de antigénio HHV8: Laminas de linfécitos humanos a expressar antigénios HHV8 liticos em
cada pogo. As laminas estdo prontas a usar apés serem retiradas da embalagem de protecgéo.
Armazenar a 2-8°C. As laminas sao estaveis nestas condices até a data de validade marcada no
rétulo da embalagem.

Controlo Positivo HHV8 IgG: Cada frasco contém 0.5 ml de controlo humano positivo para anticorpos
IlgG HHV8. Este componente esta pronto a usar liquido. Armazenar a 2-8°C. O controlo positivo liquido
é estavel nestas condigdes até a data de validade marcada no rétulo do frasco.

Controlo Negativo HHV8 IgG: Cada frasco contém 0.5 ml de controlo humano negativo para
anticorpos IgG HHV8. Este componente esta pronto a usar liquido. Armazenar a 2-8°C. O controlo
negativo liquido é estavel nestas condigdes até a data de validade marcada no rétulo do frasco.
Conjugado de Fluoresceina: Cada frasco contém 1,5ml de IgG (cadeias leves e pesadas) anti-
humana de cabra (inactivada) conjugada a fluoresceina com Evans Blue e Rodamina. O conjugado de
fluoresceina é uma conjugacgéo de IgG anti-humana purificada por cromatografia de afinidade com
isociocianato de fluoresceina (FITC). A adigao de Evans Blue e Rodamina ao conjugado obvia a
fluorescéncia ndo especifica das células de cultura de tecido. Este componente esta pronto a usar
liquido. Armazenar a 2-8°C. O conjugado liquido é estavel nestas condi¢des até a data de validade
marcada no rétulo do frasco.

Meio de Montagem: Cada frasco contém 2.0 ml de glicerol tamponado com retardador de perda de
sinal. Este componente esta pronto a usar liquido. A temperatura de armazenamento pode variar de
frio a temperatura ambiente (2-30°C). O meio de montagem ¢é estavel nestas condi¢des até a data de
validade marcada no rétulo do frasco.

Tampao Fosfato Salino (PBS): Cada embalagem selada de tamp&o em pé perfaz um litro de1X PBS.
A temperatura de armazenamento pode variar de frio a temperatura ambiente (2-30°C). Adicionar todo
o contetildo de uma embalagem de PBS a um litro de 4gua destilada ou desionizada preparada de
fresco. Nota: Mexer a 4gua enquanto se adicionam os sais facilita a solubilizagdo. Armazenar o PBS
como solugdo a 2-8°C.

Blotters Especiais: Os blotters absorventes tém orificios pré-cortados para utilizar na secagem da
lamina. A temperatura de armazenamento pode variar de frio a temperatura ambiente (2-30°C).

Precaucdes Gerais
IFA Test Kit: No US Standard of Potency.
® Armazenar todos os componentes do kit as temperaturas recomendadas ou sugeridas. Nao
congelar.
® Nao utilizar os componentes para além das datas de validade correspondentes.
1. A SCIMEDX optimiza todos os componentes activos de cada lote dos seus kits IFA como
uma unidade. Nao misturar componentes de lotes diferentes ou de origem diferente.
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2. Os controlos e conjugado contém 0.095% de azida sédica que, se acumulada, pode formar
compostos explosivos nas canalizagées. Passar por agua abundante ao eliminar estes
materiais.

3. Use as pontas de pipeta separada para cada amostra e reagente para evitar a
contaminagéo cruzada.

4. Os reagentes devem ser inspecionadas quanto a evidéncia de contaminagéo bacteriana ou
fungica.

Antigen slides: Todas as laminas IFA de antigénio tém células fixadas que ndo contém quaisquer
agentes infecciosos vidveis. Contudo, as boas praticas de laboratdrio (GLP) exigem um
manuseamento cuidadoso como com qualquer outro material de laboratério potencialmente perigoso.
1. Néo retirar as laminas das suas embalagens antes de usar.
2. Néo reutilize slides
Human Controls: Os controlos humanos destes kits foram testados para antigénio de superficie da
Hepatite B (HbsAg) e virus da imunodeficiéncia humana (VIH) por métodos licenciados pela FDA e
dados como né&o reactivos. Contudo, nenhum teste pode assegurar a auséncia destes agentes.
Manipular todos os componentes séricos humanos, incluindo os recebidos no laboratério para teste,
como potencialmente perigosos.

v Xn-Substéancia Nociva
Precaugéo de seguranga para controlos e conjugado:
A concentragdo de azida sddica nestes componentes ¢ classificada como Nociva e sujeita & seguinte
frase de risco: “Nociva se engolida e em contacto com &cidos liberta gas muito téxico”

Comp 1t|CS001 PBS Powder Packets |R dagéo de prudé

e Prevencgéo:
O-GLB01Y Mounting Medium |P264 Lavar ... cuidadosamente apés manuseamento.

Pictograma P280 Usar luvas de protecgao/vestuario de
protecgéo/protecgéo ocular/protecgéo facial.
Resposta:
P305+P351+P338 SE ENTRAR EM CONTACTO COM
Signal AVISO
\Word OS OLHOS: enxaguar cuidadosamente com agua durante

Adverténci |H319 Provoca irritagao ocular varios minutos. Se usar lentes de contacto, retire-as, se tal

a de Perigo |grave. Ihe for possivel. Continuar a enxaguar.
P337+P313 Caso a irritagdo ocular persista: consulte um

médico.

Colheita da Amostra, Armazenamento e Limitacdes das Amostras

1 Separar o soro ou plasma colhido assepticamente dos globules vermelhos e congelar (-10°C

ou menos) até testar. Evitar ciclos repetidos de congelamento/descongelamento.

2. Se desejado, armazenar as amostras frescas a 2° - 8°C até uma semana sem perda da
actividade do anticorpo.
Nao usar amostras excessivamente lipémicas sem deslipemizagéao.
Nao usar amostras contaminadas.
Os pares de amostras para demonstragdo da serconversado ou aumento significativo de titulo
devem ser colhidas com um intervalo de 7-14 dias, armazenadas, e testadas em simultaneo.

o s w

Material Adicional Necessario
1. Tubos teste, suportes, pipetas, placas de microtitulagdo e dispositivos de pipetagem para as
diluicbes das amostras

2 Incubadora de 37°C

3. Camara himida para incubagao das laminas

4 Suporte de laminas e recipiente para lavagem de laminas
5. Lamelas: 22 X 50 mm espessura do vidro No. 1

Microscoépio de fluorescéncia: Para calibrar os controlos e conjugado foi utilizado um microscépio de
fluorescéncia equipado com o seguinte:

e Ocular 10X
Objectives 16X ou 40X
Epiluminador com lampada de halogénio 50W
Filtro de excitagdo FITC KP490
Filtro de absorgédo amarelo K530

e  Filtro de supressédo vermelho BG38
A fluoresceina tem um pico de excitagdo a 490 nm e um pico de emissédo a 520 nm. O tipo e estado do
equipamento de fluorescéncia usado no laboratdrio podem causar diferengas nas reactividade e
intensidade de fluorescéncia

Procedimento IFA

1. Para a determinag&o qualitativa de anticorpos IgG, preparar uma diluigdo de despiste de 1:64 em

PBS para cada amostra. Preparar todas as diluigdes num volume minimo de 0.10ml com PBS como

diluente.

Para a titulagao quantitativa dos soros, preparar uma diluicdo seriada da amostra em PBS, partindo

da diluicdo 1:64 e adicionando igual volume de soro ou plasma diluido e PBS para cada diluicao

consecutiva.

Retirar as laminas das suas embalagens e aplicar 1 gota (cerca de 20 ul) de amostra(s) diluida(s) a

cada pogo. Adicionar suficiente volume para cobrir completamente cada pogo, evitando a mistura

do conteudo entre os pogos. Nota: Cada dia de ensaio requer um pogo para o controlo positivo,

controlo negativo e PBS (controlo do conjugado).

Incubar as laminas em camara himida durante 30 minutos a 37°C.

Enxaguar as laminas com uma leve corrente de tampao. Evitar dirigir o fluxo directamente para os

pogos.

Lavar as laminas durante 10 minutos com uma muda de PBS apés 5 minutos. Agitar as laminas

movendo o suporte no PBS.

Absorver a superficie que envolve os pogos com os blotters especiais.

Aplicar uma gota de conjugado pronto a usar a cada pogo.

Repetir os passos 4 (incubagéo), 5 (enxaguamento com PBS), 6 (10 minutos de lavagem em PBS),

e 7 (blot).

10. Aplicar o meio de montagem e a lamela de vidro 22 X 50 mm

1. Observar a reactividade ao microscopio de fluorescéncia com uma magnificagdo de 20-
40X. Para melhores resultados, examinar as laminas imediatamente apés o término do teste. Para
obtencéo de resultados equivalentes selar as laminas ou manté-las himidas para minimizar a
desidratagdo do meio de montagem, armazenar no escuro a 2-8°C, e ler em trés dias. A
reactividade positiva pode variar na intensidade da fluorescéncia de brilhante a fraca. Classificar a
reacgéo de fluorescéncia de acordo com a seguinte escala de intensidade: 4" (brilhante), 3" (clara),
2" (moderada) e 1" (fraca).
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Interpretacdo dos Resultados

e Uma marcagéo verde-fluorescente brilhante das células infectadas mostra uma reacgdo
positiva para anticorpos IgG HHV8.Para o antigénio litico observa-se fluorescéncia em toda a
célula, quer no citoplasma quer no nutcleo. Como controlo interno, cada pogo na lamina
contém células infectadas e néo infectadas. A preparagdo da lamina desta forma é
intencional. As células néo infectadas, coradas de vermelho, fornecem um fundo contrastante.
IA infecciosidade das células varia entre 15-50%.A titulagdo dos soros IgG HHV8 positivos
dara informagéo quantitativa. Na série de titulagdes, a maior diluigdo de soro a demonstrar
uma reacgédo 1" ¢ interpretada como o titulo final.

e A auséncia de marcacgéo fluorescente especifica das células infectadas mostra uma reacgao
negativa para anticorpos IgG HHV8.



Significado da Interpretagdo

1. Auséncia de fluorescéncia visivel 1.A amostra é negativa para anticorpos IgG
nas células infectadas a diluicéo de HHV8
despiste

N

. Fluorescéncia positiva especifica
das células infectadas a diluicéo de
despiste ou diluigdes superiores.

2.Amostra é positiva para anticorpos IgG HHVS,
indicando infecgdo HHV8 prévia.
Seroconvers&o ou um aumento de 4x ou
mais no titulo de anticorpos IgG em pares
de amostras indica infeccdo HHV8 recente.

3. Fluorescéncia nas células infectadas
e células ndo infectadas.

3. A amostra apresenta reacgdo ndo especifica.

Nota: Efectuar um teste especifico para anticorpos IgM HHV8 auxilia no diagnéstico de uma infecg¢ao
HHV8 actual.

Controlo de Qualidade

1. Para assegurar que o teste esta a funcionar correctamente, usar os controlos positivo e
negativo pelo menos uma vez em cada dia de testes.
2. O tipo e antiguidade do microscépio de fluorescéncia e horas de utilizagéo da lamapda UV

pode afectar, até certo grau, a intensidade da fluorescéncia e titulos finais. O controlo positivo
HHV8 fornecido no kit mostra uma intensidade de reacgdo de 2* a 4*. O frasco tem um titulo
listado para usar como uma verificagéo adicional para o teste (ver Nota de Diluigdo 1%). Utiliza-
lo como o calibrador para uma intensidade de reacgdo de 2* a 4* no microscopio do laboratério.

3. Usar o controlo negativo HHV8 fornecido no kit para uma reacgéo negativa no equipamento do
laboratério.
4. Em cada dia de teste deve-se incluir um pogo de PBS no lugar de uma amostra. Este serve

como controlo do conjugado de forma a assegurar que o conjugado ndo esta a reagir com o
substrato celular.

Nota de Diluigdo 1*
O controlo positivo deste kit esta pronto a usar liquido que apresenta uma intensidade de fluorescéncia
de 2% 4" quando testado. Para obter uma intensidade de fluorescéncia de 1°, fazer diluigbes seriadas
ao titulo indicado no frasco incluido no kit. Titular o controlo positivo no inicio de utilizagéo do kit.
O titulo obtido no teste pode diferir da diluigdo listada devido a uma série de razdes técnicas. E melhor
testar o titulo indicado no frasco, bem como as diluicdes imediatamente antes e depois do titulo listado.
E normal que os resultados obtidos de um titulo final (1%) difiram entre laboratérios devido a factores
que afectam a intensidade da fluorescéncia. Estes factores incluem:

® a poténcia da fonte de luz UV no microscoépio
tipo de fonte de luz
idade da lampada
extensdo do padrao 6ptico de microscdpio e os tipos de filtros dpticos usados

.
.
.
® rigor das técnicas de diluigdo e do equipamento de diluicdo

Limitages do Procedimento

1. Um teste seroldgico como um IFA serve como auxiliar na detecgéo de infecgéo viral mas a sua
utilizagdo nao deve ser o Unico critério. Os resultados do teste devem ser usados em conjunto
com informagédo disponivel sobre o doente, avaliagdo clinica e outros procedimentos de
diagndstico disponiveis.

2. Um unico resultado positivo para anticorpos IgG HHV8 significa apenas uma indicagéo de
contacto prévio ou infecgdo com o virus. Para fins epidemiolédgicos um tnico resultado é util.
Contudo, ndo deve ser usado como uma indicagao de infecgdo actual ou recente com o virus.
Para determinar uma infecgdo actual ou recente, deve ser feito um teste simultaneo com pares
de amostras de soro ou plasma colhidos com 7-14 dias de intervalo. Um aumento de titulo
superior ou igual a quatro vezes entre a primeira e segunda amostra é indicativo de uma
infecgdo actual ou recente.

3. Em amostras de doentes com certas doengas autoimunes podem ocorrer reacgdes positivas
ndo especificas como reacgdes de anticorpos antinucleares e/ou anticitoplasmaticos. Quer as
células infectadas quer as nao infectadas vao apresentar fluorescéncia o que pode obscurecer
uma reacgao HHV8 positiva. Assim, a observagdo de uma reacgdo autoimune néo pode
eliminar a possibilidade de uma infecgdo HHV8. A comparagao com o controlo positivo ou
testar a amostra num teste especifico para ANAs pode ser util para eliminar falsos positivos.

Valores Esperados

Quando sao utilizados ambos os testes para anticorpos latentes e liticos, quase todos os doentes KS e
cerca de 90% dos homens homossexuais infectados com VIH apresentam anticorpos para HHV8.
Teste seroldgicos diferentes, incluindo IFA, ELISA e Imunoblot, mostraram taxas de prevaléncia
varidveis para anticorpos HHV8 na populagédo adulta normal- de 4% a 25%. Devido as diferentes
sensibilidades e especificidades dos varios imunoensaios sdo necessarios mais testes com a
estandardizacéo dos sistemas de detecgéo para clarificar as taxas de prevaléncia. A seropositividade
nédo é comum antes da puberdade.

Caracteristicas de Performance

Sensibilidade e Especificidade Relativas: Este kit foi comparado com um ELISA ORF 65 para
determinar a sensibilidade e especificidade entre os dois testes. O estudo testou 311 amostras séricas
que consistiam de amostras de doentes com sarcoma de Kaposi, Herpes Virus Humano 6 e mielomas
multiplos. Também foram incluidos soros de dadores de sangue normais. Os dados estdo sumariados
na seguinte tabela.

SCIMEDX IFA

Amostras Estado HHV8 Reactivo Nao- Total

Litico reactivo
Sarcoma Reactivo 102 0
de Kaposi Nzo-reactivo 0 0 102
Dadores Reactivo 0 1
de sangue  ["NFo reactivo 5 188 194

ELISA Mielomas Reactivo 0 0

Nao-reactivo 0 10 10
HHV6 Reactivo 0 0
Positivo Nao-reactivo 0 5 5
Total 107 204 311

Concordancia serolégica =305/311 =98.1%

Reprodutibilidade: Foram feitas diluicdes seriadas em seis amostras seropositivas com varios titulos
(1:64 to 1:2048) e uma amostra seronegativa e testadas trés vezes em dois dias diferentes ao titulo
final determinado. Todos os vinte e um titulos finais estiveram dentro da especificagdo de mais ou
menos uma diluicdo seriada

Titulo identiol 18/21
=+ um, dilui¢ao seriada 3/21

Especificidade HHV8: O teste IFA para HHV8-Litico é um teste especifico para detecgdo de
anticorpos para HHV8. Trinta e um de trinta e cinco soros positivos para anticorpos IgG para
citomegalovirus (CMV), virus Epstein-Barr (EBV), virus herpes humano 1 (HSV1) ou virus varicela
zoster (VZV), ou qualquer combinagéo destes virus, foram negativos para anticorpos IgG HHV8 com
este teste IFA. A tabela seguinte sumaria os dados.
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Recatividade Cruzada-SCIMEDX HHVS IgG
Doencga Total de Resultado Positivo
Amostras

CMV 6 3/6

EBV 21 0/21

HSV1 1 0/1

HHV6 6 1/6

\74% 1 0/1

Total 35 4/35

Estabilidade em Tempo Real: O teste de estabilidade em tempo real dos componentes do kit foi feito
em intervalos de 6 meses num minimo de 24 meses. Os titulos finais dos controlos positivo e negativo
foram comparados com os titulos finais na altura da libertagéo do lote. O critério de aceitagédo sédo
titulos finais dentro de duas diluigdes seriadas de cada. Estes resultados estiveram dentro das
especificages. Reportar a seguinte tabela.

Real Time Stability

Lote da Controlo Titulo  Final na Titulo Final aos
lamina libertagdo 24 meses
#1 Positivo 1:512 1:256
Negativo - _
#2 Positivo 1:512 1:512
Negativo - -
#3 Positivo 1:512 1:256
Negativo - _
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SCIMEDX

NEPRIME FLUORESCENCNI STANOVENI PROTILATEK IgG PROTI LIDSKEMU HERPESVIRU 8
(HHV8 LYTIC)

POUZE PRO EXPORT

1-HV802G 120 testd
1-HV804G 40 testt
Ugel pougziti

SCIMEDX Indirect Fluorescence Assay (IFA) na protilatky I1gG proti lytickym antigendm HHV8 (Human
Herpesvirus 8 Antigen) je uréen pro kvalitativni a semikvantitativni detekci IgG (Immunoglobulin G)
protilatek proti HHV8 lytickym antigenim v lidském séru nebo plazmé.

Detekci IgG protilatek proti HHV8 u ¢lovéka Ize pouzit jako pomucku pfi diagnostice primarni infekce
nebo reaktivace/reinfekce timto virem, nebo mize poskytnout informaci o probéhlé infekci HHV8.

Uvod a shrnuti postupu testu

Lidsky herpesvirus 8 (HHV8), také znamy jako herpesvirus Kaposiho sarkomu (KSHV), byl
identifikovan v roce 1994 Changem z Iézi KS. Bylo zjisténo, Ze unikatni sekvence DNA, které jsou
blizké regionim Herpesvirus saimiri a Epstein-Barr viru, existuji u v8ech forem Kaposiho sarkomu po
celém svété, at uz je KS spojen s infekci HIV nebo ne. Klasicky KS je vzacna malignance, ktera se
objevuje u starych muzd ve Stfedomofi. U pacientl s AIDS je KS nejcastéj$im novotvarem. KS byl také
pozorovan u pfijemct transplantatu u urcité populace v Africe. Navic byl také HHV8 spojen s lymfomy
télnich dutin, tzv. primarnimi efuznimi lymfomy, multicentrickou Castlemanovou chorobou, non-
Hodgkinovym lymfomem a mnoho&etnym myelomem (1-6).

HHV8 je nyni klasifikovan jako gamma herpesvirus, rod Rhadinovirus, a podoba se EBV ve svém
tropismu k B-burikdm a schopnosti existovat v latentnim stavu. Ackoliv jsou kultury z lymfomu télesnych
dutin ¢asto koinfikovany HHV8 a EBV, nékteré kultury jsou EBV negativni. Pokud jsou buné&éné kultury
latentné infikovany HHV8, mlze byt chemicky indukovana produkce aktivné se replikujiciho viru. Tudiz
tyto HHV8 non-EBV infikované linie jsou pfi sérologickych studiich schopné detekce protilatek proti
rdznym virovym proteinim, véetné latentnich antigent, zvlasté LANA (latency-associated nuclear
antigens), a lytickych antigenti vylu¢ovanych replikujicim se virem (7-8).

Sérologické studie ukazaly, Ze infekce HHV8 predchazi rozvoji nadoru klinického KS. Studie
naznaduji, Ze je HHV8 sexualné pfenosny, a také ukazuji, Ze neni virova infekce HHV8 tak bézna
v obecné populaci jako ostatni herpesviry. Rizné sérologické testy ukazaly riznou miru promofenosti u
protilatek HHV8 v normalni dospélé populaci, od 4% do 25%. Presnéj$i stanoveni miry promofenosti je
zaloZeno na pouZziti kombinace test protilatek jak proti lytickym, tak i latentnim antigenim, a na
standardizacnich testovacich systémech. Pokud se pouZije jtestovani obou, lytickych a latentnich
protilatek, vykazuji téméf vSichni pacienti s KS a ~90% HIV infikovanych homosexuélnich muza
protilatky proti HHV8 (9-14).

Mezi sérologickymi stanovenimi se ukazuje IFA jako praktickd a pfesnd metoda detekce a
semikvantifikace protilatek IgG proti HHV8. Vzhledem k potfebé detekovat protilatky proti lytickym a
latentnim antigendm, ma SCIMEDX dvé nepfima fluorescenéni stanoveni pro zji$téni protilatek HHV8,
se dvéma druhy sklicek pro diferencialni detekci protilatek proti lytickym a latentnim antigentm.

Princip testu

Fluorescencni stanoveni protilatek SCIMEDX pouziva nepiimou metodu detekce protilatek a stanoveni
titru. Pacientské sérum nebo plazma se aplikuje na kultivované buriky obsahujici inaktivované virové
antigeny nanesené v jamkach skli¢ka pro mikroskopii. BEhem 30 minutové inkubace vytvofi protilatky
specifické pro HHV8 antigeny komplex antigen/protilatka s antigeny HHV8 v infikovanych burikach.
Kratkym promytim se odstrani nespecifické protilatky a ostatni nezreagované proteiny séra. Pak se do
jamek na skli¢ku aplikuje fluoresceinem-konjugované kozi protilidské IgG. Anti-IgG konjugat se spoji
s lidskym IgG, pokud je pfitomno, béhem 30 minutové inkubace. Po kratkém promyti na odstranéni
nezreagovaného konjugatu se sklicka prohlizeji ve fluorescenénim mikroskopu. Pozitivni reakce
protilatek je oznacena jako svétle zelena fluorescence na mistech antigend.

Dodané materialy a p: inky uchovavani

HHV8 antigenova sklicka: Sklicka s lidskymi lymfocyty uvolfiujicimi HHV8 lytické antigeny v kazdé
jamce. Skli¢ka jsou uréena k pouZiti pfimo po vyjmuti z obalu. Uchovaveijte pfi 2-8°C. Skli¢ka jsou
stabilni za téchto podminek uchovani do data expirace na obalu.

HHV8 IgG Pozitivni kontrola: Kazda lahvicka obsahuje 0.5 ml pozitivni kontroly na lidské protilatky
HHV8 IgG. Tato slozka je tekutina k pfimému pouZziti. Uchovejte pfi 2-8°C. Tekuta pozitivni kontrola je
stabilni za téchto podminek uchovani do data expirace na §titku.

HHV8 IgG Negativni kontrola: Kazda lahvi¢ka obsahuje 0.5 ml negativni kontroly na lidské protilatky
HHV8 IgG. Tato slozka je tekutina k pfimému pouZiti. Uchovejte pfi 2-8°C. Tekuta pozitivni kontrola je
stabilni za téchto podminek uchovani do data expirace na §titku.

Fluoresceinovy konjugat: Kazda lahvicka obsahuje 1.5 ml fluoresceinem konjugovanych kozich
(inaktivovanych) protilidskych 1gG (téZké a lehké fetézce) s barvivy Evansova modi a Rhodamin.
Konjugat fluoresceinu je konjugace afinitni chromatografii purifikovaného protilidského I1gG s
fluorescein izothiokyanatem (FITC). Pfidani Evansovy modife a Rhodaminu maskuje nespecifickou
fluorescenci tkarnové kultury bunék. Tato tekuta sloZka je pfipravena k pouZziti. Uchovavejte pfi 2-8°C.
Tekuty konjugat je stabilni za téchto podminek do data expirace na $titku.

Montovaci médium na kryci sklicko: Kazda lahvicka obsahuje 2.0 ml fosfatového pufrovaného
glycerolu se zpomalovaéem blednuti. Tato slozka je tekutina k pfimému pouziti. Rozmezi teploty
uchovani je od chladu az po pokojovou teplotu (2-30°C). Montovaci médium je stabilni za téchto
podminek uchovani do data expirace na §titku.

Fosfatovy pufr (PBS): Kazdy aluminiovy obal obsahuje prasek na pfipravu 1litru 1X PBS. Teplota
uchovani se mize lisit od chladu az po pokojovou teplotu (2-30°C). Cely obsah sac¢ku PBS dejte do 1
litru Cerstvé pfipravené destilované nebo deionizované vody.

Pozn.: Pfidavani soli do vody za rychlého michani usnadni rozpous$téni. PBS uchovaveijte jako roztok
pii 2-8°C.

Specialni blotery: Absorbéni blotery maji predem pfipravené dérovani pro pouZiti na vysuSeni masky
sklicka. Teplota uchovavani mize byt od chladu az po pokojovou teplotu (2-30°C).

Obecné pokyny
IFA Test Kit: Neni standard uginnosti v USA.
e VSechny slozky kitu uchovavejte za doporucenych teplot. Nezmrazujte.
o Nepouzivejte jednotlivé slozky po uvedeném datu expirace.
e SCIMEDX optimalizuje vSechny aktivni komponenty v kazdé Sarzi kitu IFA jako celek.
Nemichejte komponenty z riznych $arzi nebo z raznych zdroja.

e Kontroly a konjugat obsahuje 0.095% azidu sodného, ktery, pokud se akumuluje, mlze tvofit
expozivni komponenty s olovem a/nebo médi. Pokud likvidujete tento material, dobfe
proplachujte odpad.

e Pouzijte vZdy novou pipetovaci Spic¢ku pro kazdy vzorek a reagencii, aby se zabranilo zkfizené
kontaminaci.

e Reagencie je tfeba sledovat na pfitomnost kontaminace baktériemi nebo plisnémi.
Antigenova sklicka: V8echna IFA antigenni sklicka maji fixované buriky, které neobsahuji Zzadné
Zivotaschopné infekéni agens. Nicméné, spravna laboratorni praxe (GLP) vyZaduje opatrné nakladani
se sklicky a jejich likvidaci jako u ostatniho potencialné biologicky nebezpe&ného laboratorniho
materialu.

e Az do pouZiti nevydaveijte sklicka z jejich ochranného obalu.

e Substratové skli¢ko znovu nepouziveijte.

Lidské kontroly: lidské kontroly v téchto kitech byly v§echny testovany na HbsAg (hepatitis B surface
antigen) a protilatky proti HIV pomoci FDA schvélenych metod a byly shledany nereaktivni. Nicméné,
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Zzadny testovaci systém nemuze zajistit absenci téchto agens. Povazujte vSechny komponenty z
lidského séra, v€etné vzorkl na testovani, za potencialné biologicky nebezpecné.

Xn-latka Skodliva

Bezpecnostni upozornéni - Kontrola a Konjugat:

Koncentrace azidu sodného v téchto komponentach je klasifikovand jako $kodlivda a odpovida
nasledujici rizikové vété: “Skodlivé pi poziti a pfi kontaktu s kyselinami uvolfiuje velmi toxické plyny.”

Komp 1ta|CS001 PBS prasek P- véty
Prevence:
O-’GI._BO1Y Montovaci P264 Po praci si dobfe omyijte ruce.
médium
Piktogram P280 PouZzivejte ochranné rukavice a odév.
Naprava:
P305+P351+P338 PRI ZASAZENI OCI: Proplachujte
— nékolik minut pod tekouci vodou. Vyjméte kontaktni Cocky,
Signalni VAROVANI T L o
slovo pokud je mate a jde to snadno. Pokracuijte v proplachovani.
H- véta H319 Zpusobuje vazné P337+P313 Pokud pretrvava podrazdéni, vyhledejte
podrazéni oci |ékafskou pomoc.

Odbér vzorku, uchovavani a omezeni testovani vzorka
e Separujte asepticky odebrané sérum nebo plazmu od ¢ervenych krvinek a uloZte ho zmrazené
(-10°C nebo nize) az do testovani. Vyvarujte se opakovanému zmrazeni a rozmrazeni.
e Pokud je tfeba, uloZte Cerstvé tekuté vzorky séra nebo plazmy pfi 2° az 8°C az jeden tyden bez
ztraty aktivity protilatek.
e Nepouzivejte velmi lipemické vzorky bez delipidizace.
Nepouzivejte kontaminované vzorky.
e Parové vzorky séra na demonstraci sérokonverze nebo vyznamného zvy$eni titru je tfeba
odebrat po 7-14 dnech a pak je simultdnné testovat.

Dal$i nutné materialy
e Testovaci zkumavky, drzacky, pipety, mikrotitracni desticky a bezpecné pipetovace pro
provadéni fedéni vzork(
e 37°C inkubator
e VIhka komurka pro inkubaci sklicek
e Drzak skli¢ek a barvici miska pro promyvani sklicek
e Kryci sklicka: 22 X 50 mm tenka sklicka €. 1
Fluorescenéni mikroskop: Fluorescenéni mikroskop pro kalibraci kontrol a konjugatu, vybaveny takto:
e 10X okular
16X nebo 40X objektivy
Epiiluminator s 50W halogenovou lampou
FITC-excitaéni filtr KP490
Zluty absorbéni filtr K530
e Cerveny supresni filtr BG38
Fluorescein ma excitacni pik 490 nm a emisni pik 520 nm. Diference v endpoint reaktivité a intenzité
fluorescence mohou zaviset na typu a kondici fluorescenéniho vybaveni pouzitého ve vasi laboratofi.

Postup IFA

1. Pro kvalitativni stanoveni IgG protilatek pfipravte screeningové fedéni 1:64 kazdého
testovaného vzorku v PBS. Pfipravte vSechna fedéni v minimalnim objemu 0.10 ml pomoci
PBS jako fedidla.

2. Pro kvantitativni titraci sér pfipravte dvojndsobna sériova fedéni vzorku séra v PBS,
pocinaje fedénim 1:64 a pfidanim stejnych objemt fedéného séra nebo plazmy a PBS pro
kazdé nasledujici fedéni.

3. Vyndejte sklitka z obalu a aplikujte 1 kapku (asi 20 pl) nafedéného testovaného vzorku
(testovanych vzorkd) do kazdé jamky. Pfidejte dostate¢ny objem pro Uplné pokryti kazdé
jamky, ale zabrarite vzajemnému smichani obsahu jamek.

Pozn.: Kazdy den vyzaduje béh vZzdy jednu jamku na pozitivni kontrolu, negativni kontrolu a

PBS (kontrolu konjugatu).
4. Inkubujte sklicka ve vlhké komirce po 30 minut pfi 37°C.

Omyjte sklicka v lehkém proudu pufru. Nemifte proud pfimo do jamek.
Promyveijte sklicka po 10 minut se zménou roztoku PBS po 5 minutach. Trepejte sklicka
pohybem drzacku nahoru a dold v pufru.
Blotujte okoli testovacich jamek specialnimi blotery.
Aplikujte jednu kapku konjugatu k pfimému pouziti do kazdé testovaci jamky.
Opakuijte kroky 4 (inkubace), 5 (PBS promyti), 6 (10 minutové promyti PBS) a 7 (blotovani).

. Aplikujte glycerolové montovaci médium a kryci skli¢ko 22 X 50 mm.

. Pozorujte reaktivitu pod fluorescenénim mikroskopem pomoci zvétSeni 20-40X. Pro
nejlepsi vysledek stanovujte sklicka ihned po dokonéeni testu. Pro ziskani odpovidajicich
vysledkl ukladejte sklicka uzaviena nebo za vihka, aby se minimalizovala dehydratace
montovaciho média, uloZte je ve tmé pfi 2-8°C, a odecitejte béhem tfech dnl. Pozitivni
reaktivita miZe mit intenzitu fluorescence od brilantni po slabou. Odstupiiujte reakci
fluorescence podle nasledujici $kaly intenzity: 4+ (brilantni), 3+ (jasnd), 2+ (stfedni) a 1+
(slaba).
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Interpretace vysledki

e Jasné zelené fluorescenéni zbarveni infikovanych bunék znamena pozitivni reakci HHV8 IgG
protilatek. Fluoreskovat bude lyticky antigen, celd burika, cytoplasma a jadro. Jako interni
kontrolu obsahuje kazda jamka mikroskopického sklicka jak HHV8 infikované, tak neinfikované
buriky. Pfiprava skli¢ka timto zplisobem je zdmérna. Neinfikované buriky, obarvené barvivem
Cervené, poskytuji kontrast pozadi. Neinfikované buiiky, obarvené Eervené, davaji kontrast
pozadi. Infekénost bunék lezi v rozmezi 15-50%. Titrace pozitivniho séra HHV8 IgG poskytne
kvantitativni informaci. V titragnich sériich je nejvy$si zfedéni séra demonstrujici reakci 1"
interpretovano jako endpoint.

e Absence specifického fluorescenéniho barveni infikovanych bunék znamena negativni reakci
pro HHV8 IgG protilatky.

Vyznam pro interpretaci

4. Neni rozliSitelna fluorescence
infikovanych bunék pfi screeningovém
fedéni.

4. Testovany vzorek je negativni na protilatky HHV8 1gG.

o

. Specificka pozitivni fluorescence
infikovanych bunék nalezena u
screeningového nebo vy$siho fedéni.

5. Testovany vzorek je pozitivni na protilatky HHV8 1gG,
coz indikuje probéhlou infekci HHV8. Sérokonverze
nebo Etyfnasobny nebo vétsi narist titru IgG protilatek
u parovych vzork( séra indikuje nedavnou infekci
HHV8.

6. Fluorescence se nachazi u
infikovanych i u neinfikovanych bunék.

6. Testovany vzorek vykazuje nespecifickou reakci.

Pozn.: Provedeni specifického testu na protilatky HHV8 IgM je voditkem pii diagnéze probihajici
infekce HHVS.

Kontrola kvality
1. Na ovéfeni, zda test probé&hl spravné, pouzijte pozitivni a negativni kontroly nejméné
jednou pro kazdy den testovani.
2. Typ a stafi fluorescenéniho mikroskopu a hodiny pouziti UV lampy mohou ovlivnit ur¢itym
zpusobem intenzitu fluorescence a endpoint titrace.
3. Pozitivni kontrola na protilatky HHV8, zabudovana v kitu, demonstruje intenzitu reakce 2*
az 4*. Lahvitka ma uvedeny titr pro pouziti a dalsi ové&fovani testovaciho systému (viz 1"




Poznamky k Fedéni). Pouzijte ji jako kalibrator pro reakci intenzity 2* az 4" u vaseho
mikroskopu.

4. Pouzijte negativni kontrolu na protilatky HHV8 obsaZenou v tomto kitu jako kalibrator pro
negativni reakci na vaSem pfistroji.

5. Testv kazdém dnu musi obsahovat jednu jamku PBS jako testovany vzorek. Jde o kontrolu
konjugatu na ovéfeni, Ze nereaguje konjugat s bunéénym substratem.

1* Poznamka k fedéni

Pozitivni kontrola v tomto kitu je pfipravena k pouZiti a pfi testovani dava intenzitu fluorescence 2* az
4*. Pro ziskani intenzity fluorescence 1° udélejte dvojnasobné Fedéni k titru uvedenému na lahvicce
v kitu. Titrujte pozitivni kontrolu s plvodnim pouzitim v kitu.

Titr, ktery ziskate v testovani, se mize liSit od uvedeného fedéni z divodu mnoha technickych divodu.
Nejlepsi je testovat titr uvedeny na lahvicce a také dvojnasobné fedéni tésné predchazejici a
nasledujici po uvedeném titru. Je normalini u vysledku ziskanych pro endpoint (1°) titr, Ze se lidi mezi
laboratofemi kvuli faktorim ovliviiujicim intenzitu fluorescence. Tyto faktory zahrnuiji:

. hodnoty zdroje UV lampy v mikroskopu

. druh svételného zdroje

. stafi lampy

. délka optické cesty mikroskopu a typy pouzitych optickych filtrd

. presnost techniky fedéni a pouzité pomucky na fedéni
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Omezeni procedury

1. Sérologicky test jako je IFA slouZi jako pomucka pfi detekci virové infekce, ale jeho pouZiti neni
jedinym kritériem. Vysledky testu je tfeba pouzit ve spojeni s dostupnou informaci od pacienta,
klinickym obrazem a dal$imi dostupnymi diagnostickymi postupy.

2. Jeden pozitivni vysledek na protilatky HHV8 IgG ma vyznam pouze jako indikace pfedchoziho
kontaktu nebo infekce viru. Pro epidemiologické Ucely je jediny test vhodny, nicméné nesmi byt
pouZit jako indikace probihajici nebo probé&hlé infekce viru.

Pro stanoveni soucasné nebo probéhlé infekce je tfeba testovat soubé&zné parové vzorky
plazmy nebo séra, odebrané po 7-14 dnech. Indikaci pro sou¢asnou nebo probéhlou infekci je
Styfnasobny nebo vy$si narGst titru mezi prvnim a druhym vzorkem.

3. Nespecifické  pozitivni reakce, jako je reakce antinuklearnich protilatek a/nebo
anticytoplasmickych protilatek, se mohou objevit ve vzorcich od pacientd s urgitymi
autoimunitnimi onemocnénimi. Jak infikované, tak neinfikované buriky budou fluoreskovat, a to
mizZe zastfit pozitivni reakci HHV8. TakZe pozorovani autoimunitni reakce nemlze vylougcit
moznost iinfekce HHV8. Srovnani s pozitivni kontrolou, s jeji reakci, nebo testovani vzorku
testem na specifické ANA muze pomoci eliminovat fale$né pozitivity.

Ocekavané hodnoty

Pokud se pouZiji oba testy na lytické i latentni protilatky, témé&f vSichni KS pacienti a ~90% HIV
infikovanych homosexualnich muzi vykazuji protilatky proti HHV8. Ruzné sérologické testy, véetné
IFA, ELISA a imunoblotu, vykazuji rizné stavy prevalence protilatek HHV8 v normaini dospélé populaci
— od tak malych jako 4% az po 25%. Vzhledem k rizné citlivosti a specificité rGznych imunostanoveni
bude nutné dal$i testovani se standardizaci detekénich systéml na vyjasnéni prevalence.
Séropozitivita neni béZzna pred pubertou.

Charakt y provedeni
i a speci : Tento kit byl srovnan s kitem HHV8 ORF 65 ELISA kit na stanoveni
ity mezi témito dvéma testy. Studie na 311 lidskych vzorcich séra obsahovala vzorky

citlivosti a specifi
od pacientl s Kaposiho sarkomem, HHV6 a mnohacetnymi myelomy. Také byla zahrnuta séra od
normalnich darct krve. Data jsou shrnuta v nasledujici tabulce.

SCIMEDX IFA
Vzorky HHV8 lyticky Reaktivni Nereaktivni Celkem
stav
Kaposiho Reaktivni 102 0
sarkom Nereaktivni 0 0 102
Darci krve Reaktivni 0 1
Nereaktivni 5 188 194
:"fﬁf " ["Mnohogetné Reaktivni 0 0
ELISA myelomy Nereaktivni 0 10 1
HHV6 Reaktivni 0 0
Pozitivni Nereaktivni 0 5 5
Celkem 107 204 311
Sérologicka shoda: =305/311 =98.1%

Reprodukovatelnost: Sest séropozitivnich vzork(i s rGznymi titry (1:64 az 1:2048) a jeden
séronegativni vzorek byly sériové zfedény dvakrat a stanoveny tfikrat kazdy ve dvou dnech a stanoven
endpoint. V8ech 21 endpoint titrt leZelo uvniti specifikace plus nebo minus jedno dvojnésobné fedéni.

Identicky titr 18/21
* jedno dvojnasobné fedéni 321

HHV8 specificita: IFA lyticky test HHV8 je specificky pro detekci protilatek proti HHV8. Tricet jedna ze
34 sér pozitivnich pro IgG protilatky bud proti cytomegaloviru (CMV), Epstein-Barr viru (EBV), lidskému
herpes viru 1 (HSV1), lidskému herpes viru 6 (HHV6) nebo varicella zoster viru (VZV), pfipadné
kombinaci téchto virl, bylo testovano negativné na HHV8 IgG protilatky timto testem IFA. Tabulka nize
shrnuje data.

Data zkFizené reaktivity-SCIMEDX HHV8 IgG

Typ onemocnéni Vzorka celkem Pozitivni vysledek
CMV 6 3/6

EBV 21 0/21

HSV1 1 0/1

HHV6 6 1/6

\74Y% 1 0/1

Celkem 35 4/35

Real Time stabilita: Real time stabilita sloZek kitu byla provedena v 6 mési¢nich intervalech na 24
mésiclt. Endpoint titry pozitivnich a negativnich kontrol byly srovnany s endpoint titry pfi otevieni.
Akceptaéni kritéria jsou endpoint titry v rdmci jednoho vzajemného dvojndsobného fedéni. Tyto
vysledky lezely uvniti specifikace. Viz nasledujici tabulka.

I-HV802G Printed in U.S.A Rev F 7/9/22

Real Time stabilita

Sarze Kontrola Endpoint titr Endpoint titr po
sklicka pocatecni 24 mésicich
#1 Pozitivni 1:512 1:256
Negativni - _
#2 Pozitivni 1:512 1:512
Negativni - _
#3 Pozitivni 1:512 1:256
Negativni - _

Citace literatury

15.

16.
17.

20.

21.

22.

23.

24.

25.

26.

27.

28.

Chang, Y., E. Cesarman, M.S. Pessin, F. Lee, J. Culpepper, D.M. Knowles, and P.S. Moore.
1994. Identification of herpesvirus-like DNA sequences in AlDS-associated Kaposi's sarcoma.
Science 265: 1865-1869.

Levy, J.A. 1997. Three new human herpesviruses (HHV6, 7 and 8). Lancet 349: 558-562.
Beral, V. 1996. Epidemiology of Kaposi’s sarcoma, in Cancer Surveys, vol. 10: Cancer, HIV,
and AIDS (Beral,V., Jaffe, H.W., Weiss, R.,eds) pp5-22. Cold Spring Harbor Press, Cold Spring
Harbor, New York.

Ganem, D. 1996. Human herpesvirus 8 and the biology of Kaposi's sarcoma. Virology 7: 325-
332.

Luppi, M., and G. Torelli. 1996. The new lymphotropic herpesviruses (HHV-6, HHV-7, HHV8)
and Hepatitis C Virus (HCV) in human lymphoproliferative diiseases: an overview.
Haematologica 81: 265-281.

Kim. S., S.H. Kang, J. Moon, M.S. Kim, Y.S. Kim, K. Park. 1998. Kaposi’s sarcoma in renal
transplant recipients. Transplantation proceedings 30: 3165.

Miller, G. M. Rigsby, L. Heston, E. Grogan, R. Sun, C. Metroka, J. Levy, S-J. Gao, Y.
Chang, P. Moore. 1995. Antibodies to butyrate-inducible antigens of Kaposi’s sarcoma-
associated herpesvirus in patients with HIV-1 infection. New Engl J Med 334:1291-1297.
Lennette, E.T., D.J. Blackbourn, and J.A. Levy. 1996. Antibodies to human herpesvirus type
8 in the general population and in Kaposi’s sarcoma patients. Lancet 348: 858866.

Blackbourn, D.J., J. Ambroziak, E. Lennette, M. Adams, B. Ramachandran, and J.A. Levy.
1997. Infectious human herpesvirus 8 in a healthy North American blood donor. Lancet 349:
609-611.

Simpson, G.R,, T.F. Schultz, D. Whitby, P.M. Cook, C. Boshoff, L. Rainbow, M.R. Howard,
S.Gao, R.A. Bohenzky, P. Simmonds, C. Lee, A. de Ruiter, A. Hatzakis, R.S. Tedder, I.V.D
Weller, R.A Weiss, and P.S. Moore. 1996. Prevalence of Kaposi's sarcoma associated
herpesvirus infection measured by antibodies to recombinant capsid protein and latent
immunofluorescence antigen. Lancet 349: 1133-38.

Kedes, D.H., D. Ganem, N. Ameli, P. B i, and R. Gr bl 1997. The prevalence of
serum antibody to human herpesvirus 8 (Kaposi Sarcoma-Associated Herpesvirus) among HIV-
seropositive and high-risk HIV-seronegative women. JAMA 277: 478-481.

Kedes, D.H., E. Operskalski, M. Busch, K. Kohn, J. Flood, D. Ganem. 1996. The
seroepidemiology of human herpesvirus 8 (Kaposi's sarcoma-associated herpesvirus):
distribution of infection in KS risk groups and evidence for sexual transmission. Nature Med. 2:
918-921.

Martin, J.N., D.Ee. Ganem, D.H. Osmond, K.A. Page-Shafer, D. Macrae, and D.H. Kedes.
1998. Sexual transmission and the natural history of human herpesvirus 8 infection. New Engl. J
Med. 338: 948-54.

Chatlynne, L.G., W. Lapps, M. Handy, Y.Q. Huang, R. Masood, A.S. Hamilton, J.W. Said,
H.P. Koeffler, M.H. Kaplan, A. Friedman-Kien, P.S. Gill, J.E. Whitman, and D.V. Ablashi.
1998. Detection and titration of human herpesvirus-8 specific antibodies in sera from blood
donors, acquired immunodeficiency syndrome patients, and Kaposi’s sarcoma patients using a
whole virus enzyme-linked immunosorbent assay. Blood 92: 53-58.

SCIMEDX CORPORATION
53 Richboynton Rd

Dover, NJ 07801 USA

Tel: 800.221.5598 Tel: 973.625.8822
Fax: 973.625.8796

www.scimedx.can

Medimark Europe
11, rue Zola — BP 2332
F-38033 Grenoble Cedex 2 -France

EC REP

C€




Catalog number
Numero di catalogo
Numero de Catélogo
Numéro de catalogue
Katalognummer
Katalogové ¢islo

LOT

Lot

Lotto

Lote

Lot

Charge
Cislo Sarze

VD]

For in vitro diagnostic use

Per uso diagnostico in vitro

Para uso solo in vitro

Usage in vitro

Fir in-vitro diagnostische Verwendung
Pro pouZiti jako in vitro diagnostikum

EC

REP

EC Authorized Representative
Rappresentante Autorizzato CE
Representante Autorizado CE

CE Représentant autorisé

EG authorisierter Bevollmachtigter
Autorizovany zastupce EC

RUO

For research use only

Solo per ricerca

Para uso solo en investigacion
Pour recherche

Nur fiir Forschungszwecke
Pouze pro vyzkum

(€

EC Declaration of Conformity
Dichiarazione di Conformita CE
Declaracién de Conformidad CE
CE Déclaration de Conformité
EG Konformitatserklarung

CE Prohlaseni shody

IUo

For investigational use only
Solo per uso investigativo
Para uso solo en investigacion
Pour investigation

Nur fiir Forschungszwecke
Pouze pro ucely hodnoceni

PBS

Phosphate Buffered Saline
Tampone salino fosfato
Fosfato Salino Tamponado
Tampon phosphate salin

Fosfatovy pufr

Number of tests

Numero di test

Numero de determinaciones
Nombre de tests

Anzahl der Teste

Pocet testu

See instructions for use

Vedere le istruzioni per I'uso
Consultar la instrucciones de uso
Voir instructions
Gebrauchsanweisung beachten
Viz ndvod na pouziti

MS

Mounting Solution, Buffered Glycerol

Solution de montage, glycérol tamponné
Eindeckmittel, gepuffertes Glycerol
Soluzione di montaggio, glicerolo tamponato
Solucién de montaje, glicerol tamponado
Montovaci médium, pufrovany glycerol

AGSLD

Expiration date
Data di scadenza
Caducidad

Date d'Expiration
Haltbarkeitsdatum
Datum expirace

Antigen Slide

Lames d’antigéne
Antigen-Objekttrager:
Vetrino dell’antigene
Portaobjetos de antigeno
Antigenové sklicko

Store at 2-8 C/35-46 F
Conservare a 2-8°C/35-46 F
Almacenar a 2-8°C / 35-46°F
Conserver a 2-8°C

Bei 2-8°C / 35-46°F lagern
Uchoveijte pii 2-8 C/ 35-46 F

FITC

Anti-Human Conjugate with counterstain

Conjugué anti-humain avec coloration de contraste

Antihuman-Konjugat mit Gegenfarbung

Coniugato anti-umano con colorante di contrasto

Conjugado anti-humano con contratincion
Protilidsky konjugat s barvivem

Caution
Attenzione
Precaucion
Précautions
Achtung
Pozor

NEG

Negative Control
Controllo Negativo
Control Negativo
Contrdle negative
Negative Kontrolle
Negativni kontrola

Xn-Harmful Substance. Refer to Material Safety Data Sheet
Substance nocive (Xn). Voir la fiche sur la sécurité des
équipements.

Xn — gefahrlicher Stoff Siehe Sicherheitsdatenblatt.
Xn-Sostanza nociva. Fare riferimento alla Scheda di
sicurezza.

Xn - Sustancia dafiina. Consultar la Hoja de Datos de
Seguridad del Material.

Xn — Skodliva substance. Viz bezpegnostni list.

Positive Control
Controllo Positivo
Control Positivo
Contrdle positif
Positive Kontrolle
Pozitivni kontrola

CONJ

CNS

Counterstain
Colorante di contrasto
Contraste
Contrecolorant
Gegenfarbung
Kontrastni latka

Potential biological risk

Potenziale rischio biologico

Riesgo potencial biolégico
Biohazard

Potentielle biologische Gefahrdung
Potencialni biologické riziko

Cs

Coverslip
Coprioggetto

Cubre portaobjetos
Lamelles couvre-objet
Deckglashen

Kryci sklicko

RFU

Ready for use
Pronto alluso
Listo para su uso
Prét a l'emploi
Gebrauchsfertig
K pouziti pfimo

Blotters

Buvards

Loéschpapier

Tamponi di carta assorbente
Absorbentes

Blotery

DIL

Sample Diluent

Diluente del campione
Diluyente de muestra
Tampon de dilution
Probenverdinnungslésung
Redidlo na vzorek

I-HV802G Printed in U.S.A Rev F 7/9/22




