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Le testImmunoDOTO HSV IgG destiné au typage du virus
Herpés Simplex (HSV) est réalisé selon une
d'immunoessai (EIA) en phase solide et permet keali®n des
anticorps d'isotype 1gG anti-HSV ou anti-glycopiiog G (gG).
Le test permet de déterminer la présence ou |'alesetiune
infection passée au virus de I'Herpés Simplex (H8¥)ype 1 et
ou de type 2.

RESUME ET EXPLICATIONS

Il existe deux types d’antigénes dans la famille Herpés. “Le

diagnostic définitif des infections génitales due wrus de

I'Herpés est fondamental pour la gestion des petieantaminés
et pour prévenir la transmission du virus aux pei®s et aux
nouveaux-nés ». Un tel diagnostic est pourtant éciprs'il est

basé uniquement sur des impressions et le passguei Pour des
patients présentant des lésions, la détection @assification des
virus, des antigénes ou des acides nucléiques peudtee

réalisées. Par contre, lorsque les lésions soregngts les tests
sérologiques d'identification des types de virusntsplus

appropriés.

Pour typer spécifiquement le virus HSV, certainssi& Blot, ou

détermination des protéines spécifiques par bielagoléculaire
sont employés. Les coffrets sérologiques de détegtrécoce
destinés au typage du virus HSV, utilisant géeénaht des
lysats de virus entiers, ne permettent pas I'omande résultats
performants. La protéine, la plus spécifique, asglycoprotéine

G. Le tesimmunoDOTO HSV IgG a été développé a partir des

glycoprotéines G recombinantes de type 1 et 2.

PRINCIPE DU TEST

Le test ImmunoDOTO HSV IgG repose sur une technique
immunoenzymatique (EIA) sur support membranairengtant la
détection des anticorps dirigés contre les compesim lysat des
virus HSV-1 ou HSV-2 et contre les glycoprotéinespggcifiques
HSV-1 ou HSV-2.

La bandelette est incubée avec le sérum de patiker, afin de
permettre aux anticorps réactifs de se fixer awiganes coatés
sur la membrane.

Aprés incubation, une étape de lavage permet diédimles
éléments non fixés.

Ensuite, un anticorps secondaire anti-immunoglaoleslihumaines
couplé a la phosphatase alcaline est rajouté efitréaec les
anticorps précédemment capturés.

Aprés un second lavage, la bandelette est incudée uh substrat
chromogénique. Il permet I'apparition d’'un préadpiinsoluble
sous la forme d’'un cercle coloré a I'endroit oun¥gme a été
fixée.

PRECAUTIONS D’'EMPLOI

Réservé au Diagnostin Vitro.

tecleniqu

Détection des anticorps d'isotype IgG ou IgM anti-FBV et anti-

glycoprotéine G (gG) de type 1 ou type 2

Les réactifs du TedtnmunoDOTO HSV IgG ont été choisis de
facon a former un systeme optimal. Ne pas les racepl par
d'autres réactifs ou d'autres systemes d'analyseaDOT.

La dilution ou la modification de ces réactifs petgalement
modifier les performances du test.

Ne pas utiliser le coffret en cas de contaminatigiorobienne
évidente ni apres la date de péremption indiquééesuballage.

Utiliser de l'eau distillée ou déionisée en bolgeitomme
clarifiant.

Il faut observer strictement les procédures dugest obtenir des
résultats optimaux. Ne pas raccourcir ni prolongsr temps
d'incubation indiqués, au risque d'obtenir de meunésultats.

Certains composants du coffret contiennent de Badil sodium,
qui peut réagir dans les canalisations de plomiteetuivre pour
former des azides de métal trés explosifs. Lorkétimination de
ces composants, rincer avec un grand volume daaugmpécher
l'accumulation de l'azide.

Les produits d'origine humaine ont subi un dépistagenégatif,
concernant les anticorps anti-VIH 1 et 2, HTLV-1, les
anticorps anti-VHC et I'antigéne Hbs. Toutefois, s'gissant de
produits potentiellement infectieux, il est nécesga de les
manipuler avec les précautions d’'usage.

CONDITIONS DE CONSERVATION

» Conserver les réactifs et les bandelettes entre e2%8°C.

e Les réactifs doivent étre ramenés a températureiaamab
(entre +15°C et + 30°C) avant utilisation. lls doiveire
utilisés dans I'heure qui suit leur mise en plaaesda station
de travail chauffée.

« Eviter la contamination des réactifs, qui peut picel des
résultats erronés.

ECHANTILLONS

* Le testimmunoDOTO HSV IgG nécessite 50l de sérum.

« Eviter d'utiliser des sérums lipémiques ou hémalysgr ils ne
sont pas compatibles avec la technique.

» Conserver les échantillons & température ambiamdané 8
heures maximum. Aprés ce délai, conserver les ¢ilbas
entre +2°C et +8°C.

e Si le dosage est prévu dans un délai plus longsezwar les
préléevements a -20°C.

MATERIEL NECESSAIRE NON FOURNI

« Station de travail (incubateur)
« Systeme de préléevement d'échantillons
e Chronometre

e Eau distillée ou déionisée pour analyses, utiliséenme
clarifiant

e Pipettes
» Papier absorbant pour essuyer les bandes de test
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COMPOSITION DU COFFRET

BandelettesmmunoDOTO HSV IgG 25

STRIP

Contr6le positif
Total 1

Total 2
Spécifique 1
Spécifique 2
Controle négatif

CEEEEE

Ordre des antigenes coatés en commencgant par les mlacé en

dessous de I'étiquette€ontrle positif (sérum humain), Total 1 (lygat

de virus HSV-1 et glycoprotéine G de type 1), T&allysat de virus
HSV-2 et glycoprotéine G de type 2), Spécifiqueli/doprotéine G d¢
type 1), Spécifique 2 (glycoprotéine G de typeta}entrole négatif.

Diluant [ o [ spe |

Tampon de dilution contenant des protéines| de 1 x 50ml
stabilisation et moins de 0.1% d’azide de sodium.

Activateur [ SOLN [ ENH |

Solution saline contenant du chlorure de sodiurh et 1 X 50ml
moins de 0.1% d’azide de sodium.

Conjugué
Anticorps de chévre anti-lgG humaine (chajne
gamma spécifique) conjugué a la phosphatase 1 x 50ml
alcaline dans un tampon de dilution contenant [des
protéines de stabilisation.

Révélateur [substrat] suBs[BCIP-NBT
Tampon substrat contenant du 5-bromo-4-chlorg-3- 1 x 50ml
indolyl phosphate, du chlorure de p-nio

tetrazolium bleu et moins de 0.1 % de NaN

Contréle positif HSV-1 +

Sérum humain contenant des immunoglobulines de

type IgG anti-HSV-l, négatif au virus HS\2, 1 X% 300ul
contenant des protéines de stabilisation et moap d

0.1% d’azide de sodium.

Contrdle positif HSV-2

Sérum humain contenant des immunoglobulines de

type IgG anti-HSV-2, négatif au virus HSV}1, 1 X 300ul
contenant des protéines de stabilisation et moap d

0.1% d’azide de sodium.

Cuves de réactions 100

Notice technique 1

PREPARATION DU TEST

1. Allumer la station de travail et régler la tengiére en
fonction des instructions d'utilisation de votrepapeil.

2. Sortir 4 cuves de réaction et les introduire daes
emplacements appropriés de la station de travail.

Pour la station de travail (grand format)ajouter de l'eau

distillée jusqu'a la ligne de remplissage du résende
clarifiant prévu.

Pour la station de travail (petit format)utiliser un récipient
adéquat et suffisamment d'eau distillée pour couwrites les
fenétres de réaction de la membrane.

3. Identifier une bandelette pour chaque échantillon

4. Placer:
- 2 ml de diluant (n° 1) dans la cuve de réaction n° 1
- 2 ml d'activateur (n° 2) dans la cuve de réaction n° 2
- 2 ml de conjugué(n® 3) dans la cuve de réaction n° 3
5. Laisser incuber 10 minutes

6. Vérifier que la température du bloc chauffant soit
conforme aux instructions du manuel d'utilisation
propre au modéle de la station de travail.

7. Dans le cas de l'utilisation de la station de afbygrand
format), insérer I'extrémité de la bandelette damsupport,
une bandelette par cannelure, faire attention depaee
toucher les puits de réaction.

8. Immerger la bandelette dans le bain d'eau distgiErdant
30 secondes, juste avant de commencer le protocole
opératoire. Eviter la formation de bulles d'air.

M OoDE OPERATOIRE

1. INCUBATION DES SERUMS

« Ajouter 50 pl de sérum dans la cuve 1.

e Plonger la bandelette dans la cuve 1.

* Homogénéiser en agitant 10 fois de bas en haut.
» Laisser incuber 60 mn

2. LAVAGE

e Laver la bandelette dans le clarifiant (eau désil en
l'agitant de gauche a droite durant 10 secomigefacon a
ce que l'eau diffuse parfaitement au travers aedimbrane.

e Eliminer le surplus d’eau distillée sur un papiesarbant.

3. ACTIVATEUR

* Placer la bandelette dans la cuve 2.
« Homogénéiser en agitant 10 fois de bas en haut.
¢ Laisser incuber 5 mn

4. LAVAGE

e Laver la bandelette dans le clarifiant (eau détill en
l'agitant de gauche a droite durant 10 secomigefacon a
ce que l'eau diffuse parfaitement au travers aedimbrane.

» Eliminer le surplus d’eau distillée sur un papiesarbant.

5. CONJUGUE

* Placer la bandelette dans la cuve 3.
* Homogénéiser en agitant 10 fois de bas en haut.
e Laisser incuber 30 mn

e Au début de cette incubation, verser 2 ml de réadti4
dans la cuve N°4.

6. LAVAGE

e Laver la bandelette dans le clarifiant (eau détill en
l'agitant de gauche a droite durant 10 secomigefacon a
ce que l'eau diffuse parfaitement au travers aedimbrane.

e Laisser tremper 5 mn sans agiter.

e Eliminer le surplus d’eau distillée sur un papibsarbant.

7. REVELATEUR

* Placer la bandelette dans la cuve 4.
« Homogénéiser en agitant 10 fois de bas en haut.
e Laisser incuber 5 mn

8. LAVAGE

e Laver la bandelette dans le clarifiant (eau détill en
I'agitant de gauche a droite durant 10 secomigefacon a
ce que l'eau diffuse parfaitement au travers aedimbrane.

9. SECHAGE

e Eliminer l'eau résiduelle avec un papier absorbatt,
laisser sécher pendant 5 min avant d'interpréter le
résultat. Les bandelettes doivent étre parfaitement séches
avant d'étre luesUn faux positif peut apparaitre si la
bandelette n'est pas complétement séche
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10. LECTURE DE LA BANDE D'ANALYSE
Positif : Un cercle avec une limite distincte et

FACILEMENT VISIBLE apparait au centre de la fenétre. Le

périmétre extérieur de la fenétre doit étre blagdsipéle.

Négatif : S'il n'y a pas de cercle ou un cercle diffiéleoir,
I'analyse doit étre considérée comme négative.

Chaque fenétre doit étre lue indépendamment.

Afin de réduire au minimum les variations d’intefation sur les
spots négatifs, il est recommandé durant la vatidanitiale, de
tester une série d’échantillons présumés négatde éaire lire les
bandelettes par chaque technicien. En cas de pnebé@peler le
service technique de bmd (se rapporter au § Irétapon pour le
rapport d'essai).

CONTROLE DE QUALITE

Le test est réalisé avec des réactifs chaufféd4C/+48°C La
température de la station de travail doit dépdssempérature de
test dans la cuve de réaction. La température detalion de
travail doit étre surveillée pour s'assurer du riamt de la
température appropriée.

Le guide NCCLS C24-A doit étre consulté pour détermies
contrbles de qualité appropriés a appliquer. Destrékes
complémentaires peuvent étre mis en place en fancties
réglementations spécifiques des états, des orgasisifficiels et
d’accréditation. Il est recommandé de tester unrséte contréle
a réception du coffret. Si ce contrle n'est pasfaane, les
résultats ne devront pas étre reportés et lescesriechniques de
bmd doivent étre contactés avant toute nouvellsation.

Le dispositif contient des contrbles internes afitassurer a
chaque étape des performances du test. Le puisrdele positif
(puits #1) contient du sérum humain et permet dstetela
réactivité des réactifs. Le contrdle positif dditeécoloré mais ne
doit pas étre considéré comme un étalon. La meraetaatour des
spots et le dernier puits de la bandelette comstitle contrble
négatif et doivent restés blanc (#6). Si le puégscdntrole positif
n'a pas réagit et inversement si le puits du céatriégatif a
réagit, les résultats ne doivent pas étre integprét

INTERPRETATION DES RESULTATS

Total Total Spécifique Spécifique

Interprétation 1 > 1 5
Négatif - - - -
HSV Type 1 + + + -
HSV Type 2 + + -

HSV Type 1&2 + + +

HSV_Positif de + + i i
type inconnu

Non interprétable - - + -
Non interprétable - - -

Non interprétable - - + +

= Tous les résultats de ce test ou d’autres séraalgizvent étre
corrélés en fonction du passé clinique du patiges, données
épidémiologiques et des autres informations didgesi

= || est possible que certains patients soient gesinvers les
antigénes totaux 1 et 2 et négatifs pour les ghaémes
spécifiques 1 et 2. Ce profil indique soit une itifat récente
ou bien un défaut d'anticorps spécifique chez lgepa En
cas d‘infection récente, des méthodes détectisradégeénes
ou des acides nucléiques ou encore le western daot
recommandés. Cependant, il est possible qu'auctinogos
ne soit présent et que le typage soit impossible.

= Comme pour les autres tests sérologiques, un résidgmtif
n’élimine pas la possibilitt¢ d'une infection au usr de
I'Herpés Simplex.

= Un simple résultat positif indique seulement ungossition
passée au virus. D'autres méthodes de diagnosijsint
pour mettre en évidence une nouvelle infectionltuce
virale, détection d’antigéne ou d’acide nucléique.

= |l est peu probable que d'autres profils apparaisdeans
ce cas, le test doit étre répété et s'il réappdeafbricant
doit étre contacté.

LIMITES DE LA TECHNIQUE

Les infections présentant des symptdomes semblédiles que
Candida albicans, Bacteriodes species G. vaginalis,
Mobiluncus species, ne sont pas éliminées aveeste It est
recommandé de faire leur recherche via des teptopipés.

RESULTATS ATTENDUS

Il a été montré que les anticorps anti-glycopratéipécifique
se développent typiquement en 6 mois. Apparemmi&nt,
apparaissent plus tardivement et moins rapidememet lgs
autres anticorps dirigés contre des protéines nepasifiques.
Par conséquent, les patients ayant une infecticenté au
virus de I'Herpes simplex doivent étre encore niégatux
glycoprotéines spécifiques.

84 sérums de donneurs de sang ont été testés sestlde
typagelmmunoDOTO HSV IgG. Les résultats obtenus sont
rassemblés dans le tableau n°1.

Tableau n® 1
Interprétation Pourcentage
Négatif 15.5%
HSV Type 1 36.9%
HSV Type 2 11.9%
HSV Type 1&2 32.1%
HSV Positive de type inconnu 3.6%

PERFORMANCES DU TEST

84 sérums de donneurs de sang ont été testés sestlde

typage ImmunBOTO HSV, sur un test ELISA en
microplaque pour la détection des anticorps smpaf anti-
glycoprotéines 1 et 2 [coffret A], et sur deux $eELISA en

microplaque pour la détection des anticorps  3sédl

cellulaire du virus HSV (non spécifique) [coffr@set C].

Détection des anticorps anti-lysat HSV

Les résultats comparatifs entre le coffret ImniD@3IT Total

1 et 2 et les deux coffrets ELISA sur microplagBee{ C) sont
présentés dans le tableau n°2. La concordanceeediD@d%
ainsi que la sensibilité et la spécificité relasive

Tableau 2
Coffrets B et C ImmunoDOTZ
Négatif Positif
Négatif 13 0
Positif 0 71

Détection des anticorps spécifiques Spécifique (Tyga
sérologique)

Les résultats comparatifs entre le coffret ImniD@I0]
spécifique 1 et 2 et le coffret ELISA sur microplag(A) sont
présentés dans le tableau n°3. Un échantillon ddétgtifié
négatif avec les coffrets B et C mais identifié pbsiSV Type
2 avec une méthode alternative de détection désogos anti-
gG. Il est considéré comme faux positif et n'est paésenté
dans le tableau 3. La concordance entre les detixoohés de
détection des anti-gG est de 90% (75/83).
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Tableau N° 3 INDEX DES SYMBOLES
ImmunoDOT/ Coffret A Nombre

Négatif Négatif 15 (18%)
Type 1 Type 1 32 (39%) CE Déclaration de conformité CE
Type 2 Type 2 9 (11%)
Type 1&2 Type 1&2 22 (27%) .
Test rapide
Type 1 Négatif 0
Type 1 Type 2 0 VD Dispositif de Diagnostitn Vitro
Type 1 Type 1&2 0
Type 2 Négatif 0 o
Type 2 Type 1 0 Référence Catalogue
Type 2 Type 1&2 2 (2%)
Type 1&2 Négatif 0 LOT Numeéro de Lot
Type 1&2 Type 1 2 (2%)

Type 1&2 Type 2 0
Négatif Type 1 1 (1%)
Négatif Type 2 0
Négatif Type 1&2 0

Date d’expiration
Nombre de tests

! P Consulter les instructions d’utilisation
tableau n°4 présente les caractéristiques des rpenees par

rapport au coffret A

La concordance entre les deux méthodes est de 98/4). Le [:E]

Tableau N° 4 Limites de température
Interprétation  Sensibilité Relative Spécificité Relative
P P (\('3\ Risque biologique
Négatif 100% (15/15) 100% (15/15)
Type 1 95% (56/59) 100% (15/15) Contient de I'azide de sodium
Type 2 94% (31/33) 100% (15/157 )
RCNS A reconstituer
Précision

Comme tout test s’interprétant visuellement, I'irsiéd du spot est
directement liée a la précision du test. Les sfmisés sont plus
fiables alors que les spots plus clairs sont priganellement
moins fiables (équivoque).
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SCHEMA RECAPITULATIF DU M ODE OPERATOIRE

Préparation :
STATION DE TRAVAIL

Allumer et préparer la station de travail (selonmedéle).La température
dans les cuves doit étre comprise entre +44°C et84.

Positionner les cuves de réaction dans la statotmavail et ajouter I'eau dans

la cuve de clarifiant.
Immerger la bandelette dans le bain d'eau distié&relant 30 secondes.
Distribuer :
- 2 ml de diluant (1) dans la cuve 1
- 2 ml d'activateur (2) dans la cuve 2
- 2 ml de conjugué (3) dans la cuve 3
Laisser incuber 10 mn.

INCUBATION
10 minutes

1. INCUBATION DES
SERUMS

Ajouter 50 ul de sérum dans la cuve de réaction 1.
Immerger la bandelette dans la cuve de réaction 1.
Homogénéiser en agitant 10 fois de bas en haut.
Laisser incuber 60 mn.

INCUBATION
60 minutes

2. LAVAGE

Laver la bandelette dans le clarifiant (eau détjl en l'agitant de gauche
droite de fagon a ce que I'eau diffuse parfaiteraarttavers de la membrane.
Eliminer le surplus d’eau distillée sur un papibsarbant.

10 secondes

3. ACTIVATEUR

Plonger la bandelette dans la cuve de réaction 2.
Homogénéiser en agitant 10 fois de bas en haut.
Laisser incuber 5 mn.

INCUBATION
5 minutes

Laver la bandelette dans le clarifiant (eau détjl en l'agitant de gauche

Laisser incuber 5 mn.

4. LAVAGE droite de fagon a ce que I'eau diffuse parfaiteraarttavers de la membrane. 10 secondes
Eliminer le surplus d'eau distillée sur un papibsarbant.
Plonger la bandelette dans la cuve de réaction 3.

5 CONJUGUE quoggnelser en agitant 10 fois de bas en haut. INCUBATION
Laisser incuber 30 mn. 30 minutes
Au début de cette incubation, ver@eml de substrat dans la cuve N°4.
Laver la bandelette dans le clarifiant (eau dé&jl en I'agitant de gauchg a 10 d .
droite de fagon a ce que I'eau diffuse parfaiteraarttavers de la membrane. secondes puls

6. LAVAGE o - : INCUBATION
Immerger la bandelette dans le clarifiant (eadulldis). Laisser tremper 5 mn. 5 minutes
Eliminer le surplus d’eau distillée sur un papiesarbant.
Plonger la bandelette dans la cuve de réaction 4.

7. REVELATEUR Homogénéiser en agitant 10 fois de bas en haut. IN%Urﬁ's‘thN

Laver la bandelette dans le clarifiant (eau détjl en l'agitant de gauche

d'interpréter le résultat.

8. LAVAGE droite de facon a ce que le clarifiant (eau déjl diffuse parfaitement au 10 secondes
travers de la membrane.
9 SECHAGE Eliminer l'eau résiduelle avec un papier absorbahfaisser sécher avan 5 minutes

BioMédical Diagnostics SA

€

Siege social
Actipole 25
4 bld de Beaubourg
77435 Marne la Vallée Cx2
France

Tél:33164621012
Fax:33 16462 09 66

E-mail : support@bmd-net.com
Internet : www.bmd-net.com
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INTENDED USE

GB 7125

ImmunoDOT™ HSV IgG testis an enzyme immunoassay (EIA)

detecting HSV or glycoprotein G (gG) type specif& antibodies.
The test detects the presence or absence of pasek®sure and
specifically determines whether past infection()due to HSV
Type 1, Type 2 or both Type 1 and 2.

SUMMARY AND EXPLANATION

There are two herpes antigenic types (1,2). “Defi@idiagnosis of
genital herpes infections is fundamental to the agament of
patients and the development of strategies to ptev@nsmission to
partners and neonates” (3). Such diagnosis hasprimaccurate
when based solely on clinical history and imprasgi). Instead,
virus, antigen or nucleic acid detection and cfasgion is used for
patients presenting with lesions or type-specificobgical tests
may be used when lesions are absent.

For type specific serology, either western blot 6(B) or
determination of type specific protein by molecutéslogy (8.9) is
used. Acceptable type specific classification i$ possible using
whole virus lysate, the commonly used antigen oflye&lSV

serology kits. The most commonly used type spegfiatein is
glycoprotein G. ImmunoDOT HSV Typing test uses HEY type 1
and type 2 specific proteins.

ASSAY PRINCIPLE

The ImmunoDOT™ HSV IgG assay uses an enzyme-linked

immunoassay (ElA) dot technique for the detectibargibodies to
HSV-1 gG, HSV-1 virus lysate proteins, HSV-2 gGHBV-2 virus
lysate proteins.

An assay strip is incubated with dilute patientuser allowing
patient antibodies reactive with the test antigenisind to the solid
support membrane.

In the second stage, the reaction is enhanced rhgva of non-
specifically bound materials.

During the third stage, alkaline phosphatase-caipd) antihuman
antibodies are allowed to react with bound pataribodies.

Finally, the strip is transferred to enzyme sulstr@agent which
reacts with bound alkaline phosphatase to produceasily seen,
distinct dot.

WARNINGS AND PRECAUTIONS

Enzyme immunoassay (EIA) detecting HSV or glycopratin G (gG) type

specific IgG or IgM antibodies.

Dilution or adulteration of these reagents may affect the
performance of the test.

Do not use kit if evidence of microbial contamioatis present.
Do not use any kits beyond the stated expiratida.da
Analytic quality deionized or distilled water mulsé used as
Clarifier.

Close adherence to the test procedure will assutenalp
performance. Do not shorten or lengthen statedbiabon times
since this may result in poor assay performance.

Some assay components contain sodium azide {Nakst may
react with lead and copper plumbing to form higakplosive
metal azides. On disposal, flush with a large va@whwater to
prevent azide buildup.

Human sera used in the preparation of this productwere
tested and found non-reactive for hepatitis B surfee antigen
and for antibodies to HIV-1, HIV-2, HTLV-1, and hepatitis

C virus. Because no test method can offer compledssurance
that infectious agents are absent, handle reagerasd patient
samples as if capable of transmitting infectious diease.

STORAGE CONDITIONS

Store reagents and assay strips between +2°C a@l +8°

« Reagents must be at room temperature (between +I&fC a
+30°C) before use. They must be used within hourclwhi
follows their implementation in the warmed workiiat

« Avoid contamination of reagents as that can giversous
results.

SAMPLE COLLECTION AND HANDLING

«  ThelmmunoDOT™ HSV IgG Testis performed on serum.
The test requires 50 of serum.

« Avoid lipemic or hemolyzed serum specimens hasheen
shown to be an acceptable specimen.

« Store samples at room temperature for no longer #ight
hours. If the assay will not be completed withightihours,
store the sample between +2°C and +8°C.

« If the assay of the samples will not be completdthin 48
hours, freeze at -20°C.

M ATERIALS REQUIRED BUT NOT PROVIDED

For In Vitro Diagnostic Use Only.

These reagents have been optimized for use astenmsyBo not
interchange with other reagents or other Imn@d// assay
system.

« Workstation (incubator)

e Specimen collection apparatus

e Timer

* Analytical quality distilled or deionized water be used for
the washes.

¢ Pipets

« Absorbent toweling to blot dry the assay strip
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MATERIAL PROVIDED

ImmunoDOT™ HSV IgG Assay Strips 25

Positive control
Total 1

Total 2

Specific 1
Specific 2
Negative control

CEEEEE

Antigens in order beginning with the window nexthe label: Positive
reagent control (human serum); [Total 1] HSV-1, tAl®] HSV-2 lysate
[Specific 1] HSV-1 gG, [Specific 2] HSV-2 gG and dtive reagent
control.

Diluent DIL

Consists of buffered diluent containing protgin 1 X 50mL
stabilizers, and <0.1% NaN

Enhancer SOLN | ENH |

) . . 1 x 50mL
Consists of sodium chloride and <0.1% NaN
Conjugate CONJ | IgG

Consists of alkaline phosphatase conjugated goat; y 50mL
antihuman IgM (heavy chain specific) in buffened
diluent, protein stabilizers.

Developer [suBs[BCIP-NBT

Consists of 5-bromo-4-chloro-3-indolyl phosphatel an 1 y 50mL
p-nitro blue tetrazolium chloride in buffered dihig

and <0.1% Nail

HSV-1 Positive Control

Consists of HSV-1 IgG positive human serum that isl X 300uL
nd

HSV-2 negative containing protein stabilizers 3
<0.1% NaN.

HSV-2 Positive Control .

Consists of HSV-2 IgG positive human serum that is1 x 300pL
HSV-1 negative containing protein stabilizers and
<0.1% NaN.

Reaction Vessels 100
Package Insert 1
SETUP

1. Turn on Workstation and adjust temperature adagrdo the
instructions for use of your instrument.

2. Remove 4 Reaction Vessels per test from the prdooxtand
insert into appropriate slots in Workstation.

For the large Workstationadd water up to the fill line of the
Wash Vessel provided.

For the small Workstatignuse an appropriate container and

sufficient water to cover all reactive areas/ddtthe assay strip.
3. Appropriately label the Assay Strips.
4. Place:

- 2 mL Diluent (#1) in Reaction Vessel #1

- 2 mL Enhancer (#2) in Reaction Vessel #2
- 2 mL Conjugate (#3) in Reaction Vessel #3

5. Incubate for 10 minutes

6. Verify that the temperature of the heating block isin
accordance with the instructions of the manual
corresponding to the model of the workstation.

7. Insert the strip in the distilled water bath (Waétr 30
seconds, just before starting the assay procedumd the
formation of bubbles on the surface.

8. If the large Workstation is used, insert the lagdl of the
assay strip into the Strip Holder, one per grode&jng
care not to touch the assay windows.

ASSAY PROCEDURE

1. SAMPLE INCUBATION

e Add 50puL serum to Reaction Vessel #1.

e Plunge assay strip into Reaction Vessel #1

e Using 10 quick up and down motions with the AssaipS
mix contents thoroughly.

* Let stand for 60 minutes

2. WASH STEP

* Remove Assay Strip from Reaction Vessel and swishen
Wash (distilled water). Use a swift back and famhbtion
for 10 secondsllowing for optimal washing of the Assay
Strip.

« Blot the strip on an absorbent towel.

3. ENHANCER

* Place Assay Strip into Reaction Vessel #2.
e Mix thoroughly with 10 quick up and down motions.
e Let stand for 5 minutes

4. WASH STEP

« Remove Assay Strip from Reaction Vessel #2 and simish
the Wash for 10 seconds as described (step #2).
The wash should diffuse completely through thepstri

* Blot the strip on an absorbent towel.

5. CONJUGATE

* Place Assay Strip into Reaction Vessel #3.
e Mix thoroughly with 10 quick up and down motions.
e Let stand for 30 minutes.

« At the beginning of this incubation, place 2mL of
reagent #4 into the Reaction Vessel #4.

6. WASH STEP

« Remove Assay Strip from Reaction Vessel #3 and simish
the Wash as described (step #2) for 10 seconds.
The wash should diffuse completely through thepstri

* DO NOT remove the Assay Strip from the wash.

e Allow the Assay Strip to stand in the washfor 5
minutes.

* Blot the strip on an absorbent towel.

7. DEVELOPER

« Remove Assay Strip from wash and place into Reaction
Vessel #4.

e Mix thoroughly with 10 quick up and down motions.

e Let stand for 5 minutes.

8. WASH STEP

* Remove Assay Strip from Reaction Vessel #4 and simish
the Wash as described (step #2) for 10 seconds.
The wash should diffuse completely through thepstri

9. DRY

e Blot and allow Assay Strip to dry. It is imperatitrat tests
of borderline specimens be interpreted after theapsStrip
has been allowed to dnA false positive dot may be
identified if the assay strip is not dry when intepreted.
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10. READING THE ASSAY STRIP

Positive: A dot with an EASILY SEEN, distinct border is
visible in the center of the window. The outer pater of the
window must be white to pale gray.

Negative:If no dot is seen or a dot is difficult to seeenpret it
as negative.

Each dot of the assay strip is read independently.

In order to minimize the possibility of "over inpeeting" positive

test results it is recommended that during initialidation of the

assay (as may be required by the laboratory bylatgn), the

laboratory test a series of presumptive negativeptes and each
technician interpret the assay strips in a blinfisthion. Please call
bmd Technical Service for further clarification (Teport results,
refer to Interpretation Section).

QUALITY CONTROL

The assay is performed with reagents t4°C/+48°C The
temperature of the Workstation itself should behbkigthan the
assay temperature in the reaction vessel. The Watides should be
monitored to assure the appropriate temperaturaistained.

NCCLS C24-A may be consulted for guidance on apprtria
quality control practices. These should be testedoraing to
guidelines or requirements of local, state, ant#¥deral regulations
or accrediting organizations. Unless otherwise iregly it is
recommended that control sera be tested upon teafegpkit. If the
control is not reactive, results should not be reggb and bmd
Technical Service should be contacted before this kised again.

The kit uses reagent controls to assure performaack time a test
is performed. The Positive Control window (well #&yntains
human serum and tests reagent reactivity. It meisehctive but the
intensity must not be used as a calibrator. As gatiee reagent
control check, the backgrounds around dots andditteem window
(#6) must be white. If the positive is not reactorethe negative is
reactive, do not interpret the assay strip.

INTERPRETATION

Interpretation Total Total Specific Specific
1 2 1 2

Negative - - - -

HSV Type 1 + + + -

HSV Type 2 + + -

HSV Type 1&2 + + +

HSV Positive + N ) )

Type Unknown

Non Interpretable - - + -

Non Interpretable - - -

Non Interpretable - - + +

= All results from this and other serologies must doerelated
with clinical history, epidemiological data and ethdata
available to the attending physician in evaluatimg patient.

» |t is expected that some patient samples have B8 Total 1
and 2 positive and that both Specific 1 and 2 negafThis
indicates either a recent infection or that theigmat never
formed type specific antibody. If a recent infentiasolation,
antigen or nucleic acid detection methods are atdit
Otherwise, another method such as western blot meaysed.
However, it is also possible that no type spediitibody is
present and therefore typing is not possible.

= As with other serological tests, negative resutisndt rule out
the diagnosis of herpes simplex disease.

] A single positive result only indicates previous
immunologic exposure. Other methods such as nucleic
acid, antigen or viral culture are required to lelish
current infection.

] It is unlikely that patterns other than presentdtoecur.
Repeat the testing and if the pattern repeats, cbtia
manufacturer.

L IMITATIONS

The performance of this assay has not been estetlifor
ruling out diseases with similar symptoms, e.Gandida
albicans Bacteriodes speciesG. vaginalis Mobiluncus
species. Instead, also use culture or other apiptepnethods.

EXPECTED RESULTS

It has been shown that gG specific antibody typicdévelops
over the course of six months. Appearance is sl@mer later
than antibodies to other, non-type specific praeifherefore,
it is expected that some patients will be HSV adippositive
yet anti-gG negative.

Eighty-four sera collected from U.S. blood donoerevtested
using ImmunoDOT™ HSV IgG kit. These results are shown
in Table 1.

Table 1
Interpretation Percent
Negative 15.5%
HSV Type 1 36.9%
HSV Type 2 11.9%
HSV Type 1&2 32.1%
HSV Positive Type Unknown 3.6%

PERFORMANCE AND CHARACTERISTICS OF THE TEST

Eighty-four sera collected from U.S. blood donoexevtested
using: ImmunoDOT™ HSV IgG kit, an alternate commercial
micratiter kit for specific detection of either & or type 2 gG
antibodies {Kit A], and two alternate commercial cnatiter
kits for detection of HSV lysate antibodies (Noteatn specify
type) [Kits B and C].

Total (Traditional Method)

Comparison between Immub@®TO Total 1 and 2 results and
two commercial microtiter kits (Kits B and C) is shovin
Table 2. Agreement is 100% and therefore relatarmsigivity
and specificity are 100%.

Table 2
Alternate Kit ImmunoDOTO
Negative Positive
Negative 13 0
Positive 0 71

Specific (HSV Serology Type)

ImmundOT// Specific results and the alternate commercial
type specific microtiter kit comparison, using taighty-four
blood donor samples, is shown in Table 3. One salispHSV
antibody negative using kits B and C, reported negaliy
ImMmundOT// but reported HSV Type 2 by the Alternate gG
assay. This is considered a false positive andshotvn in
Table 3. Agreement between the two gG assays is(96¢83).
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Table 3 SYMBOLS USED

ImmunoDOTL Alternate Number
Negative Negative 15 (18%)
Type 1 Type 1 32 (39%) CE EC Declaration of conformity
Type 2 Type 2 9 (11%)
Type 1&2 Type 1&2 22 (27%) @ Ranid test
apid tes
Type 1 Negative 0
Type 1 Type 2 0 VD In Vitro Diagnostic Device
Type 1 Type 1&2 0
Type 2 Negative 0
Type 2 Type 1 0 Catalogue number
Type 2 Type 1&2 2 (2%)
Type 1&2 Negative 0 LOT Lot Number
Type 1&2 Type 1 2 (2%)
Type 1&2 Type 2 0 .
Negative Type 1 1 (1%) Expiry Date
Negative Type 2 0
Negative Type 1&2 0 Number of test

There is 94% (78/84) agreement between the two adsth
Assuming alternate test is correct (relative penfamce) is listed in

Consult Instructions

s <

Table 4. o
Table 4 Temperature limitation
. Relative Relative

Interpretation Sensitivity Specificity (\("3\ Biological risk
Negative 100% (15/15) 100% (15/15) _ _ _
Type 1 95% (56/59) 100% (15/15) [CONT] NaN, | Contains sodium azide
Type 2 94% (31/33) 100% (15/15)

Precision

Like any visual interpreted test, dot intensitydisectly related to
precision. The darkest dots are most reliable whéaker reactions
(less intensity) are proportionately less relialfeguivocal or
borderline).
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SUMMARY OF M ETHOD

 Turn on and prepare the workstation (according he iodel). The
temperature in vessels must lie within +44°C and 8£C.
* Place reaction Vessels into slots in Workstatiod add water to thp
Clarifier Vessel.
* Insert the strip in the distilled water bath (Wafir)30 seconds. INCUBATION
SETUP : -
¢ Pipet: 10 minutes
- 2 mL of diluent (#1) into reaction vessel #1
- 2 mL of enhancer (#2) into reaction vessel #2
- 2 mL of conjugate (#3) into reaction vessel #3
* Incubate for 10 min.
e Add 50 pL of sample sera or positive control toseb#1.
1 INCUBATION OF SERA| * Immer;e strip |_n reaction vessel #1_. _ INCUBATION
e Mix using a swift up and down motion 10 times. 60 minutes
* Incubate for 60 min.
e Wash the strip in the Wash (distilled water) usingwift back and forth
> WASH STEP motion from left to right so that the water diffsseompletely through the 10 seconds
membrane.
» Blot the assay strip on an absorbent towel.
* Place strip into vessel #2.
3. ENHANCER e Mix using a swift up and down motion 10 times. INCUB.AT|ON
. 5 minutes
* Incubate for 5 min.
e Wash the in the Wash (distilled water) using a shafck and forth motioh
4. WASH STEP from left to right so that the water diffuses cogtply through the 10 seconds
membrane.
« Blot the assay strip on an absorbent towel.
* Place strip into vessel #3.
5 CONJUGATE e Mix using a swift up and down motion 10 times. INCUBATION
¢ Incubate for 30 min. 30 minutes
» At the start of this incubatioplace 2 mL of developer into vessel #4
* Wash the strip in the Wash (distilled water) usingwift back and forth 10 d
motion from left to right so that the water diffeseompletely through the tshzc:n S
6. WASH STEP membrane. INCUBATION
« Immerse the strip in the Wash (distilled water)t &@&nd 5 minutes. 5 mi
. minutes
» Blot the assay strip on an absorbent towel.
« Place strip into vessel #4.
7. DEVELOPER e Mix using a swift up and down motion 10 times. INCUB.AT|ON
. 5 minutes
* Incubate for 5 min.
e Wash the strip in the Water (distilled water) usagwift back and forth
8. WASH STEP motion from left to right so that the water diffsseompletely through the 10 seconds
membrane.
9. DRY STEP . _Remove_ the residual water with absorbent paper, lahdiry before WAIT
interpreting the result. 5 minutes

BioMédical Diagnostics SA C€

Office
4 bl\gcggoéeesl?bour Tel : 33164621012 E-mail : support@bmd-net.com
9 Fax:33 164 62 09 66 Internet : www.bmd-net.com
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