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1. Einleitung

Verschiedene Hantavirus-Serotypen verursachen eine
Reihe von Erkrankungen, die als Hamorrhagisches Fieber
mit renalem Syndrom (HFRS) zusammengefasst werden.

Hantaviren rufen bei Nagetieren eine inapparente Infektion
hervor. Die Ubertragung vom Tier auf den Menschen
erfolgt durch Aerosole oder durch direkten Kontakt. Der
Hantaan-Serotyp (HTN) verursacht eine schwere Verlaufs-
form von HFRS und kommt hauptsachlich in Asien sowie
Siidosteuropa und den Mittelmeerlandern vor. In Skandi-
navien, Mitteleuropa und Russland ist der Puumala-
Serotyp (PUU) verantwortlich fir eine milde Form, die
Nephropathia epidemica. Eine vor allem in urbanen Regi-
onen (hauptsachlich in Asien) auftretende Form des HFRS
wird durch Viren des Seoul-Serotyps hervorgerufen. Der
Krankheitsverlauf ist jedoch milder als beim Hantaan-
Serotyp.

HFRS ist eine fieberhafte Erkrankung und kann zu akutem
Nierenversagen flihren: Charakteristisch fiir die Friihphase
sind Fieber, Kopf- und Gliederschmerzen, in manchen
Fallen mit Beteiligung des Respirationstraktes, gefolgt von
Abdominal- und Riickenschmerzen, Erbrechen und Oligu-
rie. 4-10 Tage nach Erkrankungsbeginn kann akutes Nie-
renversagen einsetzen und eine vorliibergehende Dialyse
erforderlich machen.

Die Initialdiagnose einer Hantavirusinfektion beruht auf
klinischen Symptomen und sollte serologisch bestatigt
werden. Es existiert eine einseitige Kreuzreaktion zwi-
schen Hantan und anderen Serotypen. Patientenseren mit
Antikérpern gegen Puumala reagieren meist auch mit
Hantaan. Antikérper gegen Seoul-Virus sind meist auch im
Hantaan-IF-Test nachweisbar.
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Wenige Tage nach Beginn der Erkrankung sind bereits
IgM-Antikérper nachweisbar, und diese erreichen nach
2-3 Wochen maximale Titer. IgG-Antikrper werden
ebenfalls friih gebildet und kdénnen Uber Jahre per-
sistieren.

2, Testanwendung

PROGENSs Hantavirus IF Test ist eine indirekte Immun-
fluoreszenzmethode zum Nachweis von anti-Hantavirus-
Antikdrpern (PUU, HTN oder Seoul) in Patientenseren:
Als Antigen dienen Hantavirus (PUU, HTN oder Seoul)-
infizierte Zellen, die mit nichtinfizierten Kontrollzellen
gemischt sind.

3. Testprinzip

Im ersten Schritt wird Patientenserum auf einem Virus-
beschichteten Mehrfeldobjekttrager inkubiert. Sind spezi-
fische Antikdrper im Serum, so binden diese und werden
nicht weggewaschen. Gibt man danach Cy™2-
konjugierte anti-human-IgG- und IgM-Antikérper auf das
Reaktionsfeld, so binden diese an die Humananti-korper.
Nach erneutem Waschen wird der Objekttrager unter
dem Fluoreszenzmikroskop betrachtet. Im Falle einer
positiven Reaktion sind die in situ gebildeten Immun-
komplexe als gelbgriin fluoreszierende Hantavirusparti-
kel im Zytoplasma der rot gegengefarbten Zellen zu
sehen. Ob andere Serotypen auRer HTN, PUU oder
Seoul mit dem Test kreuz reagieren, wurde nicht getes-
tet.


http://www.progen.de/

4. Benotigte, nicht mitgelieferte Rea-
genzien, Materialien und Gerate

Fluoreszenzmikroskop mit Filtersystem fiir Cy™2 (FITC)
und Evans Blau

Deckglaser (24 x 60 mm)

Prazisionspipetten (10 pl, 20 pl, 50 pl, 100 pl, 200 pl)
Feuchte Kammer (z. B. Petrischale mit angefeuchtetem
Filterpapier)

Destilliertes Wasser

Farbekuvetten

Einmalhandschuhe

Stoppuhr

5. Inhalt der Testpackung

GS, 6 einzeln verpackte 10-Feld-Objekttrager mit fixierten
Virus-infizierten und nichtinfizierten Zellen.

POS, Positive Kontrolle, Humanserum mit Stabilisatoren
und Konservierungsstoffen (lyophilisiert), 1 Flaschchen,
Titer 1:200. In 0,4 ml destilliertem Wasser rekonstituieren.

NEG, Negative Kontrolle, Humanserum mit Stabilisatoren
und Konservierungsstoffen (lyophilisiert), 1 Fldschchen. In
0,4 ml destilliertem Wasser rekonstituieren.

CON G/M, Ziege-anti-human-lgG/IgM-Cy™2-Konjugat
(lyophilisiert), enthalt <0,1% (w/v) Natriumazid als Konser-
vierungsmittel und Evans Blue als Gegenfarbstoff.
1 Flaschchen. In 2 ml destilliertem Wasser rekonstituieren.

M, Gepuffertes Glycerineindeckmedium, enthalt <0,1%
(w/v) Natriumazid als Konservierungsmittel, 1 Flaschchen,
3 ml. Gebrauchsfertig!

PBS, Phosphat gepufferte Saline (PBS), 2 Behélter, je
10 g. Den Inhalt eines Behalters in 1 | destilliertem Wasser
auflésen.

6. Stabilitat

Alle in der Packung enthaltenen Komponenten sind bei
2-8°C ungeodffnet bis zum aufgedruckten Verfallsdatum
haltbar.

Stabilitdt rekonstituierter L6sungen bei 2-8°C:

Komponente | Stabilitat

POS 4 Wochen
NEG

CON G/M

PBS 1 Woche

(Bei langerer Aufbewahrung: Zugabe von 0,05%
(w/v) Natriumazid.

7. Vorbereitung

7.1. Probenmaterial und -lagerung

Als Probenmaterial fir den Hantavirus IF Test dient Hu-
manserum. Die unverdinnten Proben konnen bis zu
6 Wochen bei 2-8°C, bzw. mehrere Monate bei -20°C
(unverdiinnt) gelagert werden. Die Proben dirfen nicht
mehrfach aufgetaut und wieder eingefroren werden [6].

7.2. Probenvorbereitung

1. Anfangsverdiinnung, 1:16; 10 pl Patientenserum wer-
den in 150 pl PBS L6sung verdinnt.

2. Verdinnung 1:32; 100 pl der Anfangsverdiinnung mit
100 uyl PBS Loésung mischen.

3. Titerbestimmung; in 2er Verdiinnungsstufen; je 0,1 ml
Serumverdiinnung mit jeweils 0,1 ml PBS-L&sung ver-
diinnen
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8. Testdurchfiihrung
Den Testkit auf Raumtemperatur (20-26°C) bringen.

2. Hantavirus-beschichtete Objekttrager vorsichtig aus
der Folie nehmen und 2 Min. in PBS Losung re-
hydrieren.

3. 20yl jeder Patientenserumverdiinnung auf einzelne
Felder auftragen.

4. 20 pl positive Kontrolle (Titer 1:200, Fluoreszenz 3+)
auf ein Feld auftragen.

5. 20 pl negative Kontrolle auf ein weiteres Feld auftra-
gen. Bei jeder Testdurchfihrung beide Kontrollen
mitfihren.

6. Objekttrager in einer feuchten Kammer 30 Min. bei
Raumtemperatur (20-26°C) inkubieren.

7. Serumverdiinnungen absaugen, und den Objekttra-
ger in 2 nachfolgenden B&dern mit PBS-Lésung je
5 Min. eintauchen. Uberschissige Flussigkeit ablau-
fen und Objekttrager lufttrocknen lassen.

8. Jedes Feld mit 20 pl rekonstituietem CON G/M
bedecken.

9. Objekttrager in der feuchten Kammer 30 Min. bei
Raumtemperatur (20-26°C). inkubieren.

10. Absaugen und waschen wie in Schritt 7.

11.Auf den Objekttrdger 3 Tropfen Eindeckmedium
geben und mit einem Deckglas bedecken.

12. Objekttrager unter einem Fluoreszenzmikroskop
betrachten (40x- oder 63x-Ol-Objektiv).

—_

9. Hinweise

Gebrauch nur durch Fachpersonal!
Wichtig fiir Prazision und Richtigkeit
Inkubationstemperatur 20-26°C einhalten.

Inkubationszeit £10% einhalten. Sie beginnt nach dem
Pipettieren der letzten Probe.

Sicherheitshinweise

Trotz Fixierung sollten die Objekttrager als potenziell
infektids betrachtet werden.

Kontrollseren sind als HBsAg-negativ, HIV-Antikorper-,
HCV-Antikérper-negativ und Treponema negativ getestet
worden. Trotzdem sollten diese Komponenten wie die
Proben als potenziell infektios behandelt werden.

Die Reagenzien enthalten teilweise Konservierungs-
mittel (z. B. Natriumazid). Nicht schlucken, Haut- und
Schleimhautkontakt vermeiden!

Das Konjugat enthalt Evans Blue (giftig, karzinogen und
teratogen). Nicht schlucken, Haut- und Schleimhautkon-
takt vermeiden.

Sicherheitsdatenblatt wird auf Anfrage versendet.
Entsorgungshinweise

Bei der Beseitigung der Testpackung sind die nationalen
gesetzlichen Bestimmungen in der jeweils aktuellen
Fassung zu beachten. Chemikalien und Zubereitungen,
die als Reststoffe anfallen, sind in der Regel Sonderab-
falle. Besondere Hinweise zur Entsorgung sind zusatz-
lich im Sicherheitsdatenblatt aufgelistet.

MaRnahmen bei Beschadigung

Im Falle einer erheblichen Beschadigung der Testpa-
ckung ist der Hersteller zu benachrichtigen. Falls einzel-




ne Komponenten erheblich beschadigt sind, sind diese
nicht zur Testdurchfihrung zu verwenden. Sie sollten so
lange aufbewahrt werden, bis der Transportschaden gere-
gelt ist. Danach sollten sie ordnungsgemaf entsorgt wer-
den.

10. Qualitatskontrolle

Die negative Kontrolle darf keine Fluoreszenz zeigen.

Die positive Kontrolle muss ein typisches brilliantes Far-
bemuster zeigen: gelbgrine runde Partikel im Zytoplasma
der ausgestreckten rotgefarbten Zellen; nichtinfizierte
Zellen sind nur rot gefarbt (etwa 15-20% der Zellen auf
jedem Feld sind stark Virus-infiziert und zeigen das typi-
sche brilliante Farbemuster mit positiven Seren).

11. Ergebnisse und Interpretation

Die Intensitat der Fluoreszenz wird mit Hilfe des Positiv-
Kontrollfeldes (3+) als Ablesestandard beurteilt:

3+ brilliante gelbgriine Fluoreszenz

2+ deutliche gelbgriine Fluoreszenz

1+ schwache aber eindeutige Fluoreszenz
(4] keine Fluoreszenz

Der Endtiter ist der Kehrwert der hochsten Se-
rumverdiinnung, die noch "1+"-Fluoreszenz zeigt.

Ein 4-facher IgG-Titeranstieg deutet auf eine akute Hanta-
virus-Infektion hin.

Initiale Testung der Seren: Fiir eine erste Testung von
Proben wird eine Serumverdiinnung von 1:16 empfohlen.
Seren mit positivem Ergebnis sollten austitriert werden.
Zeigen Seren eines Patienten, die am 1. und 10.-14. Tag
entnommen wurden, eine Serokonversion (>4-facher Tite-
ranstieg), so deutet dies auf eine akute Hantavirusinfektion
hin.

Titer < 16: keine Antikbrper nachweisbar

Titer > 16: Serum sollte austitriert werden

Subklassen Testung: Zur separaten Testung von IgM-
Antikérpern, muss vorab das IgG abgetrennt werden
(IgG-Absorb Reagent, PROGEN Art.Nr. PR715).

Alternativ zum Con G/M koénnen fiir einen getrennten
Nachweis der Subklassen Cy™2-gekoppelte Ziege-
anti-human-lgM- (PR5000) und Ziege-anti-human-lgG-
Antikorperkonjugate (PR5001) verwendet werden.
Beide sind separat bei Progen erhiltlich und werden
analog dem Con G/M verwendet. Auch bei Verwen-
dung dieser Konjugate wird vor dem IgM-Test die
Absorption des IgG empfohlen.

12. Limitierungen

Jedes Farbemuster, das vom oben genannten abweicht
wie z. B. Kernfarbung oder gleichartige Farbung von 100%
der Zellen, muss als unspezifisch und in Bezug auf auf
Hantavirus-Antikdrper als nicht auswertbar betrachtet
werden.

Es existiert eine einseitige Kreuzreaktion zwischen den
Hantaan und anderen Serotypen. Patientenseren mit Anti-
kérpern gegen Puumala reagieren meist auch mit Han-
taan. Antikdrper gegen Seoul-Virus sind meist auch im
Hantaan-IF-Test nachweisbar.
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13. Evaluierung

Bei der Evaluierung der Hantavirus IF Teste wurden die
Antikdrper-Subklassen und die diagnostische Effizienz
bestimmt.

a) IgG

Die Evaluierung der Hantavirus IF Teste erfolgte parallel
mit dem Hantavirus (Puumala) IgG ELISA und dem
Hantavirus (Hantaan) IgG ELISA. Es ergab sich nachfol-
gende diagnostische Effizienzl]

Seoul IFT | PUU-IET | HTN-ET |77
n=238 n=29 n=>56 ELISA
95% 88% 99% E'ﬁlnstia” I9G
(Cutoff 0,600)
75% 98% 84% E‘L‘lus”,f'a l9G
(Cutoff 0,600)
b) IgM

Die Evaluierung der Hantavirus IF Teste erfolgte parallel
mit dem Hantavirus (Puumala) IgM ELISA und dem
Hantavirus (Hantaan) IgM ELISA. Es ergab sich nachfol-

Seoul IFT PUU-IFT HTN-IFT

gende diagnostische Effizienz':
|FT/

ELISA

n =47 n=25 n =50

Hantaan
IgM ELISA
(Cutoff 0,32)

95% 74% 100%

Puumala
IgM ELISA
(Cutoff 0,35)

68% 99% 62%
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! Diagnostische Effizienz = Spezifitat/2 + Sensitivitat/2
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