Zika-Virus-Infektionen

EUROIMMUN-Testsysteme zum Nachweis einer Zika-Virus-Infektion
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Das Zika-Virus (ZIKV) gehort zur Familie der Flaviviren, die
insgesamt mehr als 50 Virenarten umfasst. Dengue-, Gelb-
fieber- und West-Nil-Viren zahlen zu den bekanntesten Ver-
tretern. Das Zika-Virus wurde erstmals 1947 isoliert, gelang-
te jedoch erst durch eine Reihe von Epidemien in den letzten
Jahren in den Fokus des Interesses.

Seit 2013 gab es eine zunehmende Zahl von Ausbriichen an
Zika-Virus-Infektionen in verschiedenen Regionen; darunter
Sudost-Asien, Polynesien und angrenzende Pazifik-Regionen,
einige Inseln der Karibik sowie Gber 30 Lander und Gebiete
in Nord-, Mittel- und Stdamerika.

Der Mensch wird durch den Stich weiblicher Mucken der
Gattung Aedes infiziert. Diese fungieren als Vektor und Uber-
tragen das Zika-Virus wahrend des Blutsaugens. Eine weitere
Ubertragungsart ist die Weitergabe des Virus von der infi-
zierten Mutter an ihren Fotus wahrend der Schwangerschaft
(kongenital) oder der Geburt (perinatal). Inzwischen gibt es
aus verschiedenen Landern auch Berichte von einer Transmis-
sion durch Geschlechtsverkehr und Bluttransfusion.

Symptome
Eine Zika-Virus-Infektion verlauft in der Mehrheit der Falle

(ca. 80%) asymptomatisch, nur etwa 20% der Erkrankten
zeigen Symptome, zu denen typischerweise Hautausschlag,

Fieber, Kopf- und Gelenkschmerzen sowie Bindehautent-
zlindung zahlen. Diese treten in der Regel 3-12 Tage nach
dem Muckenstich auf und halten fur 2-7 Tage an. Der
Krankheitsverlauf ist meist mild und in der Regel selbst-
limitierend. Die Symptome sind denen einer Dengue-, bzw.
Chikungunya-Viren-Infektion sehr ahnlich.

In Brasilien und einer Reihe weiterer Lander wurde wahrend
der Zika-Epidemie 2015/2016 ein signifikanter Anstieg neu-
rologischer Erkrankungen wie des Guillain-Barré-Syndroms
verzeichnet, aulRerdem kam eine ungewohnlich hohe Zahl
von Babys mit der Schadel-Hirn-Fehlbildung Mikrozephalie
zur Welt. Der Zusammenhang zwischen einer Zika-Virus-
Infektion und dem Auftreten von neurologischen Erkrankun-
gen bzw. fetalen Missbildungen gilt weitestgehend als gesi-
chert. Die Thematik wird aktuell intensiv erforscht.
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Ausbreitung des Zika-Virus ab 2007 (Quelle: WHO)
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Diagnose

Die Diagnose einer Zika-Virus-Infektion kann entwe-
der durch den Direktnachweis der viralen RNA erfolgen
oder durch einen indirekten Nachweis Uber Antikorper.
Nach Einsetzen der Symptome ist ein Direktnachweis des
Virus im Blut des Patienten noch fur maximal eine Wo-
che moglich. Spezifische Antikorper sind fur einen lange-
ren Zeitraum nachweisbar und kdnnen neben einer akuten
auch eine bereits Uberstandene Infektion anzeigen.

Ab etwa dem 5. Tag einer Infektion konnen im Serum eines
Patienten IgA- und/oder IgM-Antikorper nachgewiesen wer-
den. Ungefahr 2-3 Tage nach dem Auftreten von IgA- und
IgM-Antikorpern sind auch IgG-Antikérper nachweisbar.
Alle Antikorper-Klassen konnen jedoch auch zeitgleich in
Erscheinung treten. Der Antikorper-Nachweis kann mit
Hilfe serologischer Tests wie ELISA oder indirekte Immun-
fluoreszenz (IIFT) durchgefiuhrt werden. Bei der Interpre-
tation serologischer Ergebnisse ist die enge Verwandt-
schaft der Flaviviren zu berlicksichtigen, die die Gefahr von
Kreuzreaktionen der spezifischen Antikorper beinhaltet.

Die Kreuzreaktivitat ist bei Patienten ohne zurtcklie-
genden Kontakt mit einem anderen Flavivirus nur mini-
mal. Bei vorausgegangener Impfung oder Infektion mit
einem anderen Flavivirus muss jedoch mit einer ausgeprag-
ten Kreuzreaktivitat gerechnet werden. Durch den Einsatz
des hoch-spezifischen NS1-Antigens konnen diese jedoch
nahezu ausgeschlossen werden.
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Verlauf der Infektion

Diagnostische Zeitfenster fiir den zuverlassigen Nachweis von Zika-Virus-Infektionen

Die geeignetste Methode zum Nachweis einer Zika-Virus-Infektion ist abhangig von der Krankheitsphase, in der
sich der Patient befindet. In einer frihen Phase der Infektion ist ein Nachweis der viralen RNA maoglich: Bis etwa
eine Woche nach Symptombeginn kann das Zika-Virus mittels RT-PCR im Blut nachgewiesen werden. Bei infizier-
ten schwangeren Frauen kann das Virus in Einzelfallen auch noch mehrere Wochen spater nachgewiesen werden
(Driggers et al., 2016). Im Urin ist ein Virus-Nachweis durch PCR fir einen langeren Zeitraum moglich als im Serum oder
Plasma. Positive Ergebnisse kdnnen hier noch 2—-4 Wochen nach Symptombeginn auftreten. Liegt die Infektion langer
als 7 Tage zurtick, wird empfohlen, serologische Tests durchzufuhren. Antikorper sind etwa ab dem 5. Tag im Blut des

Patienten nachweisbar.

Virus-Nachweis: Serum oder Plasma

Virus-Nachweis: Urin
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Direkter Erregernachweis mittels Real-Time PCR

Fur den Nachweis der viralen RNA in der Fruhphase einer Zika-Virus-Infektion eignet sich die EURORealTime Zika-Viren
PCR. Dieses EUROIMMUN-Testsystem umfasst die reverse Transkription der viralen RNA in komplementare DNA (cDNA),
gefolgt von PCR-Amplifikation und Fluoreszenz-basierter Echtzeit-Detektion von definierten Abschnitten des ZIKV-Genoms.
Die Auswertung der Ergebnisse erfolgt vollautomatisch mit der EURORealTime-Analysis Software.

EURORealTime Zika-Viren PCR

1. RNA-Isolierung 2. Real-Time PCR 3. Analyse und Befunderstellung
Interne
Kontrolle
) Vollautomatisch mit der
EURORealTime-Analysis
— > ‘E Software
Probe Extrahierte

RNA

PCR-Mixe enthalten alle erforderlichen
Probenmaterial: Urin, Serum Komponenten fiir reverse Transkription
und Real-Time PCR

Kompatible Real-Time-PCR-Plattformen: LightCycler 480 (Roche), Mx3005P System
(Agilent Technologies), 7500 (Fast) Real-Time PCR Instrument (Applied Biosystems)

EURORealTime-Analysis Software
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= Standardisierte und automatisierte Rohdaten-Analyse
fir eine schnelle und objektive Ergebnisauswertung

e
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= Erganzt bestehende Real-Time PCR-Plattformen und ist —
voll kompatibel mit verschiedenen LIS PP

Methodenvergleich

In einer Studie wurde die Sensitivitat der EURORealTime Zika-Viren PCR im Vergleich zu einem anderen CE-IVD zerti-
fizierten PCR-Test untersucht. Dazu wurden Proben mit 3 verschiedenen Konzentrationen an Zika-Template mit beiden
Systemen in Dreifachbestimmung analysiert. Zika-RNA wurde mit beiden Tests in allen drei bzw. 2 von 3 Ansatzen nach-
gewiesen. Beide Systeme zeigten hier somit eine identische analytische Sensitivitat.

Konzentration Zika-RNA EURORealTime Real-Time PCR Zika-Test

cp/pl Template Zika-Viren PCR Hersteller A In einer externen Studie in einem brasilianischen Labor wur-
' _ den 29 klinische Serum- und 26 Urinproben mit der EUROReal-
nachgewiesen nachgewiesen . i i i .
) i Time Zika-Viren PCR und einem anderen CE-IVD zertifizierten
3 nachgewiesen nachgewiesen . . - ) .
PCR-Test verglichen. Es wurde eine sehr hohe Ubereinstim-
nachgewiesen nachgewiesen . . . . -~
9 ¢ mung zwischen den mit beiden Tests erzielten positiven und
o el fechosiicesh negativen Ergebnissen von 95,2%, bzw. 97,0% ermittelt.
1 nachgewiesen nachgewiesen
Real-time PCR Zika-Test
nachgewiesen nicht nachgewiesen n=55 Hersteller A
nachgewiesen nachgewiesen (P29 syemummrelEm, 249 Uisiiet ) positiv negativ
0,5 nicht nachgewiesen nachgewiesen EURORealTime positiv 20 1
nachgewiesen nicht nachgewiesen Zika-Viren PCR negativ 1 33
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Serologische Differenzialdiagnostik mit ELISA-Testsystemen

Bei Verdacht auf eine Infektion mit Dengue-, Chikungunya-, oder Zika-Viren (DENV, CHIKV, ZIKV) empfiehlt EUROIMMUN
zur Differenzialdiagnostik das im nachfolgenden Schema gezeigte Vorgehen. Wurde die Blutprobe innerhalb von 7 Ta-
gen nach Symptombeginn entnommen, wird empfohlen, zusatzlich einen RT-PCR-Test aus Serum oder Urin als direkten
Erregernachweis durchzufuhren.

Indikationen: (1) Symptome einer DENV-, CHIKV- oder ZIKV-Infektion
Fieber, Hautausschlag, Gelenkschmerzen, neurologische Symptome'

(2) Aufenthalt in einem Endemiegebiet wahrend oder unmittelbar vor der Schwangerschaft?

v

Paralleler Nachweis von Antikérpern gegen DENV, CHIKV und ZIKV mittels ELISA

v v v v

Dengue-Viren- Anti-Dengue-Viren- Anti-Chikungunya-Viren- Anti-Zika-Viren-
NS1-ELISA Typ-1-4-ELISA (IgG/IgM) ELISA (IgG/IgM) ELISA (IgA/lgG/IgM)
kein Hinweis auf eine kein Hinweis auf eine
@ DENV-Infektion @ @ CHIKV- oder ZIKV-Infektion? @
v h 4 v h 4
Akute DENV-Infektion . < ce
DENV-Infektion wahrscheinlich ¢ CHIKV-Infektion ZIKV-Infektion

1 z.B. Verlust der Beweglichkeit, Taubheitsgefiihl in Extremitaten, aufsteigende Paresen, Fazialisparese oder Muskelreflex-
verlust als Anzeichen eines Guillain-Barré-Syndrom (GBS).

2 Manner, die sich in Endemiegebieten aufgehalten haben und deren Partnerin schwanger ist, sollten sich ebenfalls unter-
suchen lassen, da eine Ubertragung des Zika-Virus durch Geschlechtsverkehr moglich ist.

3 Bei klinisch begriindeten Verdachtsfallen und in der Schwangerschaftsdiagnostik sollte nach 1-2 Wochen eine Folge-
probe entnommen werden: Ist diese ebenfalls negativ, ist eine akute Infektion sehr unwahrscheinlich.

4 Kreuzreaktivitat mit anderen Flaviviren kann nicht ausgeschlossen werden. Bei Sekundarinfektionen durch andere Flavi-
viren kann der DENV-IgG-Titer noch oberhalb des Titers des Virus liegen, das die Akut-Infektion verursacht.

5 Falsch-positive Ergebnisse konnen bei Seren von Patienten mit akuten Plasmodien-Infektionen auftreten.

6 Mogliche serologische Konstellationen und ihre Bedeutung bei Infektionen mit Flaviviren (z. B. DENV, ZIKV, FSME-Virus,
Gelbfieber-Virus, West-Nil-Virus u.a.):

Titeranstieg IgG in Folge-

IgA IgM [¢]¢] probe nach 1-2 Wochen Hinweis auf
” ) Akute Infektion ohne vorherigen Flavivirus-Kontakt
-I+ + I+ ja (Primérinfektion)
" ) Akute Infektion nach zuriickliegendem Kontakt mit anderem
=l I+ + ja Flavivirus (Sekundérinfektion)
- - + nein Abgelaufene Infektion bzw. Viruskontakt in der Vergangenheit

*1gA-Antikorpernachweis kann die Diagnose einer akuten ZIKV-Infektion unterstiitzen; ** IgG-Antikorper treten in der Regel gemeinsam mit IgA- und/oder IgM-Ak oder kurz danach auf;
***Bei zurlickliegendem Kontakt mit anderen Flaviviren kann die IgM-Antwort verzégertodervermindert sein.



Sensitivitat und Spezifitat
Anti-Zika-Viren-ELISA (IgG/M)

In einer Studie wurden 129 Proben mit dem Anti-Zika-Vi-
ren-ELISA (IgG) und dem Anti-Zika-Viren-ELISA (IgM) un-
tersucht. 29 Proben stammten von Patienten, die nach den
Untersuchungen des WHOCC eine Zika-Viren-Infektion auf-
wiesen. Als Referenzgruppe wurden 100 Serumproben ge-
sunder schwangerer Frauen eingesetzt. Die Sensitivitat der
Anti-Zika-Viren-ELISA bei Berucksichtigung beider Immun-
globulinklassen betrug 97 %, die Spezifitat jeweils 100 %.
Bei Betrachtung der einzelnen Immunglobulinklassen be-

WHOCC, Hamburg/
Routinelabor, Deutschland”

n=129
positiv grenzwertig negativ
EUROIMMUN positiv 28 0 0
éf:;ﬂ:;g'.ﬁ:_ grenzwertig 1 0 0
IgM) zusammen negativ 0 0 100

*29 Patientenproben mit Zika-Viren-Infektion: Kooperationszentrum der WHO fir
Arboviren und Hamorrhagische Fieberviren (WHOCC), Hamburg, Deutschland;
100 Proben gesunder Schwangerer: Routinelabor, Deutschland

trug die Sensitivitdt des Anti-Zika-Viren-ELISA (IgG) 73% und die des Anti-Zika-Viren-ELISA (IgM) 89%. In Abhangigkeit
des Krankheitsstadiums, in dem sich der Patient befindet, kann unter Umstanden nur eine lg-Klasse vorliegen.

In einer zweiten Studie wurden fiur die Ermittlung der Sen-
sitivitat und Spezifitat zunachst Proben von 38 Patienten
genutzt, deren erste Probe per Zika-Viren-RT-PCR als po-
sitiv eingestuft wurde (Herkunft Dominikanische Repu-
blik; Kolumbien). Die serologische Untersuchung erfolgte
mit Proben, deren Abnahme bei >5 Tage nach Symptom-
beginn lag. Als Referenz wurden 33 Patienten genutzt,
bei denen in der ersten Abnahme durch Direktnachweis
eine Dengue-Viren-Infektion gesichert werden konnte.
Aufgrund der positiven Vorcharakterisierung wurden die
Folgeproben zur Bestimmung der Spezifitat eingesetzt
(Reiserlickkehrer, Herkunftsland Deutschland). In gleicher
Weise wurden Proben von 33 europaischen Reiserlickkeh-
rern mit dem Anti-Zika-Viren-ELISA (IgG) und dem Anti-
Zika-Viren-ELISA (IgM) untersucht. Die Sensitivitat der Anti-
Zika-Viren-ELISA bei Berucksichtigung beider Immunglobu-
linklassen betragt 100% bei einer Spezifitat von 94%. Bei

Gesicherte Infektion mit Zika-Viren
(RT-PCR positiv in der ersten Abnahme)/
Referenzkollektiv

n=7 (Gesicherte Infektion mit Dengue-Viren)

positiv grenzwertig negativ
EUROIMMUN positiv 38 0 2
é:g:'::gg:iz' grenzwertig 0 0 0
IgM) zusammen negativ 0 0 31

Gesicherte Infektion mit Zika-Viren
(RT-PCR positiv in der ersten Abnahme)/
Referenzkollektiv

n=66 (Gesicherte Infektion mit Dengue-Viren)

positiv grenzwertig negativ
EUROIMMUN positiv 33 0 2
é:ltéf'::;g:iz' grenzwertig 0 0 0
IgM) zusammen negativ 0 0 31

Betrachtung der einzelnen Immunglobulinklassen betragt die Sensitivitat der Anti-Zika-Viren-ELISA (IgG) 100% in beiden
Kollektiven und die des Anti-Zika-Viren-ELISA (IgM) 27 % (Kollektiv Kolumbien) bzw. 87 % (Kollektiv europaische Reiserlick-

kehrer) bei einer Spezifitat von jeweils 97 %.

Zur Bewertung der Spezifitat der Anti-Zika-Viren-ELISA
wurde eine Studie mit 72 Patientenseren durchgefuhrt,
die seropositiv fir Rheumafaktoren und diverse Autoanti-
korper (ANA) waren. 22 weitere Proben stammten von
Patienten mit einer akuten EBV-Infektion. Von den insge-
samt 94 Proben wurden mit dem Anti-Zika-Viren-ELISA
(IgG) alle Seren negativ getestet, mit dem Anti-Zika-Viren-
ELISA (IgM) waren vier Seren positiv.

Die hohe Spezifitat der EUROIMMUN-ELISA bei gleichzeitig
geringer Kreuzreaktivitat wurde in einer Studie der Universi-
tatsklinik Freiburg und des Bernhard-Nocht-Instituts fur Tro-
penmedizin bestatigt (Huzly et al., 2016). Untersucht wurden
Seren europaischer Patienten mit Flaviviren-Infektionen oder
-Impfungen sowie Proben von Patienten mit akuten Viruser-
krankungen. Die Studie ergab fur die Anti-Zika-Viren-ELISA
eine Spezifitat von 100% (IgG) bzw. 98% (IgM).

Anti-Zika-Viren- Anti-Zika-Viren-

positiv positiv
Akute EBV-Infektion 22 0% 4,5%
Diverse Autoantikorper 35 0% 5,7%
Rheumafaktoren 37 0% 2,7%

Anti-Zika-Viren-ELISA positiv
Kohorte (Huzly et al.)

n (IgG) 19G n (IgM) IgM
FSME-Virus-Infektion 21 0% 38 0%
Dengue-Virus-Infektion 10 0% 16 0%
Gelbfieber-Impfung 15 0% 15 0%
Hepatitis-C-Virus-Infektion 16 0% - -
Polyklonale IgM = = 52 5,8%



Anti-Zika-Viren-ELISA (IgA)

Zur Ermittlung der Sensitivitat und Spezifitat wurden Proben Gesicherte Infektion mit Zika-Viren
von 38 Patienten aus ZIKV-endemischen Gebieten (Herkunft (GIERCH 9052;‘;:2:2‘3;09|::ﬁ?v"\b”ahme)’
- . . . . =82
Dominikanische Republik, Kolumbien) und von 11 Patienten n (Gesicherte Infektion mit Dengue-Viren)
aus ZIKV-nicht-endemischen Gebieten (Reiserlickkehrer, positiv grenzwertig negativ
Herkunft: Europa) untersucht, deren erste Probe per Zika- CUROIMIMUN positiv 45 0 1
Viren-RT-PCR als positiv eingestuft wurde. Fur die sero- Anti-Zika-Viren- A 0 0 0
i i ELISA (IgA)
logische Untersuchung wurden Proben verwendet, die negativ a 3 -

>b Tage nach Symptombeginn entnommen wurden. Die

Referenzseren stammten von 33 Patienten, bei denen in der ersten Abnahme eine Dengue-Viren-Infektion mittels Di-
rektnachweis gesichert werden konnte. Die Folgeproben wurden aufgrund der positiven Vorcharakterisierung fur die
Bestimmung der Sensitivitat und Spezifitat herangezogen (Reiserlickkehrer, Herkunftsland Deutschland). Die Sensitivitat
betragt 92 %, bei einer Spezifitat von 97 %.

In einer weiteren Studie zur Bewertung der Spezifitat des

Anti-Zika-Viren-ELISA (IgA) wurden 71 Seren von Patien-  Einflussfaktoren n Al ERat iy

ten eingesetzt, die seropositiv fur Rheumafaktoren und Akute EBV-infektion " 0%

diverse Autoantikorper (ANA) waren. Zudem wurden 22

Proben von Patienten mit einer akuten EBV-Infektion ver- U S 0%
Rheumafaktoren 36 0%

wendet. Alle 93 Seren zeigten mit dem Anti-Zika-Viren-
ELISA (IgA) ein negatives Ergebnis.

Kreuzreaktivitat

Durch die Verwendung eines hoch-spezifischen rekombinanten Proteins als Antigen werden Kreuzreaktionen bei den
EUROIMMUN-ELISA fast vollstandig vermieden. Die Untersuchung von Serenkollektiven klinisch und serologisch charakte-
risierter Patienten mit hohen Antikorpertitern der Klasse IgA, 1gG und IgM gegen andere Flaviviren ergab eine sehr geringe
Kreuzreaktivitat. Die eingesetzten Dengue-Proben stammen von Patienten, bei denen eine Infektion durch eine positive
PCR und/oder einen positiven NS1-Nachweis als gesichert gilt.

Hinweis: Besonders in Endemiegebieten sind Doppelinfektionen bzw. Infektionen mit einem anderen Flavivirus zu einem
friheren Zeitpunkt moglich. Positive Befunde resultieren dann nicht aus einer Kreuzreaktivitat der jeweiligen Antikorper.

Antikérper gegen Anti-Zika-Viren-ELISA positiv

(zusammen >450 Proben)

n IgA n I9G n IgM
Dengue-Viren
i et et odenchlterir s
Klinisch und serologisch charakterisiert 10 10% (1 Probe) 42 2,4% (1 Probe) 42 0,0%
FSME-Viren
Nach Impfung 15 0.0% 135 0,0% 134 0,0%
Klinisch und serologisch charakterisiert 54 0,0% 18 0,0% 18 0,0%
Gelbfieber-Viren
Nach Impfung (Neutralisationstest positiv) 12 0,0% 12 0,0% 12 0,0%
Japanische-Enzephalitis-Viren
Klinisch und serologisch charakterisiert 13 0,0% 25 4,0% 25 0,0%
West-Nil-Viren
mi;_gi(;%k:)eor;il:lis;:hweismethoden charakterisiert 40 2.5% (1 Probe) 20 0.0% 20 0.0%
Klinisch und serologisch charakterisiert 16 0.0% 34 0,0% 34 2,.9% (1 Probe)

(Neutralisationstest positiv)
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Primare und sekundare Immunantwort bei Zika-Virus-Infektionen

Beim ersten Kontakt mit einem Virus werden IgA- und/oder IgM-Antikorper bereits innerhalb von etwa 3-5 Tagen nach
der Infektion gebildet und bleiben fir einige Wochen im Blut nachweisbar. Zeitlich verzogert — ca. ab Tag 8 — werden dann
zunehmend IgG-Antikorper in das Blut sezerniert (priméare Immunantwort; Fallbeispiele 1 und 2).

Fallbeispiel 1

Patient: Reiseriickkehrer aus Brasilien (PCR-positiv)

® In der ersten Serumprobe an Tag 4 nach Symptombeginn
sind noch keine Antikorper im Blut nachweisbar. In dieser
frihen Phase ist die PCR-Diagnostik unverzichtbar.

Ratio

= In der Folgeprobe (Tag 9) sind Antikorper der Klasse
IgM und IgA vorhanden. Im weiteren Verlauf sind auch
IgG-Antikorper nachweisbar.

Tage nach Einsetzen EUROIMMUN Anti-Zika-Viren-ELISA

deSvnplons 19A (Ratio) 1gM (Ratio) 19G (Ratio)
4 0,3 0,2 0,2
e o - L2 Tage nach Einsetzen der Symptome
30 2,4 0,9 3.0

Fallbeispiel 2
Patient: Reiseriickkehrer aus Kolumbien

m |gG-Spiegel nach Einsetzen der Symptome positiv. = [gM-Spiegel anfangs positiv, im weiteren Verlauf ab-
Langsamer Titeranstieg Uber einen langeren Zeitraum. fallend, nach ca. 120 Tagen dann negativ.
Nach ca. 175 Tagen fallt der Titer langsam ab, bleibt aber
dauerhaft tber dem Cut-off.

® Bei der ersten Serumprobe nach Symptombeginn noch 1
keine IgA-Antikorper nachweisbar. Nach schnellem An-
stieg des IgA-Titers zwischen der ersten und der zweiten
Serumprobe (Tag 9 und 14) fallt dieser wieder ab.

Tage nach Einsetzen EUROIMMUN Anti-Zika-Viren-ELISA

der Symptome IgA (Ratio) 1gM (Ratio) 19G (Ratio) '%
9 0,0 8,0 2,0 e
14 44 7,1 2.8
65 0,6 2,3 32
118 04 09 35
175 03 0,6 36 o . . : : : : :
288 0,2 0,6 21 1] 50 100 150 200 250 300 350 400
307 0.2 0.4 1.8 Tage nach Einsetzen der Symptome
375 02 05 1,9

Semiquantitative Testauswertung tUber Ratio:  Negativ: Ratio < 0,8 Grenzwertig: Ratio = 0,8 < 1,1 Positiv: Ratio = 1,1
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Kommt es zu einem zweiten Kontakt mit dem gleichen Virus, steigt der IgG-Titer innerhalb der ersten Infektionstage stark
an. Spezifische IgM-Antikorper werden hingegen nur in geringen, zum Teil nicht nachweisbaren Mengen, gebildet (sekun-
dare Immunantwort; Fallbeispiele 3 und 4). Antikorper der Klasse IgA werden im Zuge der Immunantwort haufig parallel zu
IgM-Antikorpern gebildet. Die Bestimmung der Anti-Zika-lgA-Antikorper kann in diesen Fallen die Diagnosestellung einer
akuten Zika-Virus-Infektion unterstutzen und einen wertvollen Beitrag zur Abklarung nicht eindeutiger Befunde leisten.

Fallbeispiel 3

Patient: 18 Jahre, mannlich, Kolumbien

m |gG-Spiegel bereits am 3. Tag nach Einsetzen der Symp- 7
tome positiv (Literatur: ab Tag 5-6).
6 - IgG
u |gM-Spiegel uber den gesamten Zeitraum negativ.
5 4
m |gA-Titer von Tag 8-35 nach Symptombeginn positiv. N
(=]
Tage nach Einsetzen EUROIMMUN Anti-Zika-Viren-ELISA E
denSvipiome IgA (Ratio) IgM (Ratio) 19G (Ratio)
3 0.2 0.1 2,0
15 2,9 05 5.9
38 07 0.2 5.2
52 06 0,1 5,0
66 0,5 0.1 4,9
76 06 0,1 5,1 Tage nach Einsetzen der Symptome
95 05 0.1 47

Fallbeispiel 4

Patient: 51 Jahre, weiblich, Kolumbien

= |gG-Spiegel kurz nach Einsetzen der Symptome positiv 6
(Tag 6). Nach weiterem Anstieg fallt der Titer ab, bleibt
aber Uber dem Cut-off.

u IgM-Antikorper sind zu keiner Zeit nachweisbar.
u |gA-Titer erst bei der 3. Probennahme 3 Wochen nach

Symptombeginn positiv, danach abfallend und ca. ab
Tag 60 negativ.

Ratio

Tage nach Einsetzen EUROIMMUN Anti-Zika-Viren-ELISA

CenSviblons IgA (Ratio) IgM (Ratio) 19G (Ratio)
0 0.1 0,02 0.6 0 . .
6 0,6 0,01 2,0 0 10 20 30 40 50 60 70
24 s b 4 Tage nach Einsetzen der Symptome
66 0,6 0,02 33

Semiquantitative Testauswertung Uber Ratio: ~ Negativ: Ratio < 0,8 Grenzwertig: Ratio = 0,8 < 1,1 Positiv: Ratio = 1,1



Neben ELISA-Testsystemen bietet EUROIMMUN zum
Nachweis von Zika-Virus-Infektionen auch Tests an, die auf
der Methode der indirekten Immunfluoreszenz (IIFT) basie-
ren. Drei Produkte stehen dabei zur Verfigung:

Anti-Zika-Viren-IFT: Zum Screening auf Zika-Virus-
Antikorper

Arboviren-Fieber-Mosaik 2: Zur differenzialdiagnostischen
Abgrenzung von Zika-, Dengue- und Chikungunya-Virus-
Infektionen, die ahnliche Symptome verursachen.

Arboviren-Profil 3: Ideal zur Untersuchung von Kreuz-
reaktivitaten innerhalb der Flaviviren

Als Testsubstrat dienen Zellen, die mit verschiedenen Arbo-
viren infiziert sind. Bei einer positiven Reaktion fluoreszieren
vor allem im Bereich des Cytoplasmas fein- bis grobgranu-
lare Strukturen. Speziell bei ZIKV-infizierten Zellen tritt auch
ein netzartiges Fluoreszenzmuster mit einer dichten pe-
rinuklearen Reaktivitat auf (vgl. Abbildung unten).

Mit den Flaviviren-Mosaiken/-Profilen konnen mehrere
spezifische Antikorper simultan nachgewiesen werden. Sie
konnen zur Abklarung von Kreuzreaktivitaten zwischen den
verschiedenen Flaviviren beitragen und ermoglichen eine
zuverlassige Differenzialdiagnostik im Falle ahnlicher Krank-
heitsbilder.

*ZIKV: Zika-Virus, DENV: Dengue-Virus, CHIKV: Chikungunya-Virus, FSMEV: Friihsom-
mer-Meningoenzephalitis-Virus, WNV: West-Nil-Virus, JEV: Japanische-Enzephalitis-
Virus, YFV: Gelbfieber-Virus

Kreuzreaktivitat

Da im Gegensatz zum ELISA bei den IIFT-Produkten kom-
plette Viruspartikel als Antigen dienen, sind bei Antikorpern
gegen Viren der Gattung Flavivirus Kreuzreaktivitaten zu er-
warten. Bei primaren Flavivirus-Infektionen kann in der Re-
gel anhand einer Verdlinnungsreihe der Patientenproben der
dominante Antikorpertiter des die Infektion hervorrufenden
Virus ermittelt werden. Bei sekundaren Flavivirus-Infektio-
nen ist von einer hohen Kreuzreaktivitat der IgG-Antikorper
auszugehen, und die Endpunkttiter sind auf allen Flavivi-
rus-Substraten gleich oder ahnlich. Mittels Nachweis der
IgM-Antikorper kann in einigen Fallen dennoch eine Diffe-
renzierung erfolgen.

Anti-Zika-Viren-lIFT

EUROIMMUN

Substrat: Virus-infizierte Zellen: ZIKV " und nicht-infizierte Zellen

Arboviren-Fieber-Mosaik 2

EUROIMMUN

Substrate: Virus-infizierte Zellen: ZIKV, CHIKV, DENV (Typ 1-4)

Arboviren-Profil 3

EUROIMMUN

Substrate: Virus-infizierte Zellen: ZIKV, CHIKV, DENV (Typ 1-4),
FSMEV, WNV, JEV, YFV*

Fluoreszenzbild einer positiven Reaktion: IgG-Antikorper gegen Zika-Viren.



Automatisierung

ELISA

Die Anti-Zika-Viren-ELISA sind geeignet fur die Abarbei-
tung mit vollautomatischen Analysegeraten. Die Tests sind
validiert fir die Gerdte Analyzer | und Analyzer I-2P von
EUROIMMUN sowie das Gerdat DSX der Firma Dynex. Eine
Automatisierung auf weiteren offenen vollautomatischen
Analysegeraten ist moglich, die Kombination muss jedoch
vom Anwender validiert sein.

HFT

Die IIFT-Tests zum Nachweis einer Zika-Virus-Infektion kon-
nen mit dem EUROIMMUN Sprinter und Sprinter XL auto-
matisiert abgearbeitet werden. Samtliche Schritte von der
Probenverdinnung und -verteilung bis zum Inkubieren und
Waschen der Objekttrager werden vollautomatisch durchge-
fahrt. Die Auswertung der inkubierten Objekttrager am Mik-
roskop kann auch mit Hilfe des computergestitzten Immun-
fluoreszenzmikroskops EUROPattern durchgefiihrt werden.
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Medizinische

EUROIMMUN Labordiagnostika

AG

Produktubersicht

Testsysteme

Anti-Zika-Viren-ELISA (IgA)

Anti-Zika-Viren-ELISA (IgM)

Anti-Zika-Viren-ELISA (IgG)

Anti-Zika-Viren-ELISA (IgAM)

Anti-Zika-Viren-IIFT (IgG oder IgM)

Anti-Zika-Viren-IIFT EUROPattern (IgG oder IgM)
Arboviren-Fieber-Mosaik 2 (IgG oder IgM)
Arboviren-Fieber-Mosaik 2 EUROPattern (IgG oder IgM)

Arboviren-Profil 3 (IgG oder IgM)
EURORealTime Zika-Viren PCR

Bestellnummer

El 2668-9601 A

El 2668-9601 M

El 2668-9601 G

El 2668-9601 Q

Fl 2668-#### G/M
FR 2668-#### G/M
Fl 2668-####-1 G/M
FR 2668-####-1 G/M
FI 2668-##i#-3 G/M
MP 2668-####




