== SZABO

ea» SCANDIC

- Part of Europa Biosite

Produktinformation

@ Forschungsprodukte & Biochemikalien
@ Zellkultur & Verbrauchsmaterial

Diagnostik & molekulare Diagnostik
@ Laborgerate & Service

Weitere Information auf den folgenden Seiten!
See the following pages for more information!

0

Y

Lieferung & Zahlungsart SZABO-SCANDIC HandelsgmbH
siehe unsere Liefer- und Versandbedingungen QuellenstraRe 110, A-1100 Wien
T. +43(0)1 489 3961-0
Zuschlage F +43(0)1 489 3961-7
- Mindermengenzuschlag mail(dszabo-scandic.com
- Trockeneiszuschlag WwWw.szabo-scandic.com

- Gefahrgutzuschlag
- Expressversand linkedin.com/company/szaboscandic m


mailto:mail%40szabo-scandic.com?subject=
https://www.szabo-scandic.com/de/versandkosten-serviceleistungen
http://sz-sc.com/ds-linkedin
http://sz-sc.com/ds-linkedin
http://sz-sc.com/ds-linkedin
mailto:mail%40szabo-scandic.com?subject=
http://sz-sc.com/ds-www

Premier™ Adenaclone®-Type 40/41

EIA for the Detection of Adenovirus Serotypes 40 and 41 in Human Fecal Samples

Catalog No. 696006 For inn vitro diagnostic use only
ITALIANQ p. 7
Test immunoenzimatico (EIA) per la ricerca di Adenovirus Tipo 40 e 41 in campioni fecali
Codice 696006

FRANCAIS p. 12
Test ELISA pour la détection des Adénovirus sérotypes 40 et 41
dans les échantillons de selles humaines
Ref. Catalogue : 696006

ESPANOL p. 17
Inmunoensayo enzimatico (EIA) para la deteccién de los serotipos 40 y 41
de Adenovirus en muestras de materia fecal humana
Catdlogo No. 696006

DEUTSCH p. 22
ELISA zum Nachweis der Adenovirus Serotypen 40 und 41 in humanen Stuhlproben
Best. Nr. 696006

& Meridian

Bioscience, Inc.




Premier Adenoclone®-Type 40/41
EIA for the detection of Adenovirus Serotypes 40 and 41 in Human Fecal Samples
Catalog No. 696006
INTENDED USE

Premier Adenoclone®-Type 40/41 is an Enzyme Immuno-assay (EIA) for the qualitative deiection of enteric adenovirus serotypes 40 and 41 in human
fecal specimens.

EXPLANATION

Human adenoviruses consist of 41 known types, classified primarily by serology and DNA electrophoretyping. The viruses are nonenveloped, DNA-containing
icosahedrons composed of 252 capsomers. The virion contains a number of proteins associated with genus and type specificity. Those associated with
genus (group) speciticity are the alpha portion of the hexon, the penton base, the delta portion of the fiber and polypeptide illa. Those associated with
species (type) specificity are the epsiton portion of the hexon and the gamma portion of the fiber. Those assaciated with both genus and type specificity
are the major core protein and polypeptide [X (11). The monacional antibodies in Premier Adenoclone®-Type 40/41 specific EIA are directed against the
type-specific portion of the hexon of adenovirus types 40 and 41. The type-specific monoclonal antibodies in the EIA will not react with any of the other
adenovirus serotypes (1).

The enteric adenovirus types 40 and 41 are the only adenoviruses which have been consistently associated with gastroenteritis in infants and young
children, and may be the second major cause of gastroenteritis after rotaviruses (2-4, 8, 13-17). Until recently, these viruses could be detected only by
electron microscopy (EM). These adenovirus types can now be detected by cultivation in Graham 293 cells, a human embryonic kidney cell line transformed
by adenovirus type 5 DNA, but cannot readily be cultivated in all lines traditionally used for adenovirus isolation, e.g. HEp-2 cells (5). Identification of
adenovirus in tissue culture isolation is followed by the appearance of characteristic cytapathic effect (CPE). Generally CPE occurs within 3 to 7 days but
may require up to 28 days (7,11). Once the virus is isolated, it must be further characterized by analysis of restriction endonuclease digests of the virus
DNA followed by gel electrophoresis (6).

The Premier Adenoclone®-Type 40/41 test kit for direct stool specimens is a rapid and specific test for adenovirus 40 and 41 that eliminates the need for
tissue cuiture and DNA electropharetyping.

BIOLOGICAL PRINCIPLES

Premier Adenoclone®-Type 40/41 utilizes monoclanal antibodies in a solid phase sandwich type assay. Breakaway microwells are coated with a monoclonal
antibody directed against the group specific antigen for all known human adenoviruses. An aliquot of fecal suspensicn is added to the microwell and
incubated simultaneously with anti-adenovirus types 40 and 41 monoclonal antibodies, conjugated fo horseradish peroxidase, resulting in the adenovirus
antigen being sandwiched between the solid phase and enzyme conjugate. After a 60 minute incubation at room temperature, the sample well Is washed
with distilled or deionized water to remove unbound specimen and enzyme fabelled antibodies. Enzyme substrate A (urea peroxide) and substrate B (tetra-
methyibenzidine) are added to the wells and incubated for 10 minutes at raom temperature. Any bound enzyme-conjugate in the wells converis the
colorless substrate to a blue coler.

MATERIALS PROVIDED
Premier Adenocione®-Type 40/41 contains 48 tests.
1. 48 Microwells — Goated with Group Specific Anti-Adenovirus Murine Monoclonal Antibody.
2..50 ml Sample Diluent / Negative Control — Buffered saline with 0,02% thimerosal as preservative.
3. 2.0 mi Positive Control — Inactivated Adenovirus (AD41) in buffer with 0.02% thimerosal as preservative.
4. 6 ml Enzyme Conjugate — Horseradish Peroxidase conjugated to anti-adenovirus fypes 40 and 41 murine monoclonal antibodies in a buffered protein
solution with gentamicin and 0.02% thimerosal as preservatives.
5. 6 mi Part A Substrate — Substrate buffer contains urea peroxide.
6. 6 ml Part B Substrate — Substrate buffer contains tetramethyibenzidine.
7.6 ml Stop Solution — Contains 1 N sulfuric acid. Caution; Avoid contact with skin. If skin contact occurs, flush with water.
8. 1 Microwell Holder
0. 48 Sample Transfer Pipettes

MATERIALS NOT PROVIDED

.12 x 75 mm test tubes, test tube rack.

. Deionized or distilled water.

. Absorbent paper.

- Precision micropipette tips to deliver 100 w and 1000 i (optional).

Waste container with a 1:10 dilution of household bleach. For autoclaving, use an iodophor disinfectant.
Microwell plate reader capable of reading absorbance at 450 nm (optional).

Device for dispensing wash solution such as multi-channel pipette, syringe with manifold, wash bottle, etc.
. Timer (minimum 1 hour).
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PRECAUTIONS

For in vifro diagnostic use only.

Do not mouth pipette samples or reagents. Avoid contact with broken skin or mucous membranes.

Do not smoke, eat or drink in areas where specimens or kit reagents are handled.

Wear disposable gloves while handling samples and wash hands after assay is complete. Patient specimens, assay controls and all materials coming
into contact with them should be handled at Biosafety Level 2 as recommended in the CDC/NIH manual “Biosafety in Microbiology and Biomedical
Laboratories,” 1988.

Avoid skin contact with stop solution (1N suffuric acid). It may cause irritation and burns. Flush with water if contact eccurs.

. Dispose of all materials used to perform the test by autaclaving at 121°C for at least one hour. Liguid waste may be disposed by mixing with a 1:10
ditution of household bleach for a minimum of 30 minutes. CAUTION: Liquid waste containing stop solution must be neutralized before addition of
household bleach.

Avoid splashing or generation of aerosols.

Do not use Premier Adenoclone®-Type 40/41 reagents beyond the kit expiration date. Each reagent has been optimized for maximum performance.
Dilution or adulteration of these reagents may result in a loss of sensitivity. Incubation time and temperatures other than those specified may give
BrTONeous results.

. Do not interchange or mix different lots of Premier Adenocione®-Type 40/41 reagents.

10. Avoid microbial contamination of reagents or incorrect results may eccur. Cantamination of samples could cause erroneous results.

11. Use separate pipettes or pipetie tips for each sample, controf and reagent.

12.DO NOT REUSE MICROWELLS.

RISK AND SAFETY PHRASES
PART B SUBSTRATE: TOXIC — METHANOL
RISK PHRASES:
23/25 Toxic by inhalation and it swallowed.
SAFETY PHRASES:
45 Incase of accident or if you feel unwell, seek medical advice immediately (show label where possible).

STORAGE INSTRUCTIONS

Store kit reagents at 2°-8°C. Bring kit reagents to room temperature (20°-30°C) before use and promptly return to 2°-8°C after use, Keep microwells in
pouch until the pouch reaches room temperature. Return all unused microwells to their original foll pouch. The microwells are stable for the shelf life of
the kit after opening.

INDICATION QF INSTABILITY OR DETERIORATION
The fellowing conditions may indicate reagent deterioration:
1. Any evidence of micrabial contamination or heavy precipitation
2. Any blue color in the substrate solutions before addition to microwells.
3. A negative control value greater than 0.150 absorbance units at 450 nm may indicate deterioration of reagents.
4. A positive control value of less than 0.3 absorbance units may indicate deterioration of reagents.
If any of the above conditions are observed, contact our Technical Support Center at 1-800-343-3858.

SPECIMEN HANDLING

Stool specimens or rectal swabs should be collected in containers that do not contain media, preservatives, animal serum or detergent as any of these
additives may interfere with the Premier Adenaclone®-Type 40/41 assay. Caution should be taken when using rectal swabs to insure that sufficient fecal
sample (30 to 50 mg of raw stool) is obtained.

Diluted samples may be stored at 2°-8°C for 3 days without interfering with the assay performance. For long term storage of undiluted specimens, -
20°C or coider is recommended. Repeated freezing and thawing of samples is not recommended and may cause erroneous results, Do not store in
self-defrosting freezers.

REAGENT PREPARATION
1. Bring all reagents to room temperature (20°-30°C) before use.
2. Return all reagents to 2°-8°C immediately after use.
3. Do not allow microwells to dry between steps
4. Prepare decontaminating vessel for discarding reagents and materials
5. Reproducibility in any EIA assay is largely dependent upon the consistency with which the microwells are washed. Carefully follow the recommended
washing sequence as autlined in the EIA test procedure.

SPECIMEN PREPARATION
Add 1 ml of sample diluent to properly marked tube, using a transfer pipette or precision pipette. Add samples by one of the following:
1. Solid stool — press sample inta transfer pipette to first mark.
2. Liguid stool — aspirate sample into transfer pipette to first mark.
3. Rectal swab — swirl swab in one ml of sample diluent to release fecal material. Firmly press swab against side of tube to remove liguid. Mix
thoroughly. Do not dilute further.
Use the sample transfer pipette to add two drops (100 i) of diluted stool specimen to each well.
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Sample Transfer Pipeite
Diluent Sample
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PROCEDURE
This test should be performed by gualified p { per focal regulatory requirements.
Snap off a sufficient number of wells for samples and the controfs and insert into the microwell holder. Record sample position.
. Add 2 drops (100 wl) of diluted fecal sample, negative control (sample diluent) or positive centrol to the bottom of separate microwells.
Add 2 drops (100 pl) of enzyme conjugate to each microwell. Mix by gently swirling on table top.
Incubate at room temperature for 60 + 5 minutes.
Pour the liquid out of the wells into a discard vessel. Tap the microwell holder upside down vigorously against absorbent paper to ensure complate
removal of liquid from the wells.
Fill all the wells to overflowing with deionized water and pour the liquid out as in Stap 5.
Repeat the washing procedure (Steps 5 & 6) four more times for a total of 5 washes.
Add 2 drops (100 ) of Substrate A (urea peroxide) solution, to each microwell,
Add 2 drops (100 p) of Substrate B (TMB) solution to each microwell.
10.Incubate at room temperature for 10 minutes.
11.Discard the used wells and absorbent paper into biohazardous waste after reading and recording results.
Visual determinations can be made after incubating for 10 minutes in step 10, and should be read within 10 minutes. Samples with blue color greater than
the negative control are positive. Samples showing equal or less color than negative control are negative.

Optional - Spectrophotometric Procedure
Spectrophotometric determinations can be made by adding 2 drops (100 i) of stop solution (1 N sulfuric acid) to each microweil after the incubation in step
10. Read the absorbance of each microwell at 450 nm using a >600 nm reference filter (optional) against an air blank within 60 minutes.

QUALITY CONTROL

Premier Adenaclone®-Type 40/41 is supplied with a positive and negative (sample diluent) control which are to be used every time an assay is performed,
These reagents are used to insure that the kit reagents are working properly. The positive control well should be clearly blug with an absorbance at 450 nm
of greater than 0.30. The negative control must have no visible color, and an absorbance at 450 nm of less than 0.150.

It the positive and negative controls do not perform properly, contact our Technical Support Center at 1-§00-343-3858.

INTERPRETATION OF RESULTS
1. Visual Determination:
Any sample with biue color more intense than that of the negative control is considered positive. Any sample with color equal to or less intense than
the negative control is considered negative.
2. Spectrophotometric Determination:
Specimens with absorbance units (Asq) equal to or greater than 0.150 are considered positive. Specimens with absorbance less than 0.150 are
considered negative. Occasionally, a discrepant result may occur between visual and spectrophotometric determinations with samples containing low
amounts of antigen. Spectrophotometric determination. being an objective method, is slightly more accurate.
NOTE: A precipitate may form in high positive samples. This will not affect the results.

LIMITATIONS OF THE PROCEDURE

Premier Adenoclone®-Type 40/41 is highly specific and sensitive for adenovirus types 40 and 41 antigen. Failure to detect adenovirus 40/41 may be a
result of factors such as collection of specimen at an improper time in the disease, improper sampling or handling of the specimen.

A negative result for a stool sample may not preclude the presence of an infection with non-enteric adenovirus in other body fluids. If respiratory or
ophthalmic infection is suspected specimens from the site of infection should be cultured and confirmed with Meridian Bioscience’s Premier Adenoclone®
{Catalog #696007).

All positive results must be interpreted with caution since adenavirus is capable of latency and recrudescence (12). Asymptomatic shedding may occur for
months after infection (13). Enteric adenoviruses may be found in the stools of asymptomatic children (13). Test results should be interpreted in conjunction
with information available from epidemiological studies or clinical evaluation of patient or other diagnostic procedures (12).

While the relationship between adenovirus 40/41 and gastroenteritis is well established, co-infection with other viral and bacterial pathogens {including
non-enteric adeng-viruses) is possible. Therefore, bacteriological tests should be performed in parallel with this test to rule out bactericlogical etiology.
Meridian Bioscience's Premier Rotaclone® rotavirus diagnostic kit (Catalog #696004) may be performed in parallel to rule out rotaviral gastroenteritis.
False positives could occur with high levels of S. aureus possessing protein A such as Cowan strain. Staphylococcal enterocolitis is an uncommon disease
generally described in adult patients and is extremely rare in infants and children ($,10).

EXPECTED VALUES

Rate of positivity may vary depending on geographic location, method of specimen collection, handfing and transportation, test employed and general
health environment of patient population under study.

The frequency of adenavirus infection will vary with the clinical syndrome and the age of the individual, It has been reported that approximately 5 to 10%
of viral gastroenteritis in infants and chiidren under 2 years is caused by adenovirus types 40 and 41 {2.4.6,8,13).

Performance characteristics have not yet been fully determined for direct testing of neonatal stool samples. Lack of false positive resuits should he
determined in each individual laboratory before neonatal stools are tested directly
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PERFORMANCE CHARACTERISTICS

Premier Adenocione®-Type 40/41 for enteric adenovirus antigen test was tested in callaboration with institutions in Arizona, Massachusetts, Ontario and
Manitoba. The results were compared with initial Electron Microscopy followed by DNA restriction endonuclease analysis of adenovirus positive samples.
All of the samples were tested by Premier Adenoclone®-Type 40/41 FIA and scored visually then read spectrophotometrically. There was 100% correlation

between visual and spectrophotometric determinations.

EM/DNA Restriction Analysis

i

Premier Adenoclone®  + 58

-Type 40/41EIA - 1
Sensitivity 98%

Specificity 98%
Total Agreement 98%

LIMITS OF DETECTION

Virus particle counts from known adenovirus 40 and 41 stool samples were determined by electron microscopy. Serial ¢
Adenoclone®-Type 40/41. These results show that adenovirus particle counts as low as 107 per ml can be detected by Pre

Ad 41 {Agg0)

Virus Particle Count Ad 40 (Ag50)
2x 108 >2.0
1x108 >2.0
5% 108 >2.0

2.5x105 >2.0
1.25x 103 1.510
6.25 x 104 1.001
3.1 %104 0595
1.6x104 0.307
8x 103 0.167
4 %108 0.108
2x103 —

CROSS REACTIVITY

I. Non-enteric Adenovirus Subgroups: Adenoviral 3 + GPE culture Supernatants were tested by Premier Adenoclone®

cross reactivity with the Premier Adenoclone®-Type 40/41.

3
168

>2.0

>2.0

>2.0

>2.0

>2.0

1.445
0.781
0.425
0.219
0.142

ilutions were tested by Premier

mier Adenoclone®-Type 40/41.

-Type 40/41. The data shows no

PLEASE NOTE: CPE culture supernates are not approved samples for use with this product. The information derived from tests with culture filtrates
that is cited here is provided for information purposes only. Do not use culture supernates to verify specificity or sensitivity.

Premier
Adenoviruses Adenocione®
-Type 40/41
Subgroup  Type (Agsp)
A 12 0.043
A 18 0.042
A 31 0.037
B 3 0.050
B 7 0.061
B 21 0.027
G 1 0.042
C 2 0.041
(o ] 0.039
D 22 0.030
D 37 0.033
D 39 0.035
E 4 0.047
Negative control 0.049

Positive control 1.0M1

“The Adenovirus subgroups were tested by Meridian Bioscience's Premier Adenacione® (Catalog #696007

types of human adenovirus to demonstrate the presence of adenovirus.

Premier
Adenoclone®
Group specific”

(Aas)
>3.0
>3.0
>3.0
>3.0
>3.0
>3.0
>3.0
>3.0
>3.0
>3.0
>3.0
>3.0
>3.0
0.060
0.580

) group specific EIA, which detects all 41



Il Microarganisms and Viruses: Common intestinal pathogens and other organisms occasionally present in feces were tested in Premier Adenoclone®
-Type 40/41 and showed no cross reactivity in the test,

Microorganisms

Acholeplasma laiglawii Enterobacter aerogenes Mycoplasma hominus Pseudomonas aeruginosa
Campylobacter faridis Enterobacter cloacae Mycoplasma hyorhinis Salmonella dysenteria
Campylobacter fetus Escherichia coli Mycoplasma orale Serratia marcescens

Candida albicans Klebsiella pneumaniae Mycoplasma pneumoniae Shigella sonnei

Clostridium difficile Mycoplasma arginini Proteus mirabilis Staphylococeus aureus*® (Cowan)

“False positives could occur with high levels of S. aureus, possessing protein A such as Cowan strain. Staphylococeal enterocolitis is an uncommon
disease generally described in adult patients and is extremely rare in infants and children (9. 10).

Viruses

Astrovirus Echovirus 8 Papovavirus SY-40 Respiratory Syncytial virus
Calicivirus Echovirus 11 Parainfluenza-1 Rhinovirus 3

Chlamydia trachomatis Echovirus 16 Parainfluenza-2 Rhinovirus 17

(serotype A) Echaovirus 20 Parainfluenza-3 Rhinovirus 25
Coxsackievirus A-9 Echovirus 22 Paliovirus | Rhinovirus 43
Coxsackievirus B-3 Human Coronavirus Paliovirus 11 Rhinovirus 62
Coxsackigvirus B-4 Influenza B Paliovirus 11 Ratavirus

Coxsackievirus B-5 Measles Reovirus 1 Simian foamyvirus (type 2 & 8)
Cytomegalovirus Myxo/Paramyxoviruses Sv-5 Reovirus 2 Small Round virus (SRY)
Echovirus 4 Norwalk virus Reavirus 3 Varicella zoster virus

A urine sample was tested in the Premier Adenoclone®-Type 40/41 and found to be negative.
ASSAY PRECISION

Inter-assay variation

The inter-assay precision was determined by diluting known adenavirus 40 and adenovirus 41 positive samples to obtain high, medium, and low absorbance
values. These diluted samples were tested in 21 different assays on different days by several technicians and the mean and coefficient of variation
determined.

Adenovirus Type 40 High Medium Low Negative
Mean 1.456 0.856 0.262 0.042
S.D. 0174 0.088 0.025 0.017
cv 12.0% 10.3% 9.5% 40.5%
Adenovirus Type 41 High Medium Low
Mean 0.892 0.565 0.193
S.D. 0.072 0.068 0.019
cv 8.1% 12.0% 9.8%

Intra-assay variation
The intra-assay precision was determined by diluting known adenovirus 40 and adenovirus 41 positive samples to obtain high, medium. and low absorbance
values These diluted samples were tested 21 times within a single assay and the mean and coefficient of variation determined.

Adenovitus Type 40 High Medium Low Negative
Mean 1.522 0.894 0.193 0.064
S.D. 0.038 0.038 0.011 0.022
cv 3.8% 4.3% 57% 34.3%
Adenovirus Type 41 High Medium Low
Maan 0.924 0.647 0.156
S0 0.086 0.039 0.012
cv 9.3% 6.0% 7.7%



Premier Adenoclone® - Tipo 40/41

Test immunoenzimatico (EIA) per la ricerca di Adenovirus Tipo 40 & 41 in campioni fecali
Codice 636006 (48 test)

FINALITA D°USD
PREMIER Adenoclone®- Tipo 40/41 & un test immunocenzimatico (EIA} per Ia ricerca qualitativa di Adenovirus sierotipa 40 e 41 in campion fecali.

SPIEGAZIONE

Gli Adenovirus umani appartengano a 41 sierotipi, classificati in basa a test sierologici e a tipizzazione elettroforetica dal DNA,

Adenovirus non presenta capsula pericapsidica, & un virus a DNA con capside icosaedrico costituito da 252 capsomeri. |l virus contiene proteine che ne
determinana la specificita di genere e di sierotipo. Le proteine associate con la specificita di genere (gruppo) sono: la porzione alfa dell’'ssone, la porzione
delta della fibra e il polipeptide Illa.

Le proteine associate con la specificita di specie (tipo) sono: la porzione apsilon deif'ssone e Ia porzione gamma della fibra. Quelle associate con entrambe
le specificita di genere e ditipo sono: la proteina maggiore del core e il polipeptide IX (11). Glianticorpi monoclonali utilizzati nel test PREMIER Adenoclone®-
Tipo 40/41 sono diretti contro fa porzione dell'esone di Adenovirus tipo 40 e 41, che ne determina la specificita di sierotipo. Gli anticorpi menoclonali
specifici per i sierotipi 40 e 41 non reagiscono con nessuno degli altri sierotipi di Adenovirus (1).

GIi Adenovirus enterici di tipo 40 e 41 sono gli unici Adenavirus associati a gastroenterite nei neonati e nei bambini e possono essere considerati il
secondo agente causale di gastroenterite nei bambini dopo Rotavirus (2-4,8,13-17). Fino a tempi recenti questi virus potevano essere identificati solo
mediante microscopia elettronica (EM). Ora invece questi sierotipi di Adenovirus possono essere coltivati in cellule di Graham 293 {cellule embrignali di
rene umano trasformate da DNA di Adenovirus di tipo 5), ma non posseno esere facilmente coltivati utilizzando linee cellulari come Hep-2, comunemente
utilizzate per I'isolamento di Adenovirus {5).

L'identificazione di Adenovirus da cellule in coltura avviene a sequita del verificarsi dell'effetto citopatico (CPE). Generalmente I'effetto citopatico si verifica
entro 3-7 giorni di coltura, ma puo’ verificarsi anche dope 28 giorni {7,11). Una volta che if virus & stato isolato, deve essere ulteriormente caratterizzato
mediante digestione del DNA virale con endonucleasi di restrizione e analisi mediante elettroforesi su gel [6).

Il test PREMIER Adenoclone®- Tipo 40/41 viene eseguito direttamente da campione fecale & non richiede colture cellulari e tipizzazione elettroforetica del DNA.

PRINCIPI BIOLOGICI DEL TEST .

Il test PREMIER Adenoclone®- Tipo 40/41 utilizza anticorpi monaclonali diretti contro T'antigene specifico di gruppo comune a tutti gli Adenovirus umani
conosciuti e adsorbiti su pozzetti microtiter frazionabili, Un‘aliquota della sospensione di campione fecale viene aggiunta al pozzetto e incubata
contemporaneamente con un anticorpo monoclonale anti-Adenovirus 40 e 41, coniugato con perossidasi di rafano. Se I'antigene € presente siformera un
complesso anticorpo di cattura-antigene-coniugato enzimatica. Dopo 60 minuti di incubazione a temperatura ambiente | pozzetti vengono lavati con acqua
distillata o deionizzata per allontanare I'eccesso di campione e di coniugato. Quindi si aggiungono il Substrato A (perossido di urea) e il Substrato 8
(tetrametilbenzidina) e la piastra viene incubata per 10 minuti a temperatura ambiente. In presenza di coniugato enzimatico legato all'antigene si avra uno
sviluppo di colore blu.

MATERIALI FORNITI

Con Premier Adenacione® 40/41 si possono eseguire 48 test.

Pozzetti microtiter adsorbiti con anticorpi monoclonali di topo diretti contro I"antigene specifico di gruppo di Adenavirus (48 pozzetti) -
Diluente del campione/Contrello Negativo (50 ml) - Soluzione tampone contenente conservante (thimerosal 0.02%)

Controllo Positivo (2 ml) - Adenovirus (AD41) inattivato, in soluzione tampone, contenente conservante (thimerosal 0.02%).
Coniugate enzimatico (6 ml) - Anticarpi monaclonali di topo anti-Adenovirus tipo 40 e 41, marcati con perossidasi di rafano, in soluzione proteica
contenente conservante (thimerosal 0.02%).

Substrato A (6 mi} - Soluzione tampone contenente perossido di urea

Substrato B (6 ml) - Soluzione cromogena contenente tetrametilbenzidina (TMB).

Soluzione di arresto (6 m)) - Acido solforico 1N. Attenziene: Evitare il contatto con la pelle. Se il contatto avviene, lavare con acqua.

. Supporto per pozzetti microtiter (1)

Pipette monouso (48)

MATERIALI NON FORNITI

Provette {12x75 mm) per allestire le diluizioni dei campioni, rack per provette.

Acqua distillata o deionizzata.

Carta assorbente.

Pipettatrici e puntali in grado di erogare da 100 wl a 1000 W (opzionali).

Contenitore per il materiale di scarico dei lavaggi contenente una soluzione di candeggina al 10%.
Lettore EIA per micropiastre dotato d! filtri per la lettura a 450 nm {opzionale).

Spruzzetta per dispensare la soluzione di lavaggio oppure pipetta muiticanale, siringa, etc.

Timer

PRECAUZIONI

Tutti i reagenti sono destinali esclusivamente ad uso diagnostico in vitro.

Non pipettare nessun campione o reagente con la bocca.

- Non fumare, mangiare o bere nelle aree dove i campioni e i reagenti del kit vengono utilizzati.

- Indossare guanti monousa e lavare le mani dopo I'esecuzione de! test. | campioni dei pazienti e i controlli passono contenere agenti infettivi e devono
pertanto essere maneggiati ed eliminati come materiali potenzialmente pericolosi,

- Bvitare che la Soluzione d'arresto (acido solforico 1N) venga a contatte con la pelle. Pud causare irritazioni e bruciature. Se il contatto con la pelle
avviene, lavare con acqua.
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6. Autoclavare i materiali utilizzati per il test a 121° C per almeno un’ora, prima di eliminarli. Al liquido di scarico deve essere aggiunta una soluzione di
candeggina al 10% per almeno 30 minuti. ATTENZIONE: il liquido di scarico contenente la Soluzione di arresto deve essere neutralizzato prima
dell'aggiunta di ipoclorito di sodio.

7. tvitare fuoriuscite di liquido e formazione di aerosol.

B. Non utilizzare reagenti scaduti. Tempi e temperature di incubazione diversi da quelli indicati possono causare risultati non corretti.

9. Non scambiare reagenti appartenenti a lotti differenti.

10. Evitare la contaminazione microbica del reattivi. La contaminazione dei reattivi potrebbe causare risultati errati.
11.Usare pipette o puntali diversi per ogni campione, controllo e reagente.

12. Non riutilizzare | pozzetti.

FRASI DI RISCHIO E CONSIGLI DI PRUDENZA
SUBSTRATO B: TOSSICO-METANOLO
FRASI DI RISCHIO
23/25 Tossico perinalazione e per ingestione.
CONSIGLI DI PRUDENZA
45 In caso di incidente o di malessere consultare immediatamente Il medico (se possibile mostrargli I'etichetta).

CONSERVAZIONE
La data di scadenza & indicata sull'etichetta esterna. Conservare il kit a 2°-8° C, portare il kit a temperatura ambiente (20°-30°C) prima dell'uso e rimetterlo
in frigorifero immediatamente dopo I'utilizzo. Riporre tutti i pozzetti nan usati nella lora busta.

TRATTAMENTO E CONSERVAZIONE DEI CAMPIONI

I campioni fecali o i tamponi rettali dovrebbero essere raccolti in contenitori non contenenti terreni, conservanti, siero animale o detergenti, dal momento
che queste sostanze potrebbero interferire con I'esecuzione del test.

Quando viene utilizzato per I'esecuzione del test il tampone rettale & necessario assicurarsi che sia stata raccolta una quantita sufficiente di materiale fecale
{30-50 mg).

| campioni diluiti devono essere esaminati il pill velocemente possibile, ma possono anche essere conservati fino a 3 giorni in frigorifero (2°-8° C). Se la
ricerca non pud essere effettuata entro queste lasso di tempo, | campioni non diluiti dovrebbero essere congelati in un congelatore senza sbrinamento
ciclico ad una temperatura di -20°C (o inferiore).

Ripetuti cicli di congelamento e scongelamento sono sconsigliati perché potrebbera dare risutati scorretti.

PREPARAZIONE DEI REAGENTI
1. Lasciare che tutti i componenti del kit, busta dei micropozzatti inclusa, raggiungana la temperatura ambiente (20-30°C) prima di iniziare il test.
2. Riporre immediatamente tutti i reagenti a 2-8°C dopo I'uso.
3. Fare in modo che | pozzetti non si asciughino durante i diversi passaggi della metodica.
4. Preparare dei recipienti decontaminati per lo scarico di reagenti e materiali.
5. La riproducibilita di ogni test EIA dipende particolarmente dalla tecnica di lavaggio, si raccomanda quindi di eseguire accuratamente tale procedura
come indicato nella sezione METODIGA.

PREPARAZIONE DEI CAMPIONI
Distribuire 1 ml di Diluente del campione nelle provette opportunamente contrassegnate.
Aggiungere i campioni nel seguente modo:
1. Feci solide: raccogliere il campione nella pipetta fino alla prima tacca.
2. Feci liguide: aspirare il campione nella pipetta fino alla prima tacca.
3. Tampone rettale: stemperare il tampone in 1 mi di Diluente del campione, perché rilasci il materiale fecale. Premere il tampone contro la parete della
provetta per rimuovere il liguido, quindi mescolare bene. Non diluire ulteriormente.

Diluente Campione

( 2 e — i
METODICA

Il test dovrebbe essere eseguifo da personale qualificato in base alle regolamentazioni locali.
1. Preparare un numero di pozzetti sufficiente per i campioni e per dug controlli. Inserire | pozzetti nel supporto e segnare la posizione del singoli campioni.
2. Aggiungere 2 gocce (100 pl) di campione diluito, controllo positivo, controllo negativo (diluente del campione) in pozzetti separati.
3. Aggiungere 2 gocee (100 w) di Coniugato enzimatico ad ogni pozzetto. Mescolare bene, agitando delicatamente |2 piastra.
4. Incubare a temperatura ambiente per 60 + 5 minuti.
5. Scartare il contenuto dei pozzetti in un contenitore con disinfettante. Scuotere Ja piastra su carta assorbente pulita per rimuovere completamente il
liguido dai pozzetti.
6. Lavare | pozzetti con acqua distillata e scartare il liquido come al punto 5.
7. Ripetere questa operazione di lavaggio (punti 5 e 6) per 4 volte (per un totale di 5 lavaggi).
8. Distribuire 2 gocce (100 ) di Substrato A (perossido di urea) in ciascun pozzetto.
9. Distribuire 2 gocce (100 pl) di Substrato B (TMB) in ciascun pozzetto.
10. Incubare a temperatura ambiente per 10 minuti.
11. Dopo lettura e registrazione dei risultati eliminare i pozzetti utilizzati in un contenitore di scarica per materiale biologico.
Al termine dell'incubazione (punto 10) pué venire eseguita una lettura visiva: i campioni di colore biu, piu’ intenso rispette al controlio negativo sono
positivi. | campioni che invece hanno un colore uguale o meno intenso rispetto al controllo negativo sono negativi,



Opzionale — Lettura Spettrofotometrica

Al termine dell'ultima incubazione {punto 10) puo essere eseguita la lettura spettrofotometrica, dopo aggiunta di 2 gocce (100 iy di Soluzione d'arreste
{acido selforico 1 N).

L'assorbanza di ogni pozzetto deve essere letta entro 60 minuti (azzerando il lettore contra aria) a 450 nm, usanda un filtro di riferimento >600nm (opzionale).

CONTROLLO DI QUALITA

Il Controllo Positivo e quelle Negativo (Diluente del campione) devono essere inclusi ogni volta che si eseque il test per controllare il corretto funzionamento
dei reagenti.

Se si esegue la lettura visiva il Controllo positivo deve essere blu intenso, se letto allo spettrofotometro {450nm) deve avere un'assorbanza maggiore di
0.30. 1l Controllo negativa letto visivamente deve essere incolore o debolmente blu, se viene fetto allo spettrofotometro deve avere un’assarbanza (450nm)
minore df 0.150.

Se si esegue una lettura spettrofotometrica, assicurarsi che non ci siano bolle nei pozzetti e che sulla superficie ottica non ci siano macchie o condensa,
Se & necessario asciugare delicatamente.

Se il Controllo positive & negativo non danno i sopracitati risultati, contattare il Servizia Clienti al n® 0331-433636.

INTERPRETAZIONE DI RISULTATI

1. Lettura visiva. Ogni campione con un colore blu piu’ intenso di quello del Contollo negativo & considerato positivo. Ogni campione con un colore
uguale o meno intenso di guello del Controlio negativo & considerato negativo.

2. Lettura spettofotametrica. | campioni con unassorbanza {Assp) maggiore di 0.150 sono considerati positivi. | campioni con un’assorbanza uguale o
minore di 0.150 sono considerati negativi. Occasionalmente si pud verificare una discrepanza tra i risultati ottenuti con la lettura spettrofotometrica e
quella visiva in guei campioni che hanno un basso contenuto di antigene.

Per questo motivo la lettura spettrofotometrica, essendo aggettiva & piu’ accurata.
NOTA: nei campioni malto positivi pud formarsi un precipitato, questo fatto non altera i risultati.

LIMITAZIONI DELLA METODICA

Il test PREMIER Adenoclone®- Tipo 40/41 & altamente specifica e sensibile per I'antigene di Adenovirus tipo 40 e 41. Un risultato negativo non preclude
Ia possibile infezione da parte di Adenovirus non enterici localizzati in altre sedi.

Se si sospetta un'infezione respiratoria o oculare | campioni dovrebbero essers testati con il kit Premier Adenoclone {Meridian Bioscience, codice 636007) previa
coltura, Tutti i risultati positivi devono essere interpretati con attenzione, dato che Adenovirus puo’ manifestare fatenza e recrudescenza {12).

La presenza asintomatica del virus puo’ perdurare per mesi dopo l'infezione (13). Adenovirus enterici possono essere ritrovati neile feci di bambini
asintomatici (13). | risultati del test devono essere interpretati in assoeiazione alle informazioni disponibili derivanti da studi epidemiologici o da valutazioni
cliniche del paziente (12).

Mentre la relazione tra Adenovirus 40/41 e gastroenterite & stata ben stabilita, tuttavia & possibile Ia co-infezione con alfri patogeni virali o batterici {incluso
gli Adenovirus non enterici). Quindi dovrebbero essere eseguiti in paraliela anche test microbiologici per escludere I'eziologia batterica. Potrebbe venira
esequito in associazione anche il test Premier Rotaclone per escludere un'infezione da Rotavirus.

Risultati falsi positivi potrebbero verificarsi in presenza di alti livelli di S. aureus che presenta la proteina A (Cowan). L'enterocolite da Staphylococcus non
& un'infezione comune, ed & generalmente descritta in pazienti adulti ed & estremamente rara nei neonati e nei bambini (9,10).

VALORI ATTESI

Il tasso di positivita pud variare a seconda della localita geografica, del metodo di raccolta dei campioni, dal maneggio e dal metodo di trasporto, dai test
utilizzati e dallo state di salute generale della popolazione di pazienti sottoposti afio studio. .

La frequenza delle infezioni adenavirali variera con la sindrome clinica e con I'eta del soggetto. E stato riportato che circa il 5-10% dei casi di gastroenteriti
virali riscontrati nei neonati e nei bambini al di sotto dei 2 anni & dovuto agli adenovirus ditipo 40 e 41 (2,4,6,8,13), Le caratteristiche di prestazione non
sono state ancora del tutto determinate per le analisi dirette di campioni fecali def neonati. La mancanza di risultati falsi positivi deve essere determinata
presso ciascun laboratorio prima di analizzare direttamente le feci dei neonati.

CARATTERISTICHE DI PRESTAZIONE

Premier Adenoclone®-Tipo 40/41 per le analisi degli antigeni di adenovirus enterici, testato in collaborazione con diversi istituti in Arizona, Massachusetts,
Ontario e Manitoba. | risultati sono stati confrontati con microscopia elettronica a cui & sequita un'anaiisi di endonucleasi di restrizioni di DNA di campioni
adenovirus positivi. Tutti | campioni sono stati testati con Premier Adenoclone®-Tipo 40/41 EIA dando risultati esaminati visivamente quindi letti
spettrofotometricamente. Si & riscontrata una correlazione al 100% tra le determinazioni visive e quelle spettrofotometriche.

Analisi di restrizione EM/DNA

+ _
Premier Adenoclone®  + 58 3
-Typo 40/41 EIA = 1 169

Sensibilita 98%
Specificita 98%
Concordanza totale 98%

LIMITI DI RILEVAMENTO

Le conte di particelle virali di campioni fecali noti di adenovirus 40 e 41 sono state determinate mediante microscopia elettronica. Le diluizioni seriate sono
state testate con Premier Adenocione®-Tipo 40/41.

Questi risutati dimostrano che le conte di particelle di adenovirus fino a 104 per m| posseno essere rilevate con Premier Adenoclone®-Tipo 40/41.



Conta particelle virali Ad 40 {Azgq) Ad 41 (Ag50)

2x108 52,0

1x106 »2,0 2,0

5x 1055 52,0 >2,0
25x10 >2,0 >2,0
1,25 %108 1,510 52,0
6,25 x 104 1,001 52,0
31xi04 0,595 1,445
1,6x 104 0,307 0,781

8x 108 0,167 0,425

4x 108 0,108 0,219

2x108 - 0,142

CROSS REATTIVITA
I. Sottogruppi adenovirali non enterici: i supernatanti di cuitura Adenoviral 3 + CPE sono stati testati con Premier Adenoclone® - Tipo 40/41. | dati non
esibiscono alcuna cross reattivitd con Premier Adenaoclone® - Tipo 40/41. NOTA BENE: | supernatanti colturali citopaticl (CPE) nen sono campioni
approvati per essere utilizzati con questo prodotto. Le informazioni qui citate, ricavate dai test eseguiti con filtrati di coltura, vengona fornite
esclusivamente a scopo informativo. Non utilizzare i supernatanti colurall per verificare la specificit o la sensibilita.

Premier Premier
Adenovirus Adenacione® Adenoclone®
-Tipo 40/41 Specifico di un gruppo

Sottogruppe  Tipa {Ags0) (Ags0)
A 12 0,043 >3,0

A 18 0,042 >3,0

A H 0,037 >3,0

B 3 0,050 >3,0

B 7 0,061 >3.0

B 21 0,027 >3,0

C 1 0,042 53,0

G 2 0,041 >3,0

C 6 0,039 53,0

D 22 0,030 >3,0

D 37 0,033 >3,0

D 39 0,035 >3,0

E 4 0,047 >3,0
Controllo negativo 0,049 0,060
Controllo positivo 1,071 0,580

*I sottogruppi di adenovirus sono stati testati con Premier Adenoclone® di Meridian Bioscience (n. di catalogo 896007) del gruppo specifico EIA, che
rileva tutti i 41 tipi di adenovirus umani per dimostrare ia presenza di adenovirus.

11. Microorganismi e virus: i comuni patogeni intestinali e gli altri organismi talvolta presenti nelle feci sono stati testati nel Premier Adenoclone®-Tipo
40/41 senza esibire alcuna cross reattivita.

Microorganismi

Acholeplasma flaidlawii Enterobacter aerogenes Mycoplasma hominus FPseudomonas aeruginosa
Campylobacter latidis Enterobacter cloacae coplasma hyorfinis Salmonelia dysenteria
Campylobacter fetus Escherichia coli Mvcupfasma orale Serratia marcescens

Candiga albicans Klebsiella pneumoniae fycoplasma pneumoniae Shigella sannei

Clastridium difficile Mycoplasma arginini Proteus mirabilis Staphylococcus aureus* (Cowan)

“I falsi positivi potrebbero verificarsi con alti livelli di . aureus, che possiede proteina A come il ceppo di Cowan. La Staphylococcal enterocolitis & una
malattia poca comune descritta generalmente nei pazienti aduti, mentre & estremamente rara nei necnati e nei bambini (9,10).

Virus
Astrovirus Echovirus 8 Papovavirus SV-40 Virus della respirazione RSV
Galicivirus Echovirus 11 Parainfluenza-1 Rhinavirus 3
Chlamydia trachomalis Echovirus 16 Parainfluenza-2 Rhinovirus 17
sierotipo A) Echovirus 20 Parainfluenza-3 Rhinovirus 25
oxsackievirus A-9 Echovirus 22 Poliovirus | Rhinovirus 43
Coxsackievirus B-3 Goronavirus umane Paliovirus Il Rhinovirus 62
Coxsackievirus B-4 Influenza B Poliovirus Il Rotavirus
Goxsackievirus B-5 Rosolia Reovirus 1 Virus SFV (tipo 2 e 8)
Cytomegalovirus Myxovirus-Paramyxovirus SV-5 Reovirus 2 Virus "Small Round” (SRV)
Echovirus 4 Virus Norwaik Reovirus 3 Virus Varicella-Zoster

Un campione di urina & stato testato nel Premier Adenoclone® - Tipo 40/41 ed ¢ risutato negativo.
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PRECISIGNE DI ANALISI

Variazioni interdosaggio

La precisione interdosaggio & stata determinata diluendo ca

mpioni noti di adenovirus 40 e campioni positivi di adenovirus 41 per ottenere valori di

assorbanza alti, medi e bassi. Questi campioni diluiti sono stati testati in 21 analisi diverse in giorni diversi da diversi tecnici determinando Ja media e ii

coefficiente di variazione.

Adenovirus Tipo 40 Alto
Media 1,456
S.0. 0,174
cv 12.0%

Adenovirus Tipo 41 ) Alto
Media 0.892
5.0 0,072
Cv 81%

Variazioni intradosaggia

Medio
0,856
0,088
10,3%

0,068
12,0%

Basso
0,262
0,025
9,5%

Basso
0,193
&039

9,8%

Negativo
2

La precisione intradosaggio & stata determinata diluendo noti campioni positivi di adenovirus 40 e adenovirus 41 per ottenere valori di assorbanza alti,
medi e bassi. Tali campioni diluiti sono stati testati 21 volte in una singola analisi determinando la media e il coefficiente di variazione.

Adenavirus Tipo 40 Alto
Media 1,522
5.D. 0,038
cv 3,8%

Adenovirus Tipo 41 . Alte
Media 0,924
5.0 0,086
GV 9.3%

Basso

Negalivu
0,064
0,022
34,3%



[FRANCAIS| Premier Adenaclone® - Type 40/41

Test ELISA pour la détection des Adénavirus sérotypes 40 et 41 dans les échantillons de selles humaines
Ret. Catalogue : 696006 (48 test)

BUT DE LA METHODE
Le Premier Adenocione® - Type 40/41 est un test immuno-enzymatique (ELISA) pour la détection gualitative des adénovirus entériques sérotypes 40 et 41
dans les échantillons de selles humaines.

INTRODUCTION

Les adénovirus comprennent 41 types connus, classifiés & I'origine par la sérologie et par le typage électrophorétique de I'ADN. Ces virus sont sans
enveloppe, et leur capside icosagdrique contenant PADN est formée de 252 capsoméres. Les virions contiennent un certain nombre de protéines associées
aux spécificités de genre et de type. Les protéines associées a la spécificité de genre sont la portion alpha de I'hexon, la base penton, la portion delta des
fibres et le polypeptide illa. Les protéines associées 3 la spécificité de type sont [a portion epsilon de I'hexon, et la portion gamma des fibres. Les protéines
associées 4 la fois 4 la spécificité de genre et de type sont Ia protéine core majeure et le polypeptide IX (11). L'anticorps monoclonal du Premier
Adenoclone® - Type 40/41 est dirigé contre la portion type-spécifique de I'hexon des adénovirus type 40 et 41. L'anticorps monoclonal type-spécifigue du
test ELISA ne réagira avec aucun des autres sérotypes d'adénovirus (1).

Les adénovirus entériques types 40 et 41 sont les seuls adénovirus a avair été constamment associés avec les gastro-entérites chez le nourrisson ou le
jeune enfant, et pourraitent &tre |a seconde cause de gastro-entérites aprés les rotavirus (2-4, 8, 13-17). Jusqu'a récemment, ces virus pouvaient &tre
détectss uniquement par microscopie électronique (ME). Ces types d’adénovirus peuvent maintenant &tre détectés par culture dans les cellules Graham
293, une lignée de cellules humaines embryonnaires de rein transformées par 'ADN de I'adénovirus de type 5, mais ne peuvent tre cultivés facilement sur
toutes les lignées utilisées habituellement pour lisolation des adénovirus, comme par exemple les cellules HEp-2 (5). L'identification des adénovirus par
isolement en culture tissulaire est suivie par I'apparition d'un effet cytopathique caractéristique (CPE). Le CPE apparalt généralement dans les 347 jours
mais peut nécessiter jusqu'a 28 jours (7, 11). Lorsque le virus est isolé, il doit Btre de plus caractérise par analyse de I'ADN du virus par digestion par des
endonucléases de restriction suivie d'une électraphorése sur gel (6).

Le test Premier Adenoclone® - Type 40/41 pour test direct sur échantillons de selles, est un test rapide et spécifigue pour les adénovirus 40 et 41 qui
permet a'éviter la culture tissulaire et le typage glectrophorétique de 'ADN.

PRINCIPE DU TEST

Le Premier Adenoclone® — Type 40/41 utilise des anticorps monoclonaux fixés sur une phase solide dans un test ELISA de type sandwich. Les micropuits
sécables sont recouverts d'un anticorps monoclonal dirigé contre I'antigéne spécifique de groupe pour tous les adénovirus humains connus. Une fraction
aliquote de suspension fécale est ajoutée au micropuits et incubée simultanément avec des anticorps monoclonaux anti-adénovirus types 40 et 41, conjugués
4 la peroxydase de raifort. L'antigéne adénovirus sera ainsi pris en sandwich entre 1a phase solide et le conjugué. Aprés incubation de 60 minutes température
ambiante, le puits d'échantilion est lavé 4 I'eau distillée ou désionisée afin d’éliminer le conjugué et les échantilions non ligs. Le substrat enzymatique A
{peroxyde d'urée) et le substrat B (tétraméthylbenzidine) sont ajoutés aux puits et incubds 10 minutes 4 température ambiante. Les conjugués enzymatique
liés aux puits vont convertir le substrat incolore pour donner une coloration bleue.

MATERIEL FOURNI

Le Premier Adenoclone® - Type 40/41 contient 48 tests.

- Micropuits (48) - recouverts d'anticorps monoclonaux de souris spécifiques de groupe anti-adénovirus.

Diluant échantillons/contréle négatif (50 ml) — solution tamponnée saline avec 0,02% de thimérosal comme conservateur.
Contréle positif (2 ml) - adénovirus inactivé (AD41) dans un tampon avec 0,02% de thimérosal comme conservateur.
Conjugué enzymatique (6 ml) - anticorps moneclonaux de souris anti-adénovirus types 40 et 41 conjugués & la peroxydase de raifort dans une
solutien protéique tamponnée avec de la gentamicine et 0.02% de thimérosal comme conservateurs,

Substrat A (6 mi) - solution tampon de substrat contenant du peroxyde d’urée.

Substrat B (6 ml) - solution tampon de substrat contenant du tétraméthylbenzidine.

Solution d'arrét (6 ml) - acide sulfurigue 1N.

ATTENTION : éviter le contact avec la peau. En cas de contact, laver abondamment & 'eau.

. Support de microplague (1).

Pipettes de transfert pour échantillons (48).

“MATERIEL NON FOURNI
1. Tubes 4 essals 12 x 75 mm, portoir de tubes.
2. Eau distillée ou désionisée.
3. Papier absorbant.
4. Micropipette de précision pour délivrer des volumes de 100 p et 1000 pl (en option).
5. Conteneur poubelle contenant de I'sau de Javel 3 la dilution 1:10. Pour l'autoclavage, utiliser un désinfectant iodophaore.
6. Lecteur de microplagues capable de lire des absorbances 3 450 nm {en option).
7. Dispositif pour distribuer fa solution de lavage, type pipette multi-canaux, seringue avec distributeur automatigue, pissette, ..
8. Minuteur (1 heure minimum).

PRECAUTIONS
1. Pour usage diagnostic in vitro uniguement.
2. Ne pas pipetter & la bouche les échantillons ou les réactifs Eviter le contact avec des lésions de la peau ou des MUugUeuses.
3. Ne pas fumer, manger ou baire sur le lieu o0 sont manipulés les échantillons ou les réactifs du coffret.
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Porter des gants jetables lors de la manipulation des échantillons et se laver les mains & la fin du test. Les échantillons de patients. les contrdles et tout
matériel entrant en contact avec, doivent &tre manipulés avec précaution (Biosafety Level 2) comme recommandé dans le manuel CDC/NIH "Biosafety
in Microbiology and Biomedical Laboratories," 1988.

Eviter Ie contact cutané avec la solution d’arrét (acide sulfurique 1N), car cela peut provoguer des irritations et des brillures. Rincer immédiatement
A 'eau en cas de contact.

Tout le matérie! ufilisé pour réaliser le test doit étre traité par autoclavage a 121°C pendant au moins 1 heure. Les poubelles liquides doivent étre
mélangées 2 une solution au 1:10 d’eau de Javel pendant au moins 30 minutes. ATTENTION : la poubelle liguide contenant la solution d'arrét doit étre
neutralisée avant e traitemnent 4 'eau de Javel.

Eviter les projections et la formation d'aérosols.
Ne pas utiliser les réactifs du Premier Adenoclone® - Type 40/41 au-dela de la date d’expiration du coffret. Chaque réactif a 616 eptimisé pour une

performance maximale. Toute dilution ou dénaturation de ces réactifs peut entrainer une perte de sensibilité. Des temps d'incubation ou des températures
autres que ceux spécifiés peuvent entrainer des résuitats erronés.

. Ne pas intervertir ou mélanger des réactifs de différents lots de Premier Adenoclone® — Type 40/41,

10. Eviter les contaminations microbiennes des réactifs ou des résultats incorrects peuvent avoir ligu.

11. Utiliser des pipettes ou des embouts de pipettes différents pour chaque échantilion, contrdle et réactif.

12. NE PAS REUTILISER LES MICROPUITS.

DONNEES RISQUES ET SECURITE
SUBSTRAT B: TOXIQUE-METHANOL
DONNEES RISQUES :

23/25 Toxique par inhalation et ingestion.
DONNEES SECURITE :

45 Encas d'incident ou de malaise, demander immédiatement I'avis d'un médecin (lui montrer I'étiquette si possible).

CONSERVATION DES REACTIFS
Les réactifs du coffret daivent &tre conservés a 2-8°C. Ramener tous les composants du coffret & température ambiante (20-30°C) avant utilisation et
remettre rapidement a 2-8°C aprés utilisation. Laisser les micropuits dans le sachet jusqu'a ce qu'ils aient atteint la température ambiante. Remettre tous les
micropuits non utilisés dans le sachet d’origine. Les micropuits sont stables aprés ouverture, pour la durée de péremption du coffret.

INDICATION D’INSTABILITE OU DE DETERIORATION
Les conditions suivantes peuvent indiguer une détérioration des réactifs ;
1. Toute évidence de contamination microbienne ou de précipitation.
2. Toute apparition d'une coloration bleue dans les solutions substrat avant addition dans les micropuits.
3. Une valeur d’absorbance a 450 nm du contréle négatif supérieure a 0,150 peut indiquer une détérioration des réactifs.
4. Une valeur d'absorbance & 450 nm du contrdle positif inférieure a4 0,3 peut indiguer une détérioration des réactifs.
Si une de ces conditions est observée, contacter le support technique de Meridian.

PREPARATION DES ECHANTILLONS

Les échantillons de selles ou les prélevements rectaux doivent gtre collectés dans des conteneurs ne contenant pas de milieu, conservateur, sérum animal
ou de détergent car tous ces additifs peuvent interférer avec le test Premier Adenoclone® — Type 40/41. Des précautions doivent Btre prises lors de
I'utilisation de prélévements rectaux afin de s'assurer que suffisamment d’échantillon fécal a été obtenu (30 a 50 mg de selles brutes). Les échantillons
dilués peuvent étre conservés & 2-8°C pendant 3 jours sans que cela interfére avec les performances du test. Pour des temps de conservations plus longs,

il est recommandé de conserver les échantillons non dilués a au meins —20°C.
Des congélations/décongélations répétées des échantillons ne sont pas recommandées. Ne pas conserver dans des congélateurs auto-dégivrants.

PREPARATION DES REACTIFS
1. Ramener tous les réactifs & température ambiante (20-30°C).
2. Remettre tous les réactifs a 2-8°C aprés utilisation.
3. Ne pas laisser sécher les micropuits entre deux étapes.
4. Préparer des conteneurs de décontamination pour I'élimination des réactifs et du matériel.
5. Pour tous les tests ELISA, [a reproductibilité dépend largement du soin avec lequel les micropuits sont favés. Suivre avec attention la séquence de

lavage recommandée dans la procédure de test ELISA.
PREPARATION DES ECHANTILLONS
En utilisant une pipette de transfert ou une pipette de précision, ajouter 1 ml de diluant échantillons & un tube marqué de fagen adéquate. Ajouter

Iéchantillon:
1. Selles solides ; presser I'échantillon dans la pipette de transfert jusqu’a la premiére margue.
2. Selles liquides : aspirer I'échantillon dans a pipette de transfert jusqu'a la premiére margue.
3. Prélévements rectaux : faire tournoyer le prélévement dans 1 ml de diluant échantillons afin de relacher le matériei fécal. Presser fermement le
prélévement sur le bord du tube pour éliminer le liquide. Mélanger. Ne pas diluer davantage.

Utiliser la pipette de transfert pour ajouter 2 gouttes (100 w) d'échantillon de selles dilué a chague puits.
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PROCEDURE DU TEST
Ce fes! doit 8tre réalisé par un personnel gualifig, en fonciion des exigences des réglementations locales.
Détacher un nombre suffisant de puits pour les échantillons et les contréles et les placer sur le support de micropuits. Noter la position des échantillons.
Ajouter 2 gouttes (100 p) d’échantillon fécal dilué, de controle négati (diluant échantillons) ou de contréle positif dans le fond de micropuits séparés,
Ajouter 2 gouttes (100 W) de conjugué enzymatique 4 chaque micropuits. Mélanger par rotation.
Incuber 60 + 5 minutes 4 température ambiante.
Eliminer le liquide des puits dans un conteneur poubelle. Taper fermement le support de micropuits sur un papier absorbant afin d'éliminer complétement
e liguide des micropuits.
Remplir entigrement tous les puits d'eau désionisée et &liminer le liguide comme dans I'étape 5.
- Répéter la procédure de lavage (étapes 5 et 6) quatre fois supplémentaires pour un total de 5 lavages.

8. Ajouter 2 gouttes (100 ) de solution Substrat A (peroxide d'urée) & chague micropuits.

9. Ajouter 2 gouttes (100 w) de solution Substrat B {TMB) 4 chaque micropuits.

10. Incuber 10 minutes  température ambiante.

11. Aprés la lecture et 'enregistrement des résultats, jeter les puits utilisés et le papier absorbant dans un conteneur pour matériel infectieux.
Une détermination visuelle peut étre effectuée apres I'incubation de 10 minutes de I'étape 10 et doit 8tre réalisée dans les 10 minutes. Les échantillons
avec une couleur bleue plus marquée que le contrdle négatif sont positifs. Les échantillons montrant la méme couleur ou une coloration plus pdle que le
controle négatif sont négatifs.

Pracédure spectrophotométrique (optionnelle)

Des déterminations spectrophotométriques peuvent &tre réalisées en ajoutant 2 gouttes (100 ul) de solution darrét (acide sulfurique 1N} a chaque
micropuits aprés I'incubation de 'étape 10. Lire I'absorbance de chaque micropuits & 450 nm en utilisant un filtre de référence > 600 nm (optiannel). Faire
le blanc sur I'air et lire dans ies 60 minutes.

CONTROLE DE QUALITE

Le Premier Adenoclone® — Type 40/41 est fourni avec un contréle positif et négatif (diluant échantillons) qui doivent étre utilisés lors de chague test afin
de garantir la qualité des réactifs. Le puits du controle positif doit 8tre clairement coloré en bleu avec une absorbance 3 450 nm supérieure & 0,3. Le
contrfle négatif doit étre incolore avec une absorbance a 450 nm inférieure a 0,150.

Si les controles pesitif et négatif ne donnent pas les résultats attendus, contacter le service technigue de Meridian.

INTERPRETATION DES RESULTATS

1. Détermination visuelle :
Tout échantillon avec une coloration plus intense que le contrble négatif est considéré comme pasitif. Tout échantillon avec une coloration éqgale ou
moins intense que le contrdle négatif est considéré comme négatif,

2. Détermination spectrophotométrique -
Les échantillons avec une D050 supérieurs ou égale a 0,150 sont considérés comme positifs. Les échantillons avec une absorbance inférieure 4 0,150
sont considérés comme négatifs. Occasionnellement, une discordance peut étre observée entre la lecture visuelle et spectrophotométrique, avec des
échantillons contenant de faible quantité d'antigéne. La détermination spectrophatométrigue, plus objective, est légérement plus précise.
Remargue : Un précipité peut se former dans les échantillons fortement positifs. Ceci n'atfectera pas les résultats du test.

LIMITES DU TEST

Le Premier Adenoclone® — Type 40/41 est hautement spécifique et sensible pour les antigénes des adénavirus type 40 et 41. Un échec lors de la détection
des adénovirus 40/41 peut &tre di & des facteurs tels que le prélévement des échantillons & un moment inapproprié de la maladie, une préparation ou une
manipulation incorrecte des échantitlons,

Un résultat négatif pour un échantilion de selles n'exclut pas la présence d'une infection par un adénovirus non entérique dans d'autres fluides corporels.
Si des infections respiratoires ou ophtalmigues sont suspectées, des échantillons provenant du site de I'infection doivent &tre mis en culture et confirmeés
avec le test Premier Adenoclone® de Meridian Bioscience {référence 696007).

Les résultats positits doivent atre interprétés avec prudence dans la mesure ol les adénovirus sont capables de latence et de recrudescence (12). Une
chute asymptomatique peut avoir lieu des mois aprés Pinfection (13). Des adénovirus entérigues peuvent étre trouvés dans les selles d'enfants
asymptomatiques (13). Les résultats du test doivent tre interprétés en conjonction avec les informations dispenibles provenant d'études épidémiologigues
ou d'évaluation clinigues de patients ou d’autres procédures de diagnostic (12)

Bien que la relation entre les adénovirus 40/41 et les gastro-entérites soit bien établie, des co-infections par d'autres pathogénes bactériens (y compris des
adénovirus non entériques) est possible. Aussi, des tests bactériologigues dofvent &tre réalisés en paralléle avec ce test afin d'exclure des gtiologies
bactériennes. Le test Premier Rotaclone®, pour le diagnostic du rotavirus, de Meridian Bioscience (référence 69004) peut étre réalisé en paralléle afin
d'exclure les gastro-entérites dues au rotavirus.

Des résultats faussement positifs peuvent tre observés avec des taux élevés de S. aureus qui posséde une protéine A comme la souche Cowan. Staphylococcal
enterocolitis est une maladie peu commune généralement décrite chez les patients aduites et qui est extrémement rare chez les nourrissons et les enfants (9,10)

VALEURS ATTENDUES

Le taux de positivite peut varier en fonction de la localisation géographique, de la méthode de prélévement des échantillons, du transport et de la
manipulation, du test employé et de I'environnement généra sanitaire de la population de patients étudiée.

La fréquence des infections 4 adénovirus variera avec les syndromes clinigues et I'4ge des individus. [ a ét€ décrit que, approximativement 5 4 10% des
gastro-entérites virales chez le nourrisson et I'entant de moins de 2 ans sont causées par les adénovirus de types 40 et 41 (2, 4, 6, 8. 13).

Les performances n'ont pas été pleinement établies pour le test direct des échantillons de selles néonatales. L'absence de résultats faussement positifs
doit étre établie par chaque laboratoire individuel avant que les selles néonatales soient testées directement.
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PERFORMANCES DU TEST

Le Premier Adencclone® - Type 40741 pour les antigénes des adénovirus entériques a été testé en collaboration avec des Institutions de I'Arizona, du
Massachusetts, de I'Ontario et du Maniteba. Les résultats ont été comparés avec la microscopie électronique suivie d’analyse par endonucléases de
restriction de 'ADN, a partir d'échantiflons adénovirus postifs. Tous les échantillons ont été testés par le Premier Adenaclone® - Type 40/41 et analysés
visueflement puis lus spectrophotométriquement. La corrélation entre la détermination visuelle st spectrophotométrique était de 100%.

ME/analyse de I'ADN
iy =

Premier Adenocfone® 58 3
-Type 40/41 EIA - 1 169

Sensibilité 98%
Spécificité 98%
Corrélation 98%

LIMITES DE DETECTION

Le comptage de particules virales 2 partir d’&chantillons de selles adénovirus connues a été réalisé par microscapie électronigue. Des dilutions sérisiles
ont été testées par le Premier Adenoclone® - Type 40/41. Ces résultats montrant qu'un nombre de particules d'adénovirus aussi petit que 104 par ml, peut
Etre détecté par le Premier Adenoclons® — Type 40/41.

Comptage des particules virales  Ad 40 (Ay5) Ad 41 (Ag50)
2x 106 >2.0 -
1x108 >2.0 >2.0
5x105 52,0 >2.0

25 %108 52,0 >2.0
1,26 x10° 1,510 >2.0
6,25 x 104 1,001 >2.0
31 x104 0,585 1.445
1,6 x 104 0,307 0.781
8 x 103 0,167 0.425
4x108 0,108 0.219
2x103 — 0.142

REACTIONS CROISEES
I Sous-groupe des adénovirus non entériques : des surnageants de cultures adénovirales 3+ en CPE ont 616 testés par le Premier Adenoclone® 40/41.
Les résultats ne montrent pas de réactions croisées avee [e Premier Adenoclone® — Type 40/41.
NB: les surnageants de la culture cytopathique ne sont pas appreuves pour étre utilisés avec ce produit. Les données obtenues a partir des tests faits
sur les filtrats mis en culture et qui sont fournies ici ne sont données qu'a titre d'information. Ne pas utiliser les surnageants mis en culture pour
vérifier la spécificité ou la sensibilits.

Premier Premier
Adénovirus Adenocione® Adenocione®
-Tipo 40741 Groupe Spécifique*

Sous-groupes Type (Asso) (Agsp)
A 12 0.043 >3,0
A 18 0,042 >3.0
A <h 0,037 >3,0
B 3 0,050 »3.0
B 7 0,061 »3,0
B Fal 0.027 »3,0
G 1 0,042 >3,0
C 2 0,041 >3.0
¢ 6 0.039 >3,0
D 22 0.030 >3,0
D 37 0,033 »>3,0
D 39 0,035 =30
E 4 0,047 >3,0
Contréle négatif 0,049 0,060
Contréle positif 1,071 0,580

“les sous-groupes d'adénavirus ont &té testés avec le Premier Adenoclone® groupe spécifique FLISA de Meridian Bioscience (rétérence 696007), qui
détecte tous les 47 types d'adénovirus humains afin de démontrer la présence de I'adénovirus,
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II. Micro-organismes et virus - les pathogénes intestinaux communs et d'autres organismes occasionnellement présents dans les selles ont 6té testés
avec le Premier Adenoclone® — Type 40/41 et ne montrent pas de réactivité avec le test.

Micro-organismes

Acholeplasma laidlawi Enterobacter aerogenes Mycoplasma hominus Pseudomonas aerugingsa
Campylobacter laridis Enterobacter cloacae Mycoplasma hyorhinis Salmonella dysenteria
Campylobacier fetus Escherichia coli Mycoplasma orale Serratia marcescens

Candida albicans Klebsiella preurmeniae Mycoplasma preumoniae Shigefta sonnei

Clostridium difficife Mycoplasma arginini Proteus mirabifis Staphylococcus aureus* (Cowan)

* Des résultats faussement positifs peuvent gtre abservés avec des taux élevés de S. aures Qui possédent une protéine A comme la souche Cowan.

Staphylococcal enterocolitis est une maladie peu commune généralement décrite chez les patients adultes et qui est extrémement rare chez les nourrissons
et les enfants (9,10).

Virus

Astrovirus Echovirus 8 Papovavirus SV-40 Virus respiratoire syncytial
Calicivirus Echovirus 11 Parainfluenza-1 Rhingvirus 3

Chlamydia trachomatis Echovirus 16 Parainfluenza-2 Rhinovirus 17

(sérotype A) Echovirus 20 Parainfluenza-3 Rhinovirus 25
Coxsackievirus A-9 Echovirus 22 Poliovirus | Rhinovirus 43
Goxsackievirus B-3 Coronavirus humain Poliovirus 1] Rhinovirus 62
Coxsackievirus B-4 Influenza B Paliovirus 1 Rotavirus
Coxsackievirus B-5 Rougeole Regvirus 1 Virus simien (type 2 & 8)
Cytomégalovirus Myxo/Paramyxoviruses SV-5 Reovirus 2 Small Round virus (SRV)
Echovirus 4 Norwalk virus Reavirus 3 Virus varicelle zona

Un échantillon d’urine a été testé par le Premier Adenaclone® - Type 40/41 et a été trouvé négatif.

PRECISION

Variation infer-essais

La précision inter-gssais a été déterminée en diluant des &chantillons adénovirus 40 et adénovirus 41 positifs connus, de fagon & obtenir des valeurs
t'absorbance haute, moyenne et fajble. Ces echantillons dilués ont été testés au cours de 21 tests différents, effectués lors de différents jours par plusieurs
techniciens. La moyenne st le coefficient de variation ont ainsi té détermings,

Adénovirus Type 40 Haut Moyen Faible Négatif
Moyenne 1,456 0,856 0.262 0,042
DS 0,174 0,088 0,025 0,017
Cv 12% 10,3% 9,5% 40,5%
Adénovirus Type 41 Haut Moyen Faible
Moyenne 0,892 0,565 0,193
DS 0,072 0,068 0,019
cv 8,1% 12% 98%

Variation intra-essai

La précision intra-essai a été déterminés en diluant des échantillons adanovirus 40 et adénovirus 41 positifs connus de fagon & obtenir des valeurs
d'absorbance haute, moyenne et faible. Ces échantillons dilués ont stg testés 21 fois au cours d’un seul test et Ia maoyenne et le coefficient de variation ont
&1é détermings.

Adénovirus Type 40 Haut Moyen Faible Neégatif
Moyenne 1,522 0,894 0,193 0,064
0s 0,038 0,038 0,011 0,022
oV 3,8% 4,3% 5.7% 34,3%
Adénovirus Type 41 Haut Moyen Faible
Moyenne 0,924 0,647 0,156
DS 0,086 0,039 0,012
cv 9,3% 6,0% 7.7%



Premier Adenoclone® - Tipos 40/41

Inmunoensayo enzimatico (E1A) para la deteccion de los serotipos 40 v 41 de Adenovirus en muestras de materia fecal humana
Catalogo No. 696006

USO INDICADO
El test Premier Adenoclone® - Tipos 40/41 es un inmunoensayo enzimatico (EIA) para la deteccion cualitativa de los serotipos 40 v 41 de adenovirus
entéricos en muestras de materia fecal humana.

EXPLICACION DEL TEST

Se han identificada 41 tipos de adenovirus humanos, En la mayoria de los casos los adenovirus han sido clasificados en tipos por técnicas de serologia
y electroforesis de ADN. Los virus tienen simetria icosaédrica, carecen de envoltura, contienen ADN y estin compuestos por 252 capsdmeras. El virion
contiene un ndmero de proteinas especificas al género y al tipo. Las proteinas especificas al génaro (grupo) son: la porcidn alfa de la hexona, la base de
pentona, la parcion delta de fa fibra y el polipéptido illa. Las relacionadas con la especificidad de la especie (tipo) son: la porcidn epsilon de la hexona y la
porcion gama de fa fibra. Las relacionadas con ambas, género v tipo. son la proteina principal del niicleo y el polipéptide IX.'! Los anticuerpos monoclonales
especificos del test EIA Premier Adenoclone= - Tipos 40/41 se dirigen contra la porcion de la hexona especifica a los adenovirus tipos 40y 41. En ef test
EIA, los anticuerpos monaclonales especificos al tipo no reaccionan con ningtn otro serotipo de adenovirus.!

Los adenovirus entéricos de tipos 40y 41 son los Uisicos que han sido asociados repetidamente con la gastroenteritis en infantes y nifios pequefios, y es
posible que representen el segundo factor causal de esta enfermedad, después del rotavirus. 2481317 Hasta hace muy poce, estos tipos de adenovirus
s6lo podian ser detectados por microscopia electronica (ME). En la actualidad, pueden detectarse en cultivas de células 293 de Graham, una linea de
células renales humanas embridnicas transformadas por ADN tipo 5 de adenovirus. No obstants, no pueden ser cultivados facilmente en todas las lineas
de células usadas tradicionalmente para aislar adenovirus, por ejemplo, las células Hep-2.5

La identificacion de los adenovirus aislados en cultivo tisular es seguida por la expresion del efecto citopético caracteristico. Generalmente, el efecto
citopdtico ocurre dentro de los 3 a 7 dfas, pero puede tardar hasta 28 dias.”!! Una vez aislado, el virus debe ser caracterizado por anlisis del ADN viral
mediante técnicas con restriccion de endenucleasa, seguidas por electroforesis en gel 8

El Kit del test Premier Adenoclone® - Tipos 40/41 para el andlisis directo de materia fecal es un método répido v especifico para la deteccion de
adenovirus tipos 40 y 41 que elimina la necesidad de los cultivos de tejidos v la tipificacion de ADN por electroforesis.

PRINCIPIOS BIOLOGICOS

El test Premier Adenoclone® - Tipos 40/41 utiliza anticuerpos manoclonales en un inmunoensayo de fase sdlida tipo "sandwich”. Los micropocillos
desprendibles estan recubiertos con un anticuerpo monoclonal dirigido contra el antigeno especifico de grupo para todos los adenovirus humanos
conocidos. A cada pocillo se afiade una aiicuota de la suspension de materia fecal v se incuba simultineamente con [os anticuerpos monoclonales anti-
adenovirus tipos 40 y 41 conjugades con peroxidasa de rdbano. Esto trae come resultado que el antigeno del adenovirus quede en “sandwich” entre la
fase sdlida y el conjugado enzimatico. Después de 60 minutos de incubacidn a temperatura ambiente, se favan los micropocillos de muestras con agua
destilada o desionizada para eliminar la muestra remanente y los anticuerpos marcados con enzimas no ligades. A continuacién, se afiade sustrato
enzimético (peroxido de urea) y cromégena (tetrametilbenzidina) a los micropocillos y se incuban 10 minutos a temperatura ambiente. Todos los conjugados
de enzima ligados gue se encuentran en los micropocillos cambian &l color del sustrato de incoloro a azul.

MATERIALES PROPORCIONADOS

El test Premier Adenoclone® - Tipos 40/41 cantiene material para 48 determinaciones.

Micropacillos (48): recubiertos con anticuerpo monoclonal {murino) contra adenovirus especifico de grupo.

. Dituente de muestras / Control Negativa (50 ml): solucidn salina tamponada con 0,02% de timerosal como agente preservante.

Control Positivo (2,0 mi): adenovirus inactivado (AD41) en tampén con 0,02% de timerosal como agente presarvante.

. Conjugado enzimatico (6ml): peroxidasa de rdbano conjugada a anticuerpos monoclonales (murino) contra adenovirus de tipos 41y 41 en solucién
proteica tamponada con gentamicina y 0.02% de timerosal como agentes preservantes.

. Sustrato, Parte A (Bmi): tampdn de sustrato que contiene perdxide de urea.

- Sustraio, Parte B (Bml): tampén de sustrato que contiene tetrametilbenzidina.

. Solucion de Parada (STOP) {6mi}: contiene dcido sulfdrico 1N. PRECAUCION: evitar el contacto con la piel. S ocurre contacto, lavar con un chorro

de agua

Soporte para tiras de micropocillos (1)

Pipetas de transferencia de muestras (48)

MATERIALES NO PROPORCIONADOS

. Tubos de ensayo de 12 x 75 mm; gradilla para tubos.

. Agua desionizada o destilada.

. Papel absorbents.

. Puntas de pipetas graduadas para dispensar 100 pl v 1000 i (opcionales).

Recipiente para desechos con blanqueador de use doméstico diluido 1:10. Para esterilizar en el autoclave, use un desinfectante con yodaformo.
Lector para plato de micropocillos: capacidad de lectura a 450 nm (opcional).

Dispesitivo para dispensar la solucién de lavado; ej. pipeta multicanal, jeringa con distribuidor, frasco de lavado, etc.

Cronémetro (1 hora minimo).

PRECAUCIONES
1. Este producto es solo para uso diagndstice /n vitro.
2. No pipetee las musstras o les reactivas con la boca. Evite el contacto de los reactivos con la piel lesionada o las membranas mucosas.
3. No fume, coma o beba en el area donde se manejan las muestras o os kil de reactivos.
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- Use guantes desechables para manejar las muestras; livese Jas manos después de terminar el ensayo. Las muestras de pacientes, los controles del
ensayo y todos lo materiales que tengan contacto con éstos elementas deben manipularse siguiendo las pautas de Bioseguridad Nivel 2 recomendadas en
el manual “Biosafety in Microbiology and Biomedical Laboratories” (Rioseguridad en laboratorios de Microbiologia y Biomédica), 1998,

Evite el contacto de la piel con la Solucién de Parada (STOP) (4cido suffirico 1N). Puede causar irritacion y quemaduras. Siocurre contacto, lave con

abundante agua.

. Coloque todos los materiales de ia prueba en un autoclave a 121°C durante una hora coma minimo. Los desechos liguidos puedsen mezclarse con una
dilucion 1:10 de blanqueador de uso doméstico, dejando reposar un minimo de 30 minutos. PRECAUCION: los desechos liquidos que contengan
Solucion de Parada, deben ser neutralizados antes de afiadir ei blanqueador de uso doméstico.

. Evite salpicar o generar aerosoles,

- No use los reactivos Premier Adenoctone® - Tipos 40/41 después de su fecha de caducidad. Cada reactive ha sido optimizado para proporcionar el
maxime desempefio. Si los reactivos son diluidos o adulterados pueden perder sensibilidad. Tiempos de incubacion y temperaturas diferentes a las
especificadas pueden resultar en resultados erraneos.

. No intercambie o mezcle lotes diferentes de reactivos Premier Adenoclone® - Tipos 40/41.

10. Evite la contaminacion microbiana de los reactivos. De o contrario, se obtendrdn resultados erréneos. La contaminacion de las muestras puede

producir resultados errongos.

11. Para cada muestra, control o reactivo, use diferentes pipetas o puntas de pipeta.

12.NO VUELVA A USAR LOS MICROPOCILL 0S.

FRASES DE RIESGO Y SEGURIDAD
SUSTRATO PARTE B: TOXICO - METANOL
FRASES DE RIESGO:
23/25 Taxico por inhalacion e ingestion.
FRASES DE SEGURIDAD:
45 Encaso de un accidente o si siente malestar, procure asistencia médica inmediatamente (si es posible, muestre la etiqueta del producto).

INSTRUCCIONES PARA EL ALMACENAMIENTO

Almacene el kit de reactivos entre 2° y 8°C. Deje que los reactivos alcancen la temperatura ambiente (entre 20° y 30°C) antes de usarlos y regrese el kit al
refrigerador (2° a 8°C) inmediatamente después de cada uso. Vuelva a colocar todos los micropocilles no usados en la bolsa original de papel de aluminio.
Los micropocillos permanecen estables durante la vida Gtil del kit, después de abierto.

SIGNOS DE INESTABILIDAD 0 DETERIORO
Las siguientes condiciones pueden indicar que fos reactivos se han deteriorado:
1. Gualquier evidencia de contaminacion microbiana o demasiada precipitacion.
2. Color azul de las soluciones del sustrato antes de afiadirlas a los micropaociflas.
3. Un valor del contral negativo mayor de 0,150 unidades de absorbancia a 450 nm puede indicar deterioro de los reactivos.
4. Un valor del control positivo menor de 0,3 unidades de absorbancia puede indicar gue los reactivos se han deteriorado.
Si observa cualquiera de las condiciones descritas, contacte el Departamento de Asistencia Técnica al 1-800-343-3858.

MANEJO DE LAS MUESTRAS

Las muestras o hisopos rectales de materia fecal deben recogerse en recipisntes que no contengan medio, agentes preservantes, suero animal o detergentes,
ya que cualquiera de estas sustancias puede interferir con el test Premier Adenoclone® - Tipos 40/41. Cuando se usan hisopos rectales debe tenerse
cuidado de obtener suficiente materia fecal (30 a 50 mg de materia fecal no procesada) para el test.

Las muestras diluidas pueden aimacenarse hasta 3 dias entre 2°C y 8°C sin afectar el desempeno del test. ST es necesario almacenar las muestras no
diluidas durante mas tiempo, se recomienda guardarias a -20°C o menos. No se recomienda congelar y descongelar las muestras més de una vez. De lo
contrario, pueden obtenerse resuitados erréneos. No usar un congelador con descongelacion automatica.

PREPARACION DE LOS REACTIVOS
1. Deje que los reactivos alcancen Ja temperatura ambiente (20°C a 30°C) antes de usarlos.
2. Regrese los reactivos al refrigerador (2°C a 8°C) inmediatamente despugs de cada uso.
3. No permita que fos micropacillos se sequen entre cada paso del test.
4. Prepare un recipiente de descontaminacidn para desechar los reactivos y otros materiales.
5. La reproducibilidad de cualguier test EIA depende, en gran parte, de la minuciosidad del lavado de los micropocillos. Siga cen cuidada les pasos del
procedimiento de lavado recomendado para test de EiA.

PREPARACION DE LAS MUESTRAS
Con una pipeta de transferencia o graduada, afada 1 ml de diluente de muestras a un tubo etiguetado correctamente. Afiada las muestras a los tubos en
la forma siguiente:
1. Materia fecal solida: empaque la muestra hasta la primera marca en una pipeta de transferencia.
2. Materia fecal liquida: aspire fa muestra hasta la primera marca en la pipeta de transferencia.
3. Hisopo rectal: Sumerja el hisopo en un mi de diluente de muestra y mezcle con un movimiento circular para liberar la materia fecal del hisapo.
Presione firmemente el hisopo contra los costados del tubo para escurrir ef Ifquido. Mezcle completamente. No diluya mas esta muestra.
Use la pipeta de transferencia de muestras para afiadir dos gotas (100 w) de materia fecal diluida a cada pocillo.
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PROCEDIMIENTO
Este ensayo deberia ser realizado por personal califfcado acorde con las disposiciones de regulacidn locales para tal finalidad.
1. Desprenda un nomero de micropocillos de Ia tira, suficiente para las muestras vy los controles. Cologue los micropocillos en el soporte para el plato.

Registre la posicion de las mugsiras. .
Afada 2 gotas (100 w) de muestra de materia fecal diluida, control negativo (diluente de muestra) o control positivo al fondo de micropocillos

individuales diferentes.
ARada 2 gotas {100 W) de conjugado enzimatico a cada micropocillo. Mezcle suavemente con movimienta circular sobre fa mesa de trabajo.

n

3.
4. Incube durante 60 5 minutos a temperatura ambiente.
5. Vierta el liquido de los micropocilles en un recipiente apropiado para descartarlo. Invierta el soporte con les micropocillos y saciidalo firmemente

sobre una toalla de papel absorbente para eliminar completamente el liguido de los micropocillos.

Llene todos los micropocillos hasta inundarlos con agua desionizada y vierta el liquido. como hizo en el Paso 5.

Repita el procedimiento de lavado (Pasos 5 y 6) cuatro veces, hasta completar 5 lavados.

Afiada 2 gotas (100 w) de solucidn de Sustrato A (perdxida de urea) a cada pocillo.

. Afiada 2 gotas (100 ) de solucion de Sustrato B (tetrametilbenzidina) a cada pocillo.

10, Incube durante 10 minutos a temperatura ambiente.

11. Después de hacer una lectura y registrar los resultados, deseche los micropocillos usados y la toalla absorbente en un recipiente adecuado para
material de riesgo bioldgico.

Después de incubar la muestra 10 minJtos (Pasc 10) puede hacerse una determinacion visual. La lectura debe realizarse dentro de los 10 minutes. Las

muestras que adquieren un color azul mas intenso gue el del control negativo son positivas. Las muestras que adquieren un color azul de la misma

intensidad o més claro que el control negativn son negativas.

Opcional — Procedimiento espectrofotométrico

Pueden hacerse determinaciones espectrofotométricas afiadiendo 2 gotas (100 w) de solucion de parada (acido sulfirico 1N) a cada micropocilla

después de incubar durante 10 minutos (Paso 10). Dentro de los 60 minutos siguientes, lea ia absorbancia en cada micropocillo @ 450 nm contra un

blanco en aire usando un filtro de referencia (opcional) de >600 nm.

CONTROL DE CALIDAD

El test Premier Adenocione® - Tipos 40/41 se suministra con un control positivo y un control negativo (diluente de muestras) que deben usarse en cada
ensayo. Estos reactivos se utilizan para garantizar el desempefio correcto de los reactivos del kit. El controf positivo debe tener un color definitivamente
azul, con una absorbancia a 450 nm mayor de 0,30 El pocillo de control negative debe ser visualmente incolero v tener una absorbancia a 450 nm menor

de 0,150,
Si los controles positivo y negativo no se desempefian correctamente, contacte al Departamento de Asistencia Técnica al 1-800-343-3858.

INTERPRETACION DE RESULTADOS

1. Determinacion visual:
Todas las muestras con color azul mas intenso aue el del control negativo se consideran positivas. Todas las muestras con color azul de fa misma

intensidad o mas claro que el control negativo se consideran negativas.

2. Determinacion por espectrofotometria:
Las muestras con una absorbancia {Aqsq) igual 0 mayor de 0,150 se consideran positivas. Las muestras con una absorbancia (Aqsp) menor de 0,150

se consideran negativas. A veces. puede producirse un resultado discrepante entre la determinacion visual y la espectrofotométrica para muestras
que tienen un nivel de antigeno bajo. La determinacion espectrofotométrica es mas objetiva v por lo tanto, algo més exacta.
NOTA: en muestras altamente positivas puede formarse un precipitado. Esto no afectara el resultado.

LIMITACIONES DEL PROCEDIMIENTO

El test Premier Adenoclone® - Tipos 40/41 es un test muy especifico v sensible para los antigenos de adenovirus tipos 40 y 41. La ausencia de adenovirus
40 v 41 puede atribuirse a varios factores; por ejemplo. la muestra fue recogida en un momento en que el adenovirus no se manifiesta en el curso de la
enfermedad, o al muestreo o manejo indebidos de la muestra.

El resultado negativo de una muestra de materia fecal no es indicativo de la ausencia de infeccién por adenovirus no entérico en otros fluidos corporales.
Si se sospecha una infeccién respiraioria u oftédlmica, se deben hacer cultivos de muestras provenientes del sitio de la infeccign. Estos cultives deben
confirmarse usando el test Premier Adenoclone® de Meridian Bioscience (Niimero de Catélogo 696007).

Todos los resultados positivos deben ser interpretados con precaucion dado que el adenovirus puede estar latente v recrudecer.2

Puede ocurrir eliminacion asintomatica varios meses después de la infeccion ' Los adenavirus entéricos pueden detectarse en la materia fecal de nifos
que no manifiestan sintomas.'® Los resultados del test deben ser interpretados conjuntamente con la informacién disponible de estudios epidemiol6gicos,
de la evaiuacion clinica del paciente. u otros procedimientos de diagnéstico .12

Si bien la relacion de los adenovirus 40 y 41 con la gastroenteritis estd claramente establecida, también son posibles infecciones concomitantes con otros
pat6genos virales y bacterianos (incluyendo adenovirus no entéricos). Por lo tanto, también deben hacerse pruebas bacterioldgicas para descartar
etiologias de origen bacteriano. EI kit para el diagndstico de rotavirus Premier Rotaclone de Meridian Bioscience (Nimero de Catdlogo 696004) puede
realizarse al mismo tiempo para eliminar la posibilidad de gastroenteritis rotaviral,

Es posible obtener resultados positivos falsas con niveles elevados de S. Aureus que contisne proteina A, tal como la cepa Cowan. La enterocolitis
estafilocdeica es una enfermedad poco comin diagnosticada generalmente en pacientes adultos; y es muy rara en infantes y nifios.®10

VALORES ESPERADOS
La frecuencia de resultados positivos puede variar segun Ia zona geogréfica, el método de recaleccion, manejo y transporie de la muestra, el test utilizado

y la salud de la poblacitn general estudiada.
La frecuencia de infecciones por adenovirus puede variar con el sindrome clinico v la edad del individuo. Se ha informado que aproximadamente ef 5 al

10% de los casos de gastroenteritis viral en infantes y nifios menores de 2 afios es causada por os adenovirus tipos 40 y 41, 236813

[T =



An no se han sstablecido las caracterfsticas de funcionamiento con muestras directas de materia fecal provenientes de neonatos. Cada Jaboratorio debe
determinar la ausencia de resultados positivos falsos antes de hacer un test directo de la materia fecal de neonatos.

CARACTERISTICAS DE FUNCIONAMIENTO

El test Premier Adenoclone® - Tipos 40/41 para el antigeno contra el adenovirus entérico fue evaluado en colaboracion con centros de salud en los
estados de Arizona y Massachusetts de los EE.UL., y Ontario y Manitoba en Canad4. Los resultados fueron comparades con s datos obtenidos por
microscopia electrdnica v luego por téonicas de andlisis de ADN con endonucleasa de restriccion en muestras positivas para adenovirus. Todas las
muestras fueron analizadas con el inmunoensayo enzimético (EIA) Premier Adenoclone® - Tipos 40/41, evaluadas visualmente y luego por
espectrofotometria. Se establecio una correlacion del 100% entre las determinaciones visuales v las espectrofotométricas.

Andlisis de restriccion de ADN y ME
" i

Premier Adenocione®  + 58 3
-Tipos 40/41 EIA - 1 169

Sensibilidad 98%
Especificidad 98%
Concordancia total 98%
LIMITES DE DETECCION
El conteo de particulas de virus en muestras de materia fecal positivas para los adenovirus 40y 41 fue determinado por microscopia electranica. Se
analizaron diluciones seriadas con el test Premier Adenoclone® - Tipos 40/41. Estos resultados demuestran que el test Premier Adenocione® - Tipos
40/41 es suficientemente sensible para detectar conteos de particutas de adenovirus tan bajos como 104 por ml.

Conteo de particulas del virusAdenovirus 40 (Agsg)  Adenavirus 41 {A4gp)

2x108 2.0 —
1x108 520 >2.0
5x 1055 >2.0 >2,0
25x%10 >2,0 2,0
125x% 108 1,510 >2.0
6.25x 104 1,001 2.0
31 %104 0,595 1,445
1,6x104 0,307 0,781
8x103 0,167 0.425
4x%108 0,108 0.219
2x103 — 0,142

REACTIVIDAD CRUZADA
I. Subgrupos de adenovirus no entérico: se analizd el sobrenadante de un cultivo de Adenavirus con resultado citopatico equivalente a tres cruces (3+)
con el test Premier Adenoclone® - Tipos 40/41. Los datos no revelan reactividad cruzada con este test.
FAVOR DE OBSERVAR: Los sobrenadantes de cultivos CPE no son muestras aprobadas para usar con este producto. La informacién que se obtenga
de las pruebas con filtrados de cultivos que se cita aqui se ofrece solamente con fines informativos. No utilice los sobrenadantes de cultivos para
verificar especificidad o sensibilidad.

Premier Premier
Adenoviruses Adenocione® Adenoclone®
-Tipos 40/41 Especifico al grupo*
Subgrupo  Tipo (Aasp) (Aaso)
A 12 0,043 >3,0
A 18 0,042 >3,0
A 31 0,037 »3.0
B 3 0,050 >3.0
B 7 0,061 »>3,0
B 21 0,027 >3,0
i 1 0,042 >3,0
C 2 0.041 >3,0
C ] 0,039 >3,0
D 22 0,030 >3,0
D 37 0,033 >3,0
D 39 0,035 >3,0
E 4 0,047 >3,0
Control negativo 0,049 0,060
Control positivo 1,071 0,580

" Los subgrupos de adenovirus fueron analizados con el test especifico de grupo EIA Premier Adenoclone® de Meridtan Bioscience (Nimero de Catdlogo
686007) que detecta todos los 41 tipos de adenovirus humanos para demostrar la presencia de adenovirus.
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Il Microorganismos y virus: patogenos intestinaies comunes y otros organismos gue pueden estar presentes en la materia fecal, se analizaron con el
test Premier Adenoclone® Tipos 40741 sin svidencia de reactividad cruzada

Microorganismos

Acholeplasma laidlawii Enterabacter aerogenes Mycoplasma hominus Pseudomonas aeruginosa
Campylobacter laridis Enterobacter cloacae Mycoplasma hyorhinis Salmonella dysenteria
Campyiobacter fetus Escherichia coli Mycoplasma orale Serratia marcescens

Candida albicans Klebsiella pneumoniae Mycoplasma pneumoniage Shigella sonnei

Clostridium difficile \iycoplasma arginini Proteus mirabilis Staphylococcus aureus* (Cowan)

* Es posible obtener resultados positivos falsos con niveles elevados de S. Aureus que contiene proteina A, tal como la cepa Cowan. La enterocolitis
estafiloccica es una enfermedad poco comin diagnosticada generalmente en pacientes adultos: es muy poco frecuente en infantes y nifios.210

Virus

Astrovirus Echovirus 8 Papovavirus SV-40 Sincitial respiratorio
Calicivirus Echovirus 11 Parainfluenza-1 Rhinovirus 3

Chlamydia trachomatis Echovirus 16 Parainfluenza-2 Rhinavirus 17

{serotipo A) Echovirus 20 Parainfluenza-3 Rhinovirus 25
Coxsackigvirus A-9 Echovirus 22 Poliovirus | Rhinovirus 43
Coxsackigvirus B-3 Human Coronavirus Poliovirus 11 Rhinovirus 62
Coxsackievirus B-4 influenza B Poliovirus 11l Rotavirus
Coxsackievirus B-5 Del Sarampion Reovirus 1 “Foamy” del simio (tipos 2y 8)
Cytomegalovirus Myxo/Paramyxaviruses SV-5 Reovirus 2 Small Round virus (SRV)
Echovirus 4 Norwalk virus Reavirus 3 De la varicella zoster

Se analizd una muestra de orina con el test Premier Adenoclone® Tipos 40/41 y se obtuvo un resultado negativo.

PRECISION DEL TEST

Variabilidad entre prueba y prueba

La precisién entre prueba y prueba fue determinada diluyendo muestras positivas con cantidades conocidas de los adenovirus 40 y 41 hasta obtener
valores de absorbancia altos, medios v bajos. Estas muestras diluidas se analizaron en 21 ensayos diferentes y por més de un operador en diferentes dias,
v se determinaron la media y el coeficiente de variacion.

Adenovirus Tipo 40 Aito Medio Bajo Negativo
Media 1,456 0,856 0,262 0,042
DE. 0,174 0,088 0,025 0,017
C.v. 12,0% 10,3% 9,5% 40,5%
Adenovirus Tipo 41 Alto Medio Bajo
Media 0,892 0,585 0,193
D.E. 0,072 0,068 0,019
C.V. 8.1% 12,0% 9,8%

Variabilidad dentro de la misma prueha

La precisién dentro de la misma prueba fue determinada diluyendo muestras positivas para los adenovirus 40 y 41y con cantidades conocidas de virus
hasta obtener valores de ahsorbancia altos, medios y bajos. Estas muestras diluidas se analizaron 21 veces dentro del misma ensayo y Se determinaron
la media v el cosficiente de variacion.

Adenavirus Tipo 40 Alto Medio Bajo Negativo
Media 1,522 0,894 0.193 0,064
DE 0,038 0,038 0,011 0,022
G\ 3,8% 4.3% 57% 34,3%
Adenovirus Tipo 41 Aito Medio Bajo
Media 0,924 0,647 0,156
D.E. 0,086 0,039 0,012
C.V. 5,3% 6.0% 7.7%
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| DEUTSCH | Premier Adenaclone® - Typ 40/41

ELISA zum Nachweis der Adenovirus Serotypen 40 und 41 in humanen Stuhlproben
Best. Nr. 696006

EINSATZGEBIET
Premier Adenoclone® Typ 40/41ist ein Enzymimmunoassay (ELISA) zum qualitativen Nachweis der im Darm befindlichen Adenovirus Serotypen 40 und
41 in humanen Stuhlproben.

ERKLARUNG

Es gibt 41 bekannte Typen von humanpathogenen Adenoviren, die vorrangig serologisch oder durch DNA-Elektrophorese Kassifiziert sind. Die Viren sind
unbehlite, DNA-haltige lkosaeder, die sich aus 252 Kapsomeren zusammensetzen. Das Virion enthilt eine Anzahl von Gattungs- und Typ-spezifischen
Proteinen; zu den Gattungs-(Gruppen-)spezifischen Proteinen gehdren der alpha-Teil des Hexon, die Penton-Basis, der Delta-Teil des Geriists und Palypetid
Illa. Jene. die mit der Spezies (Typ) Spezifitit verkniipft sind, sind der Epsilon Teil des Hexons und der Gamma Teil des Geriists. Solche, die sowohl
Genus- als auch Typ-spezifisch assoziiert sind. sind das Haupt Core Pratein und das Polypeptid 1X (11). Die monoklonalen Antikérper im Premier
Adenoclone® Typ 40/41 spezifischen ELISA sind gegen den typ-spezifischen Teil des Hexon der Adenoviren Typ 40 und 41 gerichtet. Die typ-spezifischen
monoklonalen Antikdrper reagieren nicht mit anderen Adenovirus Serotypen 1)

Die Adenoviren Typ 40 und 41 im Darm sind dle einzigen Adenoviren, die bestandig mit Gastroenteritiden bei Kleinkindern und Kindern assoziiert werden,
und stellen damit die zweit haufigste Ursache von Gastroenteridien nach den Rotaviren dar (2-4, 8, 13-17). Bis vor kurzem konnten diese Viren nur im
Elektronenmikroskop (EM) nachgewiesen werden. Jetzt kbnnen die Typen des Adenovirus durch Kultivierung auf Graham 293 Zellen, einer humanen
embryonalen Nieren Zelfinie, die durch Adenovirus Typ 5 DNA transformiert wurde, nachgewiesen werden, eine vollstdndige Kultiverung kann jedoch nicht
aut Zellen erzielt werden, die traditionell fiir die Isolierung von Adenoviren verwendet werden, wie 7.B. Hep-2 Zellen (5). Die Identifizierung von Adenovirus
in der Zellkultur erfolgt durch das Erscheinen des charakteristischen Zytopathischen Effekts (GPE). im Allgemeinen zeigt sich der GPE innerhalb von 3-7
Tagen. es kann jedoch auch bis zu 28 Tagen dauern (7,11). Wenn das Virus isoliert ist, muf eine weitere Charkterisierung der Virus ONA durch Verdau mit
Restriktionsenzymen und anschlieBender Gelelektrophorese erfoigen.

Der Premier Adenoclone® Typ 40/41 Testkit fiir den Direktnachweis in Stuhlproben ist ein schneller und spezifischer Test fir den Nachweis von Adenovirus
Typ 40 und 41 und eliminiert die Notwendigkeit von Zellkultur und Typisierung durch DNA Elektrophorese.

TESTPRINZIP

Premier Adenoclone® Typ 40/41verwendet monoklonale Antikérper und ist ein Festphasen-Sandwich-ELISA. Mikrotiter-Kavitdten zum Auseinanderbrechen
sind mit einem moncklonalen Antikorper beschichtet, der gegen die Gruppen spezifischen Antigena von allen bekannten Human Adenoviren gerichtet ist.
Ein Aliquot der fikalen Suspension oder der unverdiinnten Zellkultur-Flissigkeit wird in eine Kavitit gegeben und gleichzeitig mit monoklonalen anti-
Adenovirus Typ 40 und 41-AntikGrper, der mit Meerrettich-Peraxidase konjugiert ist, inkubiert. So entstent ein ,Sandwich®, bei dem das Adenovirus-
Antigen zwischen dem Festphasen-Antikorper und dem Enzym-gebundenen Antikdrper eingeschlossen ist. Nach 60 Minuten Inkubation bei Raumtemperatur,
werden die Kavitaten mit gereinigtern Wasser gewaschen, um ungebundenes Probenmaterial und (Uberschissige Enzym-markierte Antikérper zu entfernen.
Enzym-Substrat A (Harnstoffperoxid) und Substrat B (Tetramethylbenzidin) werden in die Kavitdten gegeben und 10 Minuten bei Raumtemperatur inkubiert.
Gebundenes Enzym-Konjugat in den Kavititen verwandelt das farblose Substrat in ein blaves Produkt.

MITGELIEFERTE MATERIALIEN
Premier Adenoclone® Typ 40/41enthiit 48 Tests,

1. 48 Mikrotiter-Kavitdten beschichtet mit einem monoklonalen Gruppen-spezifischen anti-Adenavirus Antikarper aus Mausen.

2. 50 ml Proben-Verdinnungspuffer / Negativ-Kontrolle: Phosphat-gepufferte isotone Kochsalziésung mit 0,02% Thiomersal als Konservierungsmittel

3. 2ml Positiv-Kontrofle: inaktiviertes Adenovirus (AD41) in Puffer mit 0,02% Thiomersal als Konservierungsmittel

4. 6ml Enzym-Konjugat: mit Meerrettich-Peroxidase konjugierte monoklonale anti-Adenovirus Typ 40 und 41 Antikérper aus Mausen in einer gepufferten
Proteiniosung mit Gentamicin und 0,02% Thiomersal als Konservierungsmittel

5. 6ml Substrat A: Substrat-Puffer, enthdlt Harnstoffperaxid

6. 6ml Substrat B, Lésung mit Chromogen, enth&lt Tetramethylbenzidin (TMB)

7. 6ml Stopp-Lasung: enthdlt 1 N Schwefelsdure, Vorsicht: Hautkontakt vermeiden, bei Hautkontakt mit Wasser spilen.

8. Halter fir Mikrotiter-Kavitdten

9. 48 Transfer-Pipetten fiir Proben

ZUSATZLICH BENOTIGTE MATERIALIEN

Reagenzrohrchen (12 x 75 mm)

Deionisiertes oder destilliertes Wasser

Papierticher

Prazisions-Mikropipettenspitzen fir 100 oder 1000w (wahlweise)

Abfallbehalter mit einer 1:10 Verdnnung von Haushaltsbleichmittel, zum Autoklavieren ein Jod-haltiges Desinfektionsmitiel verwenden.
. ELISA-Plattenphotometer fir Extinktionsmessungen bei 450nm (wahlweise)

. Multikanal-Pipette, Mehrfach-Spritze, Waschflasche oder andere Hilfsmittel zum Einfilllen der Waschlgsung

. Stoppuhr (mindestens fir 1 Stunde)

VORSICHTSMASSNAHMEN
1. Nur zur fn vitro Diagnostik.
2. Praben oder Reagenzien nicht mit dem Mund pipettieren. Kontakt mit verletzter Haut oder Schleimhiuten vermeiden.
3. In den Bereichen. in denen mit den Proben oder den Test-Reagenzien gearbeitet wird, nicht rauchen, essen oder trinken.

PNOO L
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4. Einmal-Handschuhe wahrend Gas Unigangs init Proben iragen und die Hande nach Abschiull des Tests waschen. Patienten-Proben, Test-Kontrollen
und alle Materialien, die mit thnen in Beruhrung kommen, sollten nach den Biosatety Level 2 -Empfehlungen des CDC/NIH Handbuchs "Biosafety in
Microbiology and Biomedical Laboratories” (1988) gehandhabt werden.

5. Hautkontakt mit der Stopp-Lésung vermeiden (1M Schwefelsdure). Sie kdnnte Irritationen und Verdtzungen verursachen. Fails es zu einem Kontakt
kommt, mit Wasser spillen.

6. Vor der Entsorgung aile Materialien, die wahrend des Tests benutzt wurden, mindestens eine Stunde bei 121°C autokiavieren. Fliissig-Abfall kann
entsorgt werden, nachdem er mindestens 30 Minuten mit einer 1:10 Verdiinnung von Haushaltbleichmittel gemischt wurde,

VORSICHT: Fliissigabfall, der Stopp-Losung enthdlt. muB neutralisisert werden, bevor er in Haushaltsbleichmittel gegeben wird.
7. Vermeiden Sie jedes Verspritzen oder Zerstauben.
8. Premier Adenoclane® Typ 40/41 Reagenzien nach Ablauf des Haltbarkeitsdatum nicht mehr verwenden. Jedes Reagenz ist in seiner Konzentration

und Zusammensetzung optimiert worden. Verdinnung oder Verfremdung dieser Reagenzien kann zu einem Verlust der Sensitivitdt flihren. Von den
Angaben abweichende Inkubationszeiten und Temperaturen kinnen falsche Ergebnisse zur Folge haben.
9. Reagenzien von Premier Adenaclone® Typ 40/41mit unterschiedlicher Chargennuminern soliten nicht ausgetauscht eder gemischt werden.
10. Mikrobiellen Befall der Reagenzien vermeiden, er konnte die Eroebnisse verfalschen. Die Kontamination der Praben kann zu falschen Ergebnissen fithren.
11. Flr jede Probe, Kontrolle oder jedes Reagenz sollten gesonderte Fipetten oder Pipetten-Spitzen verwendet werden.
12. Mikrotiterkavitdten nicht wiederverwenden.

GEFAHREN- UND SICHERHEITSANGABEN
Substrat Losung Teil B: GIFTIG — METHANOL
Gefahrenangaben:
23/25  Giftig beim Einatmen und Schiucken
SICHERHEITSANGABEN:
45  Im Ungiiicksfall oder falls Sie sich unwonl fihlen, begeben Sie sich unter &rztliche Kontrolle (zeigen Sie das Etikeft wenn magli ch)

LAGERUNG

Lagern Sie die Test-Reagenzien bei 2-8<C. Yor dem Gebrauch die Test-Reagenzien auf Raumtemperatur bringen und nach Gebrauch sotort wieder auf 2-
8°C abkiihlen. Mikrotiterplatten im Beutel befassen bis er Raumtemperatur erreicht hat. Alle unbenutzien Mikrotiter-Kavitdten in den Originalbeutel zuriicklegen.
Nach dem Offnen sind die Mikrotiter-Kavitdten stabil wahrend der gesamten Haltbarkeitsdauer des Test-Kits.

HANDHABUNG DER PROBEN

Stuhlproben eder Rektalabstriche sollten in GefdBen gesammelt werden. die kein Nahrmedium, Konservierungsmittel, Tierserum oder Detergenzien
enthalten, da diese Zusitze mit dem Premier Adenacione® Typ 40/41 Test beintrichtigen kdnnen.

Bei rektalen Abstrichen sollte darauf geachtet werden. dall geniigend fakales Material (30-50 mg reiner Stuhl) abgenommen wird. Verdiinnte Proben
konnen bis zu 3 Tagen bei 2-8°C gelagert werden, ohne den Test zu beieinflussen. Fiir die Dauerlagerung wird empfohlen, die Proben unverdiinnt bei —
20°C und kalter zu lagern. Vermeiden Sie wiederholtes Einfrieren und Auftauen der Proben, da dies zu fehlernaften Ergebnissen fihren kann. Proben nicht
in einem selbstabtauenden Gefriergerat lagern,

VORBEREITUNG DER REAGENZIEN
1. Alle Reagenzien vor Gebrauch auf Raumtemperatur bringen (20-30°C).
2. Sofort nach Gebrauch alle Reagenzien wieder auf 2-8°C abkiihlen.
3. Zwischen den Arbeitsschritten die Kavitdten nicht austrocknen lassen.
4. Ein Desinfektions-Gefdl zur Entsorgung von Reagenzien und Materialien bereitstellen.
5. Die Reproduzierbarkeit eines jeden ELISA ist stark von der Gieichtdrmigkeit des Waschens der Mikrotiter-Kavitdten abhangig. Beachten Sie die in der
Anleitung empfohlenen Waschschritte genau.

VORBEREITUNG DER PROBEN
1ml Proben-Verdinnungsputfer mit einer Transter-Pipette in ein sorgfiltig beschriftetes Rohrechen geben. Die Proben wie folgt dazugeben:
1. Fester Stuhl: Probe bis zur ersten Markierung in die Transfer-Pipette dricken {siehe Abbildung unten).
2. Flissiger Stuhl: Prabe mit der Transfer-Pipette bis zur ersten Markierung hochziehen (siehe Abbildung unten).
3. Rektaler Abstrichtupfer. Tupfer in 1ml Proben-Verdiinnungspuffer quirlen, so daf das fikale Material gelfist wird. Flissigkeit aus dem Tupfer durch
festes Drucken an die Wand des Rohrchens auspressen. Sorgféltip mischen. Nicht weiter verdtinnen.
Probe in 1ml Probenverdiinnungspuffer durch heftiges Aufziehen und wieder Ausdriicken der Losung aufsuspendieren, bis gine weiter zu verarbeitende
Losung enisteht

Pipeta de transferencia de muesiras
Diluente Muestra

C et

TESTDURCHFUHRUNG
Dieser Test solite nur von gualifiziertem Personal unter Beriicksichtigung der jeweiligen regulatorischen Bestimmungen durchgefihrt werden.
1. Eine ausreichende Zahl von Kavitdten fur Proben und Kontrollen abhrechen und in den Halter fiir die Kavititen einsetzen, Die Platze der Proben notieren.
2. Je 2 Tropten (100ml) von der verdinnten fakalen Probe, der Positiv- und der Negativ-Kontrolle (Proben-Verdiinnungspuffer) auf den Boden der
Kavitdten geben.
3. In jede Kavitat 2 Tropfen (100ml) Enzym-Konjugat geben. Durch vorsichtiges Bewegen auf der Tisch-Oberfldche mischen.
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4. Bei Raumtemperatur 60 + 5 Minuten inkubieren.
5. Die Fliissigkeit aus den Kavitten in einen Abfallbehalter auskippen. Den Kavitdten-Halter umgedrent auf Papiertiichern kriftig ausklopfen, um sicher
zugehen, daf die Filssigkeit vollstandig aus den Kavititen entfernt wurde.

6. Alle Kavitéten bis zum UberflieBen mit deionisiertem Wasser fiillen und die Fliissigkeit wie in Schritt 5 ausgiefen.

7. Den Waschvargang (Schritt 5 und 6) vier weitere Male durchfiihren (insgesamt aiso 5 Waschvorgange).

8.2 Tropten (100ml) Substrat A in jede Kavitat geben.

9. 2 Tropfen (100mI) Substrat B (TMB) in jede Kavitat geben.

10.10 Minuten bei Raumtemperatur inkubieren.

11. Nach dem Ablesen und Notieren der Ergetnisse die benutzten Kavitéten und das benutzte Papier als potentiell pathogen entsorgen.
Das Ablesen des Ergebnisses mit blofiem Auge ist nach den 10 Minuten Inkubation in Schritt 10 innerhalb von 10 Minuten maglich. Proben mit einer
Blaufdrbung, die dunkier als die der Negativ-Kontrolie ist, sind positiv. Proben, die die gleiche oder eine schwichere Blauférbung als die Negativ-Kontrolle
aufweisen, sind negativ.

WAHLWEISE: SPEKTROPHOTOMETRISCHE AUSWERTUNG

Spekirophotometrische Auswertungen k8nnen durchgefiihrt werden, indem 2 Tropfen (100u) Stopp-Lasung (Schwefelsdure) in jede Kavitit nach der
inkubation von Schritt 10 gegeben werden. Die Extinktion jeder Kavitat wird bei 450nm (gegebenenfalls mit einem Referenzfilter >600nm) nach einem
Abgleich gegen Luft innerhalb von 60 Minuten abgelesen.

QUALITATSKONTROLLE

Premier Adenoclone® Typ 40/41 wird mit einer Positiv-Kontrolle und einer Negativ-Kontrolle (Proben-Verdiinnungspuffer) geliefert, die bei jedem Testlaut
mitgefiihrt werden miissen. Diese Reagenzien werden eingesetzt, um die Funktionsfihigkeit der Test-Reagenzien sicherzustellen. Die Kavitit der Positiv-
Kontrolle solite deutlich blau sein mit einer Extinktion >0,30 bei einer Welleniznge von 450nm. Die Negativ-Kontrolle darf keine Sichtbare Farbe haben, die
Extinktion muB <0,150 bei einer Wellenlange von 450nm sein.

Wenn die Ergebnisse der Positiv- und Negativ-Kontroile des Test-Kits nicht wie erwartet ausfallen, setzen Sie sich mit Meridian Bioscience in Verbindung.

INTERPRETATION DER ERGEBNISSE

1. Auswertung mit dem bloBen Auge: jede Probe mit einer blaven oder im Vergleich zur Negativ-Kontrolle intensiveren Farbe wird als positiv betrachtet.
Jede Probe mit einer Farbe, die im Vergleich zur Negativ-Kontrolle gleich oder weniger intensiv gefirbt ist, wird als negativ betrachtet,

2. Spektrophotometrische Bestimmung: Proben mit einem Extinktionswert [Aaso) > 0,150 werden als positiv betrachtet. Proben mit elner Extinktion <
0,150 werden als negativ betrachtet. Bei Proben mit geringen Antigen-Mengen konnen die Ergebnisse aus der spektrophatometrischen Bestimmung
gelegentlich von den Auswertungen mit bioBem Auge abweichen. Die spektrophotometrische Bestimmunyg ist die objektivere und daher die etwas
genauere Methode.

ACHTUNG: in stark positiven Proben kiinnen sich Niederschlége bilden. Dies beeinfluBt die Ergebnisse nicht.

EINSCHRANKUNGEN

Premier Adenoclone® Typ 40/41 ist hochspezifisch und -sensitiv fiir Adenovirus-Typ 40 und 41 Antigen. Ein Mifilingen des Nachweises kann bedingt sein
durch Faktoren wie einem unginstigen Zeitpunki der Probennahme oder einer falschen Probennahme oder -Handhabung.

Durch ein negatives Ergebnis bei Stuhlproben kann eine Infektion anderer Korperflissigkeiten mit nicht-intestinalen Adenoviren nicht ausgeschlossen
werden, Bei Verdacht aut Infektion des Atmungstraktes oder der Augen sollten Proben vom Infektionsort in Kultur genommen und mit Premier Adenoclone®
(Katalog Nummer 696007) bestitigt werden.

Alle positiven Ergebnisse miissen vorsichtig interpretiert werden, da Adenoviren zur Latenz und zu Rezidiven fahig sind {12). Asymptomatisches Shedding
kann bis zu Monaten nach der Infektion andauern (13). Intestinale Adenoviren kénnen im Stuhl ven Beschwerde-freien Kindern gefunden werden (13). Die
Testergebnisse sollten in Zusammenhang mit den Informationen aus epidemiologischen Studien, klinischen Erhebungen oder anderen diagnostischen
Verfahren interpretiert werden (12).

Wihrend der Zusammenhang zwischen Adenovirus 40/41 und Gastroenteritiden allgemein bekannt ist, sind Begleitinfektionen mit anderen viralen und
bakteriellen Keimen ( die nicht-intestinalen Adenoviren eingeschiossen) moglich. Daher sollten bakteriglogische Tests parallel zu diesem Test durchgefihrt
werden, um eine bakteriologische Atiologie auszuschlieBen.

Der Einsatz von Premier Rotaclone® kann parallel durchgefiihrt werden, um eine Rotavirale Gastroenteritis auszuschlieen.

Falsch positive Ergebnisse kannten bei einer hohen Konzentration eines S. aureus mit Protein A (z.B. des Cowan Stamma) auftraten. Die Staphylokokken-
Enterokolitis ist eine ungewahnliche Erkrankung, die hauptsachlich bei Erwachsenen und nur extrem selten bei Sauglingen und Kindern (3, 10) beobachtet wurde.

ERWARTETE WERTE

Die Haufigkeit von positiven Ergebnissen kann unterschiedlich austallen, und zwar in Abhéngigkeit von geographischem Standort, Probennahmemethods,
Handhabung und Transport, angewandtem Test und den allgemeinen gesundheitsspezitischen Bedingungen des untersuchten Patientenkolleidivs.

Die Haufigkeit des Vorfiegens von Adenovirus-Infektionen schwankt Je nach Klinischem Syndrom und Alter der betreffenden Person. Berichten 2ufolge
werden ca. 5 bis 10% aller Félle von Viren-Gastroenteritis bei Kleinkindern und Kindern unter 2 Jahren von Adenoviren der Typen 40 und 41 verursacht(?,
4,6,8.13).

Die Leistungsmerkmale fiir Direkttests an Neonatal-Stuhtproben sind noch nicht vollstdndig ermittelt. Vor Direkttests an Neonatal-Stunlproben ist die
Abwesenheit falschlicherweise positiver Ergebnisse von jedem einzelnen Labor zu ermittein.

LEISTUNGSMERKMALE

Premier Adenoclone®- Typ 40/41 fiir Antigen-Tests auf enterische Adenoviren wurde in Zusammenarbeit mit Einrichtungen in Arizona {USA), Massachusetts
(USA), Ontario (Kanada) und Manitoba (Kanada) getestet. Die Ergebnisse wurden mit den anfdnglichen Elektronenmikroskop-Ergebnissen und der
anschliefenden DNS-Endenuklease-Restriktionsanalyse von Adenovirus-pesitiven Proben verglichen. Sémtiiche Proben wurden mit dem EIA Premier
Adenoclone® - Typ 40/41 getestet und visuell beurteilt und anschliefend spekiralphotometrisch bestimmt. Es gab eine 100-%ige Korrelation zwischen
den visuellen und spektralphotometrischen Bestimmungen.
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EM/DNS-Restriktionsanalyse
3 &

Premier Adenoclone®  + 58 3
-Typ 40/41 EIA = 1 169

Empfindlichkeit 98%
i Speaifitdt 98%
Gesamt-Ubereinstimmung 98%

NACHWEISGRENZEN

Per Elektronenmikroskop wurden die Virus-Partikelzahten von Stuhlproben, die bekanntermaBen Adenovirus 40 und 41 enthielten, ermittelt. Serielle
Verdiinnungen wurden mit dem Premier Adenoclane® - Typ 40/41 getestet.

Diese Ergebnisse zeigten, daB sefbst geringe Adenovirus-Partikelzahlen von 104 pro ml mit dem Premier Adenoclone® - Typ 40/41 nachweisbar sind.

Virus-Partikelzahl Ad 40 (A5p) Ad 41 (Ag50)
2x 108 >2,0 -
1% 108 >2.0 >2,0
5x%10° 2,0 - 20

2,5x108 52,0 >2,0
1,25 x10° 1,510 >2,0
6,25 x 10¢ 1,001 >2,0
3.1 x 104 0,595 1,445
16x 104 0,307 0,781
8x10° 0,167 0,425
4x10° 0,108 0,219
2x103 - 0,142

KREUZREAKTIVITAT
I. Nicht-enterische Adenovirus-Subgruppen: Adenovirus 3 + CPE-Kulturiiberstédnde wurden mit dem Premier Adenoctone® - Typ 40/41 getestet. Die
Daten zeigten keine Kreuzreaktivitdt mit dem Premier Adenoclone® - Typ 40/41.
BITTE BEACHTEN: Die Untersuchung von CPE-Kulturliberstanden mit diesem Produkt ist nicht zugelassen. Die hier angegebenen Daten ber
Untersuchungen von Kulturfiltraten dienen ausschlieBlich zur information. Kulturiiberstande diirfen nicht zur Uberpriifung der Spezifitit und Sensitivitit
verwendet werden.

Premier Premier
Adenovirus Adenoclone® Adenocione®
-Typ 40/41 Gruppenspezifisch

Subgruppe  Typ (Aqsn) (Aqsa)
A 12 0,043 >30

A 18 0,042 >3,0

A kal 0,037 >3,0

B 3 0,050 »3,0

B I 0,061 >3,0

B 2 0,027 >3.0

C 1 0,042 >3,0

Y 2 0,041 >3,0

C 8 0,039 -3,0

1] 22 0,030 >3,0

D 37 0,033 >3.0

D 39 0,035 >3,0

E 4 0,047 >3.0
Negativ-Kantrolle 0,048 0,060
Positiv-Kontrolle 1,071 0,580

“Die Adenovirus-Subgruppen wurden mit dem gruppenspezifischen EIA Premier Adenoclone™ (Best.-Nr. 896007) von Meridian Bioscience getestet, mit
dem alle 41 Typen der Human-Adenoviren nachweisbar sind, um das Vorliegen von Adenaviren zu belegen.

[I. Mikroorganismen und Viren: Ubliche Darm-Pathogene und sonstige. gelegentlich im Stuhl voriiegende Organismen wurden mit dem Premier
Adenoclone® - Typ 40/41 getestet: die Tests zeigten keine Kreuzreaktivitat.
Mikroorganismen

Acholeplasma faidiawii Enterobacter aerogenes Mycoplasma hominus Pseudomonas aeruginosa
Campylobacter laridis Enterobacter cloacae Myﬂﬁpf&sm& hyorhinis Salmanefla dysenteria
Campylobacter fetus Escherichia coli Nycoplasma orale Serratia marcescens

Cand/da albicans Klebsiella pneumoniae ycoplasma pneumoniae Shigelia sonnei

Clostridium difficile Mycoptasma arginini Proteus mirabilis Staphylococeus aureus* (Gowan)
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"Félschiicherweise positive Ergebnisse
Staphylokokken-Enterokaiitis st eine sel

extrem selten ist(9,10).

Viren

Astrovirus
Calicivirus
Chlamydia trachomatis
(Serotyp A)
Coxsackievirus A-9
Coxsacklevirus B-3
Coxsackievirus B-4
Caxsackievirus B-5
Cytomegalovirus
Echovirus 4

Eine Urinprobe wurde mit dem Premier Adenoclone® - Typ 40/41 getestet und als negativ befunden.

ASSAY-PRAZISION
Inter-Assay-Abweichung

Die Inter-Assay-Pézision wurde durch Verdiinnung von Proben, die bekanntermaBen
der hohen, mittleren und niedrigen Extinktionswerte ermittelt. Di
in 21 verschiedenen Assays getestet, und es wurde der Mittelwe

Adenovirus, Typ 40

Echovirus 8
Echevirus 11
Echovirus 16
Echovirus 20
Echovirus 22
Human-Coronavirus
Infiuenza B

Masern

Myxoviren-Paramyxoviren SV-5

Norwalk-Virus

Hoch

Mittelwerl 1,456
S

VK
Adenavirus, Typ 41

0,174
12,0%

Hoch

Mittelwert 0,892
5

VK
Intra-Assay-Abweichung

Die Intra-Assay-Prézision wurde durch Verdlinnung von Proben, die bekanntermalen fiir A
der hohen, miltleren und niedrigen Extinktionswerte ermittelt. Diese v

0,072
8,1%

Mittel
0,856
0,088
10,3%

Mittel
0.565
0,068
12,0%

wurde der Mittelwert und der Variationskoegffizient bestimmt

Adenovirus, Typ 40

Hoch

Mittelwert 1,522
5

WK
Adenovirus, Typ 41

0,038
3.8%

Hoch

Mittelwert 0,924
S

VK

0,086
9,3%

Mittel
0,894
0,038
4,3%
Mitted
0,647
0,038
6,0%

Papovavirus SV-40

Parainfluenza-1
Parainfluenza-2
Parainfluenza-3
Paliovirus |
Poliovirus 11
Poliavirus 111
Reavirus 1
Reovirus 2
Reovirus 3

Niedrig Negativ
0,262 0,042
0,025 0,017
8.5% 40,5%
Niedrig

0.193

0,018

9.8%

Niedrig Negativ
0,193 0,064
0,011 0,022
5,7% 34,3%
Niedrig

0,156

0,012

7%
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kannen bel hohen Konzentrationen an S. aureus mit Protain A (wie bspw. dem Cowan-Stamm) auftreten.
tene Erkrankung, die normalerweise bei erwachsenen Patienten anzutrefien und bei Kleinkindern und Kindern

RS-Virus

Rhinovirus 3

Rhinovirus 17

Rhinavirus 25

Rhinovirus 43

Rhinovirus 62

Rotavirus

Simian Foamy Virus (Typen 2 und 8)
“Small Round Virus” (SRV)
Varicella-Zoster-Virus

fiir Adenovirus 40 und Adenovirus 41 positiv waren, und Bestimmung
ese verdlnnten Proben wurden an verschiedenen Tagen von mehreren Labortechnikern
1t und der Variationskoeffizient bestimmt.

denovirus 40 und Adenovirus 41 positiv waren, und Bestimmung
erdinnten Proben wurden im Rahmen eines einzigen Assays 21 Mal getestet, und es
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