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Premier™ Adenoclone®

EIA for the Direct Detection of Adenovirus Antigen in Human Fecal Specimens and
for the Confirmation of Adenovirus in Cell Culture

Catalog No. 696007 For /n vitro diagnostic use only.

INTENDED USE
Premier™ Adenoclone is an Enzyme Immunoassay (EIA) for the qualitative detection of human adenoviruses directly from stool specimens and confirms the
presence of adenovirus in cell culture isolates from respiratory, ophthalmic or enteric Specimens.

SUMMARY AND EXPLANATION OF THE TEST

Human adenoviruses censist of 41 known types, classified primarily by serology and DNA electraphoretyping. The viruses are nonenveloped, DNA-cantaining icosahedrons
composed of 252 capsomers. The virion contains a number of proteins associated with genus and type specificity. Those associated with genus (group) specificity are
the alpha portion of the hexon, the penton base, the delta portion of the fiber and polypeptide llla. The monocional antibody in Premier Adenaclone is against the
group-reactive hexon antigen shared by human, simian, canine, porcine, murine and bovine adenoviruses. This monacional antibody has been shown to react with all
471 human adenovirus types by EIA (1),

Adenaviruses may cause a variety of clinical illnesses in humans, including respiratory (acute fehrile pharyngitis, pharyngoconjunctival fever, acute respiratory
disease, pneumonia), ocular (epidemic keratoconjunctivitis, water-horne swimming pool” conjunctivitis), and gastroenteritis (2-4).

Identification of adenovirus is generally accomplished by cultivation in tissue culture followed by appearance of characteristic cytopathic eftect (CPE). Ceil lines
susceptible to adenovirus are continuous cell lines of epithelial origin such as Hela, HEK, HEp-2, KB and Graham 293 (2,3). Generally CPE occurs within 2 to 7 days
with adenovirus types 1-7. However, other strains, especially subgroup D. can require up to 28 days before recognizable CPE develops {16). Confirmation of adenovirus
isolated in cell culture after CPE has included immunofluorescent assay, radioimmunoassay, DNA hybridization, enzyme immunoassay and DNA electrophoretyping
(17-21). Premier Adenocione offers a simple, rapid and accurate means of confirming cell culture isolates for the presence of adenovirus.

The second most cammonly found virus in stools or rectal swahs fram patients with diarrhea is adenovirus (22). These fastidious adenovirus types 40 and 41 were first
discovered by electron microscopic (EM) examination of stool extracts and are most often associated with gastroenteritis (22). These adenovirus types can be isolated
in Graham 283 cells (5). Premier Adenoclone can be used for direct testing of staol specimens, thus reducing the time required by traditional cell culture isolation.

PRINCIPLE OF TEST

Premier Adenoclone utilizes monoclonal antibodies in a solid phase sandwich type assay. Breakaway microwells are coated with a monoclonal anti-adenaovirus
antibody. An aliguot of fecal suspension or undiluted cell culture fluid is added to the microwell and incubated simultaneously with an anti-adenovirus monoclanal
antibody conjugated to horseradish peroxidase, resulting in the adenovirus antigen being sandwiched between the solid phase and enzyme antibodies. After 60
minutes incubation at room temperature, the sample well is washed with puritied water to remaove unbound specimen and the excess enzyme labeled antibodies.
Enzyma substrate (urea peroxide) and chromogen (tetramethyl-benzidine) are added to the wells and incubated for 10 minutes at room temperature. Any bound
enzyme-conjugate in the walls converts the colorless substrate to a blue color.

MATERIALS PROVIDED
Premier Adenoclone contains 48 tests.

. 48 Microwells — Coated with Group Specific Anti-Adenovirus Murine Monoclonal Antibody.

- 50ml Sample Diluent / Negative Control — Phasphate buffered saline with 0,02% thimerosal as preservative.

. 6ml Enzyme Conjugate — Horseradish Peroxidase conjugated to anti-adenovirus murine monoclonal antibody in a buffered protein solution with gentamicin and
0.02% thimerosal as preservatives

2.0ml Positive Cantrol — Inactivated Adenovirus {AD41) in buffer with 0.02% thimerosal as preservative.

6mi Part A Substrate — Substrate buffer contains urea peroxide.

6ml Part B Substrate — Substrate huffer contains tetramethylbenzidine.

- Bml Stop Solution — Contains 1N sulfuric acid, Caution: Avoid contact with skin. If skin contact accurs, flush with water.
-1 Microwell Holder.

. 48 Sample Transfer Pipettes.

MATERIALS NOT PROVIDED

Test tubes, 12 x 75 mm.

Deionized o distilled water.

Absorbent paper.

Precision micropipettes and micrapipeite tips to deliver 100ul and 1000w (optional).

Waste container with a 1:10 dilution of household bleach. For autoclaving, use an iodophor disinfectant,

Microwell EIA plate reader capable of reading absorbance at 450 nm (optional).

Device for dispensing wash solution such as multichannel pipette, syringe with manifold wash bottle.

Timer (minimum 1 hour).

. Sterile swabs and viral transport medium (commanly a balanced salt solution containing a viral stabilizing protein and antibiotics). The medium must not be
inhibitory to either adenovirus ar to cell lines (16).
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10. Adenovirus susceptible cell cultures and a light microscope 1o examine cultures. Susceptible cell cultures for the growth of adenovirus are continuous cell lines of
epithelial origin such as Hela, HEK, HEp-2, KB and Graham 293 (2, 3). Only Graham 293 cells should be used for isolation of adenovirus types 40 and 471 (5).
11. Adenovirus positive control cultures, i.e. ATCC#VR-2, Adenovirus type 2.



PRECAUTIONS

1. For in vifro diagnostic use

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

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

4. 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 Lave! 2 as recommanded in the CDC/NIH manual “Biosafety in Microbiology and Biomedical Laboratories,” 4th edition, 1999,

5. CAUTION: Because of the affinity of adenovirus for the ocular area, hand to eye contact should be carefully avaided during processing of specimens or performing
diagnostic tests (16).

6. Avoid skin contact with stop solution (1N sulfuric acid). It may cause irritation and burns. Fiush with wa‘er if contact agours.

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

8. Avoid splashing ar generation of agrosals.

9. Do not use Premier Adenoclone reagents beyand the kit expiration date. Each working 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 erronecus resulis.
10. Do not interchange or mix lots of Premier Adenoclone reagents.
11. Avoid microbial centamination of reagents or incorrect results may occur. Contamination of samples could cause false resuits.
12. Use aseptic technique and sterile equipment and materials for all tissue culture procedures.
13. Use separate pipsttes or pipette tips for each sample, control and reagent. Avoid contamination with metal ions.
14. DO NOT REUSE MICROWELLS.

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

STORAGE INSTRUCTIONS
Store kit reagents at 2°-8C. 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 ail unused microwells to their original fail pouch. The microwelis are stable for the shelf life of the kit once opened.

INDICATION OF INSTABILITY OR DETERIORATION
The following conditions may indicate reagent deterioration:
1. Any evidence of microbial 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.
It any of the above canditions are observed, contact our Technical Support Center at 1-800-343-3858.

SPECIMEN HANDLING

Proper specimen collection is critical for the isolation of adenovirus in cell culture and should only be attempted by experienced personnel. The optimum time for
specimen collection is as soon as possible after onsat of symptoms, Adenavirus is most commonly isolated from respiratory, ophthalmic and rectal specimens, but
Nas been recovered from virtually every organ system in man (16). The site of infection should be thoroughly swabbed to collect epithelial cells. Place the swab directly
In approximately 3ml of viral transport medium and swirl vigorously {16). The specimen should be sent promptly to the laboratory on ice according to 42 CFR (Code
of Federal Regulation) 72.

Alternatively, nasopharyngeal aspirates, secretions or washes can be collected (16). It is generally more effective and convenient to callect 2-5ml naso-pharyngeal
secretions by aspiration, using a small tube connected to a specimen collection bottle with the tube inserted into the patient’s nose. This system is commercially
available as the mucous trap. In cases in which nasal secretions are insufficient, nasal washes with 1-2m! of sterile saline through the nostril may be used. A minimum
of 0.2ml of secration should he collected.

Rectal swabs or stool specimens collected for culture should be placed in Tml of viral transport media. Gaution should be taken when using rectal swabs to assure that
sufficient fecal sample (30 to 50 mg of raw stool) is obtained

All specimens should be held at 2°-8°C on ice and not frozen unless a delay of more than 72 hours before cell culture inoculation is anticipated. In such cases, rapidly
freeze the specimen in a bath of dry ice and acetone or aicohol and store at —20°C or colder for up to one month, Avoid slow freezing (e.g. placing into a—-20°C freezer)
as this may destroy infectivity of adenovirus in clinical specimens. Do not store specimens ina self-defrosting freezer. Avoid repeated freezing and thawing of specimens.
For direct testing of stool specimens: Stool specimens ar rectal swabs should be collected in containers that do not contain media, preservatives, animal serum, metal
ions, oxidizing agents or detergents as any of these additives may interfere with the Premier Adenoclone assay. Caution should be taken when using rectal swabs to
assure that sufficient fecal sample (30 to 50 mg) is obtained. Diluted samples may be stored at 2°-8C for 3 days without interference with the assay performance. For
long term storage of undiluted stool specimens, store at =20°C or colder. Do not store in seif-defrosting freezers. Avoid repeated freezing and thawing of spetimens.

PREPARATION OF SPECIMENS FOR ISOLATION

Susceptible cell cultures for the grawth of adenavirus are continuous cell lines of epithelial origin such as Hela, HEK, HEp-2, KB and Graham 293 (2,3). Only Graham
293 cells should be used for the isolation of adenovirus types 40 and 47 (5). Different cell lines as well as different passages of the same cell lines may vary greatly in
viral sensitivity. Each lab should establish their own OC procedures for ensuring the acceptability of tissue culture cells for routine tissue culture isolation.

Swabs arriving in a viral transport medium should be swirled vigorously and excess fluid removed by firmly pressing the swab against the side of the tube. Inoculate
into susceptible cell cultures (16). Do not accept dry swabs for viral isolation.

All aspirates, secretions and washes should be Dipetted vigorously to obtain a homogeneous suspension. The suspension should then be treated with antibiotics and
inoculated into susceptible cell culture (16,26,27).

Stool specimens can sither be used direct (see assay procedure) or prepared for cell culture isolation. For the latter, grind a few grams of fecal material with a martar,
pestie, sterile sand or other abrasive. Add that volume of diluent (e.g. culture medium) with antibiotics that results in a 10% suspension. Clarify by centritugation and
Inoculate into Graham 293 cells (16).



|deally, specimen cell cultures should be monitared daily for the development of cylopathic effects (CPE) characteristic of adenoviruses. The cells of an adenovirus
infected monolayer become enlarged, rounded and refractile, eventually aggregating into irreqular grape-like clusters, These changes are generally associated with an
increase in the acidity of the culture medium. The time required for the development of CPE depends on the strain of adenovirus and concentratian of infectious virus
in the specimen. Generally, CPE oceurs within 2 to 7 days with adenovirus types 1,2, 3, 4, 5.6 and 7. Other adenovirus strains, especially those in subgroup D, can
require up to 28 days before recognizable CPE devalops ar may even require a blind cell culture passage (18). It is recommended that cultures are ready for contirmation
when at least 25 of CPE becomes evident.

REAGENT PREPARATION

. Bring all reagents o room temperature (20°-30°C) before use.

. Return all reagents to 2 -8°C immediately after use

. Do not allow microwells to dry between steps.

. Prepare decontamination vessel for discarding reagents and materials.

. Reproducibility in any EIA assay is largely dependent upon the consistency with which the microwells are washed. Carefully follow the recommended washing
sequence as outlined in the EIA test procedure.

SPECIMEN PREPARATION

Assay of Tissue Culture Specimen Fluid

When tissue cultures exhibit at least 25% to 50% CPE, add 2 drops (100u) of tissue culture fluid directly into the microwells, using the sample transfer pipette. DO NOT
DILUTE TISSUE CULTURE FLUID.

Assay of Direct Stool Specimen
Add 1ml of sample diluent to properly marked tube, using a sample transfer pipette. Add samples by one of the following:
1. Solid stool — press sample into sample transfer pipette to first mark (see figure below) .
2. Liquid stool — aspirate sample into sample transfer pipette to first mark (see figure below).
3. Rectal swab — swirl swab in one mi of sample diluent to release fecal material. Firmly press swab against side of tube to remave liguid. Mix thoroughly. Do not
dilute further.
Resuspend sample in 1ml of sample diluent with sample transfer pipette by vigorously aspirating and eiuting solution until a workable solution is obtained.

Sample Transfer Pipette

L

Diluent Sample
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Using the sample transfer pipette, add 2 drops of either undifuted tissue culture fluld or diluted stool specimen to wells. See test procedures for details.

PROCEDURE

This test should be performed by qualified personnel per focal requlatory requirements.
1. Snap off a sufficient number of wells for samples and the controls and insert into the microwel! holder. Record sample position.

. Add 2 drops (100u) of either diluted fecal sample, undiluted lissue culture fluid, negative control (sample diluent) or positive cantrol ta the bottam of separate microwells.

. Add 2 drops (100u) of enzyme conjugate to each microwell. Mix by gently swirling on table top.

. Incubate at room temperature (20°-30°C) for 60 £5 minutes.

. Pour the liquid out of the wells into a discard vessel. Tap the microwell holder upside down vigarously against absorbent paper to ensure complete removal of
liquid from the wells.

. Fill all the wells to overflowing with deionized water and pour the liquid out as in step 5.

. Repeat the washing procedure (steps 5 and 6) four more times for a total of 5 washes.

. Add 2 drops (100ul) of Substrate A (urea peroxide) solution to each microwell.

. Add 2 drops (100u) of Substrate B (TMB) solution to each microwell.

10. Incubate at room temperature for 10 minutes.

11, After reading and recording results, discard the used wells and absorbent paper into biohazardous waste.

Visual determinations can be made after incubating for 10 minutes in step 10, and should be read within 10 minutes. Samples with biue color greater than the negative

control are positive. Samples showing equal or less color than negative control are negative.

Optional — Spectrophotometric Procedure

Spectrophetometric determinations can be made by adding 2 drops (100u) of stop solution (1N sulfuric acid) to each microwell after the incubation in step 10. Read

the absorbance of each microweil at 450 nm using a >600 nm reference filter (optional) against an air blank within 60 minutes.

QUALITY CONTROL
Premier Adenoclone is supplied with a positive and negative (sample diluent) control which are to be used every time an assay is run. These reagents are used to
insure that the kit reagents are working properly. The positive control well should be clearly blue 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.
In addition to the positive and negative controls supplied, when performing tissue culture confirmation, two other types of controls may be used at the discretion of the
lahoratory. These controls insure that the tissue cuiture system employed is functioning properly:

« Uninfected cell supernatant from the same fot as those used to isolate the virus can be utilized &s a negative control,

+ Infected cell supernatant from a known adenovirus positive specimen (25% GPE or greater) can be utilized as a positive cantrol,
The uninfectad cell supernatant well should be colorless with an absorbance at 450 nm of less than 0.150. The infected cell supernatant from a known positive should
be blue. The absorbance at 450 nm will depend on the degree of infection, but should be greater than 0.150.
If the positive and negative controls supplied with the kit da not perform properly, contact our Technical Suppert Center at 1-800-343-3858. If the positive and negative
cantrols supplied wark properly but the tissue culture controls do not perform properly, an evaluation of the cell lines and procedures involved is required.

INTERPRETATION OF RESULTS
. Visual Determinatian. Any sample with blug color more intense than that of the negative control is considered positive. Any sample with colar equal to or less
intense than the negative control is considered negative.

1. Spectrophotometric Determination. Specimens with absarbance units (A4sp) greater than 0.150 are considerad positive. Specimens with absorbance equal fo or
less than 0.150 are considered negative, Occasianally, a discrepancy may occur between visuai and spectrophotometric determinations with samples containing
low amounts of antigen. Spectrophotemetric determination, being an objective mathod, is slightly more accurate.

NOTE: A precipitate may form in high positive samples. This will not affect the results.
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LIMITATIONS OF THE PROCEDURE

Premier Adenoclone assay is highly specific and sensitive for adenovirus antigen. The monoclonal antibody in this test reacts with the group specific hexan antigen
Itwill detect all 41 known serotypes, but cannot be used to differentiate types.

A negative result does not exclude the possiility of adenovirus infection in the patient. Failure to detect adenovirus may be a result of factors such as collection of
specimen at an improper time in the disease when too few virions ars present, improper sampling or handling of the specimen, failure of cell culture, etc.

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 i suspected, specimens from the site of infection should be cultured.

All positive results must be interpreted with caution since adenovirus is capable of latency and racrudescence Asymptomatic shedding may occur up to 18 months
after infection (24). Enteric adenoviruses may be found in the staols of asymptomatic children (23). Test results should be interpreted in conjunction with information
available from epidemiolagical studies or clinical evaluations of patient or other diagnostic procedures (24).

Co-infection with bacterial pathogens is possibie. Therefore, bacteriological tests should be performed in parallel with this test to rule out bacteriological etiology
The use of Premier Adenoclone for direct specimen testing other than stool specimens is not recommended as insufficient antigen, inadequate or improper specimean
collection may cause negative results. This test is intended for use for culture confirmation or direct stool specimens. A positive result in feces. in association with
diarrhea is highly suggestive of adenoviral gastroenteritis (10). Adenovirus types 40 and 41 have been most often assoclated with viral gastroenteritis.

False positives could occur with high levels of S, zureus passessing protein A such as Cowan strain. Staphylocaccal enterocolitis is an uncommon disease generally
described in adult patients and is extremely rare in infants and children (25, 26).

EXPECTED VALUES

Rate of positivity may vary depending on geographic location, method of specimen collection, handling and transportation, cell culture system used or test employed
and general health environment of patient population under study.

The frequency of adenovirus infaction will vary with the clinical syndrome and the age of the individual. In children under 5 years, approximately 5% of acute respiratory
disease is due to adenovirus (6).

Approximately 10% of childhaod pneumania may be of adenovirus etiology (7). Acute hemarrhagic cystitis in children may be caused by adenaviruses in 20 to 70%
of cases (8, 9). Enteric adenaviruses (types 40 and 41) have been implicated in approximately 10% of pediatric patients with gastroenteritis and appears most
frequently in children under 2 vears of age (10). Performance characteristics have not yet been fully determined for direct testing of nsonatal stool samples. Lack of
faise positive results should be determined in each individual laboratory before neonate stools are tested directly.

In agulfs, adenoviruses have been implicated at times in cerviits (4), and in acute respiratory disease, especially in military recruits {11). Ocular infections such as
epidemic keratoconjunctivitis and so called swimming pool conjunctivitis” due to adenoviruses may oceur in any age group {12, 13) and thase in any group who are
Immunosuppressed may become infected with adenoviruses {14, 15).

PERFORMANCE CHARACTERISTICS
Premier Adenaclone was tested in four laboratories in New York, California and Massachusetts for tissue culture confirmation ar direct testing of stool samples.

Results of Premier Adenoclone were compared to cytopathic effect (CPE) formation in tissue culture and Electron Microscopy (EM) for stool. Premier Adenoclone
assay showed excellent correlation with both methods

Site | Site If Site Il Site 1V
Method of
Determination* 3 SV v 8.V
Tissue Culture Stool Suspension Tissue Culture Tissue Culture
+ - . b + ) + o
Premier + 75 0 70 0 22 a 23 0
Adenoclone® - 0 115 1 160 0 51 1 49
Sensitivity 100% 99% 100% 96%
Specificity 100% 100% 100% 100%
Total Agreement 100% 99% 100% 99%

“8. Spectrophotometric determination: V: Visual determination

NOTE: There was 100% correlation between spectrophotometric and visual determination
LIMITS OF DETECTION

STOOL SUSPENSION

Four adenovirus positive stool samples with known E particle counts per mi were serially diluted and tested in Premier Adenoclone to show the limits of detection.
These results show that adenovirus particle counts 2s low as 107 per mi can be detected by Premier Adenaclone.

non-enteric non-enteric Ad 41 Ad 40

Stool 1 Stool 2 Stoo! 3 Stool 4

Particles/mi Ay Bysp Auso Assg
10° 1.78 ] = -
107 26" =200 =2.00 —
108 .04 1.06 >2.00 >2.00
10° .03 A7 1.73 >2.00

104 == .04 21 58~

CELL CULTURE

Serial dilutions of different adenovirus supernatants, from 3+ GPE Cultures, as tested by Premier Adenoclone Adenovirus diagnostic kit are shown in the following
table. Asterisks indicate the relative sensitivity of Premier Adenocione for the adenovirus serotype tested. The monoclonal antibody used in Premier Adenaclone has
been shown to react with all human subgroups as well as with isolates that infect monkeys, dogs, cattle and swine (2).

TYPEA IYPEB TYPEC

AD12 AD18 AD31 AD3 AD7 AD2 AD1 AD2 ADS ADG
1:10 >3.0 >3.0 >3.0 1.78 >3.0 >3.0 23.0 +3.0 >3.0 =3.0
1:100 2.13 0.64" 2.09 0.49* >3.0 2.36 >3.0 >3.0 »3.0 >3.0
1:1000 0.21* 0.05 0.15* 0.09 1.56 0.24 >3.0 1.67 0.57 2.52
1:2000 0.08 0.02 0.06 0.05 0.71* 0.08 1.66 0.70 023" 1.26
1:4000 0.04 0.01 0.03 0.04 0.15 0.04 0.65 019 0.12 0.60
1:8000 0.02 0.02 0.02 0.03 0.07 0.02 0.22* 011 0.06 0.35
1.16000 0.02 0.02 0.02 0.02 007 0.02 011 0.07 0.03 0.19*



AD9
1:10 >3.0
1:100 275
1:1000 0.24~
1:2000 0.11
1:4000 0.05
1:8000 0.05
1:16000 0.02

CROSS REACTIVITY

The following microorganisms and viruses were tested in Premier Adeno
cultures containing an estimated 107-10%
tested as EM positive stools: Clostrigivm

Microorganisms
Pseudomonas aeruginosa
Enterobacter aerogenes
Enterobacter cloacae
lebsiella pneumonias
Serratia marcescens
Escherichia coli

Viruses
Coxsackievirus A-9
Coxsackievirus 8-3
Coxsackievirus B-4
Coxsackievirus B-5
Poliovirus |
Poliovirus ||
Poliovirus I
Human Coronavirus
Reavirus 1
Reovirus 2
Reovirus 3
Parainfluenza-1
Parainfluenza-2
Parainfluenza-3

“False positive results could occur with high levels of 8. aureus
generally described in adult patients and is axtremely rare in infa

ASSAY PRECISION

Intra-assay

0.02

TYPEE
AD39 AD4
3.0 >3.0
228 >3.0
0.15* 160
0.07 0.94
0.03 0.4
0.02 0.25
0.02 015"

Staphylococeus aurgus™ (Cowan)

Clostridium difficite
Gandida atbicans
Froteus mirabilis
Acholeplasma laidiawii

Rhinovirus 3
Rhinovirus 17
Rhinovirus 43
Varicella zoster
Chlamydia trachomatis
Simian foamyvirus 2
Simian foamyvirus 8
Measles

Respiratory Syncytial virus
Cytomegalovirus
Influenza A

Influenza B

Calicivirus
Papovavirus SV-40

ENTERIC
AD4Q AD41
>3.0 >

2.40
0.26*
0.15
0.08
0.06
0.05

Do—=“NNwOoo
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“limits of detection

clone and showed no cross reactivity in the test, All crass-reactivity tests utilized stock
infectious organisms per mi with the following exceptions: calcivirus, SRV, retavirus, norwalk virus and astrovirus were
difficile was tested as a toxin positive. Stool and urine was tested and found to be negative

Mycoplasma arginini
Mycoplasma hominus
Mycoplasma hyorhinis
Mycoplasma orale
Mycoplasma pneumoniae

Echovirus 8
Echavirus 7

Echovirus 9

Echovirus 11

Echovirus 17

Echovirus 18

Echovirus 22

Herpes simplex 1
Herpes simplex 2

Small round virus (SRV)
Rotavirus

Norwalk virus
Astrovirus
Myxoviruses-Paramyxoviruses SvV-5

possessing protein A such as Cowan strain. Staphylococeal enterocolitis is an uncommon disease
nts and children (25, 26).

Each specimen* was tested in a single assay twenty-one times and the mean and coefficient of variation determined.

Neq Stoal
21
0.012
56%
Neg Cult.

N 21
X 0.017

Ox=
<>'<I

X
cv

35%

Stool 1

21
0.232
10%
Cult.1

2
0.181
6%

Stool 2

21
0.744
14%
Cult.2

21
0.418
7%

Stool 3

21
1.713
8%
Cult.3

21
1318
%

* A positive sample was diluted in a 5% stool suspensien and in tissue culture fluid to represent a low (near the cut-off), medium and high sample.

Inter-assay

Each specimen was run individually in twenty-one different assays performed by three technicians and the mean and coefficient of variation determined,

[} =
<X\

L

X
cv

Neg Stool
21
0.026
48%
Neg Cult.
21

0.017
5%

Stool 1

21
0.129
9%
Cult.1

21
0.198
10%

Stool 2

21
0.474
12%
Cult.2

21
0.508
10%

Stool 3
21
0.990
10%
Cult.3
21
1.547

o
i

“A positive sample was diluted in a 5% stool suspension and in tissue culture fluid to represent a low (near the cut-off), medium and high sample.



Premier™ Adenoclone®

Testimmunoenzimatico (EIA) per la ricerca dell'antigene di Adenovirus in campioni fecali
umani e per la conferma di Adenovirus in colture cellulari
. Codice 696007
FINALITA D'USO
Premier™ Adenoclone™ & un test immunoenzimatico (EIA) qualitativo per Ia ricerca dell'antigene di Adenovirus in campioni fecali e per confermare la presenza di
Adenovirus in colture cellufari di campioni respiratori, oftalmici ed enterici.

SPIEGAZIONE

Gli Adenavirus umani sono suddivisi in 41 tip. classificati mediante sierologia ed elettroforesi del DNA. A Una pamiglia bi virus a DNA. privi bi capsule e con capside
icosaedrico composto da 252 capsomeri. | virioni contengono proteine associate al genere che sono tipo-specifiche. Le proteine associate alla spacifiita (gruppe-
specifiche) sono le porzioni alfa dell’esone, la base-pentaedrica, la porzione delta della fibra ed il polipeptide 1lla. L'anticorpo monoclonale utilizzato nel kit Premier
Adenoclone & diretio contro ['antigene (esone) gruppo-reattivo condiviso da Adenovirus umani, di scimmia, canini, suini, di topo e bovini. Questo anticorpo monoclonale
reagisce con tutti e 41 1 tipi di Adenovirus umani (1).

Gli Adenovirus possono causare varie patologie nell'vomo, patologie respiratorie (faringiti acute, febbri faringocongiuntivali, sindromi respiratorie acute, polmonitiy,
patologie oculari (cheratocongiuntiviti epidemiche, congiuntiviti contratte in piscina) e gastroenteriti (2-4).

L'identificazione di Adenavirus & generalmente accompagnata dalla proliterazione in colture cellulari del virus, sequita dalla comparsa del caratteristico effetto citopatico
(CPE). Le linee cellulari suscettibill ad Adenovirus sono linee ceflulari cantinue di origine epiteliale come cellule Hela, Hep-2, KB e Graham 293 (2,3). Generalmente
I'effetto citopatico con | tipi 1-7 compare in un periodo compreso tra 2-7 giorni. Tuttavia altri ceppi, soprattutto il sottogruppe D, passono richiedere pid di 28 giorni
prima che possa essere evidente |'effetto citopatico (16). La conferma dell'iselamenta di Adenovirus in culture cellulari dopo CPE pud essere ottentta con un saggio in
immunefluorescenza, un metode RIA, ibridizzazione del DNA, un saggio EIA o elettroforesi del ONA (17-21). Premier Adenoclone & un metodo rapido, semplice ed
accurato per confermare la presenza di Adenovirus in colture cellulari.

Adenovirus & il secondo virus pili comunemente ritrovato in campioni tecali o in tamponi rettali di pazienti con diarrea. | tipf 40 e 41 di Adenovirus sono stati evidenziati
per la prima volta esaminando estratti di campioni fecali in microscapia eleftronica e sono spessa associati con gastroenteriti ( 22). Questi tipi di Adenovirus possono
essere isolati in cellule Graham 283 (5), Premier Adenoclone pud essere utilizzato per 'identificazione diretta da campione fecale riducendo cosi il tempa richiesto per
la coltura ceilulare.

PRINCIPI BIOLOGICI DEL TEST

Premier Adenaclone & un test EIA che utilizza anticorpi monoclonali adsorbiti ad una fase solida. | micropozzetti separabili sona coattati con un anticorpo monoclonale
anti-Adenovirus. Un‘aliquata della sospensione di campione fecalg o di brodo di coltura cellulare non diluito viene aggiunta al pozzetto e incubata contemporansamenta
can un anticorpo monoclonale anti-Adenovirus, coniugato con perossidasi dirafano. Se 'antigene & presente si formera un complesso a sandwich tra anticorpo legato
alla fase solida, antigene e anticorpo legato all'enzima. Dopo 60 minuti di incubazione a temperatura ambiente i pozzetti vengono lavati con acqua delonizzata per
Allontanare il campione non legatosi e 'eccesso di coniugato enzimatico. Quindi si aggiungono il substrato (urea perossido) ed il cromogena (tetrametilbenzidina),
lasciando in incubazione per 10 minuti a temperatura ambiente. In presenza di coniugato enzimatico legato all'antigene si avra une sviluppo di colore blu. L'intensita del
colore & direttamente proporzionale alla concentrazione di antigene nel campione.

REAGENTI E MATERIALI FORNITI

Premier Adenoclone (48 test) contiene:

. Pozzetli microtiter coatiati con anticorpi monocionali (da topo) gruppo-specifici anti-Adenovirus (48 pozzett)) -

Difuente campione/Controllo Negativo (50 ml) - Soluzione tampone con thimerosal 0.02% ceme conservante.

Coniugato enzimatico (6 ml) - Anticorpi monoclonall (da topo) specifici anti-Adenovirus, marcati con perossidasi di rafano, in seluzione proteica con gentamicina

& con thimerosal 0,02% come conservante.

. Controllo Positivo (2 ml) - Adenovirus (AD41) inattivato in soluzione tampone, con thimerosal 0.02% come conservante.

. Substrato A (6 mi) - Soluziane tampone contenente urea perossido.

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

. Soluzione di arresto (6 mi) — Contenente acido solforico 1N. Attenzione: evitare | contatto con la pelle. Se la soluzione viene 2 contatto con la pelle lavare con
abbondante acgua.

. Pipette monouso (48)

. Supporto per pozzetti microtiter

MATERIALI NON FORNITI

Provette (12x75 mm) per allestire le diluizioni dei campioni.

Acqua distillata o deionizzata

Carta assorbente

Pipeitatrici e puntali in grado di erogare da 100 d a 1000 ul (opzionaii).

Gontenitore per il materiale di scarico dei lavaggi contenente una soluzione di candeggina al 10%.

Lettore EIA per micropiastre dotato di filtro per la lettura a 450 nm (opzionale).

Spruzzetta per dispensare la soluzione di lavaggio oppure apparecchic automatico per il lavaggio delle piastre EIA.

Timer (minimo un'ora}.

Tamponi sterili @ medium di trasporta per virus ( solitamente una soluziong salina tamponata contenente uno stabilizzante proteico del virus e antibiotici) |l

medium non dave essere inibitorio nei canfronti di Adenovirus o di altre linee cellulari .

. Linee cellufari suscettibili ad Adenovirus ed un micrascopio per esaminare le colture cellulari. Le linee suscettibiti ad Adenovirus sono linee cellulari continue di origine
epiteliale come cellule Hela, HEK, Hep-2, KB e Graham 293 (2,3). Questa ultima linea cellulare dovrebbe essere utilizzata per 'izolamento di Adenovirus 40-41(5).

11. Colture cellulari infettate da Adenovirus, per esempio ATCC VR-2, Adenovirus tipo-2,

PRECAUZIONI

- Tutti i reagenti sono destinati esclusivamente ad uso diagnostico in vifra.

. Non pipettars nessun campione o reagente con la bocca. Evitare i contaito con tagli o mucose.

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

. Indossare guanti monouso e lavare le mani dopo I'esecuzione del test. | campioni dei pazienti, i contralli ed il materiale cheviene con essia contadro, devono essere
manipolati con cautela (Biosafety 2) cone raccomandato nel Manuale COG/NIH “Biosafety in Microbiological and Biomedical Laboratories,” 4th edition, 1999.

- ATTENZIONE: Vista 'affinita delladenovirus per I'area oculare, evitare accuratatiente il contaito mani-occhi durante la preparazione dei campioni nonche durante
I'esecuzione del test.

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

. Evitare fuariuscite di liguido e formazione di aerosol.

. Non utilizzare reagenti scaduti. Oeni reattivo e’staro ottmizzato per ottenere la rassina performance—a diluizione o alterazione dai reattivi pud provocare perdita di
sensibilita: | tempi di incubazione e le temperature diverse da guelle indicate possono dare risultati errati.

10. Non scambiare reagenti appartenenti a lotti differenti.

1. Evitare contaminazione microbica dei reattivi. La contaminazione dei reattivi potrebbe causare risultati errati, La contaminazione del campioni potaebbe causare

falsi risultati.

12. Utilittare tecnicme asetticme e materiale sterile per le procedure di coltura tissutale.

13, Usare pipette o puntali diversi per ogni campione, controllo e reagente. Evitare la contaminablone con ioni metallici.

14. Non riutilizzare | pozzett].

FRASI DI RISCHIO E CONSIGLI DI PRUDENZA
SUBSTRATO B: TOSSICO-METANOLO
FRASI DI RISCHIO:
23/25 Tossico per inalazione e per ingestione.
CONSIGLI DI PRUDENZA:
45 Incaso di incidente o di malessere consultars immediatamente il medico (se possibile, mostrargli I'etichetta).

CONSERVAZIONE

La data di scadenza & indicata sull'etichetta esterna, Conservare il kita 2 -8° C, portare il kit a temperatura ambienie (20°-30°C) prima dell'uso e rimetterla in frigorifero
immediatamente dopo F'utilizzo. | pozzeun sono stabili per la durata beleit una volta aperto, Tenere ipozzetti nella busta sigillata finché quest'uliimn raggionce termperatura
ambiante. Riporre tutti i pozzetti non usati neila loro husta.

[NSTABILITA' E DETERIORAMENTO
Le seguenti condizioni possano indicare un deterigramento dei reagenti:
1. Evidente contaminazione microbica dei reagenti o formaziane di precipitato.
2. Substrato di colore blu prima dell'aggiunta ai pozzeiti.
3. Un controllo negativo con un valore di assorbanza maggiore di 0,150 a 450 nm pud indicare un deterioramento dei reagenti.
4. Un controllo positivo con un valore di assorbanza minore di 0.3 pud indicare un deterioramento dei reagenti.
Se le condizioni elencate sopra dovessero verificarsi contattare il Servizio Tecnico.

TRATTAMENTO E CONSERVAZIONE DEI CAMPIONI

Un metodo corretto di raccolta del campiane & critico per I'isolamento di Adenovirus in colture ceflulari e dovrebbe essere eseguito da personale con esperienza. Il
momento ottimale per a raccoita del campione & immediatamente dopo la comparsa dei sintomi. Adenovirus & comunemente isolato da campioni respiratori, oftaimici
e da lampone rettale, ma nell'uomo & possibile isolarlo anche da altri organi (16). Le cellule epiteliali nel punto dell'infezione devona essere raccolte con un tampane.
Il tampone deve guindi essere posto in circa 3 mi di medium di trasporto e stemperato nel liquido accuratamente {16). Il campione deve essere inviato immediatamente
atlaboratorio in un contenitore con ghiaccio, in accordo alle indicazioni 42GFR {Codice delle Regolamentazioni Federali) 72. In alternativa si possono prelevare aspirati
0 lavaggi naso-faringei e secrezioni nasali (16). Generalmente si consiglia di raccogiiere 2-5 mi di secrezioni naso-faringee mediante aspirazione, usando un piccalo
tubo, inserito nella cavita nasale del paziente e collegato ad un flacone di raccolta. Tale sistema di prelievo & anche disponibile commercialmente. Nel caso in cui le
secrezioni nasali siano insufficienti, puo essere aseguito un lavaggio nasale con 1-2 mi di soluzione fisiologica. Dovrebbero essere raccolti almena 0.2 m! di secrezioni.
I tampeni rettali o | campioni fecali utilizzati per I'esecuzione di calture cellulari devono essere postiin 1 ml di medium di trasporto. Quando deve essere utilizzato un
fampone rettale, prestare attenzione affinché venga raccolto un quantitativo sufficiente di campione fecale (30-50 mg di feci).

Tutti i campioni devono essere conservati a 2-8 C in un contenitore can ghiaccio ma non devono essere congelati, a meno che non sfa prevista un ritardo di pin di 72
ore prima dellinoculo in cellule in coltura; in tal caso congelare rapidamente Il camplone in ghiaccio secco ¢ acetone o alcool e conservare a~20°C o a temperature
inferiori, fino anche ad un mese. Si deve evitare perd che il congelamento del campione avvenga lentamente (per esempio ponendolo in un congelatore a -20°C) daio
che questa operazione potrebbe far perdere le proprieta infettanti di Adenovirus. Non si consiglia di conservare | camploni in un congelatore a sbrinamento ciclice,
ripetuti cicli di congelamento e scongelamento del campione sono sconsigliatl,

Esame diretto del campione fecale: | campioni fecali o | tamponi rettali dovrebbera essere raccoltiin contenitori non contenenti terreni, conservanti, siero animale ioni
metalfici, agenti ossidanti 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).
I campioni diluiti devono essere esaminati il pil velocemente possibile, ma possono anche essera conservati fino a 3 giorni in frigorifero (2'-8° C). Se fa ricerca non pud essere
effettuata entro questo lasso di tempo, i campioni non diluiti dovrebbero essere congelati in un congelatore (senza sbrinamento ciclico} ad una temperatura di -20°C {oinferiore).
Ripetuti cichi di congelamento e scongefamento sona sconsigliati perché potrebbera dare risultati scorretti.

PREPARAZIONE DE] CAMPIONI PER L’ISOLAMENTO VIRALE

Le coiture cellulari utilizzate per la crescita e 'isolamento di Adenovirus consistono in linee cellulari continue di origine epiteliale come cellule HeLa, HEK, HEp-2, KB e
Graham 293 (2,3). Per 'isolamento di Adenovirus 40 e 41 si dovrebbero invece utilizare solo cellule Graham 293 (5). Linee cellulari diverse cosi come cambiamenti
delle metodiche calturali potrebbero causare variazioni di sensibilita. Ogni laboratorio dovrebbe stabilire delle procedure di contrallo di qualita al fine di garantire
I'accettaniiita delle linee cellulari utilizate per I'isolamento colturale. | tamponi rettali posti in un medium di trasporto virale devono essere stemperaii accuratamente
e I'eccesso di liquido deve essere rimosso premendo il tampone contro le pareti della provetta. Il liquido deve quindi essere inoculata in cellule in coltura (16). Per
I'isolamento virale non devono essere accettati tamponi disidratatl, non contenuti in un medium di trasporto virale.

Gli aspirati, le secrezioni e i lavaggi nasali devono essere pipettati ripetutamente per rendere la sospensione omogenea. La sospensione deve essere quindi trattata con
antibiotici & inoculata in cellule in coltura (16,26,27).

| campioni fecall passona essere esaminati direttamente {ved| metodica) o utilizzati per il test previo isolamento calturale. In questo caso il materiale fecale deve essere
sminuzzato con un mortaig, un pestello o del materiale abrasivo. Aggiungere quindi un volume di diluente (per esempio brodo di coltura) tale da ottenere una
sospensione al 10%, Centrifugare e inoculare in cellule Graham 293 (16). Teoricamente le callule in coltura dovrebbero essere esaminate quotidianamente per valutare
il caratteristico effetto citopatico (GPE) causato da Adenovirus. Le celiule in coltura infettate da Adenovirus diventano allargate, rotondeggianti e rifrangenti, talvolta si
aggregano in gruppi di forma irregolare. Questi cambiamenti sono generalmente associati ad un aumento di acidita del brodo di coltura. Il tempo necessario per lo
sviluppe dell'effetto citopatico (GPE) dipende dal tipo di Adenovirus e dalla concentrazione di particelie virali nei campione. Solitamente I'effetto citopatico si verifica
entro 2-7 giorni in presenza di Adenovirus tipo 1,2, 3.4, 5,6e 7,

Altri tipi di Adenovirus, specialmente quelli del sottogruppo D, possono richiedere anche 28 giorni per causare effetto citopatico {16). Quando I'stfetto citopatico &
evidente in almeno il 25% delle cellule in coltura, si raccomanda di eseguire un test di conferma.
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PREPARAZIONE DEI REAGENTI
1. Lasciare che tuttl i componenti del kif. busta dei micropozzetti inclusa, raggiungano temperatura ambiente (20-36°C) prima di iniziare il test.
2. Riporre immediatamente tutti i reagenti a 2-8°C dopo I'uso.
3. Fare in modo che i pozzetti non si asciughine durante | diversi passaggi del test,
4. Preparare dei recipienti decontaminati per lo scarico di reagenti e materiali.
5. La riproducibilita i ogni test EIA dipende particolarmente dalla tecnica di lavaggio, si raccomanda quindi di eseguire accuratamente tale procedura come indicato
nella sezione METCODICA.

PREPARAZIONE DEI CAMPIONI
Esame del brodo colturale
Quando almeno il 25-50% delle cellule in coltura mostra effetto citopatico, aggiungere 2 gocce (100w) di brodo colturale direttamente nei pozzetti, utilizzando le pipette
per il trasferimento del campione. NON DILUIRE IL BRODO COLTURALE.
Esame direfto del campione fecale
Distribuire 1 mi di Diluente de! campione nelle provette opportunamente contrassegnate. Utilizzando una pipetta monouso.
Aggiungere i campioni nel seguente modo:
1. Feci solide: raccogliers il camplone nella pipetta fino alla prima tacca.
2. Feci liquide: aspirare il campione nella pipetta fino alla prima tacca.
3. Tampone rettale: stemperare il tampone in 1ml di Diluente del campione, perch@ rilasci il materiale fecale. Premere il tampone contro la parete della provetta per
rimuovere il liquido, quindi mescolare bene. Non diluire ulteriormente.
Risospendere il campione, in 1ml di diluente del campioni, con la pipetta monousa aspizando e rilasciands |a aolvzione finché si ottiene um adeguate dissalvimento.

Difuente Campione
| |
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Utilizzands la pipetta monouso, aggiumgers 2 gocce dibrodo di coftura nondiluita o di campione fecale diluito nei pozzetti-vedi “metodica” par dettagi.

METODICA
Il test essere eseguily da p le qualificato in base alle regolameniazioni locali.
Preparare un numero di pozzetti sufficiente per i campioni e per due controlli. Inserire i pozzetti nel supporto & segnare la posizione dei singeli campioni.
Aggiungere 2 gocce (100u!) di campione diluito, brodo colturale non diluito, contrallo positivo, controllo negativo (diluente del campione) in pozzetti separati.
Aggiungere 2 gocce (100u) di Coniugato enzimatico ad ogni pozzetto. Mescolare bene, agitando delicatamente la piastra.
Incubare a temperatura ambiente (20-30°C) per 60 +5 minuti.
Scartare il contenuto dei pozzetti in un contenitore contenente disinfettante. Scuotere la piastra su carta assorbente pulita per rimuavere completamente il liquido
dai pozzetti.
Lavare i pozzetti con acqua distillata e scartare il liquido come al punto 5.
Ripetere questa operazione di lavaggio (punti 5 e 6) per 4 volte (per un totale di 5 lavaggi).
Distribuire 2 gocce (100pl) di Substrato A (perossido di urea) in ciascun pozzetto.
Distribuire 2 gocce (100ul) di Substrato B (TMB} in ciascun pozzetto.
Incubare a temperatura ambiente per 10 minuti.
. Dopo lettura e registrazione dei risultati eliminare i pozzetti utilizzati in un contenitare di scarico per materiale biologica
Altermine dell'incubazione (punto 10) ed entro 10 minuti pud venire esequita una lettura visiva: i campioni di colore blu, pil intenso rispetto al controllo negative
50n0 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) pud essere eseguita la lettura spettrofotometrica, dopo aggiunta di 2 gocce {100} di Soluzione d’arresta {acido solforico
1 N). Ad ogni pozzetto.

L'assorbanza di ogni pozzetto deve essere letta entro 60 minuti (azzerando il lsttore contro aria) a 450nm, usando un filtro di riferimento ~600nm {opzionale).

CONTROLLO DI QUALITA
IIControllo Positivo & quello Negativo {Diluente del campione) devono essere inclusi ogni volta che si esegue il test per controllare il corretto funzionamento deif reagenti.
Se si esegue Ia lettura visiva il Controllo positivo deve essere blu, se letto allo spettrofotometra (450nm) deve avere un assorbanza maggiore di 0.30. Il Gontrolio
negativo letto visivamente deve essere incolore, se viene letto allo spettrofotometro deve avere un’assorbanza (450nm) minore di 0.150.
Quando si esegue il test di conferma da coltura cellulare, oitre al controllo positivo e negativo forniti con il kit, dovrehbero essere utilizzati due altri controlli a
discrezione del laboratoria. Questi controlili assicurano che i sistemi colturali impiegati funzionino correttamente:

- Come controllo negativo pud essere utilizzato il surnatante di cellule in coltura, non infette, dello stesso lotto di quelle utilizzate per Iisolamento del virus.

- Come controllo positivo pud essere utilizzato il surnatante di ceilule in coltura infettate con un campione positivo (CPE 25% o maggiore).
Il pozzetto contenente il surnatante delle celiule non infette deve risultare incolare, con un assorbanza a 450 nm minore di 0.150,
1l pozz5ettu contenente il surnatante delle cellule infette deve risultare di colore biu, L'assorbanza a 450nm, proporzionale al grado di infezione, deve essere maggiore
di 0.150.
Se il Controllo positivo e negativo forniti con il kit non danno i sopracitati risultati, contattare il Servizio Tecnico.
Se i controlli forniti con il kit funzionano correttamente ma i controlli della coltura celfulare non danno i risultati attesi, le linee cellulari utilizzate e le procedure colturali
eseguite devono essere controliate.

INTERPRETAZIONE DI RISULTATI
1. Lettura visiva. Ogni campione con un colore blu pili intenso di quello del Controllo negativo & considerato positivo. Ogni campione con un colore uguale o meno
intenso a quello del Controllo negativo & considerato negativo.
2. Lettura spettrofotometrica, | campioni con un'assorbanza (A4se) maggiore di 0.150 sono considerati positivi. | campioni con un’assorbanza uguale o minore di
0.150 sono considerati negativi. Occasionalmente, si pud avere discrepanza tza lettura visiva e spettzofotometzice ¢on campioni aventi bassequantita di antigene.
La lettuza spettzofotometzice, essendo un metoda aggettivo é pid accurata.
MOTA. nei campioni molto positivi pud formarsi un precipitato, questo fatto non altera i risultati.
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LIMITI DELLA METODICA

II'test PREMIER Adenoclone. & altamente specifico 2 sensibile per l'antigene di Adenovirus. L'anticorpo monaclonale di questo test reagisce con I'antigene gruppo specifico
(esone). Pud riconoscere lutti e 41 i sierotipi ma non pua essere utilizzato per differenziarli. Un risultato negativo non esciude Ja possibile infezione da parte di Adenovirus nel
paziente. La mancata diagnosi di infezione da Adenovirus puo essere il risultato di molti fattori come la raccolta del campione in un lempo non ottimale della malattia, quando cioé
50no presenti pochi virioni, oppure I'erronea conservazione del campione, 0 non corrette pracedure colturali, Un risultato negativo per un campione fecale non esclude la presenza
del virus in altri fluidi corporei. Se si sospetta un'infezione respiratoria o oftaimica si dovrebbe effettuare una coltura del campione che si sospetta infettato.

Tuthi i risultati positivi devano essere intarpretati con attenzione, dato che Adenovirus puo’ manifestare latenza e recrudescenza,

L'infezione asintomatica pud perdurare fino mesi dopo l'infezione {24). Adenovirus enterici possono essere ritrovati nelle fect di bambini asintomatici {23) | risultati del test
devono essere interpretali in associazione alle informazioni disponibill di studi epideminlogici o valutazioni cliniche del paziente (24).

Mentre |a relazione tra Adenovirus 40/41 e gastroenterite ¢ stata ben stabilita, tuttavia & passibile la co-infezione con altri patogeni virali o batterici (incluse gli Adenovirus non
enterici). Quindi dovrebbero essere eseguiti in parallelo anche test microbiologic! per escludere I'eziologia batierica.

Per 'esame diretto con il test Premier Atenoclane non si raccomanda I'utilizza di campioni diversi da quelio fecale dato che una quantita insufficiente di antigene o un inadeguato
metodo di prelievo del campione possono causare risultat| negativi. |l test pud essere utilizzato per conferma da coltura celluiare o per 'esame diretto del campione fecale.

Un risultato positivo da campione fecale, in associazione a diarrea, & altamente indicativo di gastroenterite causata da Adenovirus (10). Adenovirus di tipa 40 € 41 sono pil
frequentemente associati a gastroenterite virale.

Risultati falsi positivi potrebbero verificarsi in presenza di alt livelli di 5. aureus che presenta la proteina A (Gowan). L'enterocolite da Staphylococeus non & un‘infezione comune,
ed & generalmente descritta in pazienti adulti ed & estremamente rara nei neonati & nei bambini {25,26).

VALORI ATTESI

La percentuale dei risultati positivi pua variare in relazione all'area geografica, al metodi di raccolta del campione, alle condizioni di trasporto, al test utilizzato e alle generali
condizioni di salute della popolazione studiata.

La frequenza dell'infezione varia in relazione al tipo di manifestazione clinica e all'eta del paziente. In bambini al df sotto dei 5 anni circa il 5% delle patologie respiratorie acute
& causata da Adenovirus (6),

Circa il 10% delle poimoniti nei bambini pud essere cauzato da Adenovirus (7). Nei bambini il 20-70% dei casi di cistite acuta emorragica pud essere rausato da Adenovirus (89).
Adenavirug enterici (tipo 40 e 41) sono responsabili di circa il 10% delle gastroenteriti nei pazienti in eta pediatrica e song frequentemente responsabili di infezione nei
bambini sotto i due anni di eta (10).

Le caratteristiche del test non sono state ancora completamente determinate per quante riguarda il test diretto da campioni fecali di neonati.

In ciascun laboratorio dovrebbe essere determinata I'assenza di risultati falsi positivi per tale tipologia di campione, prima di esaminare direttamente campioni fecali di neonati.
Negli adulti Adenovirus pud causare infezioni cervicall (4) e respiratorie acute, specialmente in ambienti come caserme militari {11).

Le infezioni oculari da Adenovirus come le cheratocongiuntiviti epidemiche e le cosiddette congiuntiviti acquisite in piscina possono essere contratte da individui di qualunque
£14 (12,13}, inoltre Adenovirus anche nei pazienti immunodepressi pud causare infezione in tutte le fasce di eta (14,15).

CARATTERISTICHE DEL TEST

Iltest PREMIER Adenaclone, & stato valutato presso 4 laboratori ospedalier! in Massachusetts, New York, California come test di conferma da coltura e come iest diretto. |
risultati sono stati confrontati con la comparsa dell'effetto citopatica in colture cellulari (CPE) e con la microscopia elettronica (EM).

PREMIER Adenocione, ha dimostrato un'eccellente correlazione con entrambi | metodi.

Site | Site [l Site I1f Site IV
S 5V v SV
Cultura tissutale Sospensione fecale Cultura tissutale Cultura tissutale

Metado di
Determinazione

¥ = + = + = + =

Premier + 75 0 70 0 22 0 23 0

Adenoclone® - 0 15 1 160 0 51 1 49
Sensibilita 100% 99% 100% 96%
Specificit 100% 100% 100% 100%
Concerdanza 100% 99% 100% 99%

Legenda. 5= determinazione spettrofotometrica V=determinazione visiva
NOTA: & stata ottenuta una correlazione de! 100% tra lettura spettrafotometrica e visiva

LIMITI DI RILEVABILITA

SOSPENSIONE FECALE

Su quattro campioni fecali positivi, con un valore noto (ottenuto mediante microscopia elettronica) di particelle viraii/mi, sono state eseguite diluizioni seriali e ciascuna
diluizione & stata testata con il kit PREMIER Adesoclone, per verificare il limite di rilevabilita del test. | risultati mostrano che il test & in grado di identificare fino a 107
particelle di Adenovirus per mi.

Adenovirus non enterici Adenovirus non enterici Adenovirus 41 Adenovirus 40
Campione fecale 1 Gampione fecale 2 Campione fecale 3 Campiane fecale 4

Particelle/m| Adso Ausp Agsg Agso

108 1.78 - z -

107 0.26" ~2.00 »2.00 -

108 0.04 1.08 >2.00 >2.00

109 0.03 0.17* 1.73 >2.00

104 = 0.04 0.21* 0.58"

COLTURA CELLULARE

Diluizioni seriali i alcuni campioni di surnatante da colture cellulari positive per Adenovirus (Effetto Gitopatico 3+) sono state testate con il kit PREMIER Adenoclone,. Gli
asterischi indicano la sensibilita del test PREMIER Adenoclone, per ogni sierotipo testato. Gii anticorpi monoclonali utilizzati nel test reagiscono con tutti | sierogruppi di
Adenavirus umani, cosi come con Adenovirus che infettano scimmie, cani, il bestiame e i maiali (2).



TIPO A TIPO B TIPOC

AD12 AD18 AD31 D3 AD7 ADZ1 AD1 AD2 AD5 ADB
1:10 >3.0 >3.0 >3.0 1.78 =3.0 >3.0 >3.0 >3.0 *3.0 >3.0
1100 213 0.64% 2.09 0.49* >3.0 2.36 >3.0 *3.0 >3.0 >3.0
1:1000 0.21* 0.05 0.15* 0.09 1.56 0.24 >3.0 1.67 0.57 2.52
1:2000 0.08 0.02 0.06 0.05 071" 0.08 1.66 Q.70 0.23" 1.26
1:4000 0.04 0.01 0.03 0.04 0.15 0.04 0.65 0.19* 0.12 0.60
1:8000 0.02 0.02 0.02 0.03 0.07 0.02 0.22° 011 0.06 0.35
1:16000 0.02 0.02 002 0.02 0.07 0.02 an 0.07 0.03 0.19*

TIPO D TIPOE ENTERIC

ADI ADZ2 AD37 AD33 AD4 AD40 AD41
1:10 =3.0 »3.0 >3.0 >3.0 =3.0 >3.0 >3.0
1:100 2.75 2.44 2.62 228 >3.0 2.40 3.0
1:1000 0.24* 0.22* 0.25* 0.15* 1.60 0.26" 0.73
1:2000 0.11 0.09 0.08 0.07 0.94 0.15 0.27"
1:4000 0.05 0.04 0.06 0.03 0.46 0.08 0.12
1:8000 0.05 0.03 0.02 0.02 0.25 0.06 0.06
1:16000 0.02 0.02 0.02 0.02 0.15" 0.08 0.04 “limiti di rilevabilita

REAZIONI CROCIATE

Mediante il test PREMIER Adenoclone, sona stati testati patogeni intestinali comuni e virus. E non manno mostrato cross reanivita neltest. Par la valutazione delle
reazioni crociate sono state analizzate sospensioni di colture contenanti da 107 a 109 organismi per mi con la seguente ecceziona: calicivirus, SRV, rotavirus, norwalk
virus e astrovirus sono risultati positivi in campioni fecalf testat! mediante microscopia elettronica; Clostridium difficile era positivo per 1a tossina. Feci ed urine sono
state testate e sono risultate negative.

Microrganismao

Psaudomonas aerugingsa Escherichia coli Staph. Aureus™ (Cowan's) Enterobacter aerogenes Enterobacter cloacae Proteus nuirabilis
Klebsiefla pneumaniae Candida albicans Serratia marcescens Clostridium difficile Mycoplasma hominus Mycopiasma orale
Achofeplasma laidlawii Mycapiasma hyarthinis Mycoplasma pneumoniae Mycoplasma arginini

Virus

Coxsackievirus A-8 Echovirus 6 Reovirus 1 Rhinovirus 3 Coronavirus umana Virus Respiratorio sinciziale
Coxsackievirus B-3 Echovirus 7 Reovirus 2 Rhinovirus 17 Marbillo Calicivirus

Coxsackievirus B-4 Echovirus 9 Reovirus 3 Rhinovirus 43 Herpes simplex 1 Small Round Virus (SRY)

Coxsackievirus B-5
Poliovirus |
Poliovirus 11
Poliovirus 11l

Echovirus 11
Echovirus 17
Echovirus 18
Echovirus 22

Parainfluenza-1
Parainfluenza- 2
Parainfluenza- 3
Papovavirus SV -40

Varicella zoster

Herpes simplex 2

Rotavirus

Chlamidia trachomatis
Foamyvirus di scimmia 2
Foamyvirus di scimmia 8

Cytomegalovirus
Influenza A
Influenza B

Norwalk virus
Astrovirus
Myxovirus-Paramyxovirus SV -5

* Risuitati faisi positivi potrebbera verificarsi in presenza di alti livelli i S. aursus che presenta la proteina A (sierogruppo Cowan). L'enterocalite da Stafilococco non
& un infezione comune, in genere & stata descritta in pazienti adulti ed & estremamente rara nei neonati & nei bambini (25, 26).

PRECISIONE DEL TEST
Intra-esame
Ogni campione* & stato testato in un singolo test 21 volte e sono stati calcolati il valore medio e il coefficiente di variazione.
Campione Negativo Campione | Campione I Campione 11}
N 21 21 21 21
X 0.012 0.232 0.744 1.713
cv 56% 10% 14% 8%
Coltura Negativa Colt.! Colt.ll Calt.N
N 21 21 21 21
X 0.017 0.181 0.418 1.318
cv 35% 6% % 7%

* Un campione positivo @ stato diluito in una sospensione fecale e nel sovranatante di una coltura cellulare per rappresentare un campione basso (vicino al cut-off),
medio e alto positivo.

Inter-esame
Ogni campione* & stato testato in 21 diverse sedute da tre diverst tecnici & sono stati calcolati il valore medio ¢ il coefficiente di variazione.
Campione Negativo Campione | Gampione Il Campione il
N 21 21 21 21
X 0.026 0129 0.474 0.990
cv 48% 9% 12% 10%
Coltura Negativa Colt.| Colt.il Colt.lit
N 21 21 21 21
X 0.017 0.198 0.508 1.547
cv 59% 10% 10% 9%

* Un campione positivo & stato diluito in una sospensione fecale e nel sovranatante di una coltura ceilulare per rappresentare un campione bassa (vicino al cut-off),
medio & alto positiva.



Premier™ Adenoclone®

Test ELISA pour la détection directe des antiganes d’Adénovirus dans des échantillons de selles humaines,
et pour la confirmation de présence d’Adénovirus dans des cultures cellulaires.
Réf. Catalogue : 696007
BUT DE LA METHODE _
Le Premier™ Adenoclone ™ est un test immunoenzymatique (ELISA) pour Ja détection qualitative des adénovirus humains directement dans des échantillons de selles
&t pour confirmer Ja présence d'adénovirus dans des cultures cellulaires réalisées a partir de prélévements pulmonaires, ophialmigues ou entérigues.

INTRODUCTION

Les adénovirus humains regroupent 41 SErotypes connus, classés principalement en fonction de leur sérologie et de I'empreinte de leur ADN en électrophorése. C'est une
lamille de virus & ADN, dépourvus d’anveloppe, 4 capside icosaédrique composée de 252 capsomeéres. Le virion contient un certain nombre de proteines associées au
genre et 2 la specificité du type. Celies associées & la specificité de genre (groupe) de I'adénovirus sont la portion alpha de I'examére, la pentamere, la portion delta de
la fibre et du polypeptide Illa. L'anticorps monocional du test Premier Adenoclone est dirigé contre 'antigéne de I'hexamére (spécifigue de groupe) que I'on retrouve dans
les adenovirus humain, simien, canin, porcin, murin et bovin, Cet anticorps monoclonal a ét6 montré réagissant avec les 41 types d'adénovirus humain par ELISA (1).
Les adénovirus peuvent gtre la cause d'une variété de maladies cliniques chez 'omme. comprenant les maladies respiratoires (pharyngites aigués fébriles, fiavres
pharyngocenjonctivales, maladies respiratoires aigués, oneumonies), oculaires (kératoconjonctivite épidémique, conjonctivites dites de «piscine») et les gastro-entérites (2-4).
L'identification des adénovirus est généralement effectuée par multiplication dans des cultures cellulaires en suivant I'apparition caractéristique de I'effet cytopathogéne
(ECP). Les lignées celiulaires sensibles aux adénovirus sont des lignées ceilulaires continues d'origine épithéliale tels que les cellules HelLa, HEK, Hep-2, KB et Graham
293 (2,3). Généralement les effets cytopathogénes se produisent dans les 2 & 7 premiers jours avec les adénovirus de types 1-7. Cependant, d'autres souches,
particuliérement le sous-groupe O, peuvent demander Jusqu'a 28 jours avant que des ECP reconnaissables se développent (16). La confirmation de I'isolement de
I'adenovirus dans des cultures cellulaires aprés ECP se fait entre autre par des méthodes d'immunofluorescence, de radio-immunoessai, d'hybridation d'ADN, immunao-
enzymatiques et d'empreinte électrophorétique de I'ADN (17-21). Le test Premier Adenoclone affre un moyen simple, rapide, et précis pour confirmer la présence
d'adénovirus dans des isolats de cultures cellulaires.

Le deuxiéme virus le plus couramment rencontré dans les selles ou les prélevernents rectaux de patients ayant des diarrhées est I'adénovirus (22). Les adénovirus de
type 40 et 41 ont été découverts pour la premire fois par une observation en microscopie électronique (ME) d'extraits de selles et sont e plus souvent associés a des
gastro-entérites (22). Ces types d'adénovirus peuvent étre isalss dans les cellules Graham 293 (5). Le test Premier Adenoclone peut étre utilisé pour des tests directs
d'échantilions de seiles, réduisant ainsi le temps requis par la techniaue traditionnelle d'isolement par culture cellulare,

PRINCIPE DU TEST

Le test Premier Adenoclone utilise des anticorps monocionaux en phase solide dans un essai de type sandwich. Des micropuits sécables sont recouverts d'anticorps
maonoclonal anti-adénovirus. Une aliquote de fa suspension fécaie ou du milieu non dilué de la culture cellulaire est ajoutée dans le micropuits et incubée simultanement
avec un anticorps monoclanal anti-adénovirus conjugué 4 fa peroxydase de Raifort, entrainant la prise en sandwich de I'antigéne de I'adénovirus entre [a phase solide et
I'anticorps couplé & 'enzyme. Aprés 60 minutes d'incubation 4 température ambiante, les micropuits sont rincés & I'eau distillée pour gliminer les échantillons et 'excés
d'anticorps coupiés a I'enzyme non fixes, Le substrat de I'enzyme (peroxyde d'urée) et le chromogéne (tetraméthylbenzidine) sont ajoutés dans les MICropuits et incubés
pendant 10 minutes & température ambiante. Tout conjugué fixé & dans les micropuits va permettre au substrat incolore de se transformer en un produit bleu.

MATERIEL FOURNI
Le coffret Premier Adenoclone contient 48 tests,
1. Micropults (48) - recouverts d’anticorps monoclonaux Murin, spécifiques de groupe, anti-adénovirus.
Contrale Négatif / Solution de dilution des échantillons (30mi) - Tampon Phosphate salin contenant 0,02% de thimerosal comme conservateur.
- Conjugué enzymatigue {6ml) - Anticorps monoclonal Murin anti-zdénovirus conjugué ala peroxydase de raifort dans une solution protéique tamponnée contenant
de la gentamicine et 0,02 de thimerosal comme consenvateur.
Gontrdle Positif (2ml) - Adénovirus {AD41) inactivé en solution avec 0,02% de thimerosal comme conservateur.
Substrat A (6m1) - Solution tamponnée contenant du peroxyde d'urde.
Substrat B (6ml) - Solution tamponnée contenant le tétraméthyibenzidine.
Solution d'arrét (6mi) - Acide sulfurique 1N, Attention: Eviter tout contact avec la peau. En cas de contacts accidentels, rincer abondamment  I'sau.
- Support de barrettes de micropuits (1)
. Pipettes de transfert ¢’ échantillons (48).

MATERIEL NON FQURNI

. Tubes a essai, 12x75 mm

. Eau distillée o désionisée

. Papier absorbant

- Micro Pipettes de précision ou pipettes capables de délivrer des volumes de 100yl et 1000ul (optionnel)

Centeneur & déchets contenant une dilution au 1:10 d’eau de javel. Pour le passage en autoclave utiliser un désinfectant.

. Lecteur de plaque ELISA pou lire [absorbance 2 450nm {optionnel).

. Systéme de distribution d’eau, tels qu'une pipette multicanaux, seringue avec tubulure refiée A une bouteille de lavage.

. Minuteur (1 heurs minimum)

. Ecouvillons stériles et milieu de transport viral (le plus souvent une solution saline physiologique contenant une protéine de stabilisation du virus et un antibiotique).
Le milleu ne doit &tre inhibiteur ni pour 'adénovirus ni pour les lignées cellulaires (16).

. Cultures cellulaires sensibles & I'adénovirus et un microscape photonigue pour observer les cultures. Les cultures cellulaires sensibles & la croissance de l'adénovirus
sont des lignées cellulaires continues d'origine épithéliale tels que Hela, HEK, Kep-2, KB et Graham 293 (2.3). Seules les cellules Graham 293 doivent étre utilisees
pour lisolation des adénovirus type 40 et 41 ().

11. Cultures contrdles positives a l'adénovirus, soit ATCC#VR-2, Adénovirus type 2.

PRECAUTIONS D'EMPLOI

Pour le diagnestic in vitro uniquement

- Ne pas pipeter les échantillons ou les réactifs avec la bouche. Eviter tout contact avac des caupures cutanées ou les Mugueuses.

. Ne pas fumer, manger ou boirs dans les zones de manipulation des échantillons ou des réactifs du coffret.

- Porter des gants jetables lors de la manipulation des échantillons et se laver les mains une fois le protocole terminé. Les échantillons de patients, les échantillons
controles ainsi que tout matériel ayant été en contact avec ces derniers dofvent étre manipulés avec précaution (Biosafety 2), comme recommandé dans le manuel
CDC/NIH «Biosafety in Microbiology and Biemedical Laboratories.» 4éme edition, 1999.

ATTENTION : Du fait de F'affinité de ['adénovirus pour les régions oculaires, éviter tout contact entre les mains et les yeu durant la manipulation des échantillons
ou lors de la réalisation des tests de diagnostic (18).
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. Eviter tout contact de la Solution d'arrét avec la peau (acide sulfurique 1M). Ge produit peut entrainer des irritations et des brilures. En cas de contact accidentel,
rincer abondamment & I'sau.

- Avant élimination, tout le matériel utilisé pour ce protacale doit &tre autoclavé 3 121°C pendant au moins 1 heure et les déchets liquides doivent étre mélanges a
de I'sau de javel diluée au 1:10 pendant au moins 30 minutes. ATTENTION: Les déchats liquides contenant fa Sclution d'arrét doivent &tre neutralises avant d'tre
mélangés 4 I'eau de javal.

Eviter les éclaboussures et la formation d'aérosols.

. Ne pas utiliser les réactifs du coffret Premier Adenocione aprés la date d'expiration. Chacun des réactifs a été optimisé pour obtenir une performance maximale.
Une dilution ou un mauvais emploi d ces réactifs peut entrainer une perte de sensibilité. Toutes modifications du temps d'incubation et des températures peuvent
donner des résultats erronés.

10. Ne pas mélanger les réactils de coffrets Premier Adenaclone de lots différents.

11. Eviter toute contamination microbienng des réactifs, sinon des résultats Incarrects peuvent se produire. La contamination des échantillons peut donner de faux résultats.

12. Utiliser des techniques aseptiques, un eguipement et du matériel stériles pour tous les protocoles de culture cellulaire,

13. Utiliser des pipettes ou des embouts de pipsites diffarents pour chague échantillon, contrale et réactif. Eviter la cantamination avec des ions métalliques.

14. NE PAS REUTILISER LES MICROPUITS.

DONNEES RISQUES ET SECURITE
SUBSTRAT B: TOXIQUE-METHANGL
DONNEES RISQUES :
23/25  Toxique par inhalation et ingestion.
DONNEES SECURITE
45 Encas d'incident ou de malaise, demander immeédiatement I'avis d'un médecin (lui montrer I'dtiquette si possible).

CONSERVATION DES REACTIFS

Conserver les réactifs du coffret 3 2°-8°C. Ramener les réactifs du coffret & température ambiante (20°-30°C) avant utilisation et les replacer immédiatement au
réfrigérateur ensuite. Laisser revenir les micropuits a température ambiante dans leur sachet. Replacer les micropuits non utilisés dans leur emballage d'aluminium
d'origine. Les micropuits restent stables durant toute ia période de validité de ce coffret une fois ouvert.

CAUSES D'INSTABILITE OU DE DETERIORATION
Les conditions décrites ci-dessous peuvent Btre les indices d'une détérioration des réactifs:
1. Toute contamination microbienne visible ou une forte précipitation.
2. Toute couleur bleue dans les Solutions Substrats avant [addition dans les micropuits.
3. Une valaur d'absorbance & 450nm supérieure 4 0.150 pour le contrdle Négatif peut indiquer une détérioration des réactifs.
4. Une valeur d'absorbance de moins de 0,3 pour le contrale Positif peut étre le signe d'une déiérioration des réactits.
Si'une des conditions mentionnées ci-dessus est observée contacter le Gentre de Support Technique,

MANIPULATION DES ECHANTILLONS

L'8tape de préldvement des échantillons est une Etape critique dans I'isolement de 'adénovirus en culture cellulaire et doit &re effectuée uniquement par du personnel
qualiié. Le temps optimum pour le prélévement des échantillons est s plus t6t possible aprés le dabut des symptames. L'adénovirus est geénéralement isolé 4 partir
d'échantillons pulmonaire, ophtalmigue ou rectal, mais a até retrouve pratiguement dans tous les organes chez I'homme (16). Le site de finfection doit Btre préleve
minutieusement a I'aide d'un écouvilion pour recueillir les cellules épithéliales. Placer directement I'écouvillon dans environ 3mi de milieu de transport viral et remuer
vigoureusement (16). L'échantiilon conservé dans e la glace doit étre envoye le plus rapidement possible au laboratoire (selon e Code de Régulation Fédérale, 42 CFR).
Des prélevements nasopharyngéns par aspiration, des sécrétions ou des échantillons de lavage peuvent éire également racueillis. Il est généralement plus efficace et
pratique de collecter 2 3 5 mi de sécrétions nasopharyngees par aspiration, en utilisant un petit tube insére dans Ie nez du patient et connecté a un flacon de
récupération d'échantillon. Ce systéme est commercialisé comms «piége 4 mucus». Dans le cas ol les sécrétions nasales par aspiration seraient insuffisantes, un
lavage nasal & I'aide de 14 2ml de solution saline stérile peut atre effectud et utilisé. Un volume minimum de 0,2m! de sécrétion doit étre récupéré.

Les prélévements rectaux ou les échantillons de selles prélevés pour la mise en culture doivent étre placés dans 1ml de mifieu de transport viral, Il faut s'assurer lors
de I'utilisation des prélévements rectaux par écouvillon que I'on obtienne une quantité suffisante de matiére fécale (30 4 50mg de matiére brute).

Tous les échantillons doivent étre maintenus 2 une température de 2°-8°C dans Ia glace et ne pas étre congelés 4 moins qu'un délai de plus de 72h soit prévu avant
I'inocuiation de la culture cellulaire. Dans ces conditions, congeler rapidement I'échantillon dans de la carboglacs et de I'acétone ou un alcool et conserver I'échantilion
4 -20°C ou mains jusqu'a un mois. Eviter les congélations lentes (en plagant I'échantillon dans le freezer 2 -20°C) car cela détruit le pouvoir infectieux des adénavirus
d'échantillons cliniques. Ne pas conserver les échantillons dans un freezer & dégivrage automatique. Eviter les congélations et décongéations répétées.

Pour les essais directs d'échantillons de selles - Les échantillons de selles ou rectau (sur écouvillons) doivent étre collectés dans des conteneurs ne contenant ni
milieu, ni conservateur, ni sérum animal, ni ions métalliques, ni agents oxydants ou détergents dans Ia mesure ou tous ces additifs peuvent interférer avec le test
Premier Adenoclone. Il faut s'assurer lors de Putilisation des prélavements rectaux par écouvillon que I'on obtienne une guantité suffisante de matiere fécale (30450
ma). Les échantillons dilus peuvent atre conservés 4 2°-8°C pendant 3 jours sans risque d’interférence avec les performances du test. Si des temps de conservation
plus longs sont 4 envisager, placer les échantillons de selles non dilués a -20 C ou moins. Ne pas conserver dans un freezer a dégivrage automatique. Eviter les
congélations et décongélations répétées.

PREPARATION DES ECHANTILLONS POUR L'ISOLEMENT

Les cultures de celiules sensibles 4 la croissance des adénovirus sont des lignées celluaires continues oorigine épithéliale telles que Hela, HEK, Hep-2, KB et Graham
293 (2,3). Seules les cellules Graham 293 doivent tre utilisées pour 'isolement des adénovirus types 40 et 41 (5). Différentes lignées cellulaires tout comme différents
repiquages de la méme lignde cellulaire peuvent antrainer de grandes variations de I sensibilité virale. Chague laboratoire doit établir son propre contréle de qualité
pour s assurer que les cultures cellulaires sont accaptables pour I'isolement en routine par culture.

Les écouvillons arrivant dans un milieu de transpart viral doivent étre agités vigoureusement et I'élimination de I'excés de liquide se fait en pressant fermement
I'écouvillon contre les parois du tube. Inoculer aux cultures cellulaires sensibles (16). Ne pas accepter d'écouvillons ayant séchés pour 'lsolement viral,

Tous les prélévements par aspirations, les sécrétions et les liquides de lavage doivent 6tz mélangés vigoureusement a Faide d'une pipette pour obtenir une suspension
homagene. La suspension devra alors &tre traitée par un antibiotique et inoculée 4 la culture cellulaire sensibie (16,26.27).

Les gchantillons de selles peuvent étre utilisés soit directement (voir procédure du test) soit préparés pour l'isolement en cuiture. Dans ce cas, écraser quelques
grammes de maériel fécal a I'aide d'un mortier, d'un pilon, de sable stérile ou tout autre abrasif. Ajouter un volume de difuant (soit le milieu de culture) contenant
Iantibiotique de telle maniére 2 obtenir una suspension & 10%. Clarifier par centrifugation et inaculer aux ceflules Graham 293 (16)

L'idéal serait que les échantillons en culture soient controlés tous les jours afin de suivre le développement de I'effet cytopathogéne (ECP) caractéristique des
adénovirus. Les cellules en mono couche infectées par un adénovirus s'élargissent, prennent une forme ronde et deviennent refractaires, pour finalement s'agglutiner
en clusters irréguliers en forme de grappes. Ces modifications sont généralement associées & une zugmentation de Iacidité du miiieu de culture. Le temps nécessaire
au développement de ['effet cytopathogane dépand de la souche de I'adénovirus et de sa concentration dans I'échantillon. Généralement, 'ECP se produit dans les 2 a
7 premiers jours avec les adénovirus 1,2, 3. 4, 5, 6 et 7. Les autres souches d'adénovirus, en particulier celles du sous-groupe D, peuvent demander jusqu'a 28 jours
avant qu'un ECP identifiable se dévelappe ou peuvent méme demander un repiguage en aveugle de culture ceflulaire (16). Les cultures peuvent étre utilisées lorsque
I'on observe un ECP d'au moins 25%.
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PREPARATION DES REACTIFS
Ramener tous les réactifs & température ambiants (20°-30°C) avant utilisation.
Replacer immeédiatement tous les réactifs & 2°-8°C aprés utilisation.
Eviter que les micropuits séchent entre les étapes.
Préparer |a vaisselie de décontamination pour I'élimination des réactifs et du matérigl.
. Lareproductibilité des tests ELISA est largement dépendante de la régularité avec laquelle les micropuits sont laves. Suivre irés attentivement les recommandations
concernant la sequence de lavage comma résumé dans 1a procédure du test ELISA.

PREPARATION DES ECHANTILLONS
Test d’échantillons liguides de culture cellulaire
Lorsque les cultures démontrent au moins 25 4 50% d’EGP, ajouter 2 gouttes {100ul) du surnageant de culture directement dans les micropuits en utilisant la pipatte
de transfert d’échantillen.
NE PAS DILUER LE SURNAGEANT DE CULTURE
Test direct des échantillons de selles
Ajouter 1ml de diluant d'échantillon dans un tube correctement annoté a I'aide de |2 pipette de transfert. Ajouter les échantillons comme suit:
1. Selles solides - aspirer I'échantillon dans la pipette de transfert jusqu'a la premiére graduation.
2. Selles liquides - aspirer I'échantillon dans la pipette de transfert jusqu'a la pramiére graduation.
3. Prélévement rectal par écouvillon - remuer I'écouvillon dans 1ml de diluant d'échantillon pour libérer le matériel fécal, Presser fermement I'écouvillon contre les
parois du tube pour récupérer le liquide, Bien mélanger. Ne pas diluer davantage.
Resuspendre ['échantillon dans 1mi de diluant d'échantillon avec la pipette de transfert en l'aspirant et I'expulsant vigoureusement  plusieurs reprises jusqu'a
I'obiention d’'une solution adéquate pour de test.

o o pa

diluant d'échantillon
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En utilisant la pipette de transfert, ajouter 2 gouttes du liquide non dilué du surniageant de culture ou de I'schantillon de selles dilué dans les puits. Voir la section
Procédure du test pour les détails.

PROCEDURE DU TEST

Ge test dail élre réalisé par un personnel qualifié, en fonction des exigences des réglementations locales.

. Detacher un nombre suffisant de puits pour les échantillons et les contrdles, et les placer dans le support de barrettes de micropuits. Noter la position des échantillons.
. Ajouter 2 gouttes (100w) de I'échantillon fécal dilug, du liquide non dilué du surnageant de culture cellulaire, du contrdle négatif (diluant de 'échantillon) ou du
contréle positif dans le fond des micropuits.

Ajouter 2 gouttes (100ul) de conjugué enzymatique dans chague puits. Mélanger doucement en remuant la plaque.

Incuber & température ambiante (20°-30°C) pendant 60 =5 minutes.

Jeter le liquide du puits dans le récipient & déchets, Eliminer entigrement fe liquide des puits en tapant vigoureusement la plague retournée contre du papier absorbant.

Remplir entigrement les puits avec de I'eau distiliée et éliminer le liquide comme dans ['étape 5.

Répéter 4 fois la procédure de lavage (étapes 5 et 6} pour un total de 5 lavages.

Ajouter 2 gouttes (100ul) de la Solution Substrat A (peroxyde d’urée) dans chaque puits

Ajouter 2 gouttes (100u) de la Selution Substrat B (TMB) dans chague puits.

10. Incuber & température ambiante pendant 10 minutes.

11. Apres lecture et enregistrement des résultats, éliminer les puits utilisés, et le papier absorbant selan le protocole d’élimination des déchets potentiellement infectieux.
Procédure Spectrophotométrique - (optionnelle) -

Le dosage spéctrophotométrique peut &ire fajt en ajoutant 2 gouttes (100ul) de la Solution d'arrét (acide sulfurique 1N) dans chacun des puits aprés le temps
d'incubation de I'étape 10. Dans les 60 minutes, lire I'absorbance de chaque micropuits a 450nm en utilisant un filtre de référence > 600nm (optionnel) et en réalisant
le blanc contre ['air

CONTROLE QUALITE
Le test Premier Adenoclone est fourni avec un contrfle positif et négatit (Diluant de I'échantillon), gui doivent étre utilisés dans chaque série de tests. Ces contrdles
sont utilisés pour s'assurer de la qualité des réactifs du coffret. Le puits du contrdle positif doit aveir une couleur bleue marquée avec une absorbance & 450nm
supérieure a 0,3. Le contréle négatif doit rester incolore et avoir une absorbance & 450nm inférieure & 0,15.
En plus des contrdles paositif et négatif fournis, lorsque 'on réalise une identification par culture cellulaire, deux autres types de contréles peuvent &tre utilisés 4 la
discrétion du laboratoire. Ces cantrdles garantissent que le systeme de culture cellulaire utilisé est correct:

+ Le surnageant de cellules non infectées du méme lot que celui utilisé pour Iisolement du virus peut étre testé comme un contréle négatif.

= Le surnageant de cellules infectées a partir d'un échantillon positif & un adénavirus connu (ECP de 25% ou plus) peut &tre utilisé comme un controle positif.
Le puits du surnageant des cellules nen infectéss doit &tre incolore avec une absorbance a 450nm inférieure 4 0,15. Le surnageant des cellules infectées par un positit
connu deit &tre bleu. L'absarbance a 450nm dépendra du degré d'infection, mais doit étre supérieure 4 0,15.
Siles contrdles positif et négalif fournis avec le coffret ne donnent pas les résultats décrits, ci-dessus, contacter le Gentre de Support Technique. Siles contrles positif
et négatif fournis donnent des résultats corrects mais gue ce ne soit pas le cas des contréles des cultures cellulaires, il sera nécessaire de faire une évaluation de la
lignée cellulaire et de la procédure.

INTERPRETATION DES RESULTATS
|. Détermination visuelle. Tout échantillon développant une couleur bleue pius intense que celle du contrdle négatif est considéré comme un résultat positif. Tout
écnantillon avec une couleur équivalente ou moins intense que le contrdle négatif est considéré commea un résultat négatif.

. Détermination spectrophotométrique. Les échantillons avec une DOyspnm SUpérieure & 0,15 sont considérés comme des résultats positifs. Les échantillons avec
une D050, 0ale ou inférieure & 0,15 sont considérés comme des résultats négatifs. Parfois, une différence peut étre observée entre la détermination visuelle et
spectrophotométrique avec des échantillons contenant de faibles taux d'antigénes. La méthade spectrophotométrique, étant une méthode plus objective, est
légérement plus précise.

REMARQUE : Un précipité peut se former dans les échantillons hautement positifs. Cela n'affecte en aucun cas les résultats.
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LIMITES DE LA PROCEDURE

Le test Premier Adenoclone est un test hautement spéeifique et sensible pour 'antigene de 'adénovirus. L'anticorps monoclanal dans ce test réagit avec ['antigéne de
I'nexon spécifique du groupe. Il détectera les 41 sérotypes connus, mais ne pourra pas &ire utilisé pour différencier les types entre eux.

Un résuitat négatif n'exclut pas la possibilité d'unz infection a adénavirus chez le patient. L'absence de détection de I'adénowirus peut étre le résultat de facteurs tels
qu'un prélévement d'échantilion & un temps impropre de la maladie lorsque trop peu de virions sont présents, un prélévement et une manipulation inadéquats des
échantillons, un progléme dans la culture ceifulaira, stc.

Un résultat négatif dans le cas d'échantilions de selles n'exclut pas la présence d'une infection 4 adénavirts non-entérique dans d'autres liquides corporels. Si une
infection pulmonaire ou oculaire est suspectée, cc sont les échantillons du site d'infection qui doivent étre mis en culture

Tous les résultats positits doivent étre interprétés avec prudence car 'adénovirus est capable de latence ou de recrudescence. Une |atence asymptomatique peut se
produire jusqu’a 18 mois aprés linfection (24). Les adénovirus entérigues peuvent étre trouvés dans de: selles d'enfants asymptomatiques (23). Les résultats du test
doivent 8tre interprétés en conjonction avec les informations disponibles des études épidémiolegiques ou des observations cliniques des patients ou avec d'autres
procédures de diagnostic (24).

La co-infection avec des pathogénes bactériens est possible. Aussi, des tests bactériologiques doivent &tre réalisés en paralléle avec ce test pour exclure toute cause bactériologique.
'utilisation du test Premier Adenoclone pour ies essais directs d'échantillons autres que les échantillons de selles n'est pas conseillée dans la mesure ol une quantité
insuffisante d'antigéne, un prélévement d'échantillon inadéquat ou impropre peut donner des résultats négatifs. Ce test est desting a la confirmation de la présence de
I'adénovirus en culture ou au test direct des échantillons de selles. Un résultat positif dans les féces, associé 4 la présence de diarrhées, ast fortement indicateur d'une
gastro-entérite a adénavirus (10). Les gastro-entérites virales sont le plus souvent associées aux adénovirus type 40 et 41

Des faux positifs peuvent se produire en présence de taux élevé de S aureus passédant une protéine A comme la souche Cowan. Staphylococeal entferocoiitis est une
maladie rare, généralement décrite chez les patients adultes, et extrémement rare chez les nourrissons ct les enfants (25,26).

VALEURS ATTENDUES

Le taux de positivité peut varier en fonction de |2 situation géographigue, 12 méthode de préldvement des échantillons, fa manipulation et le transpart, le aystéme de
culture utilise ou du test empioyé et généralement de 'environnement sanitaire de la population des patients inclus dans I'étude.

La fréquence des infections a adénovirus variera avec le syndrome clinique et 'dge de l'individu. Chez les enfants de moins de 5 ans, 5% environ des maladies
respiratoires aigués sont dues a un adénovirus (6).

Les adénovirus sont responsables approximativement de 10% des pneumonies infantiles (7). Les cystites hémarragigues aigués chez I'enfant peuvent étre causées
par des adénovirus dans 20 2 70% des cas (8,9). Les adénovirus entériques (types 40 et 41) sont impligués dans environ 10% des patients de pédiatrie présentant des
gastro-entérites, qui apparaissent le plus fréquemment chez les enfants de mains 2 ans (10). Les caractéristiques de performance n'ont pas encore été complétement
détermingées sur le test direct d'échantiilon de selles néonatales. L'absence de résultat faussement positif doit étre déterminée dans chague laboratoire avant que les
selles du nouveau-né soient testées directement.

Chez les aduites, les adénovirus ont parfois été impliqués dans les cervicites (4), et dans les maladies respiratoires, en particulier lors du service militaire (11). Les
infections oculaires tels que la kératoconjonctivite épidémique et la conjonctivite dite de «piscine», causées par des adénovirus, peuvent se produire dans tous les
groupes d'dge (12.13) et celles de tous les groupes qui sont immunodéficitaires peuvent s'infecter (14,15).

PERFORMANCES DU TEST
La procédure Premier Adenoclone a été testée dans quatre laboratoires 4 Mew York, en Californie et dans le Massachusetts pour la confirmation de 1a présence
d'adénovirus en culture cellulaire ou dans fe test direct des échantillons de selles. Les résuitats du test Premier Adenaclone ont &€ comparés & l'apparition des effets
cytopathagénes (ECP) dans des cultures cellulaires et par microscopie électronique (ME) pour les échantillons de selles. Le test Premier Adenoclone a montré une
excellente corrélation avec ces deux méthodes.

Premier Site Deuxiéme Site Traisiéme Site Quatrigme Site
Méthode de lecture S 2 v s
Culture d'explant ~ Suspension de selles  Culture celiufaire  Gulture cellulaire

+ = + % + 25 + =4

Premier + 75 il 70 0 22 0 23 0

Adenocione™ o= 0 115 1 160 0 51 1 49
Sensibilité 100% 9% 100% 96%
Spécificité 100% 100% 100% 100%
Corrélation 100% 99% 100% 99%

“S: Détermination spectrophotométrique ; V: Détermination visuelle,
REMARQUE: La corrélation entre [a détermination spectrophotomeétrique et visuelle est de 100%.

LIMITES DU TEST

Suspension de selles

Des dilutions sérielles de quatre échantillons de selles positives & I'adénovirus, avec un taux connu de particules par ml déterminé par ME, ont été réafisées et testées
selon la procédure Premier Adenocione afin de montrer le seuil de détection de ce test. Les résultats montrent qu'un nombre de particule d'adénovirus aussi faible que
107 par ml peut étre détecté par le test Premier Adenoclone.

Echantillon Echantillon Echantillon Echantillon
N1 de selles N°2 de selles N°3 de seiles N°4 de selles
non-entériques non-entériques Ad 41 Ad 40
Particules / ml Agso Asg0 Az Ageg
108 1,78 o B =
107 26 >2,00 =2,00 —
108 .04 1,08 >2,00 >2,00
10° 03 s 1,73 >2,00
10¢ - 04 21 58"

CULTURE CELLULAIRE

Les résultats obtenus par le test Premier Adenoc/ane sur des dilutions sérielles de surnageant de culture d'adénovirus ditférents avec un ECP de +3, sont montrés
dans le tableau ci-dessous. Les astérisques indiquent la sensibilité relative du test Premier Adencclone pour le sérotype de ['adénovirus testé. Lanticarps monoclonal
utilisé dans le Premier Adenoclone a été montré comme réagissant avec tous les sous-groupes humains tout comme avec les surnageants de culture qui infectent les
singes, Iss chiens, 12 bétail et les pores (2).



TYPE A TYPEB TYPEC
AD18
3

AD12 AD31 AD3 AD7 AD21 AD1 AD2 ADS ADG
1:10 >3.0 >3 >3.0 178 >3.0 >3.0 »3.0 >3.0 >3.0 >3.0
1:100 213 0.64* 2.09 0.49* >3.0 2.36 >3.0 >3.0 >3.0 >3.0
1:1000 021" 0.05 0.15% 0.09 1.56 0.24 >3.0 1.67 0.57 2.52
1:2000 0.08 0.02 0.06 0.05 071" 0.08 1.66 0.70 0.23* 1.26
1:4000 0.04 0.01 0.03 0.04 0.15 0.04 0.65 0.19* 0.12 0.60
1:8000 0.02 0.02 0.02 0.03 0.07 0.02 0.22* 0.1 0.06 0.35
1:16000 0.02 0.02 0.02 0.02 0.07 0.02 0.11 0.07 0.03 0.19*
TYPED TYPEE ENTERIQUES
ADS AD22 AD37 AD39 AD4 AD40 AD41
1:10 >3.0 30 23.0 >3.0 >3.0 >3.0 >3.0
1:100 2.75 2.44 2.62 228 >3.0 2.40 >3.0
1:1000 0.24~ 0.22" 0.257 0.15" 1.60 0.26" 0.73
1:2000 0.1 0.09 0.09 0.07 0.94 015 0.27*
1:4000 0.05 0.04 0.06 0.03 0.46 0.08 012
1:8000 0.05 0.03 0.02 0.02 0.25 0.06 0.06
1:16000 0.02 0.02 0.02 0.02 0.15* 0.05 0.04 * Seuil de détection

TEST DE REACTIVITE CROISEE

Les micro-0rganismes et les virus suivants ont ¢t testés a 'aide du test Premier Adenoclone et n"ont montré aucune réactivité croisée dans ce test. Tous les tests de
réactivité croisée ont été réalisés avec des cultures stocks contenant un nombre estimé d'organismes infectieux de 107-109 par mi excepté dans les cas suivants :
Calicivirus, SRV, Rotavirus, virus Norwalk et Astrovirus testés comme des selles positives par ME ; Clostridium difficile a é1é testé comme positif & la toxine. Les selles
at urines ont &té testés et trouvées negatives.

Microorganismes

Pseudomonas 2erugingsa Escherichia colf Staph. aureus * (Cowan's) Enterabacter aerogenes Enterobacter cloacae Proteus mirabilis
flebsiella pneumeoniae Candida albicans Serratia marcescens Clostrigium difficile Mycoplasma hominus Mycoplasma orale
Achofeplasma laidiawii Mycoplasma hyorhinis Mycoplasma pneummoniae Mycoplasma arginini

Virus

Coxsackievirus A-9 Echovirus 6 Reovirus 1 Rhinavirus 3 Human Coronavirus Respiratory Syncytial virus
Coxsackievirus B-3 Echovirus 7 Reovirus 2 Rhinavirus 17 IMeasies Calicivirus

Coxsackigvirus B-4 Echovirus 9 Reovirus 3 Rhinovirus 43 Herpes simplex 1 Small Round Virus (SRY)
Coxsackievirus B-5 Echovirus 11 Parainfluenza-1 Varicella zoster Herpes simplex 2 Rotavirus

Poliovirus | Echovirus 17 Parainfluenza- 2 Chlamidia trachomatis Cytomegalovirus Norwalk virus

Poliovirus 11 Echovirus 18 Parainfluenza- 3 Simian foamyvirus 2 Influenza A Astrovirus

Paliovirus HI Echovirus 22 Papovavirus 5V -40 Simian foamyvirus 8 Influenza B Myxovirus-Paramyxovirus SV -5

* Des résultats faussement positifs peuvent se produire avec des taux élevés de S. aureus possédant une protéine A comme la souche Cowan. Staphylococcal
enterocolitis est une maladie rare, généralement decrite chez les patients aduites, et extrémement rare chez les nourrissons et les enfants (25,26).

PRECISION DU TEST

Intra Essai
Chagque échantillon” a té testé 21 fois au cours d'un seul et méme essai, et la mavenne et e coefficient de variation ont até déterminés.
Selle Négative Selle 1 Selle 2 Selle 3
N 21 21 21 21
X 0.012 0.232 0.744 1.7113
oV 56% 10% 14% 3%
Gulture Négative Culture 1 Cuiture 2 Culture 3
N 21 21 21 21
X 0.017 0.181 0.418 1.318
35% 6% 7% %

oV %
* Un échantillon positif a été dilué dans une suspension de selles a 5% et dans le surnageant de culture cellulaire pour représentar un échantillon faible (proche de la
valeur seuil), moyen et elevé.

Inter Essais
Chague échantillon a été testé individuellement dans 21 essais différents réalisés par trois techniciens, et la moyenne et le coefficient de variation ont été déterminés.
Selle Négative Selle 1 Seile 2 Selled
N 21 21 21 21
X 0.026 0.129 0.474 0.990
(WY 48% 9% 12% 10%
Culture Négative Culture 1 Culture 2 Culture 3
] 2 21 21 21
X 0.017 0.198 0.508 1.547
cv 59% 10% 10% 99

4 »
* Un échanllon positif a été dilué dans une suspension de selles 4 5% et dans le surnageant de culture cellulaire pour représenter un échantillon faible (proche de la
valeur seuil), moyen ef élevé.



Premier™ Adenoclone®

[nmunoensayo enzimatico para la deteccion directa del antigeno de Adenovirus en muestras de materia fecal humana y
para la Confirmacion de Adenavirus en Gultivo Celular
Catdlogo No. 696007

US0 INDICADO
La prueba Premier™ Adenoclone® es un inmunoenzayo enzimético (EIA) para la deteccién cualitativa de adenovirus humanos directamente de muestras de materia
{ecal humana y para la confirmacian de la presencia de adenovirus en aisladas de cultivo celular procedentes de muestras respiratorias, oftalmicas o entéricas.

RESUMEN Y EXPLICACION DE LA PRUEBA

Se conocen 41 tipos de Adenovirus humanos clasificadas principalmente por zerologfa v por tipaje electroforético de ADN. Son virus sin envoltura y con simetria
icosaédrica de 252 capsomeros que contienen ADN. El virién contiene una cantidad de proteinas asociadas con la especificidad del género y del tipo, Las asociadas con
la especificidad del género (grupo) son la porcion alfa de la hexona, la base de la pentana, la porcion delta de la fibra y el polipéptido illa. En la prueba Premier
Adenocione, el anticuerpo monoclonal es dirigido contra el antigeno hexona reactiva de grupo compartido por los zdenovirus humanos, de simios, caninos, Pmcinus.
murinos v bovinos. Este anticuerpe monoclonal ha mostrado su reaccion, a través de fa prugba EIA, con cada uno de los 41 tipos de adenovirus humanos '

Los adenovirus pueden causar varias enfermedades clinicas en los humanos, entre ellas respiratarias (faringitis febril aguda, fiebre faringeo-conjuntival, enfermedad
respiratoria aguda, neumonia), oculares {queratoconjuntivitis epidémica, conjuntivitis “de piscina” transmitidas por el agua) y gastroenteritis = .

La identificacian de adenovirus es generaimente llevada a cabo 2 través de cultivo tisular seguido por 1a aparicion de un efecto citopatico caracteristico (CPE). Las
lineas celulares susceptibles a los adenovirus son lineas celulares continuas de origen epitelial tales como Hela, HEK, HEp-2, KBy Graham 293 *~ Generaimente el
CPE acontece en 2 a 7 dias con los adenovirus tipo 1 a 7. No obstante, otras cepas, especialmente del subgrupo D. pueden requerir hasta 28 dias para que el CPE
reconacible se desarrolle '8 La confirmacion de un aislado de adenovirus en cultive celular después del CPE incluye el ensayo inmunofluerescents, el radioinmunoensayo,
la hibridacion ADN, el enzimoinmunoensayo y el tipaje electroforético del ADN'721, La prugba Premier Adenoclone ofrece un método simple, rdpido y preciso para
confirmar la presencia de adenovirus en las aislados de cultivo celular.

El sequnde virus més cominmente encontrado en muestras fecales o hisopos rectales de pacientes con diarrea es el adenovirus 22 | ps adenovirus tipos 40 y 41
fueron descubiertos mediante el uso de microscopia electranica (EM) examinando extractas de materia facal, y se asocian muy a menudo con gastroenteritis 2 Estos
tipos de adenovirus se pueden aislar a través de células Graham 293 . La prueba Premier Adenoclone puede ser utilizado para analizar directamente las muestras
fecales y de este moedo se reduce el tiempo requendo por ef métado tradicional de aislamiento en cultivo celular.

FUNDAMENTO DE LA PRUEBA

La prueba Premier Adenoclone utiliza anticuerpos monoclonales en un ensayo tipo sandwich de fase sdlida. Los micropociilos en tiras desprendibles estén recubiertos
de anticuerpo monoclonal anti-adenovirus. Se afiade una alicuota de suspensian fecal o fluido de cultivo celutar sin diluir al micropocillo y se incuba simulténeamenta
con un anticuerpo monoclional anti-adenovirus conjugado a su vez con peroxidasa de rabano. Como resultado tendremos al antigeno adenovirus farmando un
sdndwich entre [a fase sdlida y el conjugado de enzima. Después de una incubacidn de 60 minutos a temperatura ambiente, la muestra del pocillo se lava con agua
destilada o desionizada para retirar el espécimen no unido y el exceso de los anticuarpes marcados con enzima, Enseguida se afiaden a los pocillos el substrato
enzimatico (perdxido de urea) y el cromageno (tetrametilbenciding) y se incuban durante 10 minutos a temperatura ambiente, El complejo enzima-conjugado unido en
fos micropocillos hace que el substrato cambie de incoloro a azul.

MATERIALES SUMINISTRADOS

La prueba Premier Adenoclone contiene material para 48 determinaciones.
1. Micropocillos (48): recubiertos con un anticuerpo monoclonal murino anti-adenovirus especifica de grupo.

. Diluyente de muestra / control negativo (50 mi): Solucidn salina tamponada con fosfato y con 0,02% de timerosal como conservante.

. Conjugado enzimatico (6ml): peroxidasa de rabano conjugada a anticuerpo monoclenal murino anti-adenovirus, en una solucién proteica tamponada, con gentamicina
y 0,02% de timerosal coma conservantes.

. Gontrol Positiva (2,0 ml ): adenovirus inactivado (AD41) en solucién tampdn con 0,02% de timerosal como conservante.

. Substrato Parte A (6,0 ml): Ia solucién tampdn substrato contiene perdxido de urea.

. Substrato parte B (6.0 ml): la solucion tampdn substrato contiene tetrametilbenzidina.

. Solucidn de parada (STOP) {6ml): contiene dcido suifirico 1N. Precaucion: evite el contacto con la plel. En caso de contacto, lave can agua abundante.

. Soporte para tiras de micropocillos (1}.

. Pipetas de transferencia de muestras (48).

MATERIALES NO SUMINISTRADOS

. Tubos de ensaya de 12 x 75 mm.

. Agua desionizada o destilada.

. Papel absorbente.

. Micropipetas de precisidn y puntas de micropipeta para dispensar 100p y 1000ul (opcional).

. Recipiente para desechos con blanqueador de uso doméstico diluido 1:10. Para esterilizar en el autoclave, utilizar un desinfectante yoddforo.

. Lector de placa de micropocillos capaz de leer absorbancias a 450 nm (opcional).

. Dispositivo para dispensar la solucion de lavado como una pipeta multicanal, jeringa miltiple, botella de lavado, efc.

. Crondmetro (minimo 1 hora).

. Hisopos estériles v medio de transporte viral (de manera comin una solucion salina equilibrada y gue contenga proteina estabilizante viral y antibioticos). El
medio no debe ser inhibitario para los adenovirus ni para las lineas celulares 8.

. Cultivos celulares susceptibles a adenovirus y un microscopio de luz para examinar los cultivos. Los cultivos celulares susceptibles al crecimiento de adenovirus
son lineas celulares continuas de origen epitelial como Hela, HEK, HEp-2, KB y Graham 293 23 . Se deberian utilizar solamente las células Graham 293 para el
aislamignto de los adenovirus tipos 40y 415

11. Cultivos control positivo de adenavirus, por ejemplo ATCC#VR-2, Adenavirus tipo 2.

PRECAUCIONES
1. Para uso en diagndstico jn vifro solamente.

. Mo pipetee las muestras o los reactivos con la boca. Evite 2l contacto con la piel lastimada o las membranas mucosas.

. Mo fumar, comer o beber en dreas donde se manipulan muestras o reactivos del squipo

. Use guantes desechables para manejarlas muestras: ldvese las manos después de completar el ensayo. Las muestras de pacientes, los controles del ensayo y
todos los materiales que entran en contacto con ellos deben manipularse siguiendo las pautas de Bioseguridad nivel 2, como lo recomienca el manual del COC/
NIH (Center for Disease Controi/National Institutes of Health) “Biosafety in Microbiological and Biomedical Laboratories” (Bioseguridad en los Laboratarios de
Microbiologia v Biomédica, 4% edition, 1999).
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PRECAUCION: Debide a la afinidad de los adenovirus para el area ocular, &l contacto de la mano con los ojos debe ser cuidadosamente evitado durante ¢l procesa
de las muestras 0 mientras se realizan las pruebas diagnasticos (16).

. Evite que la solucion de parada (dcido sulfurico 1N entre en contacto con |a piel. Puede causar irritacion y quemaduras. En caso de contacto. lave con agua abundante.

" Deseche fodos los materiales utilizados para realizar la prueba despugs de esterilizarlos en un autoclave a 121°C, durante una hora como minimo. Los desechos
liquidos pueden efiminarse mezclandolos con blangueador de uso doméstico diluido 1:10 durante un minimo de 30 minutos.

PRECAUCION: Los desechos liquides que contienen solucian de parada deben neutralizarse antes de ser anadidos al blanqueador de uso doméstica.

. Evite salpicar o formar aerosoles.

_ Mo use los reactivos de Ja prueba Premier Adenoclone después de la fecha de caducidad del equipo. Cada reactivo ha sido optimizado para proporcionar el
méximo rendimiento, La dilucion o adulteracion de estos reactivos puede conllevar una pérdida de la sensibilidad. Los tiempos y las temperaturas de incubacién
distintos a los especificados pueden producir resultados erréneos.

10. No intercambie o mezcle lotes distintos de reactivos de la prueba Premier Adenoclane.

11 Evite la contaminacion microbiana de los reactivos, la cual puede producir resultados incorrectos. La contaminacidn de las mugstras puede producir resultados errdneos.

12. Utilice un sistema aséptico y equipamiento v materiales estériles para todos los procedimientos de cultivo tisular.

13. Use pipetas o puntas de pipetas distintas para cada muestra, control y reactivo.

14, NO REUTILICE LOS MICROPOCILLOS.

FRASES DE RIESGD Y SEGURIDAD
SUBSTRATO PARTE B: TOXICO — METANOL.
FRASES DE RIESGO:
23/25 Toxico por inhalacidn o ingestion.
FRASES DE SEGURIDAD:
45  Encaso de accidente o sino s siente bien, procure atencion médica inmediatamente (muestre la etiqueta del producto, cuando sea posible).

INSTRUCCIONES PARA EL ALMACENAMIENTO

Almacene los reactivos del equipo entre 2°-8°C. Antes de utilizarlos, permita que los reactivos dsl equipo alcancen (a temperatura ambiente (20°-30°C), y refrigérelos
de nuevo entre 2°-8 C inmadiatamente después de usarlos. Mantenga los micropociilos en la bolsa hasta que ésta alcance la temperatura ambiente. Vuelva a colocar
todos los micrapocillos no utilizados en su holsa original. Una vez abierto el equipo, los micropocillos son estables hasta la fecha de caducidad indicada.

SIGNOS DE INESTABILIDAD O DETERIORO
Las condiciones siguienies pueden indicar que los reactivos se han deteriorado:
1. Cualguier evidencia de contaminacidn microbiana o demasiada precipitacian.
2. Cualquier indicio de coloracion azul en las soluciones de substrato: antes de anadirlas a los micrapocillas.
3. Un valor de control negativo mayar de 0,150 unidades de absorbancia a 450 nm puede indicar que los reactivos se han deteriorado.
4. Un valor de control positive menor de 0,3 unidades de absorbancia puede indicar que os reactivos se han deteriorado.
5i se observan cualquiera de |as condiciones arriha mencionadas, comuniquese con nuestro Oepartamento de Asistencia Técnica en 1-800-343-3858.

MANEJO DE LAS MUESTRAS

La recoleccion de una muestra apropiada es un paso critico para el aislamiento de adenovirus en cuitivo celular por lo que gsta debe ser solamente realizada por
personal con experiencia. El momento Gptimo para la receleccian de la muestra es lo antes posible una vez aparecen los sintemas. Los adenovirus son muy comanmente
aislados en muestras respiratorias, oftaimicas y rectales pero también han sido recuperados en virtualmente todos los sisternas organicos del hombre '®, Para recoger
células epiteliales, debe pasarse el hisopo a fonde y cuidadosamente por el lugar de la infeccion. Después, colocar el hisopo directamente en aproximadamente 3 ml
de medio de transporte viral y hacerlo rotar vigorosamente ®. La muestra debe colacarse en hielo y enviarse rapidamente al laboratorio de acuerdo con lo estipulado
por el Cédigo de Regulacidn Federal nimero 42 (GFR) 72,

De atre modo, se pusden recoger aspirados, secreciones o lavados nasofaringecs 16 Es generalmente més efectivo y conveniente recoger de 2a 5 ml de secreciones
nasofaringeas por aspiracion, utilizando un tubo pequefio consctado a una botella para recogida de muestra y con el tubo insertado en la nariz del paciente. Este
sistema estd dispanible comercialmente y se llama sifén mucoso. £n los casas en que las secreciones nasales sean insuficientes, se pueden emplear lavados nasales
con 1-2 ml de solucion salina estéril a través de los orificios nasales. Se debe recoger un minimo de 0,2 mi de secrecion.

Los hisopos rectales o muestras fecales recogidos para cultivo deben ser colocados en 1 mi de medio de transporte viral. Debs tenerse cuidado cuando se utilicen
hisopos rectales ya que se debe asegurar la obtencian de suficiente muestra fecal (de 30 & 50 mg de materia fecal pura).

Todas las muestras deben ser mantenidas entre 2°-8°C |, &n higlo, y no congelarse a menos que no puedan ser inoculadas en el cultivo celular antes de 72 horas. En
estos casos, congelar rapidamente la muestra en un baio de hielo seco y acetona o alcohol y almacenar a -20°C o menos hasta un mes como maximo. Evite la
congelacion lenta (como los congeladores a—20°C) ya que esto puede destruir la infectividad de los adenovirus en las muestras clinicas. No almacene las muestras en
un congelador con descongelacion automatica. Evite la congelacion v descongefacion repetida de las muestras

Para el analizis directo de muestras fecales: las muestras de materia fecal o los hisopos rectales deben recolectarse en recipientes que no contengan medio, agentes
ronservantes, suero animal, iones metélicos, agentes oxidantes o detergente, ya que cualquiera de estos aditivos puede interferir con la pruebaPremier Adenoclone. Se
debe tener cuidado al usar hisopos rectales para asegurar la obtencion de suficiente cantidad de materia fecal (30 2 50 mg). Las muestra diluidas pueden guardarse entre
2°.8°C durante 3 dias sin que esto interfisra con el rendimiento del ensayo. Para ef almacenamiento de larga duracion de las muestras sin diluir, se recomienda almacenar
a una temperatura de —20°C o inferior. Evite la congelacion y descongelacidn repetida de las muestras. No las almacene en congeladares con descongelacion automatica.

PREPARACION DE LAS MUESTRAS PARA EL AISLAMIENTO

Los cultivos celulares susceptibles al crecimiento de adenavirus son lineas celulares continuas de origen epitelial como Hela, HEK, HEp-2, KB y Graham 293 23 Sa
deberian utilizar solamente las células Graham 293 para el aislamiento de los adenovirus tipos 40y 41 (5). Diferentes lineas celulares asi como diferentes secciones de
la mismas lineas celulares, pueden variar ampliamente en cuanto a la sensibilidad viral. Cada laboratorio deberia establecer sus propios procedimientos de Control de
Calidad para asegurar la aceptacion de células de cultivo tisular para aislamiento en cultivo tisular rutinario.

Los hisopos provenientes de medio de transporte viral deben rotarse vigorosamente, y a Su vez . se debe sacar el exceso de fluido de los mismos presionandolos
firmemente contra los lados del tubo. £l fluido se inacula en cultivos celulares susceptibles 6. No aceptar hisopos secos para el aislamiento viral.

Todos los aspirados, secreciones y lavados deben ser vigorosamente pipeteados para obtener asi una suspension homogénea. La suspension debe después ser
tratada con antibioticos e inoculada al cultivo cefular susceptible 15.2627

Las muesiras fecales pueden procesarse directamente (ver pracedimiento del ensayo) o pueden ser preparadas para el aislamiento en cultivo celular. Para éste ultimo,
pulverizar unos pocos gramos de materia fecal con un mortero, arena estéril U otro abrasivo. Afadir ese volumen de diluyente (por ejemplo medio de cultivo) a
antibiaticos de manera que resulte una suspensian del 10%. Aclarar por centrifugacion e inocularia a las células Graham 293 '€,

De manera ideal, los cultivos celulares de las muestras deben ser monitoreados diariamente para el desarrcllo de los efectos citopticas caracteristicos (CPE) de los
adenovirus. Las células de una monocapa infectada por adenovirus se ensanchan, radondean y son refractiles. Finalmente se agregan formanda grupos oMo racimos
de uvas. Estos cambios estan generaimente asociados con un incremento de la acidez del medio de cultivo. EI tiempo requerido para el desarrollo del CPE depende de
la cepa de adenovirus v de |a concentracion de virus infecclosos de la muestra, Generalmente el CPE se da entre 2 y 7 dias en los tipos de adenovirus 1,2, 3,4, 5,8y
7. Otras cepas de adenovirus, especialmente las del subgrupa D, pueden requerir hasta 28 dias para el desarrollo de un GPE reconocible o incluso pueden requerir un
pase a cultivo celular ciego ', Se considera gue los cultivos estan listos para la confirmacidn cuando por lo menos el 25% del CPE es evidente.
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PREPARACION DE LOS REACTIVOS
1. Antes de utilizarlos, deje que todos los reactivos alcancen temperatura ambiente (20°-30°C).
2. Cologue de nuevo todos (0s reactivos entre 2°-8°C inmediatamente después de utilizarios.
3. Mo permita que los micropocillos se sequen entre un paso y otra.
4. Prepare un recipiente de descontaminacion para desechar los reactivos y los materiales.
5. La obtencién de resultados reproducibles en cualguier ensayo EIA depende en gran parte de la uniformidad en el lavado de los micropocillos. Siga la secuencia de
lavado cuidadesamente tal como se indica en &l procedimiento dal ansayo EIA.

PREPARACION DE LA MUESTRA
Ensayo con el Fluido de 1a muesira de cultivo tisular
Cuando los cultives tisulares exhiban al menos del 25% al 50% del CPE. afiada 2 gotas (100 pl.) de fluido del cultivo tisular directamente dentra de los micropocillos
utilizando una pipeta de transferencia de muestra.
NO DILUYA EL FLUIDO DEL CULTIVO TISULAR.
Ensayo con muestra fecal directa
Afiada 1 ml de diluyente de muestra a un tubo apropiadamente rotulzdo, utilizando una pipeta de transferencia o de precision. Dispense las muestras a través de uno
de los métodos siguientes:

1. Materia fecal sélida: empuije la muestra hacia la pipeta de transferencia hasta la primer marca (ver ngura).

2. Material fecal liquida: aspire la musstra con la pipeta de transferencia hasta la primer marca (ver figura).

3. Hisopo rectal: inmersa el hisopo en un (1) mi de diluyente de muestra y mezcie con un movimiento circular para que la materia fecal se desprenda. Presione el

hisopo firmemante contra |a pared del tubo para extraer el liquido. Mezcie bien. Al dilya mds esta myesira.
Resuspenda la muestra en 1 ml de diluyente de muestra con una pipeta de transferencia, aspiranda y dispensando la solucién vigorosamente hasta que s obtenga la
solucion homogénea de trabajo.
La Pipeta de Transferencia

Diluyente Muestra
p ¥ v
( i = T i T e

o e
Use la pipeta de transferencia de muestra para afiadir dos gotas (100 w) de cultivo tisular sin diluir o muestra de materia fecal diluida a los pocillos. Yea el procedimiento
ce la prueba para los detalles.

PROCEDIMIENTO

1. Desprenda el ndmero de micropacillos requeridos para las muestras y los controles. Gologue los micropocillos en el soporte para micropacillos. Registre la
posicidn de las muestras.
Afiada 2 gotas (100u) de la muestra de materia fecal diluida o del cultivo tisular sin diluir, del control negativo (diluyente de muestra) y del control positivo al
fondo de los micropocillos separados.
Afada 2 gotas (100u) del conjugado enzimético a cada micropacillo. Mezcle suavemente con movimientos circulares sobre la mesa.
Incube a temperatura ambiente (20°-30°C) durante 60 + 5 minytos.
Vierta el liquido de los pogillos en un recipients de desecha, Golpee el soporte de micropocillos invertido sabre papel absorbente para asegurar que todo el liguido
de los pocilles sea retirado,
. Llene todos los pocillos con agua desionizada en exceso y vierta el liquido como en el Paso 5.
Repita el procedimiento de favado |Pasos 5y 6) cuatro veces mas hasta un total de 5 lavados.
Afiada 2 gotas (100p) de la solucion de Substrato A (perdxido de urea) a cada micropocillo.
Afiada 2 gotas (100ui) de solucion de Substrato B (TMB) a cada micropacilio.
10. Incube a temperatura ambiente durante 10 minutos,
11. Después de leer y registrar los resultados, desechar los pocillos y el papel absarbente utilizados en un recipiente para materiales biolégicos peligrosos.
Las determinaciones visuales pueden realizarse después de |z incubacion de 10 minutos del paso 10, y deberan leerse dentro de los 10 minutos posteriores. Las
muestras que presentan una coloracion azul mas fuerte que el control negativo son positivas. Las muestras que exhiban la misma intensidad de color o menor que el
control negativo son negativas.
Opeional - Procedimiento Espectrofotométrico
Las determinaciones espectrofotométricas pueden realizarse afiadiendo 2 gotas {100y} de solucion de parada (4cido sulfirico 1M) a cada micropocillo, después de la
incubacian del paso 10, Leer la absorhancia de cada micropocillo a 450 nm, usando un filtra de referencia > 600 nm (opcional) contra un blanco en aire dentro de los
60 minutos posteriores.

CONTROL DE CALIDAD
La prueba Premier Adenoclone viene provisto con un control positivo y un control negativo (diluyente de muestra), los cuales deberdn usarse cada vez que se reaiiza
el ensayo. Estos reactivos se Utilizan para asegurar que los reactivos del equipo estan funcionando correctamenta. El pocillo del control positivo debera ser definidzmeante
azul, con una absorbancia mayer de 0,30 a 450 nm. El contrel negativo no debe tener color visible y una absorbancia menor de 0,150 a 450 nm.
Ademds de Ios controles positivo y negativo provistos, cuando se realice la confirmacion en cultivo tisular, otros dos tipos de controles pueden ser utilizados a
discrecion del laboratorio. Estos controles aseguran que el sistema de cultivo tisular empleado estd funcionando adecuadamente:

* El sobrenadante celular no infectado del mismo lote que los usadas para aislar el virus, se puede utilizar como control negativo.

* El sobrenadante celular infectado de una conocida muestra positiva de adenovirus (25% de CPE o superior), se puede utilizar coma control positivo.
El pecillo del sabrenadante celular no infectado debe ser incoloro con una absorbancia menor de 0.150 a 450 nm. E| sobrenadante celular infectado proveniente de fa
Muestra positiva conocida debe ser azul. La absorbancia a 450 nm. dependerd del grado de fa infeccion, pero deberia ser mayor de 0.150.
Silos controles positivo y negativo suministrados dentro del equipo no funcionan adecuadamente, contacte al Departamento de Asistencia Técnica. Si los controles
positivo y negativo suministrados funcionan adecuadamente pero los controles del cultivo tisular no lo hacen, se requiere una evaluacion de las lineas celulares y de
los procedimientos implicados.

INTERPRETACION DE LOS RESULTADOS
1. Determinacién wisual:
Cualguier muestra que presente un colar azul mas intenso que el del control negativo es considerada positiva. Cualquier muestra que presente un color igual o
menos intensa que el control negativo es considerada negativa.

. Determinacidn espectrofotométrica;
Las muestras que den unidades de absorbancia (4,5p) mayores de 0,150 son consideradas positivas. Las muestras con absorbancias iguales o menores de 0,150
son consideradas negativas. £n muestras que contienen bajas canfidades de antigeno, ocasionalmante puede haber una discrepancia entre un resultado de la
determinacion visual v Ia espectrofotomatrica.
La determinacion espectrofotométrica es un método objetivo y por lo tanto mds praciso.
NOTA: En las muestras altamente positivas puede formarse un precipitado. Esto no afectara los resultadas.
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LIMITACIONES DEL PROCEDIMIENTO

La prueba Premier Adenocione es altamente especifico v sensible para el antigeno de adenovirus. El anticuerpo monoclonal en este ensayo reacciona con el antigeno
hexona especifico de grupo. Detectard todos los 41 serotipos conocidos, pero ne puede ser ulilizado para diferenciar un tipo de otro.

Un resultado negativo no excluye la posibilidad de una infeccian adenovirica en el paciente. El error al no detectar adenovirus puede deberse a que la muestra fue
recolectada en una etapa inapropiada de la enfermedad cuanda hay pocas viriones presentes, a un muestreo o una manipulacion de la muestra inapropiados, a un error
en el cultivo celular, etc.

1Un resultado negativo en una muesira de materia fecal puede no excluye la presencia de una infeccién con adenovirus no entérica en otros fluidos del cuerpo. Si se
sospecha que existe una infeccidn respiratoria u oftdimica, las muestras del lugar de la infeccion deberan cultivarse

Todos los resultados positivos deben cer interpretados con cuidado, ya que los adenovirus son capaces de permanecer latentes y recrudecer. La liberacion viral
asintomatica puede ocurrir hasta 18 meses después de la infeccion -+ . Los adenovirus entéricos pueden encontrarse en la matena fecal de nifios asintomnaticos = Los
resultados del ensayo deberdn interpretarse en conjunto con Iz informacion disponible de estudios epidemiolégicos o evaluaciones clinicas del paciente u otros
pracedimientos de diagnostico 29

Puede darse la coinfeccion con patogenos bacterianos. Por o tanto, los andlisis bacteriolgicos deberdn realizarse en paralelo con este ensayo para descartar una
etiologia bacterioldgica. .

No se recomienda fa utilizacién del equipa Premier Adenocione con fa finalidad de analizar directamente muestras que no sean fecales ya que una insuficiencia de
antigeno o una inadecuada recogida de la muestra puede causar resultados negativos. Se sugiere utilizar esta prueba para confirmacion de cultive o para muestras
fecales directas. Un resultado positivo en heces en asociacion con diarrea es altamente indicativo de una gastroenteritis adenoviral 10, L og adenovirus tipos 40y 41 han
sido muy & menudo asociados a las gastroenteritis virales.

Falsos positivos también pueden ocurrir si se encuentran presentes aitos niveles de la proteina A de S, aureus, como en la cepa Cowan. La enterocolitis estafilocdcica
es una enfermedad poco comin qué generalmente estd descrita en pacientes adultos v es extremadamente rara en infantes y nifios .28

RESULTADOS ESPERADOS

La frecusncia de resultados positivos puede variar dependiendo de la localizacion geografica, el método de recogida, manipulacion y transporte de la muestra, el
sistema de cultivo celular utilizado o la prueba empleada y el ambiente sanitario general de la poblacion de pacientes bajo estudio.

L.a frecuencia de la infeccion adenovirica variard con el sindrome clinico y la edad del individuo. En nifios menores de 5 afies, aproximadamente el 5% de los casos de
la enfermedad respiratoria aguda son debidos a adenovirus 5.

Aproximadamente el 10% de [os casos de neumenia en la infancia pueden ser de etiologfa adenovirica 7. La cistitis hemorragica aguda en nifios puede ser debida a
adlenovirus del 20 al 70% de los casos B, Los adenovirus entéricos (tipos 40y 41) han estado implicados en aproximadamente el 10% de los pacientes pedidtricos con
gastroenteritis, ¥ aparecen mds frecuentemente en nifios menores de 2 afios 2,

Las caracteristicas de funcionamienta adn no han sido totalmente determinadas para analizar directamente muestras de materia fecal neonatal. Cada laboratorio
deberfa determinar la ausencia de resultades falsos positivos antes de procesar directamente muestras fecales neonatales.

En adultos, los adenovirus han sido implicados a veces en la cervicitis *y en la enfermedad respiratoria aguda, especialmente en reclutas militares 1 Las infecciones
oculares como la queratoconjuntivitis epidémica y la llamada “conjuntivitis de piscina” debidas a adenovirus, pueden presentarse en cualquier grupe de edad 1213y |pg
inmunodeprimidos de cualquier grupa pueden resultar infectados por adenovirus 15,

# #1 #I #IV
Método de
Determinacion” E EV v EV
Gultivo Celular Suspéncion Fecal Cultivo Celular Cuitivo Celular
+ - + i + e + =
Premier + 75 0 70 0 22 0 23 0
Adenocione™ - 0 115 1 160 0 51 1 49
Sensitividad 100% 99% 100% 96%
Epecificidad 100% 100% 100% 100%
Correlacidn 100% 99% 100% 99%

“E = determinacidn espectrofotométrica; VV = determinacion visual
NOTA: Hubo 100% de correlacién entre la determinacion visual v la espectrofotométrica.

LIMITES DE DETECCION

SUSPENCION FECAL

Cuatro muestras fecales ve adenovirus con conteo de particulas por EM por ml, fueron diluidas en serie y probadas con Premier Adenoclone para demonstrar el limite
de deteccion, Los resultados demuestran que la prueba Premier Adenoclone detecta particulas de adenovirus hasta 107 por ml.

No. 1 No.2 No.3 :
Muestra fecal no entérica Muestra fecal no entérica Muestra fecal positiva AD 41 Muestra fecal positiva AD 40
Particulas/mi Ay Aiso Asg Asso
108 1,78 — — —
107 0,26 >2,00 >2,00 -
108 0,04 1,08 >2,00 >2,00
10° 0,03 0,17* 173 >2,00
104 — 0,04 0,21* 0,58"

CULTIVO CELULAR

La sigulente tabla muestra los resultados del andlisis con diluciones seriadas de diferentes sobrenadantes de cultivos positivos para Adenovirus (efecto citopdtico
equivalente a tres cruces ( 3+)), al ser analizadas con la prusba Premier Adenoclone. Los asteriscos indican la sensibilidad relativa de la prueba Premier Adenoclone
por el serotipo de virus analizado. Se ha demostrado que el anticuerpo monoclonal utilizado por la prueba Premier Adenoclone reacciona con todos los subgrupes
humanos, al igual que can aqueltos aislados que infectan monos, perros, vacas \ cerdos “.
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Tipo A Tipo B Tipo C

AD12 AD18 AD31 AD3 ADY AD21 AD1 AD2 ADS ADG
1:10 >3.0 >3.0 >3.0 1.78 =30 >3.0 >3.0 »3.0 >3.0 >3.0
1:100 213 0.64* 2.08 0.49" >3.0 2.36 >3.0 >3.0 >3.0 >3.0
1:1000 021 0.05 0.i5* 0.09 1.56 0.24 >3.0 1.67 0.57 2.52
1:2000 0.08 0.02 0.06 0.05 0.71* 0.08 1.66 0.70 0.23* 1.26
1:4000 0.04 0.01 0.03 0.04 015 0.04 0.85 0.19~ 012 0.60
1:8000 0.02 0.02 0.02 0.03 0.07 0.02 0.22* 0.11 0.06 0.35
1:16000 0.02 0.02 0.02 0.02 0.07 0.02 o 0.07 0.03 0.19*

Tipo D Tipg E Entérico
AD9 AD22 AD37 AD39 AD4 AD40 D41

1:10 >3.0 >3.0 >3.0 ~3.0 ~3.0 =3.0 >3.0
1:100 275 2.44 2.62 2.28 >3.0 2.40 >3.0
1:1000 024" 0.22* 0.25* ikl 1.80 0.26" 0.73
1:2000 0.11 0.09 0.09 0.07 0.94 015 0.27*
1:4000 0.05 0.04 0.06 0.03 0.46 0.08 012
1:8000 0.05 0.03 0.02 0.02 0.25 0.06 0.06
1:16000 0.02 0.02 0.02 0.02 0.15* 0.08 0.04 * Limites de deteccion

REACTIVIDAD CRUZADA

La siguiente lista de microorganismas ¥ virus fue analizada con 1a prueba Premier Adenoclane y ninguno de éstos demostrd reactividad cruzada con el ensaye. Todas
las pruebas de reactividad cruzada utilizaron cultivos de laboratorio que se estimaba contenian entre 107-109 organismos infectantes por mililitro con las siguientes
sxcepeiones: calicivirus, virus respiratorio sincitial (RSV), rotavirus, virus Norwalk v astrovirus, Estas dltimas fueron analizadas en muestras de materia facal positiva
mediante microscepia electrdnica, El Clostridium difficile fue analizado en una muestra con resuitado positive parz la toxina producida por el mismo. Muestras de
materia fecal y orina también fueron analizadas y dieron resuftado negativo.

Microorganismos

Pseudomonas aeruginosa Escherichia coli Staph. aureus® (Cowan) Enterobacter aerogenes Enterobacier cloacae FProteus mirabilis
Klabsiella pneumoniae Candida albicans Serratia marcescens Clostridium difficile Mycoplasma hominus Mycoplasmma orale
Achofeplasma laidlawii Mycoplasma hyorhinis Mycoplasma pneumoniae Mycopiasma arginin

Virus

Coxsackie A-9 Echovirus 6 Reovirus 1 Rhinovirus 3 Coronavirus humano ‘irus respiratorio sincitial
Coxsackie B-3 Echovirus 7 Reovirus 2 Rhinovirus 17 Measles Calicivirus

Coxsackie B-4 Echovirus 9 Reovirus 3 Rhinovirus 43 Virus Herpes simple Tipo 1 Small Round Virus (SRY)
Coxsackie B-5 Echovirus 11 Parainfluenza-1 Varicella Zoster Virus Herpes simple Tipo 2 Rotavirus

Poliovirus | Echovirus 17 Parainfluenza- 2 Chlamidia trachomatis Cytomegalovirus Morwalk virus

Poliovirus [1 Echavirus 18 Parainfluenza- 3 “Foamy " del simia Tipo 2 Influenza A Astrovirus

Poliovirus 11l Echovirus 22 Papovavirus SV -40 “Foamy” del simio Tipo 8 Influenza B Myxovirus ¥ Paramixovirus SV -5

* Falsos positivos también pueden ocurrir si se sncuentran presentes altos niveles de la proteina A de S. aureus, como en la cepa Cowan. La enteracalilis estafilocdeica

es una enfermedad poco comin que generalmente ha sido descrita en pacientes adultos y es extremadamente rara en infantes y nifios 25.26,

PRECISION DEL TEST

Variabilidad dentro de la misma prueba
Cada muestra* fue analizada durante un mismo ensayo veintiuna veces. La media v el coeficiente de variacion fueron determinados.

Neg Materia Fecal

Materia Fecal 1

Materia Fecal 2

Materia Fecal 3

N 21 21 21 21

X 0.012 0232 0.744 1.713

cv 56% 10% 14% 8%
Cultive Negativo Cuit.1 Cult.2 Cult.3

N 21 21 21 21

X 0.017 0.181 0.418 1.318

v 35% 6% 7% 7%

*Una muestra positiva se diluyd al 5% en una suspensidn de materia fecal y en fluido de cultivo tisular, con el objeto de representar muestras con resultado positive

bajo (cerca del punto de corte}, positivo
Variabilidad entre prueba y prueha

medio y positivo alto.

Cada muestra® se corrid individualmente en veintiin ensayos diferentes, los cuales fueron realizados por tres técnicos. Se determinaron la media y el cogficiente de

variacidn.

Cuitivo Negativo Materia Fecal 1 Materia Fecal 2 Materia Fecal 3

N 21 21 21 21

X 0.026 0.129 0474 0.990

cv 48% 9% 12% 10%
Cultivo Negativo Cult.1 Cult.2 Cult.3

N 21 21 21 21

X 0.017 0.198 0.508 1.547

GV 59% 10% 10% 9%

“Una muestra positiva se dillyo al 5% en una suspension de materia fecal y en fluido de cultive tisuiar, con el objeto de representar muestras con resultado positivo
bajo (cerca del punto de corte), positivo medio y positivo alte.
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Premier™ Adenoclone®

ELISA zum direkten Nachweis von Adenovirus-Antigen in humanen Stuhlproben
und zur ldentifizierung von Adenoviren in Zellkulturen
Best. Nr. 696007

EINSATZGEBIET
Premier™ Adenoclone® ist ein Enzymimmunoassay (ELISA) zum qualitativen Machweis von humanpathogenen Adenoviren direkt aus Stuhlproben oder zur Identifizierung
von Adenoviren in Proben aus dem Atmungstrakt, den Augen oder dem Darm, die in Zeflkulturen angeziichtet wurden.

ZUSAMMENFASSUNG UND ERKLARUNG DES TESTS

Es gibt 41 bekannte Typen von humanpathogenen Adenoviren. die vorrangig serologisch ader durch DNA-Elektrophorese Klassifiziert sind. Die Viren sind unhehiilite,
DNA-haltige Ikosaeder, die sich aus 252 Kapsomeren zusammensetzen. Das Virion enthilt eine Anzahl von Gattungs- und Typ-spezifischen Proteinen: zu den Gattunns-
(Gruppen-)spezifischen Proteinen gehbren der alpha-Teil des Hexon, die Penton-Basis, der Delta-Tail des Gerists und Polypetid [lla. Der monoklonale Antikérper in
Premier Adenoclone ist gegen das Gruppen-reaktive Hexon-Antigen gerichtet, das all denjenigen Adenoviren gemeinsam ist, die fiir Menschen, Affan, Hunde, Schweine,
Méuse, Ratten oder Rinder pathogen sind. Es konnte gezeigt werden, daB dieser monoklonale Antikiirper im ELISA mit allen 41 humanpathagenen Adenavirus-Typen
reagiert (1).

Adenoviren konnen eine Vielzahl von klinischen Erkrankungen beim Menschen ausldsen einschlieBlich Erkrankungen des Atmungstraktes (akute fiebrige Pharynaitis,
Pharyngokonjunktivalfieber, akute Atemwegserkrankungen, Lungenentziindung), Erkrankungen der Augen (epidemische Keratokunjunktivitis, die ,swimming pool"-
Konjunktivitis) und Gastroenteritiden (2-4).

Die Identifizierung von Adenoviren erfolgt in Gewebekulturen im allgereinen durch das Auftreten charakteristischer zytotoxischer Effekte (CPE). Zelllinien, die empfindlich
gegen Adenoviren sind, sind kontinuierfiche Zelilinien epithefialen Ursprungs wie Hela, HEK, Hep-2, KB und Graham (2,3), CPE treten bei Adenoviren des Typs 1-7
innerhalb von 2 — 7 Tagen auf. Bei anderen Stimmen dagegen, insbesondere bei der Untergruppe D, kann es bis zu 28 Tagen dauern, bis sich arkennbare GPE zeigen
(16}, Zur Bestatigung der Identifizierung von Adenoviren in Zellkulturen durch CPE wurden bisher Immuniflugreszenztests, Radioimmunoassays, die DNA-Hybridisierung,
Enzymimmunoassays und die DNA-Elektropharese eingesetzt (17-21). Premier Adenocione bietet ein einfaches, schnelles und prézises Verfahren, um das Vorkommen
von Adenoviren in Zellkulturen zu bestatigen, .

Die am zweithdufigsten gefundenen Viren in Stuhiproben oder rektalen Abstrichen von Patienten mit Diarrhoe (22) sind Adenoviren. Diese anspruchsvallen Viren des
Typs 40 und 41 wurden erstmals elektronenmikraskopisch in Stuhlextrakten entdeckt und sind am haufigsten mit Gastorenteritis assaziiert (22). Diese Adenovirus-
Typen kdnnen in Graham 293 Zellen identifiziert werden (5). Premier Adenocione kann zur direkten Untersuchung von Stuhlproben eingesetzt werden, und reduziert
50 die Untersuchungszeit der traditionellen Identifizierung in Zellikulturen.

TESTPRINZIP

Premier Adenoclone verwendet monoklonale Antikbrper und ist ein Festphasen-Sandwich-ELISA. Mitrotiter-Kavitaten zum Auseinanderbrechen sind mit ginem
monoklonalen anti-Adenovirus-Antikdrper beschichtet. Ein Aliquot der fikalen Suspension oder der unverddnnten Zellkultur-Fliissigkeit wird in eine Kavitat gegeben
und gleichzeitig mit einem monoklonalen anti-Adenevirus-Antikorper, der mit Meerrettich-Peroxidase konjugiert ist, inkubiert. So entsteht ein ,Sandwich®, bei dem das
Adenavirus-Antigen zwischen dem Fesiphasen-Antikirper und dem Enzym-gebundenen Antikérper eingeschiossen ist, Nach 60 Minuten Inkubation bei Raumtemperatur,
werden die Kavitdten mit gereinigtem Wasser gewaschen, um ungebundenes Probenmaterial und iiberschiissige Enzym-markierte Antikdrper zu entfernen. Enzym-
Substrat (Harnstoffperoxid) und Chromogen (Tetramethylbenzidin) werden in die Kavititen gegeben und 10 Minuten bai Raumtemperatur inkubiert. Gebundanes
Enzym-Konjugat in den Kavitdten verwandelt das farblose Substrat in ein blaues Produkt.

MITGELIEFERTE MATERIALIEN

Premier Adenaclone enthélt 48 Tests.

. 48 Mikrotiter-Kavitdten beschichtet mit einem monoklonalen Gruppen-spezifischen anti-Adenovirus Antikirper aus Miusen,

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

. 6ml Enzym-Konjugat: mit Meerrettich-Peroxidase konjugierte monokionale anti-Adenovirus Antikorper aus Mausen in einer gepufierten Proteinlésung mit Gentamicin
und 0,02% Thiomersal als Konservierungsmittel

- 2ml Positiv-Kontrolle: inaktiviertas Adenovirus (AD41) in Puffer mit 0,02° Thiomersal als Konservierungsmittel

6ml Lasung A: Substrat-Putfer, enthalt Harnstotfperoxid

6ml Losung B. Losung mit Chromogen, enthilt Tetramethylbenzidin (TMB)

6ml Stopp-Lasung: enthalt 1N Schwefelsaure, Vorsicht: Hautkontakt vermaiden, bei Hautkontakt mit Wasser spiilen

Halter tiir Mikrotiter-Kavitaten

48 Transfer-Pipetten fiir Proben

ZUSATZLICH BENOTIGTE MATERIALIEN

Reagenzrohrehen (12 x 75 mm)

Deionisiertes oder destilliertes Wasser

Papiertiicher

Prézisions-Mikropipettenspitzen 1iir 100 oder 1000wl (wahlweise)

. Abfallbehalter mit einer 1:10 Verdiinnung von Haushaltsbleichmittel; zum Autoklavieren ein Jod-haltiges Desinfektionsmittal verwenden.

ELISA-Plattenphotometer fiir Extinktionsmessungen bei 450nm (wahlweise)

- Muitikanal-Pipette, Mehrfach-Spritze, Waschflasche oder andere Hilfsmittel zum Einfiiilen der Waschlosung

. Stoppuhr (mindestens fir 1 Stunde)

Sterile Abstrichtupfer und Virus-Transportmedium (gewdhnlich eine isotone Kochsalzldsung mit einem Virus-stabilisierenden Protein und mit Antibiotika). Das

Medium darf weder das Adenovirus noch die Zelllinien im Wachstum hemmen (16)

. Gegen Adenoviren empfindliche Zellkuituren und ein Lichtmikroskop zur Untersuchung der Kulturen empfindlich. Fiir das Wachstum von Adenoviren sind die
kontinuierlichen Zellllinien epithelialen Ursprungs wie HeLa, HEK, Hep-2. KB und Graham 293 (2,3), Fiir die Identifzierung von Adenovirus Typ 40 und 41 (5)
sollten nur Graham 293 Zellgn verwendet werden (5).

11. Adenovirus positive Kontroll-Kulturen, z.B. ATCC#VR-2, Adenovirus Typ 2.

VORSICHTSMASSNAHMEN
1. Mur zur in vitre Diagnostik.
2. Proben oder Reagenzien nicht mit dermn Mund pipettieran. Kontakt mit verletzter Haut oder Schisimhiuten vermeidan.
3. In den Bereichen, in denen mit den Proben oder den Test-Reagenzien gearbeitet wird, nicht rauchen, essen oder trinken.
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. Einmal-Handschuhe wihrend des Umgangs mit Proben tragen und die Hinde nach Abschluf des Tests waschen. Patienten-Proben, Test-Kontroilen und alle
Materialien, die mit ihnen in Beriihrung kommen, sollten nach den Biosafety Level 2 -Empfehlungen des COC/NIH Handbuchs ‘Biosafety in Wicrobiology and
Biomedical Laboratories,” (4th edition, 1999) gehandhabt werden.

VORSICHT: Wegen der Anfdlligkeit der Augenregion fir Adenaviren solite der Hand-Augen-Kontakt wahrend der Probenvarbereitung und der Testdurchfihrung
sorgfaltig vermieden werden

.

6. Hautkontakt mit der Stopp-Lisung vermeiden (TN Schwefelsaure). Sie kdnnte Irritationen und Verdlzungen verursachen. Falls es zu einem Kontakt kommt, mit
Wasser spuien.
7. Vor der Entsorgung alle Materilien, die wihrend des Tests benutzt wurden, mindestens eine Stunde bei 121°C autoklavieren. Fliissig-Abfall kann entsorgt

werden, nachdem er mindestens 30 Minuten mit einer 1:10 Verdtnnung von Haushaltbleichmitte! gemischt wurde VORSICHT: Fliissigabfall, der Stopp-Losung

enthdlt, mul neutralisiert werden, bevor er in Haushaltsbieichmittel gegeben wird.

Vermeiden Sie jedes Verspritzen oder Zerstiuben,

. Premier Adenoclone Reagenzien nach Ablauf des Haltbarkzitsdatum nicht mehr verwenden. Jedes Reagenz ist in seiner Konzentration und Zusammensetzung
optimiert worden. Verdiinnung oder Verfremdung dieser Reagenzien kann zu einem Verlust der Sensitivitat filhren. Von den Angaben abweichende Inkubationszeiten
und Temperaturen konnen falsche Ergebnisse zur Folge haben.

10. Reagenzien von Premier Adenaclone mit unterschiadlichen Chargennummern soilten nicht ausgetauscht ader gemischt warden.

11. Mikrobiellen Befall der Reagenzien vermeiden, cr kdnnte die Ergebnisse verfalschen. Die Kontamination der Proben kann zu falschen Ergebnissen filhren,

12. Bel jeder Handhabung von Zellkulturen aseptische Vorgehensweise und sterile Gerdte und Materialien verwenden.

13. Flir jede Probe, Kontrolle oder jedes Reagenz sollten gesonderte Pipetten oder Pipetten-Spitzen verwendet werden.

14. Mikrotiter-Kavitéten nicht wiederverwenden,

GEFAHREN- UND SICHERHEITSANGABEN
Substrat Lisung Teil B; GIFTIG - METHANOL
Gefahrenangaben;
23/25  Giftig beim Finatmen und Schiucken
SICHERHEITSANGABEN:
45 Im Unglicksfall oder falls Sie sich unwohl fiihlen, begeben Sie sich unter drztliche Kontrolle (zeigen Sie das Etikett wenn moglich)

LAGERUNG

Lagern Sie die Test-Reagenzien bei 2-8 °C. Vor dem Gebrauch die Test-Reagenzien auf Raumtemperatur (20-30°C) bringen und nach Gebrauch safort wieder ayt 2-8<0
abkiihlen. Mikrotiter-Platten im Beutel belassen, bis er Raumtemperatur erreicht hat. Alle unbenutztan Mikrotiter-Kavititen in den Originalbeute| zuriicklegen. Nach
dem Offnen sind die Mikrotiter-Kavitaten wihrend der gesamten Haltbarkeitsdauer des Test-Kits Stabil,

ANZEICHEN VON QUALITATSMINDERUNG
Die folgenden Umstande kdnnen einen Verderb der Reagenzien anzeigen.
1. Jeder offensichtliche mikrobielle Befall oder deutliche Niederschiag
2. Jede Blauférbung in der Substratidsung, bevor sie den Kavititen zugesetzt wird,
3. Ein Extinktionswert der Negativ-Kontrolle >0,150 bei einer Wellenlange von 450nm kann einen Verfall der Reagenzien anzeigen
4. Ein Extinktionswert der Positiv-Kontralle von <0,3 kann einen Verderh der Reagenzien anzeigen
Wenn eine der obigen Beobachtungen gemacht wird, kontaktieren Sie Meridian Bioscience.

HANDHABUNG DER PROBEN

Die richtige Probennahme ist entscheidend fir dis Identifizierung von Adenoviren in Zelfkulturen und solite nur von erfahrensm Personal durchgeflihrt werden. Dar
beste Zeitpunkt zur Probennahme liegt maglichst bald nach dem Auftreten der Symptome. Adenoviren werden hauptsdchlich im Atmungstrakt, im Auge und in rektalen
Proben identifiziert. aber sie wurden bereits in praktisch jedem menschlichen Organ gefunden {16). Der Ort der Infektion solite grindlich abgestrichen werden, um
epitheliale Zellen zu gewinnen. Den Abstrichtupfer direkt in ungefdhr 3 mi Virus-Transportmedium geben und kraftig schiitteln (16). Die Proben soliten sofort auf Eis
ins Labor geschickt werden gemas dem 42 CFR (Code of Federal Regulation) 72.

Auch aspiriertes, sezerniertes oder ausgespiltes nasopharyngeales Material kann untersucht werden (16). Es ist gewBhnlich effektiver und angenehmer, 2 — 5mi
nasopharyngeales Sekret mit einem kleinen Schlauch, der in die Nase des Patienten eingefiihrt wird und mit siner Proben-Sammelflasche verbunden ist, abzusaugen.
Dieses System zur Schleimgewinnung gibt es als Fertigprodukt zu kaufen. Wenn die Nasensakrate nicht ausreichen, kdnnen Spilungen der Nase mit 1-2ml steriler
Kochsalzldsung durch das Nasenloch durchgefihrt werden. Ein Minimum von 0,2ml Sekret sollte gewonnen werden.

Rektale Abstriche oder Stuhiproben, die angezichtet werden sollen, sollten in 1ml Virus-Transportmedium gebracht werden. Bei rektalen Abstrichen solite darauf
geachtet werden, dal geniigend Fikales Material (30-50 mg reiner Stuhl) abgenommen wird.

Alle Proben sollten bei 2-8°C auf Eis gefagert und nicht eingafroren werden, 2uBer, wenn eine Verzdgerung von 72 Stunden bis zu dem Animpien der Kultur abzusehen ist.
In solchen Fallen sollten die Proben schnell in sinem Bad mit Trockenais und Aceton ader Alkohol eingefroren werden und bei —20°C oder kilter bis zu einem Monat lang
eingefroren werden, Vermelden Sie ein langsames Finfrieren {2.8. indem die Proben in ein —2(PC Gefriergerat gelegt werden), da dadurch dle Infektiositit der Adenoviren
In Klinischen Proben verloren gehen kann. Proben nicht in einem selbstabtauenden Gefriergerat lagern. Vermeiden Sie wiederholtes Einfrieren und Auftauen der Proben.
Wenn die Stuhlproben direkt untersucht werden sollen: Stuhlproben oder rektale Abstriche sollten nicht in GefaBe mit Nahrmedien, Konservierungsmitteln, Tierseren,
Metallionen, oxidierenden Stotfen oder Detergenzien (iberfihrt werden, da diese den Premier Adenoclone -Test beeintrachtigen kinnten. Bei rektalen Abstrichen solite
darauf geachtet werden, daB geniigend fikales Material (30 bis 50 mq) erhalten wird. Verdiinnte Proben kinnen bei 2-8°C 3 Tage lang ohne Beeintrichtigung der
Testergebnisse gelagert werden . Fiir die langtristige Lagerung unverdiinnter Praben wird eine Temperatur von ~20°C oder kalter empfohlen. Nicht in selbstabtauenden
Gefrierschranken lagern. Wiederholtes Einfrieren und Auftauen der Proben ist zu vermeiden.

VORBEREITUNG DER PROBEN ZUR KULTIVIERUNG IN ZELLKULTUREN

Gegeniiber dem Wachstum von Adenoviren Empfindliche Zellkulturen sind die kontinuierlichen Zelllinien epithelialen Ursprungs wie Hela, Hep-2. KB und Graham 293
(2,3). Fur die Identifizierung von Adenoviren Typ 40 und 41 sallten nur Graham 293 Zellen verwendet werden (5). Verschiedene Zelllinien z8igen wie die verschiedenen
Passagen derselben Zelllinie stark abwaichende Virus-Sensitivititen. Jedes Labor solite seine eigenen Qualitdtskontroll-Verfahren entwickeln. um die Eignung der
Gewebekulturzellen fir die routinemaBige Virus-Anzucht sicherzustellen.

Abstriche, die in Virus-Transportmedium eintreffen, sollten stark geschittelt werden: die Abstrichtupler <ollten durch starkes Pressen an die Wand des Gefiles
ausgedrilckt werden. In empfindliche Zelikulturen einimpfan (16}. Getrocknete Abstriche kdnnen zur Virus-ldentifizierung nicht angenommen werden.

Alle aspirierten, sazernierten oder ausgespiilten Proben soliten mit der Pipette kréftig vermischt werden, um eine homogene Suspension zu erhalten. Die Suspension
sollte dann mit Antibiotika behandelt werden und in eine empfindiiche Zeflkultur eingeimpft werden (16,26, 27).

Stuhlproben konnen entweder direkt eingesetzt (sighe "Testdurchfiihrung”) oder zur Identifzierung in Zellkulturen vorbereitet werden, In letzterem Fall wenige Gramm
des fdkalen Materials in einem Mérser mit sterilem Sand oder anderem Schleifmittel mahlen. Stellen Sie mit einem Antibiotium-haltigen Verdiinnungsmittel (z.B.
Kuiturmedium) eine 10%ige Suspension her. Abzentrifugieren und in Graham 293 Zellen einimpfen (16).
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Die Entwicklung von Adenovirus-typischen zytotoxischen Effekten (CPE) in den beimpften Zelikulturen solite idealerwelse taglich kontrolliert werden. Die Zellen der mit
Adenoviren infizierlen Zellschicht vergraBern sich, runden sich ab, werden lichtbrechend und klumpen eventuell zu unregelmaBigen traubenformigen Aggregaten
zusammen. Diese Veranderungen sind im allgemeinen mit einer Ansduerung des Kulturmediums verbunden. Die Zeitspanne bis zur Entwicklung von GPE hingt vom
Adenovirus-Stamm und von der Konzentration des infektidsen Virus in der Probe ab. Bei den Adenoviren des Typs 1,2,3.4,5,6 und 7 treten CPE gewdhnlich innarhalb
von 2 — 7 Tagen auf. Bei anderen Adenovirus-Stimmen, insbesandere bei denjenigen der Gruppe D, kdnnen bis zu 28 Tage und aventuell sogar eine ganze Passags
ahne CPE natig sein, bevor sich erkennbare CPE bilden (16). Adenoviren sollten dann ais identifiziert betrachtet werden, “ann mindastens 25% der Zellen in der
Zellkultur von GPE betroffen sind.

VORBEREITUNG DER REAGENZIEN
1. Alle Reagenzien vor Gebrauch auf Raumtemperatur bringen (20-30°C).
2. Sotort nach Gebrauch alle Reagenzien wieder auf 2-8°C abkiihlen.
3. Zwischen den Arbeitsschritten die Kavitdten nicht austrocknen lassen.
4. Ein Desinfektions-Gef4h zur Entsorgung von Reagenzien und Materialien bersitstellen.
5. Die Reproduzierbarkelt eines jeden ELISA ist stark von der Gleichfrmigkeit des Waschens der Mikrotiter-Kavititen abhdngig. Beachten Sie die in der Anleitung
empfohlenen Waschschritte genau.

VORBEREITUNG DER PROBEN
Untersuchung von Proben in Gewebekultur
Wenn die Gewebekultur mindestens 25-50% CPE zalgt, mit der Transferpipette 2 Tropfen (100ul) der Gewebekultur direkt in die Mikrotiter-Kavitdt geben
GEWEBEKULTUREN MICHT VERDUNNEN,
Direkte Untersuchung von Stuhlproben
1ml Proben-Verdinnungspuffer mit einer Transfer-Pipette in ein sorgfiltig beschrittetes Réhrchen geben. Die Proben wie folgt dazugeben:

1. Fester Stuhl: Probe bis zur ersten Markierung in dia Transfer-Pipette driicken (siehe Abbildung unten).

2. Fliissiger Stuhl: Probe mit der Transfer-Pipette bis zur ersten Markierung hochziehen (siehe Abbildung unten).

3. Rektaler Abstrichtupfer. Tupfer in 1ml Proben-Verdinnungspuffer quirlen, so daB das fikale Material gelést wird. Fliissigkeit aus dem Tupfer durch festes

Driicken an die Wand des Rohrchens auspressen. Sorgfiitig mischen. Micht weiter verdinnen,
Probe in 1ml Probenverdinnungspuffer durch heftiges Aufziehen und wieder Ausdriicken der Lasung aufsuspendieren, bis eine weiler zu verarbaitende Ldsung entsteht.
Transferpipette
Verdlinnungspuffer Probe

f A [ T _KZ:;&:’

it der Transierpipette 2 Tropfen entweder der unverdiinnten Gewebekuttur oder der verdinnten Stuhlprobe in die Kavititen geben. Einzelneiten siehe “Testdurchfihrung".

TESTDURCHFUHRUNG

Dieser Test soilte nur von qualifiziertem Personal unter Beriicksichtigung der jeweiligen gulaforischen Bestim, durchgefibrt werden.

Eine susreichende Zahl von Kavitaten filr Proben und Kontrollen abbrechen und in den Halter fiir die Kavititen einsetzen. Die Plitze der Proben notieren.

Je 2 Tropfen (100u) von der verdiinnten fikalen Prabe, der Positiv- und der Negativ-Kontrolle (Proben-Verdunnungspufier) auf den Boden der Kavititen geben
In jede Kavitdt 2 Tropfen (100ul) Enzym-Konjugat geben. Durch vorsichtiges Bewegen auf der Tisch-Oberfldche mischen.

Bei Raumtemperatur (20-30°C) 60 +5 Minuten inkubieren.

Die Fliissigkeit aus den Kavitdten in einen Abfallbehdlter auskippen. Den Kavitdten-Halter umgedreht auf Papiertiichern krdftig ausklopfen, um sicher zu gehen, daf
die Fliissigkeit vollstangig aus den Kavititen entternt wurde.

Alle Kavitdten bis zum UberflieBen mit deionisiertem Wasser fillen und die Fliissigkeit wie In Schritt 5 ausgiefen.

Den Waschvorgang (Schritt 5 und 6) vier v:giters Male durchfiihren (insgesamt also 5 Waschvargange).

2 Tropfen {100pl) Substrat-Ldsung in jede Kavitat geben.

2 Tropfen (100ul) Chromogen-Lasung in jede Kavitit geben.

10. 10 Minuten bei Raumtemperatur inkubieren.

11. Nach dem Ablesen und Notieren der Ergebnisse die benutzten Kavititen und das benutzte Papier als potentiell pathogen entsargen.

Das Ablesen des Ergebnisses mit bloBem Auge ist nach der 10 Minuten Inkubation in Schritt 10 innerhalb von 10 Minuten madglich. Proben mit einer Blaufirbung, die
dunkler als die der Negativ-Kontrolle ist, sind positiv. Proben, die die gleiche oder eine schwichere Blaufarbung als die Negativ-Kontrolle autweisen, sind negativ,

WAHLWEISE: SPEKTROPHOTOMETRISCHE AUSWERTUNG

Spektraphotomatrische Auswertungen kinnen durchgefiihrt werden, indem 2 Tropfen (100} Stopp-Lésung (Schwefelsdure) in jede Kavitdt nach der Inkubation von
Schritt 10 gegeben werden. Die Extinktion jeder Kavitat wird bei 450nm (gegebenenfalls mit einem Referenzfilter >B600nm) nach einem Abgleich gegen Luft innerhalb
von 60 Minuten abgelesen.

QUALITATSKONTROLLE
Premier Adenoclone wird mit einer Positiv-Kontralle und einer Negativ-Kontrolle (Proben-Verdiinnunasputfer) geliefert, die bei jedem Testlauf mitlaufen miissen. Diese
Reagenzien werden eingesetzt, um die Funktionsfahigkeit der Test-Reagenzien sicherzustellen. Die Kavitat der Positiv-Kontrolle soilte deutiich blau sein mit einer Extinktion
>0.30 bei einer Wellenlinge von 450nm. Die Negativ-Kontrolle darf keine sichtbare Farbe haben, die Extinkiion muB <0.150 bel einer Wellenlange von 450nm sein.
Bei der Identifizierung von Adenoviren aus Zellkulturen kénnen zusétzlich zu den Positiv- und Negativ-Kontrollen des Test-Kits zwei weitere Kontrollen zur Uberpriifung
des im jeweiligen Labor benutzten Gebebekultur-Systems durchgefilhrt werden. Diese Kontrollen stellen sicher, daB das Gewebekultur-System einwandfrei funktioniert:
Als Negativ-Kontrolle kann der nicht infizierte Zellliberstand von derselben Charge, die zur Identifizierung des Virus eingesetzt wird, benutzt werden.
Als Positiv-Kontrolle kann der infizierte Zelliberstand einer bekannt Adenovirus-positiven Probe (25%CPE oder mehr) henutzt werden.
Die Kavitdt mit dem nicht infizierten Zelliberstand solte farblos mit einar Extinktion <0.150 bei 450nm sein. Der infizierte Zelliberstand einer bekannt pasitiven Prabe
solite sich blau frben. Die Extinktion bei 450nm hingt stets vom Infektionsgrad ab und sollte jedoch 0,150 sein.
Wenn die Ergebnisse der Positiv- und Negativ-Kontrolle des Test-Kits nicht wie erwartet ausfallen, setzen Sie sich mit Meridian Bioscience in Verbindung. Wenn die
Positiv- und Negativ-Kontrollen des Test-Kits zufriedenstellende Ergebnisse liefern, nicht jedach die Gewebskultur-Kontrollen, miissen die Zeillinien und ihre Verarbeitung
{iberpriift werden.

INTERPRETATION DER ERGEBNISSE

1. Auswertung mit dem bloBen Auge: jede Probe mit einer blauen 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 sinem Extinktionswert (Ags) > 0,150 werden als positiv betrachtet. Praben mit einer Extinktion <0,150 oder
Niedriger werden als negativ betrachtet. Bei Proben mit geringen Antigen-Mengen kénnen die Ergebnisse aus der spektrophotometrischen Bestimmung gelegentlich
von den Ausweriungen mit bloBem Auge abweichen. Die spektrophotomatrische Bestimmung ist die abjektivers und daher die etwas genauere Methode.

ACHTUNG: in stark positiven Proben kénnen sich Niederschlige bilden. Diese beeinflussen die Ergebnisse nicht.

LENG
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EINSCHRANKUNGEN

Premier Adenocione st hochspezifisch und -sensitiv fiir Adenovirus-Antigen. Der monoklonale Antikdrper dieses Tests reagiert mit dem Gruppen-spezifischen
Hexon-Antigen. Er erkennt alle 41 bekannten Serotypen, aber kann nicht zu ihrer Differenzierung eingesetzt werden.

Ein negatives Ergebnis schiieBt die Maglichkeit einer Adenovirus-Infektion des Patienten nichtaus, Ein Miflingen des Nachweises kann bedingt sein durch Faktaren vie aingm
ungunstigen Zeitpunkt der Probennahme (wenn zu waniq Virionen vorhanden sind) oder einer falschen Probennahme oder -handhabung oder einem Versagen der Zellkultur.
Durch ein negatives Ergebnis bej Stuhlproben kann eine infektion anderer Korperflissigkeiten mit nicht-intestinalen Adenoviren nicht ausgeschlossen werden. Bei
Verdacht auf Infektion des Atmungstraktes oder der Augen sollten Proben vom Infektionsort in Kultur genommen werden.

Allg positiven Ergebnisse miissen varsichtig interpretiert werden, da Adenoviren zur Latenz und zu Rezidiven fahig sind. Die asymptomatische Ausscheidung kann bis zu
18 Monate nach der Infektion andauern (24). Intestinale Adeng.iren kannen im Stuhl von Beschwerde-freien Kindern gefunden werden (23). Die Testergebnisse sollten
in Zusammeanhang mit den Infarmationen aus epidemiologischen Studien, klinischen Erhebungen oder anderen diagnostischen Verfahren interpretiert werden (24).
Begleitinfektionen mit bakterielien Keimen sind maglich. Daner solitan bakteriologische Tests paralial zu diesem Test durchgefilhrt werden, um gine bakteriologische
Atiologie auszuschlieen.

Der direkte Einsatz von Premier Adenoclone bei anderen Probenmaterialien als Stuhiproben ist nicht zu empfehlen, da ein unpassendes Antigen oder rine faische
Probennahme negative Ergebnisse verursachen Kann. Dieser Test ist nur fiir die Identifizierung aus Zellkulturen oder aus dirgktan Stuhlproben geeignet. Ein positives
Ergebnis im Stuhl bei gleichzeitiger Diarrhoe ist ein nanezu eindeutiger Hinweis auf sine adenovirale Gastroenteritis (10). Am hiufigsten wurden Adenoviren des Typs
40 und 41 mit der viralen Gastroenteritis in Zusammenhang gebracht,

Faisch positive Ergebnisse kénnten bei einer hohen Konzentration eines S. aureus mit Protein A (2.B. des Cowan Stamma) auftreten. Die Staphylokokken-Enterokoiitis
ist eine ungewdhnliche Erkrankung, die hauptsachlich bei Erwachsenen und nur extrem selten bei Sduglingen und Kindern (25,26} beabachtet wurde.

ERWARTETE WERTE

Die Rate positiver Ergebnisse kann in Abhdngigkeit der geographischen Lage, der Methode zur Probennahme, -handhabung und des -transparts, dem benutzten
Zellkultur-System oder dem engesetzten Test sowie der allgemeinen Gesundheitsbedingungen der untersuchten Patientenpopulation variieren.

Die Haufigkeit der Adenavirus-Infektion hdngt ab von den klinischen Symptomen und dem Alter der Patienten. Bei Kindern unter 5 Jahren werden 5% der akuten
Aiemwegserkrankungen von Adenoviren verursacht (6).

Ungeféhr 10% der kindlichen Lungenentzindungen knnen auf Adenoviren zuriickgefihrt werden (7). Die akute himorrhagische Zystitis bei Kindern wird durch Adenoviren
in 20 - 70% der Fille ausgeldst (8.9). Intestinale Adenaviren (Typ 40 und 41) werden bei rund 10° der padiatrischen Patientan mit siner Gastroenteritis gefunden und
kommt am haufigsten bei Kindern unter 2 Jahren vor (10), Die Testcharakderistika fiir dje Untersuchung von Neugeborenen-Stuhlpraben sing bisher noch nicht vollstdndig
erstelit worden. in jedem einzelnen Labor solite das Fehlen falsch positiver Ergebnisse iiberpriift werden, hevor Neugeborenen-Stilhle direkt untersucht werden.

Bei Erwachsenen wurden Adenoviren zeitweise mit Zervizitis in Zusammenhang gebracht (4) sowle mit akuten Atemwagserkrankungen - insbesondere bei Rekruten
(11). Augeninfektionen wie die durch Adenaviren verursachte epidemische Keratokonjunktivitis und die sogenannte “swimming poal”-Konjunktivitis kénnen in jeder
Altersgruppe (12,13) auftreten. Daruberhinaus kéinnen sich alle Immunsupprimierten Patientan mit Adenoviren infizieren (14,15).

LEISTUNGSMERKMALE

Premier Adenocione wurde in vier klinischen Labors der USA (in New York, Kalifornien und Massachusetts) zur Bestatiqung des Tests mit Zeilkulturen und der direkten
Testdurehfiihrung mit Stuhlproben {berpriift. Die Ergebnisse des Premier Adenoclone wurden mit der Untersuchung zytotoxischer Effekte {CPE) in Zellkulturen und
der Elektronenmikroskopig in Stuhlproben verglichen, Der Premier Adenoclone Test schnitt im Vergleich mit beiden Testmethogen ausgezeichnet ab.

Site | Site Il Site il Site 1V
Bestimmungsmethode® s sV v SV
Zellkultur Stuhlsuspension Zellkuitur Zellkultur
+ # + = + = o =
Premier + 75 0 70 0 22 0 23 0
Adenoclone? - g 115 i 160 0 51 1 49
Sensitivitat 100% 99% 100% 96%
Spezifitét 1009, 100% 100% 100%
Uberginstimmung 100% 9% 100% 99%

°5: Spektophotometrische Auswertung; V: Visuelle Auswertung

WICHTIG: Es bestand eine 100%-ige Uberginstimmung zwischen der spektophatometrischen und der visuellen Auswertung.

NACHWEISGRENZEN

STUHLSUSPENSION

Vier Adenovirus positive Stuhiproben, deren Konzentration pro mi durch Em bestimmt wurde, wurden in Verdinnungsreihen mit dem Premier Adenoclone getestet,
um die Nachweisgranzen festzustellen. Die Ergebnisse zeigen, daj Konzentrationen bis zu einer unteren Grenze von 107 pro mlvon Premier Adenoclane nachgewiesen
werden kinnen.

Nicht enterogen Nicht enterogen Ad 41 Ad 40

Stuhl 1 Stuht 2 Stuhl 3 Stuhl4
Partikel/m| Assy Aso Assa Assy
108 1.78 - s —
107 .26* >2.00 >2.00 -
108 04 1.08 >2.00 >2.00
108 .03 a7t 1.73 -2.00

104 — 04 21 .58*

ZELLKULTUTEN

Die folgende Tabelle zeigt Verdinnungsreinen von verschiedenen Adenovirus Uberstinden aus 3+ CPE Kulturen, die mit dem Premier Adenacione Adenovirus Kit
getestet wurden. Sternchen zeigen die relative Sensitivitit von Premier Adenoclone in Bezug auf den Adenovirus Serotyp, der Qgetestet wurde. Es zeigte zich, daf) der
monaklonale Antikirper, der in Premier Adenoclone verwendet wird, mit allan humanen Subgruppierungen ebenso wie mit Isolaten, die Affen, Hunde. Rindar und
Schweine infizieren, reagiert,
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AD12
1:10 >3.0
1:100 213
1:1000 0.21*
1:2000 0.08
1:4000 0.04
1:8000 0.02
1:16000 0.02
AD9
110 >3.0
1:100 275
1:1000 0.24*
1:2000 0.1
1:4000 0.05
1:8000 0.05
1:16000 0.02
KREUZREAKTIONEN

TYPA IvPB
AD18  AD3T AD3 AD7
230 230 1.78 >3.0
064* 209 049" >3.0
0.05 0.15 0.09 1.56
0.02 0.06 0.05 071"
0.01 0.03 0.04 0.15
0.02 0.02 0.03 0.07
002 0.02 0.02 0.07
¥PD IYPE
AD22  AD37  AD39 AD4
23.0 >3.0 >3.0 >3.0
2.44 282 228 >3.0
0.22* 025 015" 1.60
0.09 0.09 0.07 0.94
0.04 0.06 0.03 0.46
0.03 0.02 0.02 0.25
0.02 002 002 0.15"

AD2
>3.0
2.36
0.24
0.08
0.04
0.02
0.02
ENTERISGHER TYP
AD40  AD41
>30  >30
240 >30
0.26* 073
0.15 0.2r
0.08 0.12
0.06 0.06
0.05 0.04

AD1
>3.0
>3.0
>3.0
1.66
0.65
0.22"
0.1

=

AD2
>3.0
>3.0

1.67
0.70
0.19*
0.11
0.07

ADS AD6

>3.0 >3.0

>3.0 >3.0
0.57 2152
0.23" 1.26
0.12 0.60
0.06 0.35
0.03 0.19*

*Nachweisgrenzen

Die folgenden Mikroorganismen und Viren wurden im Premier Adenoclone getestet und zeigten keine Kreuzreaktionen. Alle Kreuzreaktionstests verwendeten geziichtele
Kuituren, die eine geschétzte Konzentration von 107-10% Erregern pro ml enthielten. Ausnahmen: Calcivirus, SRV, Rotavirus, Norwalkvirus and Astrovirus wurden als
durch EM positive Stunlproben getestet, Clostridium difficile wurde als Toxin positiv getestet. Stuhl und Urin wurde getestet und als negativ eingestuft.

Mikroorganismen
Pseudomonas aerugingsa
Escherichia coli
Enterobacter cloacae
Klebsiella pneumoniae
Serratia marcescens
Mycoplasma hominus
Acholeplasma laidlawii
Mycoplasma pneumoniae

Viren
Coxsackievirus A-9
Coxsackievirus B-3
Coxsackievirus B-4
Coxsackievirus B-5
Poliovirus |
Paliovirus Il
Paliovirus (11
Echovirus 6
Echovirus 7
Echovirus 9
Echovirus 11
Echovirus 17
Echovirus 18
Echovirus 22
Reavirus 1
Reovirus 2
Reovirus 3
Parainflugnza-1
Parainfluenza-2
Parainfluenza-3
Papovavirus SV-40

Staphylococcus aureus™ (Cowan)
Enterobacter aerogenes

Proteus mirabilis

Candida albicans

Clostridium difficile

Mycoplasma orale

Mycoplasma hyorhinis
Mycoplasma arginini

Rhinovirus 3
Rhinavirus 17
Rhinovirus 43

Varicella zoster
Chlamydia trachomatis
Simian foamyvirus 2
Simian foamyvirus 8
Human Goronavirus
Measles

Herpes simplax 1
Herpes simplex 2
Cytomegalovirus
Influgnza A

Influenza B

Respiratory Syncytial virus
Calicivirus

Small round virus (SRV)
Rotavirus

Narwalk virus
Astrovirus
Myxoviruses-Paramyxoviruses SV-5

“Falsch positive Ergabnisse kannten mit hohen Werten von S. aureus , das Protein A enthilt, wie z. B. dem Cowan Stamm, erzielt werden. Durch Staphviokokien
ausgeldste Enterocolitis ist eine seltene Krankheit, die gewohnlich bei erwachsenen Patienten auftritt und bei Sauglingen und Kindern extrem selten ist (25, 26).
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TESTSPEZIFITAT
Innerhalh eines Testlauls
Jede Probe” wurde einundzwanzig Mal in einem Testlauf analysiert und der Durchschnitt und Koetfizient der Variationen berechnet.

Neg Stuhl Stuhl 1 Stuhi 2 Stuhl 3
N 21 21 21 21
X 0.012 0.232 0.744 1,713
oV 56% 10% 14% 8%
Neg Kultur Kultur 1 Kulur 2 Kuftur 3
N 21 21 21 21
X 0.017 0.18 0.418 1.318
cv 35% 6% 7% 7%

* Eine positive Probe wurde in einer 5°;-igen Stuhisuspersion und in Zelikulturilissigkeit verdinnt, um eine niedrige (nahe der Bestimmungsgrenze), eine mittlere und
&ing hohe Probe zu ergeben.

Zwischen den Testiufen
Jede Probe wurde einzein in einundzwanzig verschiedenen Testldufen untersucht und der Durchschnitt und Koeffizient der Variation berechnet.

Neq Stuhi Stuhl 1 Stuhl 2 Stuhl 3
N 21 21 21 21
X 0.026 0.129 0.474 0.990
cv 48% 9% 12% 10%

Neg Kulture Kulture 1 Kuitture 2 Kuilture 3

N 21 21 21 21
X 0.017 0.198 0.508 1.547
Cv 59% 10% 10% 9%

“Eine positive Probe wurde in einer 5%-igen Stuhlsuspersion und in Zellkulturfliissigkeit verdinnt, um eine niedrige (nahe der Bestimmungsgrenze), eine mittlers und
eine hohe Probe zu ergeben.
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