Microorganismos
Pseudomonas aeruginosa
Enterobacter aerogenes
Enterobacter cloacae
Klebsiella pneumoniae
Serratia marcescens
Escherichia coli

Staphylococcus aureus™ (Cowan)
Clostridium difficile

Candida albicans

Proteus mirabilis

Acholeplasma laidlawii

Mycoplasma arginini
Mycoplasma hominus
Mycoplasma hyorthinis
Mycoplasma orale
Mycoplasma pneumoniae

Virus

Coxsackievirus A-9 Rhinovirus 3 Echovirus 6
Coxsackievirus B-3 Rhinovirus 17 Echovirus 7
Coxsackievirus B-4 Rhinovirus 43 Echovirus 9

Coxsackievirus B-5 Varicella zoster Echovirus 11

Poliovirus | Chlamydia trachomatis Echovirus 17

Poliovirus Il Simian foamyvirus 2 Echovirus 18

Poliovirus IlI Simian foamyvirus 8 Echovirus 22

Human Coronavirus Measles Herpes simplex 1
Reovirus 1 Respiratory Syncytial virus Herpes simplex 2
Reovirus 2 Cytomegalovirus Small round virus (SRV)
Reovirus 3 Influenza A Rotavirus
Parainfluenza-1 Influenza B Norwalk virus
Parainfluenza-2 Calicivirus Astrovirus

Parainfluenza-3 Papovavirus SV-40 Myxoviruses-Paramyxovruses SV-5

* Falsos positivos también pueden ocurrir si se encuentran presentes altos niveles de la proteina A de S.
aureuss, como en la cepa Cowan. La enterocolitis estafilocécica es una enfermedad poco comln que
generalmente ha sido descrita en pacientes adultos y es extremadamente rara en infantes y ninos® 2.

PREMIER
ADENOCLONE

ELISA zum direkten Nachweis von Adenovirus-Antigen in humanen
Stuhlproben und zur Identifizierung von Adenoviren in Zellkulturen

696007 In-vitro-Diagnostikum

VERWENDUNGSZWECK

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

ZUSAMMENFASSUNG UND ERKLARUNG DES TESTS

Es gibt 41 bekannte Typen von humanpathogenen Adenoviren, die vorrangig serologisch oder durch DNA-
Elektrophorese klassifiziert sind. Die Viren sind unbehtillte, DNA-haltige lkosaeder, die sich aus 252
Kapsomeren zusammensetzen. Das Virion enthdlt eine Anzahl von Gattungs- und Typ-spezifischen
Proteinen; zu den Gattungs-(Gruppen-)spezifischen Proteinen gehdren der alpha-Teil des Hexon, die
Penton-Basis, der Delta-Teil des Geriists und Polypetid llla. Der monoklonale Antikérper in Premier
Adenoclone ist gegen das Gruppen-reaktive Hexon-Antigen gerichtet,das all denjenigen Adenoviren
gemeinsam ist, die fir Menschen,Affen, Hunde, Schweine, Mause, Rattan oder Rinder pathogen sind. Es
konnte gezeigt werden, daR dieser monoklonale Antikdrper im ELISA mit allen 41 humanpathogenen
Adenovirus-Typen reagiert.

Adenoviren kénnen eine Vielzahl von klinischen Erkrankungen beim Menschen auslésen einschlieRilich
Erkrankungen des Atmungstraktes (akute fiebrige Pharyngitis, Pharyngokonjunktivalfieber, akute
Atemwegserkrankungen, Lungenentziindung), Erkrankungen der Augen (epidemische Keratokunjunktivitis,
die ,swimming pool"- Konjunktivitis) und Gastroenteritiden®*

Die Identifizierung von Adenoviren erfolgt in Gewebekulturen im allgemeinen durch das Auftreten
charakteristischer zytotoxischer Effekte (CPE). Zellinien, die empfindlich gegen Adenoviren sind, sind
kontinuierliche Zelllinien epithelialen Ursprungs wie HelLa, HEK, Hep-2, KB und Graham?®, CPE treten bei
Adenoviren des Typs 1-7 innerhalb von 2 -7 Tagen auf. Bei anderen Stdmmen dagegen, insbesondere bei
der Untergruppe D, kann es bis zu 28 Tagen dauern, bis sich erkennbare CPE zeigen'®. Zur Bestitigung der
Identifizierung von Adenoviren in Zellkulturen durch CPE wurden bisher Immunifluoreszenztests,
Radioimmunoassays, die DNA-Hybridisierung, Enzymimmunoassays und die DNA-Elektrophorese eingesetzt
21 Premier Adenoclone bietet ein einfaches, schnelles und prézises Verfahren, um das Vorkommen von
Adenoviren in Zellkulturen zu bestatigen.

Die am zweithdufigsten gefundenen Viren in Stuhlproben oder rektalen Abstrichen von Patienten mit
Diarrhoe® sind Adenoviren. Diese anspruchsvollen Viren des Typs 40 und 41 wurden erstmals
elektronenmikroskopisch in Stuhlextrakten entdeckt und sind am haufigsten mit Gastorenteritis assoziiert?.
Diese Adenovirus-Typen kénnen in Graham 293 Zellen identifiziert werden®. Premier Adenoclone kann zur
direkten Untersuchung von Stuhlproben eingesetzt werden, und reduziert so die Untersuchungszeit der
traditionellen Identifizierung in Zellkulturen.

BIOLOGISCHE PRINZIPIEN

Premier Adenoclone verwendet monoklonale Antikdrper und ist ein Festphasen-Sandwich-ELISA. Mitrotiter-
Kavitaten zum Auseinanderbrechen sind mit einem monoklonalen anti-Adenovirus-Antikorper beschichtet.
Ein Aliquot der fékalen Suspension oder der unverdiinnten Zellkultur-Flissigkeit wird in eine Kavitat gegeben
und gleichzeitig mit einem monoklonalen anti-Adenovirus-Antikérper, der mit Meerrettich-Peroxidase
konjugiert ist, inkubiert. So entsteht ein ,Sandwich'. bei dem das Adenovirus-Antigen zwischen dem
Festphasen-Antikérper und dem Enzym-gebundenen Antikérper eingeschlossen ist. Nach 60 Minuten
Inkubation bei Raumtemperatur, werden die Kavitdten mit gereinigtem Wasser gewaschen, urn
ungebundenes Probenmaterial und (iberschiissige Enzym-markierte Antikorper zu entfernen. Enzym-
Substrat (Harnstoffperoxid) und Chromogen (Tetramethylbenzidin) werden in die Kavitadten gegeben und 10
Minuten bei Raumtemperatur inkubiert. Gebundenes Enzym-Konjugat in den Kavitdten verwandelt das
farblose Substrat in ein blaues Produkt.

REAGENZIEN/ENTHALTENE MATERIALIEN
Die Héchstzahl der mit diesem Testkit durchfiihrbaren Tests ist auf der Aussenseite der Packung

angegeben.

1. Mikrotiter-Kavitdten beschichtet mit einem monoklonalen Gruppen-spezifischen anti-Adenovirus
Antikérper aus Mausen.

2. Proben-Verdiinr | Negativ-Kontrolle: Phosphat-gepufferte isotone Kochsalzlosung mit
0,02% Thiomersal als Konservierungsmittel

3. Enzym-Konjugat: mit Meerrettich-Peroxidase konjugierte monoklonale anti-Adenovirus Antikérper
aus Mausen in einer gepufferten Proteinlosung mit Gentamicin und 0,02% Thiomersal als
Konservierungsmittel

4. Positiv-Kontrolle: inaktiviertes Adenovirus (AD41) in Puffer mit 0,02% Thiomersal als
Konservierungsmittel

5. Losung A: Substrat-Puffer, enthalt Harnstoffperoxid

6. Lésung B. Losung mit Chromogen, enthélt Tetramethylbenzidin (TMB)

7. Stopp-Losung: enthalt 1N Schwefelsdure, Vorsicht Hautkontakt vermeiden, bei Hautkontakt mit

Wasser spllen.

8. Halter fiir Mikrotiter-Kavitaten
9. Transfer-Pipetten fur Proben

BENOTIGTE, ABER NICHT ENTHALTENE MATERIALIEN

1 Reagenzréhrchen (12 x 75 mm)

2 Deionisiertes oder destilliertes Wasser

3. Papiertiicher

4, Prazisions-Mikropipettenspitzen fiir 100 pL oder 1000 pL (wahlweise)

5. Abfallbehalter mit einer 1:10 Verdlinnung von Haushaltsbleichmittel; zum Autoklavieren ein Jod-
haltiges Desinfektionsmitlel verwenden.

6. ELISA-Plattenphotometer fir Extinktionsmessungen bei 450nm (wahlweise)

7 Multikanal-Pipette, Mehrfach-Spritze, Waschflasche oder andere Hilfsmittel zum Einfiillen der
Waschlésung

8. Stoppuhr (mindestens fiir 1 Stunde)

9. Sterile Abstrichtupfer und Virus-Transportmedium (gewéhnlich eine isotone Kochsalzlésung mit einem
Virus-stabilisierenden Protein und mit Antibiotika). Das Medium dart weder das Adenovirus noch die
Zelllinien im Wachstum hemmen'®.

10. Gegen Adenoviren empfindliche Zellkulturen und ein Lichtmikroskop zur Untersuchung der Kulturen
empfindlich. Fur das Wachstum von Adenoviren sind die kontinuierlichen Zelllinien epithelialen
Ursprungs wie Hela, HEK, Hep-2, KB und Graham 293%** Fiir die Identifzierung von Adenovirus Typ
40 und 41° sollten nur Graham 293 Zellen verwendet werden®.

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

VORSICHTSMASSNAHMEN

1. Samtliche Reagenzien sind ausschlieRlich fiir die In-vitro-Diagnostik bestimmt.

2. Proben oder Reagenzien nicht mit dem Mund pipettieren. Kontakt mit verletzter Haut oder
Schleimhéuten vermelden.

3. In den Bereichen, in denen mit den Proben oder den Test-Reagenzien gearbeitet wird, nicht rauchen.
essen oder trinken.

4. Einmal-Handschuhe wahrend des Umgangs mit Proben tragen und die Hande nach AbschluR des

Tests waschen. Patienten-Proben, Test-Kontrollen und alle Materialien, die mit ihnen in Beriihrung
kommen, sollten nach den Biosafety Level 2 -Empfehlungen des CDC/NIH Handbuchs "Biosafety in
Microbiology and Biomedical Laboratories," gehandhabt werden.

5. VORSICHT: Wegen der Anfélligkeit der Augenregion fiir Adenoviren sollte der Hand-Augen-Kontakt
wahrend der Probenvorbereitung und der Testdurchfiihrunig sorgfaltig vermieden werden

6. Hautkontakt mit der Stopp-Lésung (1N Schwefelsaure). Sie kénnte Irritationen und Verétzungen
verursachen. Falls es zu einem Kontakt kommt, mit Wasser spulen,
7. Vor der Entsorgung alle Materialien, die wahrend des Tests benutzt wurden, mindestens eine

Stunde bei 121 C autoklavieren. Flissig-Abfall kann entsorgt werden, nachdem er mindestens 30

Minuten mit einer 1:10 Verdlinnung von Haushaltbleichmittel gemischt wurde. VORSICHT:

Flussigabfall, der Stopp-Lésung enthélt, muR neutralisiert werden, bevor er in Haushaltsbleichmittel

gegeben wird.

Vermeiden Sie jedes Verspritzen oder Zerstauben.

Premier Adenoclone Reagenzien nach Ablauf des Haltbarkeitsdatum nicht mehr verwenden.

Jedes Reagenz ist in seiner Konzentration und Zusammensetzung optimiert worden. Verdlnnung

oder Verfremdung dieser Reagenzien kann zu einem Verlust der Sensitivitat fihren. Von den

Angaben abweichende Inkubationszeiten und Temperaturen kénnen falsche Ergebnisse zur Folge

haben.

10. Reagenzien von Premier Adenoclone mit unterschiedlichen Chargennummern sollten nicht
ausgetauscht oder gemischt werden.

11. Mikrobiellen Befall der Reagenzien vermeiden, er konnte die Ergebnisse verfalschen. Die
Kontamination der Proben kann zu falschen Ergebnissen fiihren.

12. Bei jeder Handhabung von Zellkulturen aseptische Vorgehensweise und sterile Gerate und Materialien
verwenden.

13. Fir jede Probe, Kontrolle oder jedes Reagenz sollen gesonderte Pipetten oder Pipetten-Spitzen
verwendet werden.

14. Mikrotiter-Kavitaten nicht wiederverwenden.
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GEFAHRDUNGEN UND SICHERHEITSHINWEISE

Fur weitere Informationen zu den Gefahren- und Sicherheitshinweisen, beziehen Sie sich aur die SDS, die
unter folgendem Link verfiigbar sind: www.meridianbioscience.com (US version) / www.meridianbioscience.eu
(EU version).

HALTBARKEIT UND 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 sofort wieder auf 2-8 C abkiilhien. Mikrotiter-Platten im Beutel belassen, bis
er Raumtemperatur erreicht hat. Alle unbenutzten Mikrotiter-Kavitaten in den Originalbeutel zuriicklegen.
Nach dem Offnen sind die Mikrotiter-Kavitaten wéhrend der gesamten Haltbarkeitsdauer des Test-Kits Stabil.

ANZEICHEN VON QUALITATSMINDERUNG
Die folgenden Umstande kénnen einen Verderb der Reagenzien anzeigen.

1. Jeder offensichtliche mikrobielle Befall oder deutliche Niederschlag

2. Jede Blaufarbung in der Substratlésung, bevor sie den Kavitdten zugesetzt wird.

3. Ein Extinktionswert der Negativ-Kontrolle >0,150 bei einer Wellenlange von 450 nm kann einen Verfall
der Reagenzien anzeigen.

4. Ein Extinktionswert der Positiv-Kontrolle von <0,3 kann einen Verderb der Reagenzien anzeigen.

Wenn eine der obigen Beobachtungen gemacht wird, kontaktieren Sie Meridian Bioscience.

VORBEREITUNG DER REAGENZIEN

Alle Reagenzien vor Gebrauch auf Raumtemperatur bringen (20-30 C).

Sofort nach Gebrauch alle Reagenzien wieder auf 2-8 C abkiihlen.

Zwischen den Arbeitsschritten die Kavitaten nicht austrocknen lassen.

Ein Desinfektions-GefaR zur Entsorgung von Reagenzien und Materialien bereitstellen.

Die Reproduzierbarkeit eines jeden ELISA ist stark von der Gleichférmigkeit des Waschens der
Mikrotiter-Kavitaten abhéngig. Beachten Sie die in der Anleitung empfohlenen Waschschritte
genau.
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PROBENNAHME

Die richtige Probennahme ist entscheidend fiir die Identifizierung von Adenoviren in Zellkulturen und sollte
nur von erfahrenem Personal durchgeflihrt werden. Der beste Zeitpunkt zur Probennahme liegt moglichst
bald nach dem Auftreten der Symptome. Adenoviren werden hauptsachlich im Atmungstrakt, im Auge und
in rektalen Proben identifiziert, aber sie wurden bereits in praktisch jedem menschlichen Organ gefunden'®.
Der Ort der Infektion sollte griindlich abgestrichen werden, um epitheliale Zellen zu gewinnen. Den
Abstrichtupfer direkt in ungefahr 3 mL Virus-Transportmedium geben und kraftig schiitteln’®. Die Proben
sollten sofort auf Eis ins Labor geschickt werden geman dem 42 CFR (Code of Federal Regulation) 72.

Auch aspiriertes, sezerniertes oder ausgespliltes nasopharyngeales Material kann untersucht werden'®. Es
ist gewohnlich effektiver und angenehmer, 2-5 mL nasopharyngeales Sekret mit einem kleinen Schlauch,
der in die Nase des Patienten eingefithrt wird und mit einer Proben-Sammelflasche verbunden ist,
abzusaugen. Dieses System zur Schleimgewinnung gibt es als Fertigprodukt zu kaufen. Wenn die
Nasensekrete nicht ausreichen, kénnen Spiilungen der Nase mit 1-2 mL steriler Kochsalzlésung durch das
Nasenloch durchgefiihrt werden. Ein Minimum von 0,2 mL Sekret sollte gewonnen werden. Rektale
Abstriche oder Stuhlproben, die angeziichtet werden sollen, sollten in 1 ml Virus-Transportmedium gebracht
werden. Bei rektalen Abstrichen sollte darauf geachtet werden, dall geniigend fakales Material (30-50 mg
reiner Stuhl) abgenommen wird.



Alle Proben sollten bei 2-8 C auf Eis gelagert und nicht eingefroren werden, auer, wenn eine Verzégerung
von 72 Stunden bis zu dem Animpfen der Kultur abzusehen ist. In solchen Fallen sollten die Proben schnell
in einem Bad mit Trockeneis und Aceton oder Alkohol eingefroren werden und bei -20 C oder kalter bis zu
einem Monat lang eingefroren werden. Vermeiden Sie ein langsames Einfrieren (z.B, indem die Proben in
ein-20 C Gefriergerat gelegt werden), da dadurch die Infektiositat 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 Gefale mit Nahrmedien. Konservierungsmitteln,
Tierseren, Metallionen, oxidierenden Stoffen oder Detergenzien iberfiihrt werden, da diese den Premier
Adenoclone -Test beeintrachtigen konnten. Bei rektalen Abstrichen sollte darauf geachtet werden, daR®
geniigend fakales Material (30 bis 50 mg) erhalten wird. Verdiinnte Proben kénnen bei 2-8 C 3 Tage lang
ohne Beeintrachtigung der Testergebnisse gelagert werden. Fiir die langfristige Lagerung unverdiinnter
Proben 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

Gegenliiber dem Wachstum von Adenoviren Empfindliche Zellkulturen sind die kontinuierlichen Zelllinien
epithelialen Ursprungs wie HelLa, Hep-2, KB und Graham 293%°. Fir die Identifizierung von Adenoviren
Typ 40 und 41 soliten nur Graham 293 Zellen verwendet werden®. Verschiedene Zelllinien zeigen wie die
verschiedenen Passagen derselben Zelllinie stark abweichende Virus-Sensitivitaten. Jedes Labor sollte
seine eigenen Qualitatskontroll-Verfahren entwickeln. um die Eignung der Gewebekulturzellen fur die
routinemaBige Virus-Anzucht sicherzustellen.

Abstriche, die in Virus-Transportmedium eintreffen, solten stark geschittelt werden; die Abstrichtupfer
sollten durch starkes Pressen an die Wand des GefalRes ausgedriickt werden. In empfindliche Zellkulturen
einimpfen’®. Getrocknete Abstriche kénnen zur Virus-Identifizierung nicht angenommen werden.

Alle aspirierten, sezernierten oder ausgespiilten Proben sollten mit der Pipette kraftig vermischt werden, um
eine homogene Suspension zu erhalten. Die Suspenswn sollte dann mit Antibiotika behandelt werden und
in eine empfindliche Zellkultur eingeimpft werden'® 227,

Stuhlproben konnen entweder direkt eingesetzt (siehe "Testdurchfiihrung") oder zur Identifzierung in
Zellkulturen vorbereitet werden. In letzterem Fall wenige Gramm des fakalen Materials in einem Mérser mit
sterlem Sand oder anderem Schleifmittel mahlen. Stellen Sie mit einem Antibiotium-haltigen
Verdunnungsmmel (z.B. Kulturmedium) eine 10%ige Suspension her. Abzentrifugieren und in Graham 293
Zellen einimpten'®.

Die Entwicklung von Adenovirus-typischen zytotoxischen Effekten (CPE) in den beimpften Zellkulturen
sollte idealerweise taglich kontrolliert werden. Die Zellen der mit Adenoviren infizierten Zellschicht
vergroRern sich, runden sich ab, werden lichtbrechend und klumpen eventuell zu unregelmaRigen
traubenférmigen Aggregaten zusammen. Diese Verdnderungen sind im allgemeinen mit einer Ansduerung
des Kulturmediums verbunden. Die Zeitspanne bis zur Entwicklung von CPE hangt vom Adenovirus-
Stamm und von der Konzentration des infektiésen Virus in der Probe ab. Bei den Adenoviren des Typs
1,2,3,4,5,6 und 7 treten CPE gewdhnlich innerhalb von 2 - 7 Tagen auf. Bei anderen Adenovirus-Stammen,
insbesondere bei denjenigen der Gruppe D. konnen bis zu 28 Tage und eventuell sogar eine ganze
Passage ohne CPE nétig sein, bevor sich erkennbare CPE bilden'. Adenoviren soliten dann als
identifiziert betrachtet werden, wenn mindestens 25% der Zellen in der Zellkultur von CPE betroffen sind.

VORBEREITUNG

Untersuchung von Proben in Gewebekultur

Wenn die Gewebekultur mindestens 25-50% CPE zeigt, mit der Transferpipette 2 Tropfen (100 uL) der
Gewebekultur direkt in die Mikrotiter-Kavitat geben. GEWEBEKULTUREN NICHT VERDUNNEN.

Direkte Untersuchung von Stuhlproben
1 mL Proben-Verdiinnungspuffer mit einer Transfer-Pipette in eln sorgfaltig beschriftetes Rohrchen geben. Die
Proben wie folgt dazugeben:

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

2. Flussiger Stuhl: Probe mit der Transfer-Pipette bis zur ersten Markierung hochziehen (siehe Abbildung
unten).
3. Rektaler Abstrichtupfer. Tupfer in 1 mL Proben-Verdinnungsputter quirlen, so daf das fakale

Material gelost wird. Fliissigkeit aus dem Tupfer durch festes Driicken an die Wand des Rohrchens
auspressen, Sorgfaltig mischen. Nicht weiter verdiinnen.
Probe in 1 mL Probenverdiinnungspuffer durch heftiges Aufziehen und wieder Ausdriicken der Losung
aufsuspendieren, bis eine weiter zu verarbeitende Losung entsteht.

Transferpipetten fiir Proben

Verdi]nrlungspuffer Probe

C

Mit der Transferpipette 2 Tropfen entweder der unverdiinnten Gewebekultur oder der verdinnten
Stuhlprobe in die Kavitdten geben. Einzelheiten siehe "Testdurchfiihrung”.

TESTDURCHFUHRUNG

1. Eine ausreichende Zahl von Kavitéten fiir Proben und Kontrollen abbrechen und in den Halter fiir die
Kavitaten einsetzen. Die Platze der Proben notieren.

2. Je 2 Tropfen (100 uL) von der verdiinnten fakalen Probe, der Positiv- und der Negativ-Kontrolle
(Proben-Verdiinnungspuffer) auf den Boden der Kavitaten geben.

3. In jede Kavitat 2 Tropfen (100 pL) Enzym-Konjugat geben. Durch vorsichtiges Bewegen auf der Tisch-

Oberflache mischen.

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

5. Die Flussigkeit aus den Kavitaten in einen Abfallbehélter auskippen. Den Kavitaten-Halter
umgedreht auf Papiertuchern kréftig ausklopfen, um sicher zu gehen, daR die Flissigkeit vollstandig
aus den Kavitaten entfernt wurde.

6. Alle Kavitaten bis zum UberflieRen mit deionisiertem Wasser filllen und die Flissigkeit wie in Schritt 5
ausgieRen.

7. Den Waschvorgang (Schritt 5 und 6) vier weitere Male durchfilhren (insgesamt also 5
Waschvorgénge).

8. 2 Tropfen (100 pL) Substrat-Losung in jede Kavitat geben.

9. 2 Tropfen (100 pL) Chromegen-Loésung in jede Kavitat geben.

10. 10 Minuten bei Raumtemperatur inkubieren.

1. Nach dem Ablesen und Notieren der Ergebnisse die benutzten Kavitaten und das benutzte Papier als
potentiell pathogen entsorgen.

Das Ablesen des Ergebnisses mit bloRem Auge ist nach der 10 Minuten Inkubation in Schritt 10 innerhalb

von 10 Minuten mdglich. Proben mit einer Blaufarbung, die dunkler als die der Negativ-Kontrolle ist, sind

positiv. Proben, die die gleiche oder eine schwéchere Blaufarbung als die Negativ-Kontrolle aufweisen,

sind negativ.

WAHLWEISE: SPEKTROPHOTOMETRISCHE AUSWERTUNG

Spektrophotometrische Auswertungen kénnen durchgefiihrt werden, indem 2 Tropfen (100 pL) Stopp-
Losung (Schwefelsaure) in jede Kavitat nach der Inkubation von Schritt 10 gegeben werden. Die Extinktion
jeder Kavitat wird bei 450 nm (gegebenenfalls mit einem Referenzfilter >600 nm) nach einem Abgleich
gegen Luft innerhalb von 60 Minuten abgelesen.

INTERPRETATION DER ERGEBNISSE

1. Auswertung mit dem bloRen 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 geférbt ist, wird als negativ betrachtet.

2. Spektrophotometrische Bestimmung: Proben mit einem Extinktionswert (A;s5) > 0,150 werden als
positiv betrachtet. Proben mit einer Extinktion <0,150 oder niedriger werden als negativ betrachtet. Bei
Proben mit geringen Antigen-Mengen koénnen die Ergebnisse aus der spektrophotometrischen
Bestimmung gelegentlich von den Auswertungen mit bloRern Auge abweichen Die
spektrophotometrische Bestimmung ist die objektivere und daher die etwas genauere Methode.

ACHTUNG: in stark positiven Proben kdnnen sich Niederschldge bilden. Diese beeinflussen die Ergebnisse

nicht.

QUALITATSKONTROLLE
Den Test geméil! der i agig lokal bund. i oder i bzw.
dlichen Auflagen dur

Premier Adenoclone wird mit Positiv- Kontrolle und einer Negativ-Kontrolle (Proben-Verdiinnungspuffer)
geliefert, die bei jedem Testlauf mitlaufen missen. Diese Reagenzien werden eingesetzt, um die
Funktionsfahigkeit der Test-Reagenzien sicherzustellen. Die Kavitat der Positiv-Kontrolle sollte deutlich blaus
sein mit einer Extinktion >0,30 bei einer Wellenldnge von 450 nm. Die Negativ-Kontrolle dart keine sichtbare
Farbe haben, die Extinktion muf} <0,150 bei einer Wellenlange von 450 nm sein.

Bei der Identifizierung von Adenoviren aus Zellkulturen kénnen zusatzlich zu den Positiv- und Negaliv-
Kontrollen des Test-Kits zwei weitere Kontrollen zur Uberpriifung des im jeweiligen Labor benutzten
Gebebekultur-Systems durchgefiihrt werden. Diese Kontrollen stellen sicher, dal das Gewebekultur-System
einwandfrei funktioniert:

. Als Negativ-Kontrolle kann der nicht infizierte Zelliberstand von derselben Charge, die zur
Identifizierung des Virus eingesetzt wird, benutzt werden.
. Als Positiv-Kontrolle kann der infizerte Zelliiberstand einer bekannt Adenovirus-positiven Probe

(25%CPE oder mehr) benutzt werden.

Die Kavitat mit dem nicht infizierten Zelliberstand sollte farblos mit einer Extinktion <0,150 bei 450 nm sein.
Der infizierte Zelliberstand einer bekannt positiven Probe sollte sich blau farben. Die Extinktion bei 450 nm
hangt stets vom Infektionsgrad ab ab und sollte jedoch >0,150 sein.

Wenn die Ergebnisse der Positiv- und Negativ-Kontrolle des Test-Kits nicht wie erwartet ausfallen. setzen Sie
den Technischen Support von Meridian Bioscience an (USA): (001) 800-343-3858 oder wenden Sie sich an
Ilhren zustandigen Ausliefere. Wenn die Positiv- und Negativ-Kontrollen des Test-Kits zufriedenstellende
Ergebnisse liefern, nicht jedoch die Gewebekultur-Kontrellen, missen die Zelllinien und ihre Verarbeitung
Uberprift werden.

ERWARTETE WERTE

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

Die Haufigkeit der Adenovirus-Infektion héangt ab von den klinischen Symptomen und dem Alter der Patienten.
Bei Kindern unter 5 Jahren werden 5% der akuten Atemwegserkrankungen von Adenoviren verursacht®.

Ungefahr 10% der kindlichen Lungenentziindungen kénnen auf Adenoviren zuriickgefiihrt werden’. Die akute
hamorrhagische Zystitis bei Kindern wird durch Adenoviren in 20 - 70% der Falle ausgeldst® °. Intestinale
Adenoviren (Typ 40 und 41) werden bei rund 10% der padiatrischen Patienten mit einer Gastroenteritis
gefunden und kommt am haufigsten bei Kindern unter 2 Jahren vor'®. Die Testcharakteristika fiir die
Untersuchung von Neugeborenen-Stuhlproben sind bisher noch nicht vollstandig erstellt worden. In jedem
einzelnen Labor sollte das Fehlen falsch positiver Ergebnisse Uberpriift werden, bevor Neugeborenen-Stiihle
direkt untersucht werden.

Bei Erwachsenen wurden Adenoviren zeitweise mit Zervizitis in Zusammenhang gebracht* sowie mit akuten
Atemwegserkrankungen - insbesondere bei Rekruten'’.  Augeninfektionen wie die durch Adenoviren
verursachte epidemische Keratokonjunktivitis und die sogenannte "swimming pool"-Konjunktivitis kénnen in
jeder Altersgruppe'® '* auftreten.  Dariiberhinaus konnnen sich alle immunsupprimierten Patienten mit
Adenoviren infizieren'* '°.

EINSCHRANKUNGEN

Premier Adenoclone ist hochspezifisch und -sensitiv fiir Adenovirus-Antigen, Der monoklonale Antikorper
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 schlieBt die Maoglichkeit einer Adenovirus-Infektion des Patienten nicht aus. Ein
MiRlingen des Nachweises kann bedingt sein durch Faktoren wie einem ungiinstigen Zeitpunkt der
Probennahme (wenn zu wenig Virionen vorhanden sind) oder einer falschen Probennahme oder -handhabung
oder einem Versagen der Zellkultur. Durch ein negatives Ergebnis bei Stuhlproben kann eine infektion
anderer Korperfliissigkeiten mit nicht-intestinalen Adenoviren nicht ausgeschlossen werden. Bei Verdacht auf
Infektion des Atmungstraktes oder der Augen solllten Proben vom Infektionsort in Kultur genommen werden.

Alle positiven Ergebnisse missen vorsichtig interpretiert werden, da Adenoviren zur Latenz und zu Rezidiven
fahig sind. Die asymptomatische Ausscheidung kann bis zu 18 Monate nach der Infektion andauern®.
Intestinale Adenoviren kénnen im Stuhl von Beschwerde-freien Kindern gefunden werden®. Die
Testergebnisse sollten in Zusammenhang mit den Informationen aus epidemiologischen Studien, klinischen
Erhebungen oder anderen diagnostischen Verfahren interpretient werden®. Begleitinfektionen mit bakteriellen
Keimen sind mdéglich. Daher sollten bakteriologische Tests parallel zu diesem Test durchgefiihrt werden, um
eine bakteriologische Atiologie auszuschlieRen.

Der direkte Einsatz von Premier Adenoclone bei anderen Probenmaterialien als Stuhlproben ist nicht zu
empfehlen, da ein unpassendes Antigen oder eine falsche Probennahme negative Ergebnisse verursachen
Kann. Dieser Test ist fir die Identifizierung aus Zellkulturen oder aus direkten Stuhlproben geeignet Ein
positives Ergebnis im Stuhl bei gleichzeitiger Diarrhoe ist ein nahezu eindeutiger Hinweis auf eine adenovirale
Gastroenteritis'. Am haufigsten wurden Adenoviren des Typs 40 und 41 mit der viralen Gastroenteritis in
Zusammenhang gebracht.

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

LEISTUNGSMERKMALE

Premier Adenoclone wurde in vier klinischen Labors der USA (in New York, Kalifornien und Massachusetts)
zur Bestéatigung des Tests mit Zellkulturen und der direkten Testdurchfiihrung mit Stuhlproben iberpriift. Die
Ergebnisse des Premier Adenoclone wurden mit der Untersuchung zytotoxischer Effekte (CPE) in
Zellkulturen und der Elektronenmikroskopie in Stuhlproben verglichen. Der Premier Adenoclone Test
schnitt im Vergleich mit beiden Testmethoden ausgezeichnet ab.

Site | Site Il Site 1l Site IV
Bestimmungsmethode* S S,V \% S,V
Zellkultur Stuhlsuspension Zellkultur Zellkultur
+ - + - + - + -
Premier + 75 0 70 0 22 0 23 0
Adenoclone® - 0 115 1 160 0 51 1 49
Sensitivitat 100% 99% 100% 96%
Spezifitat 100% 100% 100% 100%
Ubereinstimmung 100% 99% 100% 99%

*S=Spektophotometrische Ausertung; V: Visuelle Auswertung
WICHTIG: Es bestand eine 100%-ige Ubereinstimmung zwischen der spektophotometrischen und der
visuellen Auswertung.



NACHWEISGRENZEN

STUHLSUSPENSION

Vier Adenovirus positive Stuhlproben, deren Konzentration pro mL durch EM bestimmt wurde, wurden in
Verdiinnungsreihen mit dem Premier Adenoclone getestet, um die Nachweisgrenzen festzustellen. Die
Ergebnisse zeigen, daR Konzentrationen bis zu einer unteren Grenze von 10’ pro mL von Premier
Adenoclone nachgewiesen werden kénnen.

Nicht enterogen Nicht enterogen Ad 41 Ad 40
Stuhl 1 Stuhl 2 Stuhl 3 Stuhl 4
Partikel/ mL Asso Asso Asso Aaso
10° 1.78 - - -
107 .26* >2.00 >2,00 -
10° .04 1.06 >2,00 >2.00
10° .03 AT 1.73 >2.00
10* - .04 21* 58"

ZELLKULTUTEN

Die folgende Tabelle zeigt Verdiinnungsreihen von verschiedenen Adenovirus Ubersténden aus 3+ CPE
Kulturen, die mit dem Premier Adenoclone Adenovirus Kit getestet wurden. Sternchen zeigen die relative
Sensitivitat von Premier Adenoclone in Bezug auf den Adenovirus Serotyp, der getestet wurde. Es zeigte
sich, dal der monoklonale Antikérper, der in Premier Adenoclone verwendet wird, mit allen humanen
Subgruppierungen ebenso wie mit Isolaten, die Affen, Hunde. Hunde, Rider und Schweine infizieren, reagiert.

TYPA TYPB TYPC
AD12 AD18 AD31 AD3 AD7  AD21 AD1 AD2 ADS AD6
1:10 >3.0 >3.0 >3.0 1.78 >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 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 0.23* 1.26
1:4000 0.04 0.01 0.03 0.04 015  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* 0.11 0.06 0.35
1:16000 0.02 0.02 0.02 0.02 0.07 0.02 0.1 0.07 0.03 0.19*
IYPD IYPE ENTERISCHER TYP
AD9  AD22 AD37 AD39 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 2.28 >3.0 2.40 >3.0
1:1000 0.24* 0.22* 0.25* 0.15* 1.60 0.26* 0.73
1:2000 0.1 0.09 0.09 0.07 0.94 0.15 0.27*
1:4000 0.05 004 006 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* 0.05 0.04 *Nachweisgrenzen

REPRODUZIERBARKEIT

Innerhalb eines Testlaufs

Jede Probe* wurde einundzwanzig Mal in einem Testlauf analysiert und der Durchschnitt und Koeffzient der
Variationen berechnet.

Neg Stuhl Stuhl 1 Stuhl 2 Stuhl 3
N 21 21 21 21
T 0.012 0.232 0.744 1.713
cv 56% 10% 14% 8%
Neg Kultur Kultur 1 Kultur 2 Kultur 3
N 21 21 21 21
T 0.017 0.181 0.418 1.318
cv 35% 6% 7% 7%

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

Zwischen den TestINuten

Jede Probe wurden einzein in einundzwanzig verschiedenen Testlaufen untersucht und der Durchschnitt und
Koeffizient der Variation berechnet.

Neg Stuhl Stuhl 1 Stuhl 2 Stuhl 3
N 21 21 21 21
T 0.026 0.129 0.474 0.990
cv 48% 9% 12% 10%

Neg Kulture Kulture 1 Kulture 2 Kulture 3

N 21 21 21 21
T 0.017 0.198 0.508 1.547
cv 59% 10% 10% 9%

*Eine positive Probe wade in einer 5%-igen Stuhlsuspersion and in tellkulturfifissigkeit verd5nnt, um sine
niedrige (nahe der Bestimmungsgrenze), eine mittlere und eine hake Probe zu ergeben.

KREUZREAKTIVITAT

Die folgenden Mikroorganismen und Viren wurden im Premier Adeaoclone getestet und zeigten keine
Kreuzreaktionen. Alle Kreuzreaktionstests verwendeten geziichtete Kulturen, die eine geschatzte
Konzentration von 107-10° Erregern pro ml enthielten. Ausnahmen: Calcivirus, SRV, Rotavirus, Norwalkvirus
and Astrovirus wurden als durch EM positive Stuhlproben getestet; Clostridium difficile wurde als Toxin positiv
getestet. Stuhl und Urin wurde getestet und als negativ eingestuft.

Mikroorganismen
Pseudomonas aeruginosa
Enterobacter aerogenes
Enterobacter cloacae
Klebsiella pneumoniae
Serratia marcescens
Escherichia coli

Staphylococcus aureus* (Cowan)
Clostridium difficile

Candida albicans

Proteus mirabilis

Acholeplasma laidlawii

Mycoplasma arginini
Mycoplasma hominus
Mycoplasma hyorthinis
Mycoplasma orale
Mycoplasma pneumoniae

Viren

Coxsackievirus A-9 Rhinovirus 3 Echovirus 6
Coxsackievirus B-3 Rhinovirus 17 Echovirus 7
Coxsackievirus B-4 Rhinovirus 43 Echovirus 9

Coxsackievirus B-5 Varicella zoster Echovirus 11

Poliovirus | Chlamydia trachomatis Echovirus 17

Poliovirus Il Simian foamyvirus 2 Echovirus 18

Poliovirus IlI Simian foamyvirus 8 Echovirus 22

Human Coronavirus Measles Herpes simplex 1
Reovirus 1 Respiratory Syncytial virus Herpes simplex 2
Reovirus 2 Cytomegalovirus Small round virus (SRV)
Reovirus 3 Influenza A Rotavirus
Parainfluenza-1 Influenza B Norwalk virus
Parainfluenza-2 Calicivirus Astrovirus

Parainfluenza-3 Papovavirus SV-40 Myxoviruses-Paramyxovruses SV-5

* Falsch positive Ergebnisse konnten mit hohen Werten von S. aureus , das Protein A enthalt, wie z. B. dem
Cowan Stamm, erzieit werden. Durch Staphylokokken ausgeloste Enterocolitis ist eine seltene Krankheit, die
gewdhnlich bei erwachsenen Patienten auftritt und bei Sauglingen und Kindern extrem selten ist 2> 2.
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INTERNATIONAL SYMBOL USAGE
You may see one or more of these symbols on the labeling/packaging of this product:

Key guide to symbols (Guida ai simboli, Guide des symbols, Guia de simbolos, Erlduterung der

graphischen symbole)

&

Use By / Utilizzare entro / Utiliser jusque / Fecha de
caducidad / Verwendbar bis

Positive control / Controllo posilivo / Conlrole posilif /
Control positivo / Positive Kontrolle

Batch Code / Codice del lotto / Code du lot / Cdigo
de lote / Chargenbezeichnung

[controL] -

Negative control / Controllo negativo / Contrdle négatif /
Gontrol negativo / Negative Kontrolle

(VD]

In vitto diagnostic medical device / Dispositivo
medico-diagnostico in vitro / Dispositi’ médical de
diagnostic in vitro / Disposiivo medico para

vitro / In-Vitro-Di

Authorized in the European Community

EC|REP

/ Rappresentante Autorizzato nella Comunita Europea /

Mandataire dans la Communauté européenne /

Representante autorizado en la Comunidad Europea /
in der

C€

This product fulflls the requirements of Directive
98/79/EC on in vitro diagnostic medical devices /
Questo prodotto soddisfa i requisiti della Diretiiva
98/79/CE sui disposilivi medico-diagnostic in vitro /
Ce produit répond aux exigences de la Directive
9879 CE relative aux dispositifs médicaux de
diagnostic in vitro / Este producto cumple con las
exigencias de la Directiva 98/79/CE sobre los
productos sanitarios para diagnéstico in vitro /
Dieses Produkt entspricht den Anforderungen der
Richtiinie (iber In Vitro Diagnostica 98/79/EG:

=
=
%
]
m

Sample Preparation Apparatus containing Sample
Diluent / Dispositivo per la preparazione del campione
contenente il diluente del campione / Systéme pour la
préparation de I'échantillon, diluant inclus / Aparato
para Preparacion de Muesira con Diluyente de Muestra
J System zur Probenvorbereitung, in dem sich
Probenverdiinngspuffer befindet

Catalogue number / Numero di catalogo / Référence
du catalogue / Numero de catélogo / Bestellnummer

Do not freeze / Non congelare / Ne pas congeler / No
congelar / Nicht Einfrieren

Consult Instructions for Use / Consultare le istruzioni
per 'uso / Consulter les instructions d'utilisation /
Consulte instrucciones  de /
Gebrauchsanweisung beachten

Reaction Buffer / Tampone di reazione / Solution de
réaction tamponnée / Tampén de Reaccion |

Manufacturer / Fabbricante / Fabricant / Fabricante /
Hersteller

For IVD Performance Evaluation Only / Soltanto per
valutazione delle prestazioni / Réaciifs IVD reservés a
Févaluation des performances / Solo para evaluacion
del I Nur zur IVD L

Contains  sufficient for <n> tests / Contenuto
sufficiente per “n" saggi / Contenu suffisant pour “n"
tests / Contenido suficiente para <n> ensayos /
Inhalt ausreichend fur <n> Prifungen

SOLN

@
=]

Stopping Solution / Soluzione di Stop / Solution
darrét / Solucion de parada / Stopplosung

Temperature limitation / Limiti di temperatura /
Limites de température / Limite de temperatura /
Temperaturbegrenzung

CONJ [ ENZ

Enzyme Conjugate / Coniugato enzimatico /
Conjugué enzymalique / Conjugado enzimético /

Serial number / Numero di serie / Numéro de série /
Namero de serie / Seriennummer

Assay Control / Controllo del test / Test de contrdle /
Control de Ensayo  Kontrolltest

Test Device / Dispositivo test / Dispositif de test /
Dispositivo de Prueba / Testgeréit

Reagent/ Reagente / Réactifs / Reactivos / Reagenzien

Date of manufacture / Data di fabbricazione / Date
de fabrication / Fecha de fabricacion |
Herstellungsdatum

Wash Buffer / Soluzione di lavaggio / Solution de
lavage / Tampén de lavado / Waschpufier

Buffer /Soluzione tampone/ Solution tamponnée /
on / Puff

Tampon | Puffer

Warning / Awertenze / Mise En Garde / Advertencia /
Warnhinweise

Conjugate / Coniugato / Conjugué / Conjugado /
Konjugat

DIL | SPE

Specimen Diluent (or Sample Diluent) / Diluente del
Campione / Diluant échantilons / Diluyente de
muestra

Substrate / Substrato / Substrat / Substrato / Substrat

Wash Buffer C: 20X / Soluzione

BUF | WASH| 20X |

di lavaggio 20X / Solution de lavage concentrée
20X / Solucién tampon de lavado 20X / 20fach
konzentriertes Waschkonzentrat

Detection Reagent / Reagente Diretto /
Réactif de Detection / Reactivo de Deteccion
Nachweis Reagenz

For technical assistance, call Technical Support Services at 800-343-3858 between the hours of 8AM and

6PM, USA Eastern Standard Time. To place an order, call Customer Service Department at 800-543-1980.



