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1. Einleitung

Adenoviren verursachen eine Reihe klinischer Erkrankungen, z.B. Genital-, Urogenital- und
enteritische Infekte sowie Respirationstrakt- und Augeninfekte; im Falle von Immundefekten
wurden generalisierte Infektionen beobachtet.

Der vorliegende Test ist fir den Nachweis von Adenovirusantigen in humanen Stuhlproben
vorgesehen. Adenoviren werden vorwiegend durch Tropfcheninfektion und Schmierinfektion
Ubertragen. Der Nasenrachenraum und die Konjunktiven stellen die Eintrittspforte dar. Die
Inkubationszeit betragt meist zwischen 2 und 10 Tagen. Die Virusausscheidung kann dem
Auftreten der klinischen Symptome (Diarrhoe, Erbrechen, Fieber, Dehydratation) bereits
vorausgehen. Die durchschnittliche Erkrankungsdauer liegt bei 7-10 Tagen. Gelegentlich
auftretende Epidemien bei Menschenansammlungen z.B. in Kindergéarten, Schulen oder
Kasernen machen deutlich, da der Erregernachweis auch zur Unterbrechung von
Infektionsketten notwendig ist. Der hier beschriebene Elisa ist zum Nachweis der
Hauptserotypen 31,40,41 optimiert und stellt eine zeit- und kostenginstige Alternative zur
haufig langwierigen Virusisolierung dar, die zudem nur in wenigen Speziallabors
durchgefihrt wird.

Die monoklonalen Antikérper des Testsystems sind gegen konservierte Epitope des
Hexonproteins gerichtet.

2. Testprinzip

Die Kavitdten der Mikrotiterstreifen sind mit monoklonalen Antikdrpern gegen das
Hexonprotein der Adenoviren beschichtet. In der Probe bzw. Kontrolle vorhandenes
Adenovirusantigen wird von diesem Fangerantikérper gebunden. Der Peroxidase-konjugierte
anti-Adenovirus-Antikorper in der Detektorlésung lagert sich an das gebundene Antigen an.
Durch sorgfaltiges Waschen werden alle nicht gebundenen Bestandteile und
Uiberschiissiges Konjugat entfernt.

Zugegebenes farbloses TMB-Substrat (Tetramethylbenzidin) wird von gebundener
Peroxidase in ein blaues Reaktionsprodukt umgewandelt. Durch Abstoppen mit 2,5 M H,S0,
schlagt es nach gelb um und wird photometrisch bestimmt. Der Absorptionswert ist
proportional zur Antigenkonzentration.
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3. Inhalt des Kits

Mikrotiterstreifen (in einzelne Kavitaten brechbar) im Halterahmen, 12 Stiick
beschichtet mit Antikbrpern gegen Adenoviren

Waschpuffer, 10-fach konzentriert 2 X 50 ml
Detektorldsung 10 mi
Positive Kontrolle, gebrauchsfertig 2ml
Negative Kontrolle, gebrauchsfertig 2ml
TMB-Substratlésung 10 ml
Stopplosung (2,5 M Schwefelsaure) 10 ml
Gebrauchsanweisung 1 Stiick

3.1 Zusatzlich bendtigte Materialien

Pipetten fir 10-100 pl, Pipettenspitzen

Rohrchen fir die Probenverdinnung

destilliertes Wasser

Stoppuhr

Automatisches Waschgerat fir Mikrotiterplatten oder Mehrkanalpipette
Filterpapier zum Trocknen der Mikrotiterstreifen nach dem Waschen
Photometer fur Mikrotiterplatten (450 nm, Referenzwellenldnge 620-690 nm)

4. Lagerung

Die Reagenzien bei 2-8°C lagern. Das Verfallsdatum ist auf den Etiketten angegeben. Die
Reagenzien nicht nach Ablauf der Haltbarkeit verwenden. Die TMB-Substratlésung vor Licht
schitzen.

5. Warn- und Entsorgungshinweis

Die Reagenzien nur fur in vitro Untersuchungen verwenden. Wahrend der Testdurchflihrung
Arbeitsschutzkleidung (Kittel, Schutzhandschuhe) tragen. Einige Reagenzien enthalten
Thimerosal als  Konservierungsmittel. Beim Umgang mit  Produkten, die
Konservierungsmittel, TMB oder Saure enthalten, Berihrung mit Haut und Schleimhéauten
vermeiden. Bei entsprechendem Kontakt sofort mit reichlich Wasser spulen.

Da Adenoviren eine hohe Affinitat zu Zellen des Augenbereichs haben, sollte beim Umgang
mit den Proben ein Hand zu Auge Kontakt unbedingt vermieden werden.

Alle Proben und bei der Testdurchfiihrung verwendeten Materialien und Testreagenzien
missen als potentiell infektios angesehen und daher vor der Entsorgung inaktiviert werden
(z.B. durch Autoklavieren bei 121°C).

Reagenzien aus Kits mit unterschiedlicher Chargenbezeichnung nicht austauschen.
Flaschchen nach Gebrauch sorgféltig verschliel3en.
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6. Probennahme

Als Untersuchungsmaterial eignen sich Stuhlproben. Eine Probenentnahme sollte bereits
nach Auftreten erster Symptome erfolgen. Die Viruskonzentration ist in den ersten Tagen
der Erkrankung am hochsten. Proben vor der Testdurchfihrung nicht langer als 1-2 Tage
bei 2-8°C lagern. Wiederholtes Einfrieren und Auftauen der Probe sollte vermieden werden,
weil hierdurch die Epitope zerstért werden kénnen.

7. Vorbereitung der Proben und Reagenzien

Vor Testbeginn alle Reagenzien auf Raumtemperatur erwarmen.

7.1 Mikrotiterstreifen

Den Halterahmen aus dem Beutel nehmen, nicht benétigte Kavitdten herausnehmen und
zuriicklegen. Den Beutel fest verschlieRen.

7.2 Waschpuffer

Das Konzentrat 1:10 mit dest. Wasser verdinnen (z.B. 1 Flaschchen Waschpufferkonzentrat
in einem MeRRzylinder auf 500 ml auffillen und mischen).

Achtung: Bei Lagerung des konzentrierten Waschpuffers unter 4°C kann es zur
Kristallbildung kommen. In diesem Fall das Konzentrat auf 37°C erwarmen bis es vollstandig
geldst ist und erst anschlie3end verdinnen.

7.3 Probenbehandlung

Patientenproben werden 1:10 in Waschpuffer verdinnt (z.B. 100 pl Probe mit 900 pl
gebrauchsfertigen Waschpuffer).

Eingefrorene Proben vollstdndig auftauen und sehr gut mischen.

Die Kontrollen sind gebrauchsfertig.

8. Testdurchfiuhrung

Nach Testbeginn die einzelnen Schritte ohne Unterbrechung durchfuhren.
Fir jede Probe eine neue Pipettenspitze verwenden, um Verschleppung zu vermeiden.

Die Inkubationszeiten genau einhalten.
Die bendtigte Anzahl Kavitaten der Verpackung entnehmen und in den Rahmen einsetzen.

= 2 Tropfen (100 pl) Detektorlésung in jede Kavitat geben.

= Je 100 pl Probe oder 2 Tropfen Kontrolle in die vorgegebenen Kavitaten zur
Detektorldsung zugeben.

= Den Rahmen kurz schitteln, abdecken und fir 1 Stunde bei Raumtemperatur
inkubieren.

= Nach der Inkubation die Kavitaten 5 mal mit gebrauchsfertigem Waschpuffer sorgféltig
waschen.
(Pro Waschvorgang ca. 300 pl Waschpuffer in jede Kavitat pipettieren und nach
10-15 Sekunden entfernen.)

= Die Kavitaten durch Ausklopfen des Rahmens auf Filterpapier trocknen.
= 2 Tropfen (100 pl) TMB-Substratldsung in jede Kavitat geben.
= Den Test 15 Minuten im Dunkeln bei Raumtemperatur (20-25°C) inkubieren.
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= Die Reaktion durch Zugabe von 2 Tropfen (100 pl) Stopplosung in jede Kavitét
beenden.

= Die Absorption (OD-Wert) jeder Kavitat sofort photometrisch bei 450 nm messen
(Referenzwellenlange: 620-690 nm).

9. Auswertung

o Cut-off:

OD-Wert (450 nm) der negativen Kontrolle + 0,100
e Grenzwertiger Bereich:

Cut-off £ 10%

Beispiel:

Negative Kontrolle = 0,070

Cut-off =0,070 + 0,100 =0,170
Grenzwertiger Bereich =0,170 + 10 % = 0,153 bis 0,187

Eine Probe ist positiv, wenn der OD-Wert (bei 450 nm) oberhalb des grenzwertigen
Bereichs liegt.
Eine Probe ist negativ, wenn der OD-Wert (bei 450 nm) unterhalb des grenzwertigen
Bereichs liegt.

9.1 Kontrollen

Bei jeder Testreihe mul3 eine positive und eine negative Kontrolle mitgefihrt werden. Die
Kontrollen missen die folgenden Kriterien erftillen:

¢ Positive Kontrolle OD-Wert bei 450 nm > 0,600
¢ Negative Kontrolle OD-Wert bei 450 nm < 0,150

Werden diese Kriterien nicht erftillt, muf der Test wiederholt werden.

10. Beurteilung der Ergebnisse

Liegt der Absorptionswert oberhalb des grenzwertigen Bereichs, ist die Probe als
Adenovirus-positiv zu bewerten.

Liegt der Absorptionswert unterhalb des grenzwertigen Bereichs, ist die Probe als
Adenovirus-negativ zu bewerten.

Ein negatives Ergebnis kann eine mdgliche Adenovirusinfektion nicht ausschlie3en. Eine
Interpretation der Ergebnisse sollte immer in enger Verbindung mit den klinischen Befunden
erfolgen.

Wie bei allen immunologischen Testverfahren kénnen Verunreinigungen der Reagenzien
durch Bakterien und Pilze, nicht ordnungsgeméfes Waschen, sowie die Nichteinhaltung der
Inkubationszeiten wahrend der Testdurchfihrung zu falschen Resultaten flhren.
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11. Leistungsdaten

Fur die Reproduzierbarkeit innerhalb einer typischen Testcharge wurde ein
Variationskoeffizient von 7,7 % bei einer OD von 1,600 bestimmit.

Die Nachweisgrenze wurde durch Vergleich mit einer titrierten Virussuspension (AV2)
experimentell bestimmt und betrug 3*10° TCIDsy/ml.

180 klinische Stuhlproben wurden im Elektronenmikroskop und im ds-direct Adeno-Elisa
untersucht. Fir den ds-direct Adeno-Elisa wurde eine Sensitivitat von 97 % und eine
Spezifitat von 92 % ermittelt.

Kreuzreaktionen mit anderen viralen und bakteriellen Durchfallerregern wurden bisher nicht
beobachtet.
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