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A rapid, one step test for the qualitative detection of norovirus, rotavirus and adenovirus
in human feces.
For professional in vitro diagnostic use only.
[INTENDED USE]
The Norovirus/Rotavirus/Adenovirus Combo Rapid Test Cassette (Feces) is a rapid
chromatographic immunoassay for the qualitative detection of norovirus, rotavirus and
adenovirus in human feces specimens to aid in the diagnosis of norovirus, rotavirus or
adenovirus infection.
[SUMMARY]
Norovirus Rapid Test is a rapid chromatographic immunoassay for the qualitative
detection of norovirus in human feces specimen. The test utilizes antibody specific for
norovirus to selectively detect norovirus from human feces specimens.
Noroviruses (NoV) are a genetically diverse group of single stranded RNA,
nonenvelopped viruses belonging to the Caliciviridae family. For decades they were
called “small round structured viruses” (SRSV) or “Norwalk-like viruses” until recently
when their taxonomy was investigated using modern molecular techniques. Initially four
antigenic types of SRSV were recognized, but more recently three genogroups have
been identified with the genus Norovirus. Genogroup 1 and Genogroup 2 are
associated with human infections whilst Genogroup 3 is associated with bovine and
porcine infection. Noroviruses are a major cause of acute gastroenteritis worldwide,
often causing explosive outbreaks in institutions. They are highly contagious, with an
inoculum of as few as ten particles being able to cause infection. Transmission occurs
through ingesting contaminated food and water and by person-to-person spread.
Transmission is predominantly faecal-oral but may be airborne due to aerosolisation of
vomitus, which typically contains abundant infectious virus particles. Outbreaks may
involve several routes of transmission. The illness is acute, usually mild, although it has
caused fatalities among the frail elderly, and self-limiting and follows an incubation
period of 24-48 hours although cases can occur within 12 hours of exposure. The ability
of Noroviruses to cause outbreaks in institutions has become a major public health
issue. Outbreaks of Norovirus infection can be associated with restaurants and
institutions as diverse as nursing homes, hospitals and elite sporting camps. Infections
in infants, elderly or frail patients can be fatal if left untreated.
Rotavirus and Adenovirus Combo Test is a rapid chromatographic immunoassay for
the qualitative detection of rotavirus and adenovirus in human feces specimen,
providing results in 15 minutes. The test utilizes antibody specific for rotavirus and
adenovirus to selectively detect rotavirus and adenovirus from human feces specimens.
Acute diarrhea disease in young children is a major cause of morbidity worldwide and is
a leading cause of mortality in developing countries.® Rotavirus is the most common
agent responsible for acute gastroenteritis, mainly in young children.? Its discovery in
1973 and its association with infantile gastroenteritis represented a very important
advancement in the study of gastroenteritis not caused by acute bacterial infection.
Rotavirus is transmitted by oral-fecal route with an incubation period of 1-3 days.
Although specimen collections taken within the second and fifth day of the illness are
ideal for antigen detection, the rotavirus may still be found while diarrhea continues.
Rotaviral gastroenteritis may result in mortality for populations at risk such as infants,
the elderly and immunocompromised patients.® In temperate climates, rotavirus
infections occur mainly in the winter months. Endemics as well as epidemics affecting
some thousand people have been reported.” With hospitalized children suffering from
acute enteric disease up to 50% of the analyzed specimen were positive for rotavirus.®
The viruses replicate in the cell nucleus and tend to be host species specific producing
a characteristic cytopathic effect (CPE). Because rotavirus is extremely difficult to
culture, it is unusual to use isolation of the virus in diagnosing an infection. Instead, a
variety of techniques have been developed to detect rotavirus in feces.
Research has shown that enteric adenoviruses, primarily Ad40 and Ad41, are a leading
cause of diarrhea in many of these children, second only to the rotaviruses.®”®° These
viral pathogens have been isolated throughout the world, and can cause diarrhea in
children year round. Infections are most frequently seen in children less than two years
of age, but have been found in patients of all ages. Further studies indicate that
adenoviruses are associated with 4-15% of all hospitalized cases of viral
gastroenteritis.>*"° Rapid and accurate diagnosis of gastroenteritis due to adenovirus
is helpful in establishing the etiology of gastroenteritis and related patient management.
Other diagnostic techniques such as electron microscopy (EM) and nucleic acid
hybridization are expensive and labor-intensive. With the self-limiting nature of
adenovirus infection, such expensive and labor-intensive tests may not be necessary.
[PRINCIPLE]
Norovirus Rapid Test is a qualitative, lateral flow immunoassay for the detection of
Norovirus in human feces specimens. The assay uses Genogroup 1 and Genogroup 2
specific monoclonal antibodies coated on the test membrane. During testing, the feces
specimen reacts with the conjugate antibodies. The mixture migrates upward on the
membrane chromatographically by capillary action to react with Genogroup 1 and 2

antibodies on the membrane and generates a colored line at the level of the T1 and T2
zone respectively. The presence of a colored line in T1 region indicates a positive result
for Genogroup 1 and in T2 region for Genogroup 2 respectively, while its absence
indicates a negative result. To serve as a procedural control, a colored line will always
appear in the control reaction zone (C) indicating that proper volume of specimen has
been added and membrane wicking has occurred.

Rotavirus and Adenovirus Combo Rapid Test is a qualitative, lateral flow

immunoassay for the detection of rotavirus and adenovirus in human feces specimen.

In this test, the membrane is pre-coated with anti-rotavirus antibody on the T2 test line

region of the test and anti-adenovirus antibody on the T1 test line region of the test.

During testing, the specimen reacts with the particle coated with anti-rotavirus antibody

and anti-adenovirus antibody. The mixture migrates upward on the membrane

chromatographically by capillary action to react with anti-rotavirus antibody and
anti-adenovirus antibody on the membrane and generate a colored line. The presence
of these colored lines in test line region indicates a positive result, while their absence
indicates a negative result. To serve as a procedural control, a colored line will always
appear in the control line region indicating that proper volume of specimen has been
added and membrane wicking has occurred.

[REAGENTS]

Norovirus Rapid Test

The test contains Norovirus Genogroup 1 and Genogroup 2 monoclonal antibody

coated particles and Genogroup 1 and Genogroup 2 monoclonal antibodies coated on

the membrane.

Rotavirus and Adenovirus Combo Rapid Test

The test contains anti-rotavirus antibody and anti-adenovirus antibody coated particles

and anti-rotavirus antibody anti-adenovirus antibody coated on the membrane.

[PRECAUTIONS]

e For professional in vitro diagnostic use only. Do not use after the expiration date.

The test cassette should remain in the sealed pouch until use.

Do not eat, drink or smoke in the area where the specimens or kits are handled.

Do not use test if pouch is damaged.

Handle all specimens as if they contain infectious agents. Observe established

precautions against microbiological hazards throughout testing and follow standard

procedures for proper disposal of specimens.

e Wear protective clothing such as laboratory coats, disposable gloves and eye
protection when specimens are being tested.

e The used test should be discarded according to local regulations.

e Humidity and temperature can adversely affect results.

[STORAGE AND STABILITY]

Store as packaged in the sealed pouches either at room temperature or refrigerated

(2-30°C). The test is stable through the expiration date printed on the sealed pouch. The

test must remain in the sealed pouch containing desiccant until use. DO NOT FREEZE.

Do not use beyond the expiration date.

[SPECIMEN COLLECTION AND PREPARATION]

1. Viral detection is improved by collecting the specimens at the onset of the symptoms.
It has been reported that the maximum excretion of norovirus, rotavirus and
adenovirus in the feces of patients with gastroenteritis occurs 3-5 days after onset of
symptoms. If the specimens are collected long after the onset of diarrheic symptoms,
the quantity of antigen may not be sufficient to obtain a positive reaction or the
antigens detected may not be linked to the diarrheic episode.

2. The feces specimen must be collected in clean, dry, waterproof container containing
no detergents, preservatives or transport media.

3. Bring the necessary reagents to room temperature before use.

[MATERIALS]
Materials Provided
e Test Cassettes e Package Insert e Droppers
¢ Specimen Collection Tubes With Extraction Buffer
¢ Positive Control ¢ Negative Control
Materials Required But Not Provided
e Specimen collection containers e Timer

e Centrifuge and pipette to dispense 80 pL if required
[DIRECTIONS FOR USE]
Allow the test cassette, specimen , buffer and controls to reach room temperature
(15-30°C) prior to testing.
1. To collect fecal specimens:
Collect sufficient quantity of feces (1-2 ml or 1-2 g) in a clean, dry specimen
collection container to obtain enough virus particles. Best results will be obtained if
the assay is performed within 6 hours after collection. Specimen collected may be
stored for 3 days at 2-8°C if not tested within 6 hours. For long-term storage,
specimens should be kept below -20°C.
2. To process fecal specimens:
* For Solid Specimens:
Unscrew the cap of the specimen collection tube, then randomly stab the
specimen collection applicator into the fecal specimen in at least 3 different

sites to collect approximately 50 mg of feces (equivalent to 1/4 of a pea). Do not
scoop the fecal specimen.
e For Liquid Specimens:
Hold the dropper vertically, aspirate fecal specimens, and then transfer 2 drops of
the liquid specimen (approximately 50 pL) into the specimen collection tube
containing the extraction buffer.
Tighten the cap onto the specimen collection tube, then shake the specimen
collection tube vigorously to mix the specimen and the extraction buffer. Leave
the collection tube for reaction for 3 minutes.

3. Remove the test cassette from the foil pouch and use it within one hour. Best results
will be obtained if the test is performed immediately after opening the foil pouch.

4. Hold the specimen collection tube upright and unscrew the small cap of the
specimen collection tube. Invert the specimen collection tube and transfer 2 full
drops of the extracted specimen (approximately 80uL) to each specimen well of
the test cassette, then start the timer. Avoid trapping air bubbles in the specimen
wells. See illustration below.

5. Read the results at 15 minutes after dispensing the specimen. Do not read results
after 20 minutes.

Note: If the specimen does not migrate (presence of particles), centrifuge the extracted

specimen contained in the extraction buffer vial. Collect 80 L of supernatant, dispense

into the specimen well (S). Start the timer and continue from step 5 onwards in the
above instructions for use.
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[INTERPRETATION OF RESULTS]
(Please refer to the illustration above)

Norovirus Window:

Genogroup 1&2 POSITIVE:* Three colored lines appear. One colored line should be
in the control line region (C) and apparent colored lines should be in the Genogroup 1
region (T1) and Genogroup 2 region (T2).

Genogroup 1 POSITIVE:* Two colored lines appear. One colored line should be in
the control line region (C) and another apparent colored line should be in the
Genogroup 1 region (T1).

Genogroup 2 POSITIVE:* Two colored lines appear. One colored line should be in
the control line region (C) and another apparent colored line should be in the
Genogroup 2 region (T2).
*NOTE: The intensity of the color in the test line region (T) will vary depending on the
concentration of Norovirus antigen present in the specimen. Therefore, any shade of
color in the test line region (T) should be considered positive.

Rota/Adeno Window:

Rotavirus Positive: * A colored line appears in the control line region (C) and
another colored line appears in the T2 line region.
Adenovirus Positive: * A colored line appears in the control line region (C) and
another colored line appears in the T1 line region.



Rotavirus and Adenovirus Positive: * A colored line appears in the control line
region (C) and two other colored lines appear in T1 line region and T2 line region
respectively.
*NOTE: The intensity of the color in the test line region (T1/T2) will vary depending on
the concentration of rotavirus or adenovirus antigens present in the specimen. Therefore,
any shade of color in the test line region (T1/T2) should be considered positive.
NEGATIVE: One colored line appears in the control line region (C). No line appears
in the test line region (T).
INVALID: Control line (C) fails to appear. Insufficient specimen volume or incorrect
procedural techniques are the most likely reasons for control line failure. Review the
procedure and repeat the test with a new test cassette. If the problem persists,
discontinue using the test kit immediately and contact your local distributor.
[QUALITY CONTROL]
Internal Quality Control
An internal procedural control is included in the test. A colored line appearing in the
control line region (C) is an internal positive procedural control. It confirms sufficient
specimen volume, adequate membrane wicking and correct procedural technique.
Control standards are not supplied with this kit; however, it is recommended that
positive and negative controls be tested as a good laboratory practice to confirm the test
procedure and to verify proper test performance.
External Quality Control
External positive and negative controls are supplied in the kit. Some commercial
controls may contain interfering preservatives; therefore, other commercial controls are
not recommended.

Procedure for External Quality Control Testing

1.0pen the cap of the positive control tube, add 0.5ml water or 1xPBS into the tube,

then close the cap and mix the solution well. The negative control can be used directly.

2.Hold the dropper vertically and transfer 2 (approximately 80ul) drops of POSITIVE

CONTROL or NEGATIVE CONTROL to the specimen well(S) of test cassette and start

the timer.

3.Wait for the colored line(s) to appear. Read results at 15 minutes.

*NOTE: The control could be stored at room temperature or refrigerated (2-30°C) for 24

months. If the powder was dissolved, keep the control solution storing at 2-8°C for 1 day.

If the controls do not yield the expected results, do not use the test results. Repeat the

test or contact your distributor

[LIMITATIONS]

1. The Norovirus/Rotavirus/Adenovirus Combo Rapid Test Cassette (Feces) is for in
vitro diagnostic use only. The test should be used for the detection of human
Norovirus, Rotavirus and Adenovirus in fecal specimen only. Neither the quantitative
value nor the rate of increase in human norovirus, rotavirus and adenovirus
concentration can be determined by this qualitative test.

2. The Norovirus/Rotavirus/Adenovirus Combo Rapid Test Cassette (Feces) will only
indicate the presence of norovirus, rotavirus and adenovirus in the specimen and
should not be used as the sole criteria for the conforming norovirus, rotavirus and
adenovirus to be etiological agent for diarrhea.

3. As with all diagnostic tests, all results must be interpreted together with other clinical
information available to the physician.

4. If the test result is negative and clinical symptoms persist, additional testing using
other clinical methods is recommended. A negative result does not at any time
preclude the possibility of norovirus, rotavirus or adenovirus infection with low
concentration of virus particles.

[PERFORMANCE CHARACTERISTICS]
Clinical Sensitivity, Specificity and Accuracy

1. Norovirus

The performance of the Norovirus Rapid Test Cassette has been evaluated with 136

clinical specimens. The results show that the relative sensitivity of the Norovirus Rapid

Test Cassette (Feces) is >99.9% and the relative specificity is 98.1%.

Norovirus Rapid Test Cassette vs. other test

Method Other test
— - Total Results
. .| Results Positive Negative
Norovirus Rapid —
Test Cassette Positive 33 2 35
Negative 0 101 101
Total Results 33 103 136

Relative Sensitivity: >99.9% (95%CI:*91.32%-99.92%)
Relative Specificity: 98.1% (95%CI:*93.16%-99.76%)
Relative Accuracy: 98.5% (95%CI:*94.79%-99.82%)

2. Rotavirus

The performance of the Rotavirus Rapid Test Cassette has been evaluated with 501
clinical specimens collected from children and young adults in comparison with latex
agglutination method. The results show that the relative sensitivity of the Rotavirus
Rapid Test Cassette (Feces) is 97.3% and the relative specificity is 97.1%.

*Confidence Intervals

Method Lat_e_x Agglut|nat|or_1 Total Results
Rotavirus rapid Res_u_lts Positive Negative
test Cassette Posmye 251 7 258
Negative 7 236 243
Total Results 258 243 501

Relative Sensitivity: 97.3% (95%CI:*94.5%-98.9%)
Relative Specificity: 97.1% (95%CI:*94.2%-98.8%)
Relative Accuracy: 97.2% (95%CI:*95.4%-98.5%)
3. Adenovirus

The performance of the Adenovirus Rapid Test Cassette has been evaluated with 381
clinical specimens collected from children and young adults in comparison with latex
agglutination method. The results show that the relative sensitivity of the Adenovirus
Rapid Test Cassette (Feces) is 95.2% and the relative specificity is 97.7%.

*Confidence Intervals

Method Latgx Agglutmauon Total Results
Adenovirus ResluAIts Positive Negative
rapid test Posmye 118 6 124
Negative 6 251 257
Total Results 124 257 381

Relative Sensitivity: 95.2% (95%CI:*89.8%-98.2%)
Relative Specificity: 97.7% (95%CI:*95.0%-99.1%)
Relative Accuracy: 96.8% (95%CI:*94.6%-98.4%)
Precision

Intra-Assay
Within-run precision has been determined by using 3 replicates of three different
specimens containing different concentrations of norovirus, rotavirus and adenovirus
antigen. The specimens were correctly identified >99% of the time.

Inter-Assay
Between-run precision has been determined by 3 independent assays on the same
different specimens containing different concentrations of norovirus, rotavirus and
adenovirus antigen. Three different lots of the Norovirus/Rotavirus/Adenovirus Combo
Rapid test have been tested over a 3-days period using above negative and positive
specimens. The specimens were correctly identified >99% of the time.

Cross-Reactivity

Cross reactivity with following organisms has been studied at 1x10organisms/ml. The
following organisms were found negative when tested with the Norovirus Rapid Test
Cassette (Feces).
Corynebacterium diphtheria Neisseria gonorrhea
Pseudomonas aeruginosa  Shigella flexneri
Enterococcus faecalis Proteus vulgaris Gardnerella vaginalis
Shigella dysenteriae Enterococcus faecium Helicobacter pylori
Candida albicans Proteus mirabilis E.coli
Cross reactivity with following organisms has been studied at 1.0 x 10%rganisms/ml.
The following organisms were found negative when tested with the
Rotavirus/Adenovirus Combo Rapid test Cassette (Feces).
Staphylococcus aureus Proteus mirabilis
Pseudomonas aeruginosa  Acinetobacter spp

*Confidence Intervals

Shigella sonnei
Clostridium difficile

Neisseria gonorrhea
Group B Streptococcus

Latex Agglutination Assays in the Diagnosis of Pediatric Viral Gastroenteritis. Am. J.
Clin. Pathol. 1994; 101:742-746.
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Enterococcus faecalis
Group C Streptococcus
Klebsiella pneumoniae

Salmonella choleraesius
Gardnerella vaginalis

Acinetobacter calcoaceticus

Proteus vulgaris
Enterococcus faecium
Hemophilus influenzae

Branhamella catarrhalis E.coli
Candida albicans Chlamydia trachomatis
[BIBLIOGRAPHY]

1. Wadell, G. Laboratory Diagnosis of Infectious Diseases: Principles and Practices.
New York: Springer-Verlag, Volume Il, 1988: 284-300.

2. WILHELMI I, ROMAN E, SANCHEZ-FAUQUIER A. Viruses causing gastroenteritis.
Clin Microbiol Infect. April. 2003, vol.9:247-262

3. Cubitt, WD (1982) Rotavirus Infection: An Unexpected Hazard in Units Caring for the
Elderly. Geriatric Medicine Today 1: 33-38

4. Hung, T et al (1984) Waterborne outbreak of Rotavirus Diarrhoea in Adults in China
caused by a Novel Rotavirus. Lancet, May 26;1(8387): 1139-1142

5. Cukor, G; Perron, DM; Hudson, R and Blacklow, NR (1984) Detection of Rotavirus in
Human Stools by Using Monoclonal Antibody. J. Clin. Microl. 19: 888-892

6. Wood, D. J. and A. S. Bailey. Detection of Adenovirus Types 40 and 41 in Stool
Specimens by Immune Electron Microscopy. Journal of Medical Virology, 1987; 21:
191-199.

7. Nishio, Osamu, M. Ooseto, K. Takagi, Y. Yamasita, Y. Ishihara, and S. Isomura.
Enzyme-Linked Immunosorbent Assay Employing Monoclonal Antibodies for Direct
Identification of Enteric Adenoviruses (Ad40, 41) in Feces. Microbiol. Immunol. 1990;
34(10): 871-877.

8. Wood, D. J., K. Bijlsma, J. C. de Jong, and C. Tonkin. Evaluation of a Commercial
Monoclonal Antibody-Based Enzyme Immunoassay for Detection of Adenovirus
Types 40 and 41 in Stool Specimens. Journal of Clinical Microbiology, June 1989;
27(6): 1155-1158.

9. Thomas, Eva. E., D. Roscoe, L. Book, B. Bone, L. Browne, and V. Mah. The Utility of

Neisseria meningitidis



Cassette de test rapide combiné
Norovirus/Rotavirus/Adénovirus (Selles)
Notice
[ REF RAPAA635 | Francais |

Test rapide en une étape pour la détection qualitative de norovirus, de rotavirus et
d'adénovirus dans les selles humaines.

Réservé a un usage diagnostique in vitro professionnel.

[UTILISATION PREVUE]

La cassette de test rapide combiné Norovirus/Rotavirus/Adénovirus (selles) est un
immunodosage chromatographique rapide destiné a la détection qualitative du norovirus, du
rotavirus et de I'adénovirus dans les échantillons de selles humaines afin de faciliter le
diagnostic d'une infection & norovirus, rotavirus ou adénovirus.

[RESUME]

Le test rapide Norovirus est un immunodosage chromatographique rapide destiné a la
détection qualitative du norovirus dans les échantillons de selles humaines. Ce test utilise des
anticorps spécifiques du norovirus afin de détecter sélectivement le norovirus dans les
échantillons de selles humaines.

Les norovirus (NoV) sont un groupe génétiquement varié de virus @ ARN monocaténaires non
enveloppés appartenant a la famille des Caliciviridae. Pendant des décennies, ils ont été
appelés “petits virus ronds structurés” (SRSV, Small Round Structured Viruses) ou “virus de
type Norwalk” jusqu'a I'étude récente de leur taxonomie a l'aide de techniques moléculaires
modernes. Au départ, quatre types antigéniques de petits virus ronds structurés étaient
reconnus, mais récemment, trois génogroupes ont été identifiés avec le genre Norovirus. Le
génogroupe 1 et le génogroupe 2 sont associés a des infections humaines tandis que le
génogroupe 3 est associé a des infections bovines et porcines. Les norovirus sont une cause
majeure de gastro-entérite aigué dans le monde entier, causant souvent des foyers
épidémiques explosifs en milieux clos ou semi-ouverts. Ils sont trés contagieux, avec un
inoculum de seulement dix particules pouvant causer l'infection. La transmission s'effectue
par ingestion d'aliments et d'eau contaminés et par propagation interhumaine. La transmission
est principalement fécale-orale, mais peut étre aérienne en raison de l'aérosolisation du
vomissement, qui contient généralement d'abondantes particules de virus infectieux. Les
foyers épidémiques peuvent comporter plusieurs voies de transmission. Il s'agit d'une maladie
aigué, généralement bénigne, bien qu'elle ait causé des déces chez les personnes agées
fragiles, et spontanément résolutive. Elle suit une période d'incubation de 24 & 48 heures,
bien que des cas puissent se déclarer dans les 12 heures suivant I'exposition. La capacité des
norovirus de provoquer des épidémies en milieux clos ou semi-ouverts est devenue un
probléme de santé publique majeur. Les restaurants et les établissements collectifs de divers
types, tels que les maisons de repos, les hopitaux et les établissements sportifs, peuvent étre
des foyers épidémiques d'infection & norovirus. Les infections chez les nourrissons, les
personnes agées ou les patients fragiles peuvent étre mortelles si elles ne sont pas traitées.
Le test combiné Rotavirus et Adénovirus est un immunodosage chromatographique rapide
destiné a la détection qualitative du rotavirus et de I'adénovirus dans les échantillons de selles
humaines, fournissant des résultats en 15 minutes. Le test utilise des anticorps spécifiques du
rotavirus et de I'adénovirus afin de détecter sélectivement le rotavirus et I'adénovirus dans les
échantillons de selles humaines.

La diarrhée aigué chez les jeunes enfants est une cause majeure de morbldlte dans le monde
et une cause importante de mortalité dans les pays en développement. Le rotavirus est
I'agent le plus souvent responsable de la gastro-entérite aigué, principalement chez les jeunes
enfants®. Sa découverte en 1973 et son association avec la gastro-entérite infantile ont
représenté un progres trés important dans I'étude de la gastro-entérite non causée par une
infection bactérienne aigué. Le rotavirus est transmis par voie oro-fécale et sa période
d'incubation s'étend de 1 a 3 jours. Bien que les prélévements effectués entre le deuxieme et
le cinquieme jour de la maladie soient idéaux pour la détection de I'antigéne, le rotavirus est
encore détectable alors que la diarrhée se poursuit. La gastro-entérite & rotavirus peut
entrainer la mortalité des populatlons arisque comme les nourrissons, les personnes agées et
les patients |mmunodepnmes Dans les climats tempérés, les infections a rotavirus
surviennent principalement pendant les mois dhiver. Des endémies et des épidémies
touchant quelques milliers de personnes ont été signalées”. Chez les enfants hospitalisés
pour une. maladie entérique aigué, jusqu'a 50 % des échantillons analyses étaient positifs au
rotavirus®. Les virus se répliquent dans le noyau cellulaire et ont tendance a étre spécifiques a
I'espece hote, produisant un effet cytopathique (ECP) caractéristique. Le rotavirus étant
extrémement difficile & cultiver, il est inhabituel d'utiliser Iisolement du virus comme test
diagnostique d'une infection. En revanche, diverses techniques ont été mises au point pour
détecter le rotavirus dans les selles.

La recherche a montré que les adénovirus entériques, principalement Ad40 et Ad4l sont une
cause maijeure de diarrhée chez beaucoup de ces enfants, juste aprés les rotavirus®’®, Ces
agents pathogenes viraux ont été isolés a travers le monde et peuvent provoquer des
diarrhées chez les enfants tout au long de l'année. Les infections sont le plus souvent
observées chez les enfants de moins de deux ans, mais elles ont aussi été constatées chez
des patients de tous ages. D'autres études indiquent que les adenowrus sont responsables de
4 & 15 % de tous les cas hospltallses de gastro-entérite virale®>®"°. Un diagnostic rapide et
précis de la gastro-entérite causée par un adénovirus est utile pour établir I'étiologie de la
maladie et la prise en charge du patient. Les autres techniques de diagnostic, comme la
microscopie électronique (ME) et I'hybridation des acides nucléiques, sont colteuses et
demandent beaucoup de travail. Puisque l'infection a adénovirus est autolimitative, de tels
tests peuvent ne pas étre nécessaires.

[PRINCIPE]

Le test rapide Norovirus est un immunodosage qualitatif a flux latéral destiné a la détection
du norovirus dans les échantillons de selles humaines. Le test utilise une membrane enduite

@ DiaSource’

d'anticorps monoclonaux spécifiques du génogroupe 1 et du génogroupe 2. Pendant le test,

I'échantillon de selles réagit avec les anticorps conjugués. Le mélange migre de maniere

chromatographique par capillarité vers le haut de la membrane pour réagir avec les anticorps

des génogroupes 1 et 2 de la membrane, générant ainsi une ligne colorée au niveau des
zones T1 et T2 respectivement. La présence d'une ligne colorée dans la zone T1 indique un
résultat positif pour le génogroupe 1 et dans la zone T2 un résultat positif pour le
génogroupe 2 respectivement. L'absence de ligne indique un résultat négatif. Pour servir de
controle de la procédure, une ligne colorée apparait toujours dans la zone de la réaction de

controle (C), indiquant qu'un volume correct d'échantillon a été ajouté et que la membrane a

bien été imbibée par capillarité.

Le test rapide combiné Rotavirus et Adénovirus est un immunodosage qualitatif a flux

latéral destiné a la détection du rotavirus et de I'adénovirus dans les échantillons de selles

humaines.

Dans ce test, la membrane est préenduite d'anticorps anti-rotavirus sur la zone de la ligne de

test T2 et d'anticorps anti-adénovirus sur la zone de la ligne de test T1. Au cours du test,

I'échantillon réagit avec la particule recouverte d'anticorps anti-rotavirus et d'anticorps

anti-adénovirus. Le mélange migre de maniére chromatographique par capillarité vers le haut

de la membrane pour réagir avec I'anticorps anti-rotavirus et I'anticorps anti-adénovirus de la
membrane, générant ainsi une ligne colorée. La présence de ces lignes colorées dans la zone
de la ligne de test indique un résultat positif, tandis que leur absence indique un résultat
négatif. Pour servir de contréle de la procédure, une ligne colorée apparait toujours dans la
zone de la ligne de contréle, indiquant qu'un volume correct d'échantillon a été ajouté et que la
membrane a bien été imbibée par capillarité.

[REACTIFS]

Test rapide Norovirus

Le test contient des particules recouvertes d'anticorps monoclonaux des génogroupes 1 et 2

du norovirus et une membrane enduite d'anticorps monoclonaux des génogroupes 1 et 2 du

norovirus.

Test rapide combiné Rotavirus et Adénovirus

Le test contient des particules recouvertes d'anticorps anti-rotavirus et d'anticorps

anti-adénovirus, et une membrane enduite d'anticorps anti-rotavirus et d'anticorps

anti-adénovirus.
[PRECAUTIONS]

e Réservé a un usage diagnostique in vitro professionnel. Ne pas utiliser aprés la date de

péremption.

La cassette de test doit rester dans la pochette scellée jusqu'a son utilisation.

Ne pas manger, boire ou fumer dans la zone ou les échantillons ou les kits sont manipulés.

Ne pas faire le test si la pochette est endommagée.

Manipuler tous les échantillons comme s'ils contenaient des agents infectieux. Respecter

les précautions établies contre les risques microbiologiques tout au long des tests et suivre

les procédures standard pour I'élimination correcte des échantillons.

* Porter des vétements de protection tels qu'une blouse de laboratoire, des gants jetables et
des lunettes de protection lors du test des échantillons.

e Le test utilisé doit étre mis au rebut conformément aux réglementations locales.

L'humidité et la température peuvent affecter les résultats.
[STOCKAGE ET STABILITE])

Conserver tel quil est emballé dans les pochettes scellées a température ambiante ou

réfrigéré (2-30 °C). Le test reste stable jusqu'a la date de péremption imprimée sur la pochette

scellée. Le test doit rester dans la pochette scellée contenant un dessiccant jusqu'a son
utilisation. NE PAS CONGELER. Ne pas utiliser aprés la date de péremption.
[RECUEIL ET PREPARATION DES ECHANTILLONS]

1. La détection virale est améliorée si les échantillons sont recueillis dés I'apparition des
symptomes. Il a été rapporté que l'excrétion maximale de norovirus, de rotavirus et
d'adénovirus dans les selles des patients atteints de gastro-entérite se produit 3 a 5 jours
apres l'apparition des symptdmes. Si les échantillons sont recueillis longtemps aprés
l'apparition des symptomes diarrhéiques, la quantité d'antigénes peut ne pas étre
suffisante pour obtenir une réaction positive ou les antigénes détectés peuvent ne pas étre
liés a I'épisode diarrhéique.

2. L'échantillon fécal doit étre recueilli dans un récipient propre, sec et étanche sans
détergent, conservateur ou milieu de transport.

3. Amener les réactifs nécessaires a température ambiante avant toute utilisation.

[MATERIEL]

Matériel fourni

e Cassettes de test * Notice « Compte-gouttes

e Controle positif e Controle négatif

e Tubes de recueil d'échantillons avec tampon d'extraction

Matériel requis mais non fourni

e Récipients de recueil d'échantillons e Minuteur
Centrifugeuse et pipette pour distribuer 80 pl si nécessaire

[MODE D'EMPLOI]

Laisser la cassette de test, I'échantillon et le tampon atteindre la température ambiante

(15-30 °C) avant le test.

1. Pour recueillir des échantillons fécaux :
Recueillir une quantité suffisante de selles (1 a 2 ml ou 1 a 2 g) dans un récipient de
recueil d'échantillons propre et sec pour obtenir sufisamment de particules virales. De
meilleurs résultats seront obtenus si le test est effectué dans les 6 heures suivant le recueil
d'échantillons. Les échantillons recueillis peuvent étre conservés pendant 3 jours entre 2
et 8 °C s'ils ne sont pas testés dans les 6 heures. Pour un stockage a long terme, les
échantillons doivent étre conservés a une température inférieure a -20 °C.

2. Pour traiter des échantillons fécaux :

e Pour les échantillons solides :
Dévisser le couvercle du tube de recueil d'échantillons, puis utiliser aléatoirement
I'applicateur de recueil d'échantillons dans au moins 3sites différents de
I'échantillon fécal pour recueillir environ 50 mg de selles (équivalent a 1/4 de petit
pois). Ne pas recueillir I'échantillon fécal a I'aide d'une cuiller.

e Pour |es échantillons liquides :
Tenir le compte-gouttes a la verticale, aspirer les échantillons fécaux, puis transférer
2 gouttes d'échantillon liquide (environ 50 pl) dans le tube de recueil d'échantillons
contenant le tampon d'extraction.

Bien fermer le couvercle du tube de recueil d'échantillons, puis secouer vigoureusement

le tube de recueil d'échantillons pour mélanger I'échantillon et le tampon d'extraction.

Laisser reposer le tube de recueil pendant 3 minutes pour que la réaction s'effectue.

3. Retirer la cassette de test de la pochette en aluminium et I'utiliser dans I'heure qui suit. De
meilleurs résultats seront obtenus si le test est effectué immédiatement apres I'ouverture
de la pochette en aluminium.

4. Tenir le tube de recueil d'échantillons a la verticale et dévisser le petit couvercle du tube
de recueil d'échantillons. Retourner le tube de recueil d'échantillons et transférer
2 gouttes complétes de I'échantillon extrait (environ 80 pl) dans chaque puits
d'échantillon de la cassette de test, puis démarrer le minuteur. Eviter de piéger des bulles
d'air dans les puits d'échantillon. Voir l'illustration ci-dessous.

5. Lire les résultats 15 minutes aprés la distribution de I'échantillon. Ne pas lire les résultats
apres 20 minutes.

Remarque : si I'échantillon ne migre pas (présence de particules), centrifuger I'échantillon

extrait contenu dans le flacon du tampon d'extraction. Recueillir 80 pl de surnageant,

distribuer dans le puits d'échantillon (S). Démarrer le minuteur et continuer en suivant le mode

d'emploi ci-dessus a partir de I'étape 5.
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[INTERPRETATION DES RESULTATS]
(Se reporter a lillustration ci-dessus)

Fenétre norovirus :

POSITIF aux génogroupes 1 et 2: *trois lignes colorées distinctes apparaissent. Une
ligne colorée doit se situer dans la zone de la ligne de contrdle (C) et des lignes colorées
apparentes doivent se situer dans la zone du génogroupe 1 (T1) et dans la zone du
génogroupe 2 (T2).

POSITIF au génogroupe 1: *deux lignes colorées distinctes apparaissent. Une ligne
colorée doit se situer dans la zone de la ligne de contrdle (C) et une autre ligne colorée
apparente doit se situer dans la zone du génogroupe 1 (T1).

POSITIF au génogroupe 2: *deux lignes colorées distinctes apparaissent. Une ligne
colorée doit se situer dans la zone de la ligne de contrdle (C) et une autre ligne colorée
apparente doit se situer dans la zone du génogroupe 2 (T2).
* REMARQUE : l'intensité de la couleur dans la zone de la ligne de test (T) varie en fonction
de la concentration en antigénes de norovirus de I'échantillon. Ainsi, toute nuance de couleur
dans la zone de la ligne de test (T) doit étre considérée comme positive.

Fenétre Rota/Adeno :

Positif au rotavirus : *une ligne colorée apparait dans la zone de la ligne de contréle (C) et
une autre ligne colorée apparait dans la zone de la ligne T2.

Positif a I'adénovirus : *une ligne colorée apparait dans la zone de la ligne de contréle (C) et
une autre ligne colorée apparait dans la zone de la ligne T1.



Positif au rotavirus et a I'adénovirus : * une ligne colorée apparait dans la zone de la ligne
de contréle (C) et deux autres lignes colorées apparaissent respectivement dans la zone de la
ligne T1 et dans la zone de la ligne T2.

* REMARQUE : l'intensité de la couleur dans la zone de la ligne de test (T1/T2) varie en

fonction de la concentration en antigénes de rotavirus et d'adénovirus de I'échantillon. Ainsi,

toute nuance de couleur dans la zone de la ligne de test (T1/T2) doit étre considérée comme
positive.

NEGATIF : une ligne colorée apparait dans la zone de la ligne de contréle (C). Aucune ligne

n‘apparait dans la zone de la ligne de test (T).

NON VALIDE : la ligne de controle (C) n‘apparait pas. Un volume d'échantillon insuffisant ou

des techniques de procédure incorrectes sont les raisons les plus probables de I'absence de

ligne de contréle. Revoir la procédure et répéter le processus en utilisant une nouvelle
cassette de test. Si le probleme persiste, cesser immédiatement d'utiliser le kit de test et
contacter votre distributeur local.
[CONTROLE QUALITE]

Contr6le qualité interne

Un contrdle de procédure interne est inclus dans le test. Une ligne colorée apparaissant dans

la zone de la ligne de contrdle (C) sert de contrdle de procédure positif interne. Elle confirme

un volume d'échantillon suffisant, une imbibition par capillarité de la membrane adéquate et
une technique de procédure correcte.
Contréle qualité externe

Des controles externes positifs et négatifs sont fournis dans le kit. Certains controles

commerciaux peuvent contenir des agents de conservation interférents ; il n'est donc pas

recommandé d'utiliser d'autres contréles commerciaux.
Procédure de tests de contrdle qualité externe

1. Ouvrir le bouchon du tube de contréle positif, ajouter 0,5 mL d'eau ou 1 x PBS dans le
tube, puis fermer le bouchon et bien mélanger la solution. Le contrdle négatif peut étre
utilisé directement.

2. Tenir le compte-gouttes a la verticale et transférer 2 gouttes (environ 80 pL) de
CONTROLE POSITIF ou de CONTROLE NEGATIF dans le puits d'échantilion (S) de la
cassette de test, puis démarrer le minuteur.

3. Attendre que la ou les lignes colorées apparaissent. Lire les résultats au bout de 15
minutes.

*REMARQUE : le contréle peut étre conservé a température ambiante ou réfrigéré (entre 2 et

30 °C) pendant 24 mois. Si la poudre a été dissoute, conserver la solution de contrdle entre 2

et 8 °C pendant 1 jour.

Si les contrdles ne donnent pas les résultats attendus, ne pas utiliser les résultats du test.

Recommencer le test ou contacter votre distributeur.

[LIMITES]

1. La cassette de test rapide combiné Norovirus/Rotavirus/Adénovirus (selles) est réservée a
un usage diagnostique in vitro. Le test doit étre utilisé pour la détection du norovirus, du
rotavirus et de I'adénovirus humains dans les échantillons de selles uniquement. Ce test
qualitatif ne permet pas de déterminer la valeur quantitative ni le taux d'augmentation de la
concentration de norovirus, rotavirus et adénovirus humains.

2. La cassette de test rapide combiné Norovirus/Rotavirus/Adénovirus (selles) indiquera
uniquement la présence du norovirus, du rotavirus et de I'adénovirus dans I'échantillon et
ne doit pas étre utilisée comme seul critére pour déterminer si le norovirus, le rotavirus et
l'adénovirus sont des agents étiologiques de la diarrhée.

3. Comme pour tous les tests diagnostiques, tous les résultats doivent étre interprétés en les
confrontant avec d'autres informations cliniques a la disposition du médecin.

4. Si le résultat du test est négatif et que les symptdmes cliniques persistent, il est
recommandé d'effectuer des tests supplémentaires a l'aide d'autres méthodes cliniques.
Un résultat négatif n'exclut en aucun cas la possibilité d'une infection au norovirus, au
rotavirus ou a l'adénovirus avec une faible concentration de particules virales.

[VALEURS ATTENDUES]

La cassette de test rapide combiné Norovirus/Rotavirus/Adénovirus (selles) a été comparée a

un autre test et a la méthode d'agglutination au latex, démontrant une précision globale

supérieure a 96,0 %.
[CARACTERISTIQUES DE PERFORMANCE]
Sensibilité, spécificité et précision cliniques

1. Norovirus

Les performances de la cassette de test rapide Norovirus ont été évaluées avec

136 échantillons cliniques. Les résultats montrent que la sensibilité relative de la cassette de

test rapide Norovirus (selles) est > 99,9 % et sa spécificité relative est de 98,1 %.

Cassette de test rapide Norovirus par rapport a un autre test

Méthode Autre test Résultats totaux
Résultats Positif Négatif
Cassette de test —
rapide Norovirus Positif 33 2 35
Négatif 0 101 101
Résultats totaux 33 103 136

Sensibilité relative : >99,9 % (IC* a 95 % : 91,32 % a 99,92 %)
Spécificité relative : 98,1 % (IC* & 95 % : 93,16 % & 99,76 %)
Précision relative : 98,5 % (IC* & 95 % : 94,79 % a 99,82 %)

2. Rotavirus

Les performances de la cassette de test rapide Rotavirus ont été évaluées avec
501 échantillons cliniques recueillis chez des enfants et de jeunes adultes par rapport a la
méthode d'agglutination au latex. Les résultats montrent que la sensibilité relative de la

* Intervalles de confiance

cassette de test rapide Rotavirus (selles) est de 97,3 % et sa spécificité relative est de 97,1 %.

Méthode Agglutination au latex .
- — —— Résultats totaux
Résultats Positif Négatif
Cassette de test —
rapide Rotavirus Positif 251 7 258
Négatif 7 236 243
Résultats totaux 258 243 501

Sensibilité relative : 97,3 % (IC* a 95 % : 94,5 % a 98,9 %) * Intervalles de confiance
Spécificité relative : 97,1 % (IC* & 95 % : 94,2 % a 98,8 %)

Précision relative : 97,2 % (IC*a 95 % : 95,4 % a 98,5 %)

3. Adénovirus

Les performances de la cassette de test rapide Adénovirus ont été évaluées avec
381 échantillons cliniques recueillis chez des enfants et de jeunes adultes par rapport a la
méthode d'agglutination au latex. Les résultats montrent que la sensibilité relative de la
cassette de test rapide Adénovirus (selles) est de 95,2 % et sa spécificité relative est de
97,7 %.

Méthode _ Aggllu.tlnatlon au I,ate{( Résultats totaux
) Résultats Positif Négatif
Jest rapide Positif 18 6 124
Négatif 6 251 257
Résultats totaux 124 257 381

Sensibilité relative : 95,2 % (IC*a 95 % : 89,8 % & 98,2 %) * Intervalles de confiance

Spécificité relative : 97,7 % (IC* a 95 % : 95,0 % a 99,1 %)

Précision relative : 96,8 % (IC* & 95 % : 94,6 % a 98,4 %)

Précision
Intra-dosage

La précision intra-série a été déterminée en utilisant 3 réplicats de trois échantillons différents

contenant différentes concentrations d'antigénes de norovirus, de rotavirus et d'adénovirus.

Les échantillons ont été correctement identifiés plus de 99 % du temps.

Inter-dosage

La précision entre les séries a été déterminée par 3tests indépendants sur les mémes

échantillons contenant différentes concentrations d'antigenes de norovirus, de rotavirus et

d'adénovirus. Trois lots différents du test rapide combiné Norovirus/Rotavirus/Adénovirus ont
été testés sur une période de 3 jours en utilisant les échantillons négatifs et positifs ci-dessus.

Les échantillons ont été correctement identifiés plus de 99 % du temps.

Réactivité croisée

La réactivité croisée avec les organismes suivants a été étudiée a 1 x 10’ organismes/ml. Les

organismes suivants ont donné des résultats négatifs lorsqu'ils ont été testés avec la cassette

de test rapide Norovirus (selles).

Corynebacterium diphtheria  Neisseria gonorrhea

Pseudomonas aeruginosa Shigella flexneri

Enterococcus faecalis Proteus vulgaris

Shigella dysenteriae Enterococcus faecium Helicobacter pylori

Candida albicans Proteus mirabilis E. coli

La réactivité croisée avec les organismes suivants a été étudiée a 1,0 x 10° organismes/ml.

Les organismes suivants ont donné des résultats négatifs lorsqu'ils ont été testés avec la

cassette de test rapide combiné Rotavirus/Adénovirus (selles).

Staphylococcus aureus Proteus mirabilis

Pseudomonas aeruginosa Acinetobacter spp

Enterococcus faecalis Salmonella choleraesius

Streptocoques du groupe C Gardnerella vaginalis

Klebsiella pneumoniae Acinetobacter calcoaceticus

Branhamella catarrhalis E. coli

Candida albicans Chlamydia trachomatis
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