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P¥imy imunofluorescencni test pro detekci viru parainfluenzy 1,
2a3.

1. _POUZITI

IMAGEN™ Parainfluenza jsou testovaci soupravy pro kvalitativni
ptimou imunofluorescen¢ni detekci a rozliseni vird parainfluenzy
typu 1, 2 a 3 pfimo z nasofaryngealniho aspiratu nebo z bunécénych
kultur. Soupravy se doddvaji ve dvou formach.

IMAGEN Parainfluenza virus Group (Types 1, 2 and 3) (Kéd
K6103) pro detekci a potvrzeni pFitomnosti antigend viru
parainfluenzy pfimo v nasofaryngealnim aspiratu a v preparatech
z bunééné kultury.

IMAGEN Parainfluenza virus Types 1, 2 and 3 (K6d K6104) pro
detekci a rozliseni jednotlivych antigen( vir( parainfluenzy typu
1, 2 a 3 pfimo v nasofaryngedlnim aspirdtu a v preparatech z
bunéénych kultur.

Negativni  vysledek ziskany po pfimém obarveni v
nasofaryngedlnim aspiradtu je nutné povazovat za predbézny az
do uzavieni vysledku kultivace na tkanové kulture.

2. SOUHRNNE INFORMACE

Virus parainfluenzy je soudasti rodu paramyxovird, které patfi do
Celedi Paramyxoviridae.! Clovéka podle dosavadnich poznatkil
maZe infikovat Sest druh(l paramyxovirli, mezi néZ patfi virus
parainfluenzy 1, 2, 3 a 4 (podtypy 4a a 4b), virus spalnicek a
virus Newcastle Disease. Ze 4 vir(i parainfluenzy se v soucasnosti
za hlavni pFi¢inu infektl akutniho respiratniho onemocnéni u
kojenct a malych déti povazuji typy 1, 2 a 3.%3

Viry parainfluenzy se Sifi pfimym kontaktem nebo vdechnutim
kapének obsahujicich virus, vylucovanych symptomatickymi
pacienty z dychacich cest. Nosni sekret miZe obsahovat vysoké
koncentrace viru. Virus se mnoZi v fasinkovém cylindrickém
epitelu hornich a dolnich dychacich cest a zplisobuje nekrézu a
odlucovani téchto bunék. Virus se vylucuje od prvniho dne pred
vznikem ptiznaku az do 7 dni po zadatku priznaka. U pacientl s
oslabenou imunitou mtiZe vyluéovéni viru trvat déle.**

Virus parainfluenzy typ 1, 2 a 3 mUZe infikovat a zpUsobovat
onemocnéni hornich i dolnich dychacich cest. Vétsina infekci
zpUsobenych parainfluenzou se klinicky projevi jako akutni
laryngotracheobronchitida (krup) u kojencd a déti. Infekce
viry parainfluenzy se vSak mohou projevovat také jako
tracheobronchitida, bronchitida, pneumonie a dale Fadou
priznakl spojenych s hornimi dychacimi cestami.

Infekce virem parainfluenzy muiZe nékdy u kojencl probihat
zédvaznym zpUsobem a zpUsobovat neprichodnost dychacich cest
a dechovou tisen, coz mUlZe zvySovat nemocnost i Umrtnost u
pacientu s jinou zdvaznou nemoci, napfiklad cystickou fibrézou,
nebo u pacientl s narusenou imunitou.

Virus parainfluenzy je spojovén s epidemiemi infekci dychacich
cest na détskych i geriatrickych oddélenich, coZ zplsobuje
prodlouZeni hospitalizace a zvy3uje nemocnost i Umrtnost.®
Rychld diagnostika je dalezita pfi 1é¢bé pacientd i pfi kontrole
epidemického $iteni.

V  soucasnosti jsou hlavnimi diagnostickymi metodami
pouzivanymi pfi stanoveni diagnézy infekci virem parainfluenzy
izolace a identifikace na jednovrstvé bunécné kulture nebo pfima
detekce viru v klinickém vzorku.

Po izolaci viru v bunécné kultufe je nutné pro identifikaci viru
provadét dalsi testovdni, neutralizaci, inhibi¢ni hemaglutinaci
nebo vysetieni elektronovou mikroskopii. Tyto testy jsou narocné
na praci i €as a vyZaduji vysoky stuperi odbornosti a technické
zrucnosti, ktera nemusi byt v fadé laboratofi dostupna.

V posledni dobé byly popsany nepfimé imunofluorescenéni
testy vyuzivajici pro identifikaci a potvrzeni virl parainfluenzy
v jednovrstvé bunécné kultufe nebo ptfimo v klinickém vzorku
polyklonalni nebo monoklondlni protilatky.”®° P¥imé testy s
monoklonalnimi protildtkami znacenymi fluoresceinem nabizeji
rychlejsi a specifi¢téjsi zplsob detekce vird v klinickych vzorcich
nebo bunécnych kulturach.

Souprava IMAGEN™  Parainfluenza virus je  pfimym
imunofluorescencénim testem, uréenym pro detekci a identifikaci
virtl parainfluenzy typ 1, 2 a 3 pfimo v nasofaryngealnim aspiratu
nebo v bunécné kulture. Tento test vyuZiva k detekci i identifikaci
virtl parainfluenzy typu 1, 2 a 3 typové specifické monoklonalni
protildtky.

3. PRINCIP TESTU

Testovaci soupravy IMAGEN Parainfluenza virus obsahuji
fluorescein izotiokyanat (FITC), konjugovany s monoklondinimi
protildtkami, které se vazi specificky na viry parainfluenzy typ
1, 2 a nebo 3. PouZivaji se v jednostupriové technice pfimé
imunofluorescence. Vzorky se inkubuji s ¢inidly konjugovanymi
s FITC po dobu 15 minut. Nadbytek cinidel je poté odstranén
promytim  fosfatem pufrovanym fyziologickym roztokem
(PBS). Obarvené oblasti jsou poté zpracovany jako trvalé
preparaty a prohlédnuty pod epifluorescenénim osvétlenim. V
pfipadé pfitomnosti vir( parainfluenzy typu 1, 2 a nebo 3 se v
infikovanych burikach objevi charakteristickd jablkové zelena
intracelularni fluorescence, ktera kontrastuje s ¢ervenym pozadim
neinfikovanych bunék.

Podékovani

V téchto testech jsou pouzity monoklondini protilatky, pfipravené
v Department of Respiratory and Enteric Viruses, Public Health
Services, Centre for Disease Control, Atlanta, Georgia, USA.
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5. DODAVANA CINIDLA

Teplotni rozmezi od - do

; 50 - Kazda souprava obsahuje mnoZstvi dostate¢né pro
vySetfeni 50 preparatt bunéénych kultur.

g— Doba pouZzitelnosti soupravy je vyznacena na stitku na zevnim
obalu.

5.1. DODAVANA CINIDLA IMAGEN™ PARAINFLUENZA VIRUS

E:m Navod k pouziti

2 x t¥ijamkova skli¢ka s pozitivni kontrolou
obsahujici buriky opicich ledvin African Green
fixované acetonem (Veros), infikované virem
parainfluenzy typu 1, 2 nebo 3 (kmen CDC
V6-004, resp. CDC V7-003, resp. CDC V5-003).

3mL kapaliny pro pfipravu trvalych

mikroskopickych preparatd. Kapalina pro
pFipravu trvalych mikroskopickych preparatu
obsahuje inhibitor béliciho ucinku svétla
(“fotobleaching”) v roztoku glycerolu (pH
10,0).

Po jedné lahvi¢ce nasledujicich Cinidel:

CINIDLA IMAGEN PARAINFLUENZA VIRUS GROUP — K6103

1,4mL cinidla IMAGEN Parainfluenza virus
typ 1, 2 a 3. Toto ¢inidlo se sklada ze smési
tfi purifikovanych mysich monoklonalnich
protilatek specifickych pro virus parainfluenzy
typ 1, 2 a 3, konjugovanych s FITC,
rozpusténych v proteinem stabilizovaném
fosfatem pufrovaném fyziologickém roztoku
, ktery obsahuje Evansovu modf jako
kontrastni barvivo. Monoklondlini protilatky
jsou zaméreny proti proteinu F parainfluenzy
1, proteinu hemaglutininu parainfluenzy 2 a
proteinu hemaglutininu parainfluenzy 3.

NEBO

CINIDLA IMAGEN
K6104

PARAINFLUENZA VIRUS TYP 1, 2 A 3 -

1,4mL cinidla IMAGEN Parainfluenza virus
1. Toto Cinidlo se sklada z purifikované
mysi monoklondlini protilatky specifické pro
virus parainfluenzy typ 1 (zamérené proti
proteinu F parainfluenzy 1), konjugované s
FITC, nafedéné v proteinem stabilizovaném
fosfatem pufrovaném fyziologickém roztoku ,
ktery obsahuje Evansovu modf jako kontrastni
barvivo.

1,4mL ¢inidla IMAGEN Parainfluenza virus
2. Toto cinidlo se sklada z purifikované
mysi monoklondlni protilatky specifické
pro virus parainfluenzy typ 2 (cilené proti
hemaglutininu parainfluenzy 2), konjugované
s FITC, rozpusténé v proteinem stabilizovaném
fosfatem pufrovaném fyziologickém roztoku,
ktery obsahuje Evansovu modf jako kontrastni
barvivo.

1,4mL ¢inidla IMAGEN Parainfluenza virus
3. Toto cinidlo obsahuje purifikovanou
mysi monoklondlni protildtku specifickou
pro virus parainfluenzy typ 3 (cilenou proti
bilkoviné hemaglutininu parainfluenzy
3) konjugovanou na FITC rozpu$ténou v
proteinem stabilizovaném fosfatem
pufrovaném fyziologickém roztoku, ktery
obsahuje Evansovu modf jako kontrastni
barvivo.

PRIPRAVA, SKLADOVANi A OPAKOVANE POUZITI
SOUCASTi VYSETROVACI SOUPRAVY

Pro zajisténi optimalni funkce soupravy je duleZité, aby byly
vSechny nepouZité slozky testovaci soupravy skladovany podle
nasledujicich pokynd.

5.3.  SKLICKA S POZITIVNi KONTROLOU -
Sklicka s pozitivni kontrolou se dodavaji jednotlivé zabalena
v plastikovém sacku vyplnéném dusikem. NepouZita sklicka
skladujte pfi teploté 2-8°C. Sklicka je pred otevienim tfeba
ponechat pfi pokojové teploté (15-30°C) po dobu 5 minut.

5.2.

Sklicko je nutné obarvit bezprostfedné po otevieni.

5.4.  KAPALINA PRO PRIPRAVU TRVALYCH MIKROSKOPICKYCH
PREPARATU -

Pfipravend k pouziti. NepouZitou kapalinu pro pfipravu trvalych

preparatd skladujte pfi teploté 2—-8°C. Kapalinu pro pfipravu

trvalych preparatl je tfeba pfed pouZitim ponechat v pokojové

teploté (15-30°C) po dobu 5 minut.

CINIDLA, SKUPINA 1, 2 A 3 - [REAGENT G|/[REAGENT 1|/[REAGENT 2]

/RGeS

Pfipravend k pouZiti. NepouZita Cinidla skladujte v temnu pfi

teploté 2-8°C. Cinidla je tfeba pred pouZitim ponechat v pokojové

teploté (15-30°C) po dobu 5 minut.

6. POTREBNA DALSI CINIDLA A VYBAVEN{

6.1. CINIDLA

Cerstvy aceton (pro fixaci).

5.5.

Fosfatem pufrovany fyziologicky roztok (PBS) o pH 7,5 na
promyvani obarvenych vzorkd a pro pfipravu vzorka.

6.2. DOPLNKY

Pro poufZiti se soupravami K6103 a K6104 jsou uréeny nasledujici
vyrobky. Podrobnéjsi informace ziskate od jejiho distributora.

Teflonem potazend sklenénd mikroskopickd sklicka s jednou
jamkou o priméru 6mm (100 skli¢ek v jednom baleni) Ize ziskat
od mistni jejiho distributora (Kéd S6114).

Positive Control Slides (Kéd S6111).

7. _VYBAVENI
Dale je zapottebi nasledujici vybaveni.

Pfesna pipeta s jednorazovymi Spickami o objemu 25pL.
Promyvaci lazen.

Kryci sklicka vhodna pro prekryti jamky o prdméru 6mm.
Nefluorescenéni imerzni olej.

Epifluorescenéni mikroskop s filtrovacim systémem pro FITC
(maximalni excitacni vinovd délka 490nm, prdmérna emisni
vinova délka 520nm) a s 200 az 500 nasobnym zvétsenim.



Inkubator s teplotou 37°C.
Nizkorychlostni centrifuga.

Pro pfimé vzorky
Odsévacka hlenu.

Pro kultivaéni potvrzeni

Sterilni Stéticky, transportni médium pro virové kultury (VTM) a
nadoba vhodna pro odbér, transport a kultivaci viru parainfluenzy.
Informace tykajici se pouziti vhodnych VTM jsou uvedeny v
odkazu 13 v oddile 13 (lze vyzadat od mistného zastoupeni
sple¢nosti Oxoid).

Linie bunécnych kultur doporucené pro kultivaci a izolaci virQ
parainfluenzy.

Negativni kontrolni sklicka pfipravena z neinfikovanych intaktnich
bunék stejného typu, ktery je pouZit pro kultivaci a izolaci viru
parainfluenzy. Buriky by mély byt pfipraveny a fixovany tak, jak
je uvedeno v oddile 9.1, a obarveny podle pokyn( v oddile 10.

8. UPOZORNENI
IVD| - In vitro diagnostikum. Osoby provadéjici toto vysetieni
musi byt proskoleny v poufZiti této metody a musi mit zkuSenost
s laboratorni praci.

BEZPECNOSTNi OPATRENi
Cinidla IMAGEN Parainfluenza obsahuji jedovaty azid
sodny (<0.1%). Azid sodny mlZe reagovat s médi a
olovem ve vodovodnim a odpadnim systému a vytvaret
vybusné kovové azidy. Odpad obsahujici azid sodny
likvidujte vidy splachnutim velkym mnoZstvim vody.
Bylo prokazéno, Ze virus parainfluenzy na sklicku s
pozitivni kontrolou je v bunécné kultufe neinfekéni.
Presto je tfeba se sklickem zachazet jako s potencidlné
infekénim a tak jej i likvidovat.
Barvivo Evans blue je pfitomno v d¢inidle. PrestoZe
pfitomnd koncentrace v produktu je pod hranici
oznaceni jako karcinogenni, je tfeba zabranit kontaktu
s pokozkou.
PFi pouZivani produktu Mounting Fluid je tfeba dbat
opatrnosti, jelikoz obsahuje slozky drazdici pokozku.
PrestoZe pfitomna koncentrace v produktu je pod
hranici oznadeni jako drazdilo, je tfeba oplachnout
pokozku vodou, dojde-li ke kontaktu.
Na uréeném pracovnim misté nejezte, nepijte, nekurte,
neskladujte a nepfipravujte jidlo a nepouZivejte
kosmetické pripravky.
Material nepipetujte Usty.
PF¥i manipulaci s klinickym materidlem a infikovanymi
burikami pouZivejte jednorazové ochranné rukavice a po
préci s infekénim materidlem si vidy umyjte ruce.
Vsechny klinické vzorky likvidujte v souladu s mistnimi
pravnimi predpisy.
Bezpecnostni list (BL) je profesiondlnim uZivatelim k
dispozici na vyzadani .

TECHNICKA OPATREN({
Soucdsti soupravy nelze pouzivat po uplynuti doby
pouzitelnosti vytisténé na Stitku. Nesmésujte ani
nezamériujte rlizné Sarze Cinidel.
Cinidla se dodavaji v pevné stanovenych pracovnich
koncentracich. Pribéh vySetfeni mlZe byt nepfiznivé
ovlivnén, pokud jsou cinidla dale upravovana nebo

8.1.
8.1.1

8.1.6

8.1.7

8.1.8

8.1.9

8.2.

8.2.1

8.2.2

skladovana za podminek jinych neZ jak je uvedeno v
oddile 5.

8.2.3 Cinidla pro uréeni jednotlivych typd vird nelze slucovat
ani pouzit spole¢né v jedné jamce, nebot tak maze byt
nepriznivé narusen vysledek vysetreni.

8.2.4 Cerstvy fosfatem pufrovany fyziologicky roztok (PBS)
pfipravujte v den poufZiti.

8.2.5 Promyvani v PBS je nezbytné. PouZiti jinych promyvacich
roztokd, napf. vody z vodovodu nebo destilované vody,
zkresli vysledky testu.

8.2.6 Zabrarite mikrobidlni kontaminaci ¢inidel.

8.2.7 Cinidla se nesmi zmrazovat.

9. ODBER A PRIPRAVA VZORKU

Odbér a priprava vzorkdi ma pfi diagnostice virli parainfluenzy
v bunécné kultute zésadni dileZitost. Vzorky je tfeba odebirat
v misté infekce v dobé nejvyssiho vyluCovani vird tak, aby
obsahovaly co nejvice infikovaného materialu. Z dychacich cest se
doporucuje odebrat nasofaryngeadini aspirdt (NPA), ktery by mél
poskytnout velké mnozstvi bunék epitelu dychacich cest.

9.1. KLINICKE VZORKY
9.1.1 Nasofaryngealni aspirat/sekret
Odbér

Vzorek se odebird z oblasti nosohltanu do odsavacky hlenu s
hadickou o velikosti 8. Odsavacka a hadicky se uchovavaji pfi
teploté 2—-8°C a co nejdfive odesilaji do laboratofe pro zpracovani.

Separace bunék

V pfipadé potreby pfidejte ke vzorku pred centrifugaci 2mL
fosfatem pufrovaného fyziologického roztoku (PBS), abyste
snizili viskozitu hlenu a nafedili jej. Odsavacku centrifugujte pfi
pokojové teploté (15-30°C) po dobu 10 minut pfi 380g. Odstrarite
supernatant, ktery lze pouZit pro tkdnovou kultivaci. Bunécny
sediment rozpustte ve 2mL PBS a Setrné pipetujte buriky nahoru
a dolu pipetou o velkém priméru nebo pouZijte vortexovou
michacku, dokud nedojde k rozruseni hlenu a uvolnéni bunééného
materialu. Pipetovéni/michani je nutné provadét Setrné&, aby
nedoslo k poskozeni bunék. Po vzniku hladké suspenze pridejte
dalsi PBS podle potfeby a pipetujte nebo michejte po pfidani
dalsiho PBS k dalsimu promyti bunék. V tomto okamzZiku odstrarite
a zlikvidujte vSechny viditelné ¢astecky hlenu. Nadbytecny hlen je
tieba odstranit, nebot by mohl zabrariovat dostate¢né penetraci
¢inidel a mohl by zplsobovat nespecifickou fluorescenci.

Pokud veskery sekret z(stdva v odsavaci hadi¢ce a zadny se
nedostane do odsavacky, vyplachnéte vsechen sekret z hadicky
do PBS. Toho se nejlépe dosdhne zavedenim Pasteurovy pipety
na konec hadicky, ktery byl pripojen k odsavacce. Poté opakované
nasavejte pfislusnou tekutinu do hadicky a opét ji vystfikujte
ven, dokud sekret ulpivajici na sténé hadicky nebude vyplaven.
Pipetujte suspenzi do pipety a ven, dokud nedojde k naleZitému
rozru$eni hlenu.

Pfiprava sklicek

Po dokonceni separace bunék centrifugujte vyslednou bunécnou
suspenzi pfi pokojové teploté (15-30°C) po dobu 10 minut pfi
380g a supernatant zlikvidujte. Resuspendujte bunécny sediment
v dostatecném mnoZstvi PBS. Naredite tim zbytky hlenq,
ale zaroven uchovate vysokou hustotu bunék. Ze sedimentu
resuspendovanych bunék odeberte 25uL a umistéte je do jamek
o priméru 6 mm na skli¢ku.

Pro IMAGEN Parainfluenza virus Group test (kéd K6103) je
potfeba jedna jamka. Pro IMAGEN Parainfluenza virus Types 1, 2

and 3 test (kod K6104) jsou zapotiebi tfi jamky.

Nechte vzorky vyschnout na vzduchu pfi pokojové teploté
(15-30°C) a fixujte je Cerstvym acetonem pfi pokojové teploté
(15-30°C) po dobu 10 minut. Pokud vzorek okamZité neobarvite,
skladujte jej pfi teploté -70°C aZ do vy3etfeni. Skladovana sklicka
je nutné vysetfit do dvou tydn( od pfipravy, nebot pfi del$im
skladovani mize dojit k jejich poskozeni.

9.2.  POTVRZEN{ A URCENi TYPU BUNECNYCH KULTUR
Inokulace bunéénych kultur

Vzorky ziskané pro diagnostiku infekci zpGsobenych virem
parainfluenzy se inokuluji do bunécnych linii pouZivanych v
laboratofi rutinné podle zavedenych laboratornich metod.
Bunécné kultury je nutné pravidelné vyhodnocovat, zda-li
se neobjevuje cytopaticky efekt (CPE), a soubéiné provadét
hemadsorpcni testy. VSechny kultury s pozitivni hemadsorpci
nebo bunécné kultury prokazujici CPE je nutné sklidit a vysetrit
na pfitomnost viru parainfluenzy.

Piprava sklicek

Za pouziti sterilni pipety stahnéte bunécnou vrstvu do kultivacniho
média. Sedimentujte buriky odstfedénim pfi 200g po dobu 10
minut pfi pokojové teploté (15-30°C) a supernatant odstrarite.

Proplachnéte bunky resuspenzi bunééného sedimentu v PBS a
centrifugaci zopakujte. Odstrarite supernatant a resuspendujte
bunécény sediment v malém mnozstvi (75-100uL na jednu
kultiva¢ni zkumavku) Cerstvé pfipraveného PBS pro zachovani
vysoké koncentrace bunék.

Napipetujte do kazdé jamky na sklicku po 25uL bunééné suspenze.

Pro test IMAGEN Parainfluenza virus Group je potreba jedna
jamka (Kod K6103).

Pro test IMAGEN Parainfluenza virus typ 1, 2 a 3 jsou zapottebi tfi
jamky (Kod K6104).

Sklicka nechte zaschnout na vzduchu a fixujte je v Cerstvém
acetonu pfi pokojové teploté (15 — 30°C) po dobu 10 minut.
Pokud neni vzorek okamzité obarven, Ize jej skladovat pfes noc
pfi teploté 4°C nebo pfi teploté —20°C pfi delsi dobé skladovani.
Skladovana sklicka je tfeba vysetfit do dvou tydn( od pfipravy,
nebot pfi del$im skladovani mizZe dojit k jejich poskozeni.

10. POSTUP TESTU

PRED PROVADENIM VLASTNIHO TESTU PROSTUDUJTE ODDIL
8.2 TECHNICKA OPATRENI.

O provedeni testu IMAGEN Parainfluenza virus Group (Kéd K6103)
pojedndva oddil 10.1 a o provedeni testu IMAGEN Parainfluenza
virus Typ 1, 2 a 3 (K6d K6104) pojednava oddil 10.2.

10.1.
10.1.1
K fixovanému bunéénému preparatu, skli¢ku s pozitivni a sklicku s
negativni kontrolou pfidejte 25uL ¢inidla G (viz oddil 9.1). Ujistéte
se, Ze Cinidlo pokryva celou plochu jamky.

IMAGEN™ PARAINFLUENZA VIRUS GROUP - K6103

PFidani cinidla

10.1.2  Prvniinkubace

Inkubujte skli¢ka s ¢inidlem ve vihké komtirce po dobu 15 minut
pfi teploté 37°C. Nedovolte, aby ¢inidlo na vzorku zaschlo, nebot
to povede k nespecifickému obarveni.

10.1.3

Prebytek cinidla vymyjte fosfatem pufrovanym fyziologickym
roztokem (PBS) a Setrné sklicko promyvejte v tfepaci lazni

Promyti sklicek

obsahujici PBS po dobu 5 minut. Vylijte PBS a nechte sklicko
uschnout na vzduchu pfi pokojové teploté (15-30°C).

10.1.4 Pfidani kapaliny pro pfipravu trvalych mikroskopickych
preparatd

Pfidejte jednu kapku kapaliny pro pfipravu trvalych

mikroskopickych preparatl doprostied kazdé jamky a pfilozte

pres ni a vzorek kryci sklicko tak, aby tam nezlstaly Zadné

vzduchové bubliny.

10.1.5 Odecitani sklicek

VysSetiete celou oblast jamky obsahujici obarveny vzorek za
pouziti epifluorescenéniho mikroskopu. Fluorescenci takovou,
jakd je popsand v oddile 11, je mozné vidét pfi 200 az 500
nasobném zvétseni. (Nejlepsi vysledky ziskate pfi vySetieni sklicek
bezprostfedné po obarveni, avsak Ize je skladovat ve tmé pfi
teploté 2—-8°C az po dobu 72 hodin.)

10.2. IMAGEN PARAINFLUENZA VIRUS TYPES 1, 2 AND 3 -
K6104
10.2.1  Pfidani cinidla

Do prvni jamky pfidejte 25uL Cinidla 1, do druhé jamky 25uL
¢inidla 2 a do treti jamky 25uL ¢inidla 3 k fixovanému bunécnému
preparatu (viz oddil 9.1) a ke sklickim s pozitivni a negativni
kontrolou. Ujistéte se, Ze Cinidlo pokryva celou plochu jamky.

10.2.2  Prvniinkubace

Inkubuijte skli¢ka s Cinidly ve vihké komitirce po dobu 15 minut pfi
teploté 37°C. Nedovolte, aby Cinidlo na vzorku zaschlo, nebot to
povede k nespecifickému obarveni.

10.2.3 Promyti sklicek

Prebytek ¢inidla vymyjte fosfatem pufrovanym fyziologickym
roztokem (PBS) a 3etrné sklitko promyvejte v trepaci lazni
obsahujici PBS po dobu 5 minut. Vylijte PBS a nechte sklicko
uschnout na vzduchu pfi pokojové teploté (15—-30°C).

10.2.4 Pridani kapaliny pro pfipravu trvalych mikroskopickych
preparatd

Pridejte jednu kapku kapaliny pro pfipravu trvalych

mikroskopickych preparatl doprostied kazdé jamky a pfilozte

pres ni a vzorek kryci sklicko tak, aby tam nezlstaly Zadné

vzduchové bubliny.

10.2.5 Odecitani sklicek

VysSetiete celou oblast jamky obsahujici obarveny vzorek za
pouZziti epifluorescenéniho mikroskopu. Fluorescence je popsana
v oddile 11 a je viditelna pfi 200 az 500 nasobném zvétseni.
(Nejlepsi vysledky ziskdte pfi vySetteni sklicek bezprostiedné po
obarveni, avsak Ize je skladovat ve tmé pfi teploté 2—-8°C aZ po
dobu 72 hodin.)

11. INTERPRETACE VYSLEDKU VYSETRENI
11.1. KONTROLY
11.1.1  Sklicko s pozitivni kontrolou

Po obarveni a prohlédnuti popsaném v oddile 10 by sklicko
s pozitivni kontrolou mélo ukazovat burnky s intracelularni
jadernou a/nebo cytoplasmatickou jablkové zelenou fluorescenci
vystupujici proti cervenému pozadi kontrastniho barviva. Pozitivni
kontroly se pouZivaji pro kontrolu Gspé3ného provedeni procesu
obarveni.

Tato sklicka se pfipravuji zkmenu virl parainfluenzy na jednovrstvé
bunééné kultufe a zajistuji dostate¢nou kontrolu nad provedenim
vysSetfeni, nikoliv nad jednotlivymi kroky zpracovani vzorku.



Postup zpracovani vzorku se kontroluje za pouziti pozitivniho
klinického materialu.

11.1.2

Sklicko s negativni kontrolou je nutné pfipravovat z neinfikovanych
intaktnich bunék stejného typu, ktery se pouzivda v bunécné
kultufe pfi izolaci virG parainfluenzy. Tyto burky se pfipravuji
a fixuji zplisobem popsanym v oddile 9.2 a barvi se tak, jak je
popséano v oddile 10. Buriky na sklicku s negativni kontrolou se
barvi ¢ervené Evansovou modfi.

Negativni kontrola

Sklicka pripravend timto zpusobem pouze zajisti dostatecnou
kontrolu provedeni testu, a nikoliv kontrolu jednotlivych krok(
zpracovani vzorkl. Jednotlivé kroky zpracovani vzorku se
kontroluji za pouZiti negativniho klinického materialu.

11.2.  KLINICKE VZORKY
11.2.1 Vzhled bunék infikovanych virem parainfluenzy

EpitelidIni buriky dychacich cest infikované virem parainfluenzy
ukazuji nitrobunéénou, jadernou a/nebo cytoplasmatickou
granularni jablkové zelenou fluorescenci.

Neinfikované buriky se barvi cervené kontrastnim barvenim
Evansovou modfi.

11.2.2

Pozitivni diagndza je stanovena, pokud jedna nebo vice bunék ve
fixovaném a obarveném vzorku prokazuje specifickou fluorescenci
popsanou v oddile 11.2.1 pfi pouZiti ¢inidla IMAGEN Parainfluenza
virus Group nebo jednoho z individudlnich cinidel IMAGEN™
Parainfluenza virus Typ 1, 2 a 3. Vysledek je tfeba interpretovat
jako pozitivni na pfitomnost antigenu virt parainfluenzy.

Interpretace vysledkt

Negativni diagndza se stanovi, kdyZ fixovany obarveny vzorek
nevykazuje fluorescenci pfi dodani ¢inidla IMAGEN Parainfluenza
virus Group ani jednotlivych cinidel IMAGEN Parainfluenza
virus Typ 1, 2 a 3. Vysledek je tfeba interpretovat jako negativni
na pfitomnost antigend viru parainfluenzy s tim, Ze se ¢eka na
vysledek kultivace.

U pFimo obarvenych vzorkd nasofaryngedlniho aspirdtu je
predtim, neZ se stanovi negativni vysledek, nutné vysetfit
nejméné 20 neinfikovanych bunék respira¢niho epitelu. Pokud
na sklicku neni dostateény pocet bunék, prostudujte oddil 11.2.3.

11.2.3

Pokud na sklicku neni pfitomno dostate¢né mnozstvi bunék,
stoci se zbytek klinického vzorku v centrifuze pfi 380g po dobu
10 minut za pokojové teploty (15-30°C). Pfed opakovanym
rozplnénim do jamek se vzorek resuspenduje v mensim objemu
PBS (25uL). Druhou mozZnosti je vyzadat si opakovany odbér
klinického vzorku.

11.3. POTVRZENI A URCENI TYPU BUNECNYCH KULTUR
11.3.1 Vzhled bunék infikovanych virem parainfluenzy

Nedostatecné mnozstvi bunék

Infikované buriky vykazuji intraceluldrni, jadernou a/nebo
cytoplazmatickou jablkové zelenou fluorescenci a vysledek by mél
byt interpretovdn jako pozitivni na parainfluenzu.

Neinfikované buriky se barvi ¢ervené Evansovou modfi a hodnoti
se jako negativni na parainfluenzu.

11.3.2

Pozitivni diagndza je stanovena, pokud jedna nebo vice bunék
ve fixovaném obarveném vzorku ukazuje typicky fluorescenéni
vzorec popsany v oddile 11.3.1 pfi pouZiti Cinidla IMAGEN
Parainfluenza virus Group nebo jednoho z individualnich cinidel

Interpretace vysledkt

IMAGEN Parainfluenza virus Typ 1, 2 a 3. Pfed stanovenim zavéru
negativniho vysledku je tfeba na kazdé jamce na sklicku nalézt
nejméné 50 neinfikovanych bunék z bunécné kultury. Pokud na
sklicku nenfi dostatecny pocet bunék, prostudujte oddil 11.2.3.

11.3.3
Pozitivni a negativni kontroly se Parainfluenza pro stanoveni
pfitomnosti viru parainfluenzy v infikovanych bunéénych
kulturach.

Kontrola jakosti

Dodana sklicka s pozitivni kontrolou slouZi jako vhodna kontrola
pro stanoveni spravného provedeni barvici techniky a reaktivity
¢inidla u bunék infikovanych virem parainfluenzy. Dalsi skli¢ka
s pozitivni kontrolou Ize objednat od spolecnosti Oxoid,
(Kéd S6111).

Cinidla a techniky se také kontroluji za pouZiti negativni kontroly,
coz je ndatér bunék ziskany z neinokulované (neinfikované)
bunécné kultury stejného typu, ktery se pouZivd pro izolaci virQ
parainfluenzy.

V pripadé nedostatecného poctu bunék na sklicku s testovanym
vzorkem nebo negativni kontrolou (méné nez 50) se zbytek
vzorku bunécéné kultury centrifuguje pfi 200g po dobu 10 minut
za pokojové teploty (15-30°C) a resuspenduje v mensim objemu
PBS (pfiblizné 50uL). Poté se 25uL bunécné suspenze umisti do
jednotlivych jamek a postupuje se podle pokynd uvedenych v
oddile 9 a 10.

Pokud se pouiZiji Cinidla IMAGEN Parainfluenza virus Group
soubézné s typizacnimi €inidly a pfi typizaci vyjdou tfi negativni
vysledky poté, co skupinové Cinidla vykazala pozitivni vysledek,
je tfeba pfipravit dalsi bunécné natéry a test zopakovat. Dalsi
moznosti je pasazovani kultury pro amplifikaci mnoZstvi viru a
poctu infikovanych bunék a poté imunofluorescencni vysetreni
zopakovat.

12. OMEZENI VYSETROVACI METODY
12.1.

Pouzijte pouze kapalinu pro pfipravu trvalych
mikroskopickych preparatd dodavanou se soupravou.

12.2. V nékterych pfipadech se jako artefakt imunochemickych
vySetieni objevi nespecifické obarveni v disledku vazby
mezi Fc oblastmi protildtky a antigenem proteinu A,
ktery se vyskytuje v bunécné sténé nékterych kmenu
Staphylococcus  aureus. Cinidla soupravy IMAGEN
Parainfluenza virus jsou upravena tak, aby vazba na
protein A kmene Staphylococcus aureus Cowan 1 byla
snizena. Presto vSak protilatky pouzité v Ccinidle pro
parainfluenza virus typ 1 mohou prokazovat velmi slabou
zktizenou reaktivitu s proteinem A Staphylococcus aureus.
Staphylococcus aureus se muaze v klinickych vzorcich
vyskytovat, a proto mulZe byt inokulovan do bunécné
kultury, kde by jeho replikace méla byt inhibovana
protimikrobnimi latkami.  Staphylococcus aureus se
pod mikroskopem jevi jako tetrddy nebo hroznovité
shluky kokG (kazdy o priméru 1lum) a vyskytuji se
spiSe extracelularné na rozdil od charakteristického
intraceluldarniho  jemnéhoch granuarniho obarveni,
pozorovaného v bunécnych kulturach infikovanych virem
parainfluenzy.

12.3. Vzhled vysledné reakce ovlivni také typ a stav pouzitych
nastroju . Vysledny vzhled se mdze lisit v zavislosti na na
typu pouZitého mikroskopu, na svételném zdroji, stari
z&Fivky, usporadani filtru a jeho tloustce, rozdilu v citlivosti
antigenniho substratu a postupu pouZitého pfi provddéni

testu. Kazdd laboratof by si za pouZiti prislusnych kontrol
meéla stanovit vlastni kriteria pro odecitani vysledkd.

K neodhaleni viru parainfluenzy v bunécné kulture
muze dojit v disledku takovych faktord, jako napfiklad
nespravny odbér vzorku, nesprdvné zpracovani vzorku
a manipulace s nim, selhdnibunééné kultury a tak dale.
Negativni vysledek nevylu¢uje moznost infekce virem
parainfluenzy.

Cinidla IMAGEN Parainfluenza Group i typiza¢ni
¢inidla reaguji s antigenem viru parainfluenzy, ktery je
pfitomen v infikovanych burikach. Pozitivni vysledek
vsak neni ukazatelem Zivotaschopnosti pfitomného viru
parainfluenzy.

12.6. Monoklonalni protilatky pouZité v cinidle IMAGEN
Parainfluenza Group i v typizacnich ¢inidlech jsou vyrobeny
z prototypu kmene parainfluenzy. Tyto protildtky nemusi
odhalit vSechny antigenni varianty nebo nové kmeny viru

parainfluenzy.

Antigenni proménlivost epitopl cilenych monoklonalnimi
protildtkami obsaZenymi v testovaci soupravé IMAGEN
Parainfluenza Group a v typizacni soupravé mize vést ke
vzniku novych antigennich variant, které tyto protildtky
nemuseji rozpoznat.

12.8.

12.9.

Prevalence analytu ovlivni prediktivni hodnotu vysetfeni.

Vzhled fluorescenc¢niho obrazu maze byt rtzny v zavislosti
na typu pouZitého mikroskopu a svételného zdroje.

12.10. Pro prekryti jamky o priméru 6mm se doporuduje pouzit
25uL Cinidla. Mensi objem ¢inidla mGze vést k potizim pfi
prekryti oblasti vzorku, a tim muZe sniZovat senzitivitu
vysetieni.

12.11. VSechna ¢inidla se doddvaji v pevné danych pracovnich
koncentracich. Vysledky vysetfeni mohou byt ovlivnény,
pokud jsou Cinidla dale upravovana jakymkoli zplsobem

nebo pokud nejsou skladovana za doporuéenych podminek.

12.12. Vysledky testu je nutné interpretovat v souladu s
informacemi dostupnymi z epidemiologického vysetreni,
zhodnoceni  klinického stavu pacienta a dalsich

diagnostickych kroku.
13. PREDPOKLADANE HODNOTY
Cetnost izolace viru parainfluenzy se maze odlidovat v zavislosti
na typu pouZitého testu, metodé, ¢ase a misté odbéru vzorku,
jeho zpracovani, skladovéni a transportu. Také zavisi na ¢etnosti
vyskytu viru v populaci, napfiklad na véku, zemépisné poloze a
socioekonomickém postaveni vySetfované populace.

Virus parainfluenzy typ 1, 2 a 3 se vyskytuje po celém svété a je
spojen s infekcemi dychacich cest v mirném, tropickém i arktickém
pdsmu.’® Vétsina infekci se vyskytuje u malych détido 5 let véku, u
kterych ma virus parainfluenzy na svédomi 20% infekci dychacich
cest a 30-40% pfipadu laryngitidy (krupu).t+2

Primérni infekce virem parainfluenzy se objevi u vice nez 90%
malych déti a az u 50% déti mize dojit k symptomatickym
reinfekcim.?

Virus parainfluenzy vykazuje vysokou prevalenci béhem sezdnnich
epidemii infekci dychacich cest. V. mirném klimatickém pasmu je
virus parainfluenzy nejcastéji spojen s epidemiemi v podzimnich
a zimnich mésicich.'*** V nékterych zemich se epidemie virem
parainfluenzy typ 3 objevuji také na jare a v 1été.?

Nejcastéji jsou postizeny déti ve véku od 1 do 5 let. Infekce nebo

reinfekce starSich déti nebo dospélych jsou casto provazeny
mirnéjSimi respiracnimi priznaky.

Virus parainfluenzy byva také identifikovan pfi epidemickém
vyskytu infekci dychacich cest v nemocnicich, obzvlasté na
détskych oddélenich a kolektivnich zafizenich geriatrického
zaméreni, kde je spojovén se zvySenou nemocnosti i Umrtnosti.®

V zimé 1994-1995 byla celkova €etnost vyskytu viru parainfluenzy
v jednom zkusebnim centru pfi hodnoceni virovych izolatd 12,5%
(21/168) pro virus parainfluenzy typ 1, 1,8% (3/168) pro virus
parainfluenzy typ 2 a 14,3% (24/168) pro virus parainfluenzy typ 3.

Tyto hodnoty vsak nejsou reprezentativni pro vyskyt viru
parainfluenzy v obecné populaci, nebot vzorky byly odebrany od
vybrané populace pacientl vySetfovanych pro infekce dychacich
cest.

14. SPECIFICKE FUNKENi CHARAKTERISTIKY METODY

14.1. KLINICKE STUDIE

14.1.1 P¥imé vzorky

Testy IMAGEN Parainfluenza virus Group a test IMAGEN
Parainfluenza virus 1, 2 a 3 Typing byly hodnoceny pro pfimé
pouZiti s nasofaryngedlnich sekretem na tfech pracovistich,
jednom ve Spojenych statech a dvou ve Velké Britanii. Pfimé
vzorky byly odebrany v zimé 1994-1995.

Klinicka studie byla provedena za pouZiti vzork( nasofaryngedlniho
aspiratu od pacientd s podezfenim na virové onemocnéni
dychacich cest. Vzorky byly ziskany a zpracovany podle postupu
uvedeného v oddile 9.1.1. Acetonem fixovand sklicka byla
vySetifena bud okamZité (skladovana pfi teploté 2—-8°C a vysetiena
do 3 dnl) nebo zmrazena a vySetfena pozdéji. Jako standardni
(referencni) metody byly pouZity komeréné dostupné neptrimé
imunofluorescencni testy a virova izolace a identifikace.

Vzorek byl hodnocen jako pozitivni pfi pouZiti ¢inidel IMAGEN
Parainfluenza virus Group nebo IMAGEN Parainfluenza virus typ
1,2 a3, pokud 1 nebo vice bunék respiracniho epitelu prokazovala
typicky vzorec fluorescence, popsany v oddile 11.2.1.

14.1.2

Soupravy IMAGEN Parainfluenza virus Group a IMAGEN
Parainfluenza virus 1, 2 a 3 Typing byly hodnoceny v klinickych
studiich ve ctyfech centrech ve Velké Britanii. Klinické studie
probéhly v obdobi od cervence do fijna 1991. V této dobé byla
celkova cetnost vyskytu viru parainfluenzy v jednom zkusebnim
centru 14,4% (15/104) pro virus parainfluenzy 1 a 8,7% (9/104) pro
virus parainfluenzy 3. Tyto hodnoty v3ak nejsou reprezentativni
pro vyskyt viru parainfluenzy v obecné populaci, nebot vzorky
byly odebrany od vybrané populace pacientll vySetfovanych
pro infekce dychacich cest. Studie byly provedeny na vzorcich
pfipravenych z jednovrstvych bunécnych kultur inokulovanych
klinickymi vzorky ziskanymi od pacient( s podezienim na infekci
virem parainfluenzy. Standardnimi metodami identifikace
viru parainfluenzy byly bud' neutralizacni testy nebo nepfima
imunofluorescence. Cinidla soupravy IMAGEN Parainfluenza
virus byla také vysetfena na zkfizenou reaktivitu proti fadé
mikroorganismd, které se mohou vyskytovat v rutinnich klinickych
vzorcich (viz oddil 14.3).

KLINICKE VYSLEDKY
PFimé vzorky

Potvrzeni kultivaci

14.2.
14.2.1
Testy IMAGEN Parainfluenza virus Group a IMAGEN Parainfluenza

virus typ 1, 2 a 3 byly pouZity pro vysetieni celkem 222 vzorkd od
pacientd s podezienim na virové infekéni onemocnéni dychacich



cest. Na jednom pracovisti na severovychodé Spojenych statl bylo
v zimé 1994-1995 ziskano celkem 184 vzork( détské populace
a vyhodnoceno s cilem stanovit citlivost a specificnost testu.
Vétsina vzork( byla vySetfena soubéiné s izolaci viru a mensi
pocet byl srovnavan s referencni nepfimou imunofluorescenci.
Vysledky z tohoto amerického pracovisté ukazuji tabulky 14.1
a 14.2. Na dvou pracovistich ve Velké Britanii byly hodnoceny
vybrané vzorky se zndmym obsahem viru parainfluenzy s cilem
zvysit pocet pozitivnich vzorkl. Tyto vysledky jsou uvedeny v
tabulkdch 14.3 a 14.4. Vysledky, které srovnévaji pocet vyskytu
pozitivity viru parainfluenzy na vsech pracovistich, jsou uvedeny
v tabulkach 14.5 a 14.6.

IMAGEN Parainfluenza virus Group (Typ 1,2 a 3)

Na jednom americkém pracovisti prokdzal test IMAGEN
Parainfluenza virus Group (Typ 1, 2 a 3) korelaci 97,6% ve srovnani
s virovou bunéc¢nou kulturou a korelaci 98,4% ve srovnani s
referenéni nepfimou imunofluorescenci. Relativni citlivost a
specificnost testll IMAGEN Parainfluenza virus Group (Typ 1, 2 a
3) byla pfi srovnani s virovou izolaci 97,9%, respektive 97,5%. Pfi
srovnani s referencni nepfimou imunofluorescenci byla relativni
citlivost 96,2% a specificnost 99,0%.

IMAGEN Parainfluenza virus Typ 1

Na americkém pracovisti prokazalo ¢inidlo IMAGEN Parainfluenza
virus. Typ 1 pfi srovndni s virovou izolaci a referen¢ni
imunofluorescenci korelaci, citlivost a specificnost 100%.

IMAGEN Parainfluenza virus Typ 2

Na americkém pracovisti prokazalo ¢inidlo IMAGEN Parainfluenza
virus Typ 2 pfi srovndni s virovou izolaci a referencni
imunofluorescenci korelaci, citlivost a specificnost 100%.

IMAGEN Parainfluenza virus Typ 3

Na americkém pracovisti prokazovalo ¢inidlo IMAGEN
Parainfluenza virus Typ 3 pfi srovnani s virovou izolaci korelaci
97,6%, citlivost 91,6% a specificnost 98,6%. PFi srovnani s
referencni imunofluorescenci byla korelace 98,4%, citlivost 75%
a specificnost 99,1%.

Tabulka 14.1 Srovnani  vysledka Cinidel IMAGEN
Parainfluenza virus s virovou izolaci nasofaryngealniho aspiratu
na americkém pracovisti

Cinidla IMAGEN Parainfluenza virus

IMAGEN ¢inidla- Pocet Potet vzorki Citlivost Specifi¢nost
Parainfluenza vysetfenych  pozitivnich
virus vzork( pfi virové
izolaci
Parainfluenza 1 o o
(95% intervaly 168 n 100% (21/21) 100% (147/147)
e (84,0%-100%) (97,51%-100%)
spolehlivosti)
:’;;T':g:;:j 2 168 5 100% (3/3) 100% (165/165)
- R v (29,3%-100%) (97,79%-100%)
spolehlivosti)
Parainfluenza 3 o
(95% intervaly 168 2 92% (22/24) 98,6% (142/144)

(73,0%-98,97%)  (95,08%-99,83%)

spolehlivosti)

Parainfluenza

Group 168 18 97,9(47/48)  97,5% (117/120)
(95% intervaly (89,0% - 99,95%)  (92,89% - 99,48%)
spolehlivosti)

Tabulka 14.2 Srovnani  vysledka Cinidel IMAGEN
Parainfluenza virus s referenéni imunofluorescenci u

nasofaryngealniho aspiratu na americkém pracovisti

Cinidla IMAGEN Parainfluenza virus

IMAGEN Pocet Pocet vzorki Relativni Relativni

Cinidla- vysetfenych pozitivnich citlivost specifi¢nost

Parainfluenza vzorkd pfi referenéni

virus imunofluorescenci

Parainfluenza 1

(95% intervaly 127 2 100% (21/21)  100% (127/127)
. . (84,0%-100%)  (96,59%-100%)

spolehlivosti)

Parainfluenza 2

(95% intervaly 127 1 100% (1/1) 100% (127/127)
N . 2,5%-100% 97,12%-100%,

spolehlivosti)

Parainfluenza 3

(95% intervaly 127 4 75% (3/4) 99,1% (122/123)

spolehlivosti) (19,4%-99,37%) (95,55%-99,98%)

Parainfluenza

Group 127 2% 96,2% (25/26)  99,0% (100/101)

(95% intervaly (80,4% - 99,9%) (94,61% - 99,98%)

spolehlivosti)

Poznamka: Pozor, slovo “relativni” se zde vztahuje ke srovnani
vysledkd vysetfeni s vy$etfenim podobnou metodou. Nelze z toho
tedy vyvozovat Zadné poznatky o pfitomnosti nebo nepfitomnosti
nemoci. Nelze také vyvozovat Zadné zavéry o presnosti metody pfi
predikci nemoci.

Tabulka 14.3 Srovnani vysledku Cinidel IMAGEN
Parainfluenza virus s virovou izolaci nasofaryngedlniho aspiratu
ve dvou britskych centrech

IMAGEN ¢&inidlo Poéet zachyceny Poéet zachyceny % shody
virovou izolaci soupravou IMAGEN
Parainfluenza 1 24 24 100%
Parainfluenza 2 6 5 83,3%
Parainfluenza 3 52 49 94,2%
Parainfluenza Group 82 77 93,9%
Tabulka 14.6 Srovnani  pozitivnich  vysledkt  Einidel

IMAGEN Parainfluenza virus s referencni imunofluorescenci
nasofaryngealniho aspiratu ve viech centrech

IMAGEN ¢inidlo Pocet pozitivnich Pocet zachyceny % shody
vzorku referenéni soupravou
imunofluorescenci IMAGEN

Parainfluenza 1 24 24 100%

Parainfluenza 2 4 4 100%

Parainfluenza 3 34 33 97,0%

Parainfluenza Group 62 59 95,2%

14.2.2  Potvrzeni kultivaci

IMAGEN Parainfluenza virus Group

Vysetfeni pomoci IMAGEN Parainfluenza virus Group (Typy 1, 2
a 3) prokazalo pfi srovnani se standardnimi metodami korelaci
98,3% (Tabulka 14.7). Relativni citlivost vysetfeni byla 98,3% a
relativni specifi¢nost 98,5%.

IMAGEN Parainfluenza virus Typ 1,2a 3

Relativni  citlivost  jednotlivych  typizacnich  Cinidel pro
parainfluenza virus typ 1 byla 96,1%, pro typ 2 byla 100% a pro
typ 3 byla 97,4%. Relativni specifi¢nost jednotlivych typizanich
¢inidel pro parainfluenza virus typ 1 byla 99,3%, pro typ 2 byla
99,7% a pro typ 3 byla 98,4%.

Tabulka 14.7 Srovnani ¢inidel IMAGEN Parainfluenza virus
se standardnimi metodami kultiva¢niho potvrzeni

nejsou reaktivni

Chlamydia pneumoniae

Chlamydia psittaci
Chlamydia trachomatis
Virus vaccinie
Coxsackie virus typ A7
Coxsackie virus typ A9
Coxsackie virus typ B3
Coxsackie virus typ B4
Coxsackie virus typ B5
Cytomegalovirus
Echovirus typ 5
Echovirus typ 11
Echovirus typ 19
Echovirus typ 30
Epstein Barrové virus

Escherichia coli
Foamy virus
Haemophilus influenzae

Izolace viru Pozit Negat Pozit Negat Herpes simplex virus typ 1
IMAGEN ¢inidlo Pozit Negat Negat Pozit IMAGEN Potet  Poget pozitivnich IMAGEN Parainfluenza Herpes simplex virus typ 2
Parainfluenza 1 n=35 3 31 0 1** i yct vzorkii pfi virus - &inidla® Influenza virus A
Parainfluenza 2 n=35 2 32 1% 0 virus ¢inidla vzorki testova’n,l’ . Influenza virus B
Parainfluenza 3 n=35 27 7 1* 0 Sta"‘:a:’d"",m Klebsiella pneumoniae
Parainfluenza Group n=35 30 0 4F*x 1** metodami Relativni Legionella pneumophila
Relativni citlivost  specifi¢nost® Vl:rus SQ"’/']'VCTEI(
* Oba vzorky byly negativni také pfi vysetieni referencéni  Parainfluenza 1 96,1% (49/51) 99,3% (269/271) Virus priusnic
f : % i 4 4 Mycobacterium avium
imunofluorescenci. (95% intervaly 322 51 (86,5% - 99,5%)  (97,4% - 99.9%) 4 )
** Tent Kk byl itivni také pfi otf , £ . spolehlivosti) Mycobacterium
ento vzorek byl pozitivni také pfi vySetfeni referencni o 0= "—= intracellulare
i fl i o 100% (24/24)  99,7% (290/291) ¢
imunofluorescenci. (95% intervaly 315 24 (85,8% . 100%)  (95,1% - 100%) Mycobacterium
*** Dva z téchto vzork( byly negativni také pfi vySetieni referengni ~ spolehlivosti) tuberculosis
imunofluorescenci. f;;i":::‘;s:’ 3 a5 155 97,4% (151/155) 98,4% (187/190)  |Mycoplasma arginini
cpolelivasty) (93,5%-99,3%) (955%-99.7%) | Mycoplasma hominis
Tabulka 14.4 Srovnani vysledkt Cinidel IMAGEN Parainfluenza Mycoplasma hyorhinus
Parainfluenza s referencni imunofluorescenci nasofaryngedlniho  Group 263 229 98,3% (225/229) 98,5% (132/134)  |Mycoplasma orale
aspiratu ve dvou britskych centrech (95% intervaly (95,6% - 99,5%)  (94,7% - 99,8%) Mycoplasma pneumoniae
spolehlivosti) Mycopl salivarium
Referenéni imunofluorescence Pozit Negat Pozit Negat Neisseria cinerea
IMAGEN Cinidlo Pozit  Negat Negat  Porit 2 Vysledky z jednoho ze EtyF zkudebnich center zahrnuji ¢ast ~ Neisseria flavescens
:ara!nguenza ; n= ;z : i? g 8 zmrazen\'/ch vzorkd. ,Nvellsser{a ?or;orrl?oeae
arainfluenza n= Ko o . . leisseria lactamica
Parainfluenza 3 38 % S o o b Cinidla IMAGEN Parainfluenza virus detekovaly dva kmeny Neisseria meningitidis
Parainfluenza Group =38 3 2 2% 0 typu 1ajeden kmen typu 3, které nebyly zachyceny za pouZiti (4 g cgp
standardnich metod. Neisseria mucosa
* U jednoho vzorku bylo nedostate¢né mnozstvi bunék. 14.3. ZKRIZENA REAKTIVITA Neisseria perflava
Neisseria pharyngis

Tabulka 14.5 Srovnani pozitivnich vysledku cinidel IMAGEN
Parainfluenza virus s virovou izolaci nasofaryngealniho aspiratu
ve viech centrech

V tabulce 14.8 jsou uvedeny mikroorganismy, které pfi vysetreni
soupravami IMAGEN Parainfluenza virus Group a IMAGEN
Parainfluenza virus Typ 1, 2 a 3 neprokazovaly zkiizenou reaktivitu.
Studie zkFiZzené reaktivity byly provedeny na sklickovych preparatech
archivovanych kutur nebo cerstvych mikrobialnich izolath.

Tabulka 14.8 Mikroorganismy vysetfené vSemi Cinidly
souprav IMAGEN Parainfluenza virus, se kterymi prokazatelné

Parainfluenza virus 4a
Pneumocystis carinii

Polio virus typ 1

Polio virus typ 2

Polio virus typ 3
Respiracni syncytidini virus
Rhinovirus

Sendai virus

Bunécnd kultura a
kultivacni médium
Bunécnd kultura
Bunécnd kultura
Bunécnd kultura
Bunécnd kultura
Bunécnd kultura
Bunécnd kultura
Bunécnd kultura
Bunécnd kultura
Bunécnd kultura
Bunécnd kultura
Bunécnd kultura
Bunécnd kultura
Bunécnd kultura
KontinudIni bunécnd
kultivacni linie
Kultivacni médium
Bunécnd kultura
Kultivaéni pady a sputum
Bunécnd kultura
Bunécnd kultura
Bunécnd kultura
Bunécnd kultura
Kultivacni médium
Kultivacni médium
Bunécnd kultura
Bunécnd kultura
Kultivacni médium
Kultivacni médium

Kultivacni médium

kultivacni bujén NCTC 10129
kultivaéni bujén NCTC 10111
kultivacni bujén NCTC 10130
kultivaéni bujon NCTC 10112
kultivacni bujon NCTC 10119
kultivacni bujén NCTC 10113
Kultivacni médium
Kultivacni médium
Kultivacni médium
Kultivacni médium
Kultivacni médium

Kultivacni médium
Kultivacni médium
Kultivacni médium
Bunécnd kultura
Klinicky vzorek
Bunécnd kultura
Bunécnd kultura
Bunécnd kultura
Bunécnd kultura
Bunécnd kultura
Bunécnd kultura

Mikroorganismus Zdroj Poéet vySetfenych
vzorkd
Acholeplasma laidlawii kultivacni bujén NCTC 10116 1
Adenovirus typ 1 Bunécnd kultura 9
Adenovirus typ 2 Bunécnd kultura 5
Adenovirus typ 3 Bunéénd kultura 8
Adenovirus typ 4 Bunécnd kultura 3
Adenovirus typ 5 Bunécnd kultura 4
Adenovirus typ 7 Bunécnd kultura 3
Adenovirus typ 10 Bunéénd kultura 1
Adenovirus typ 41 Bunécna kultura 1
Bordetella parapertussis Bunéénd kultura 1
Bordetella pertussis Kultivaéni médium 1
Branhamella catarrhalis | Kultivacni médium 1
Candida albicans Kultivacni médium 1

Po 1 od kaZdého.
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Mikroorganismus Zdroj Pocet vysetienych
vzorki
Streptococcus, skupiny Kultivaéni médium Po 1 od kaZdého.
ABCDFaG
Streptococcus pneumoniae |Sputum 1
Varicella zoster virus Bunécnd kultura 2
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