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Direkter Immunfloreszenztest zum Nachweis von

Parainfluenzavirus 1, 2 und 3.

1. ZWECKBESTIMMUNG

IMAGEN™ Parainfluenza-Virus Testkits sind qualitative, direkte
Immunfluoreszenztests zum Nachweis und zur Differenzierung
von Parainfluenza Viren der Typen 1, 2 und 3 direkt in
nasopharyngealen Absaugpraparaten oder in Zellkulturen. Die
Kits sind in zwei Zusammenstellungen lieferbar:

IMAGEN Parainfluenza Virusgruppe (Typ 1, 2 und 3) Code-
Nr. K6103 zum Nachweis und zur Bestatigung des Vorliegens
von Parainfluenza Virus-Antigenen direkt in nasopharyngealen
Absaugpraparaten und in Zellkulturpraparationen.

IMAGEN Parainfluenza Virustypen 1, 2 und 3 Code-Nr. K6104
zum Nachweis und zur Differenzierung von Antigenen der
Parainfluenza Viren Typ 1, 2 bzw. 3 direkt in nasopharyngealen
Absaugpraparaten und in Zellkulturpraparationen.

Ein nach direkter Farbung nasopharyngealer Aspirate erzieltes
negatives Ergebnis sollte als vorldufig betrachtet werden, bis es
durch eine Kultur bestatigt wurde.

2. ZUSAMMENFASSUNG

Parainfluenza Viren gehoéren zur Gattung Paramyxovirus und
werden zur Familie der Paramyxoviridae gezdhlt.! Zu den 6
bekannten Human Paramyxovirus Spezies gehoren Parainfluenza
Viren Typ 1, 2, 3 und 4 (Subtypen 4a und 4b), Mumps Virus und
Newcastle disease (ND)-Virus. Von den 4 Parainfluenza Virustypen
wurden die Typen 1, 2 und 3 inzwischen als Hauptursachen
akuter Atemwegserkrankungen bei Kleinkindern und Kindern
nachgewiesen.??

Parainfluenza Viren werden durch direkten Kontakt oder
Einatmung der virushaltigen Tropfchen aus den Atemwegen
symptomatischer Patienten (ibertragen. Nasensekrete kénnen
hohe Viruskonzentrationen enthalten. Das Virus vermehrt sich in
den Zylinderzellen des Flimmerepithels der oberen und unteren
Atemwege und verursacht Zellnekrosen und NekrosenabstoRBung.
Die Freisetzung der Viren (,Virus-Shedding”) erfolgt im Zeitraum
von einem Tag vor bis zu 7 Tage nach Auftreten der Symptome.
Bei immungeschwdéchten Patienten kann sie auch anhalten.*>

Parainfluenza Viren Typ 1, 2 und 3 kdnnen zu Infektionen und
Erkrankungen im gesamten Bereich der oberen und unteren
Atemwege flihren. Die meisten Parainfluenza Virusinfektionen
bei Kleinkindern und Kindern manifestieren sich klinisch als akute
Laryngotracheobronchitis (Krupp). Parainfluenza Virusinfektionen
werden aber auch mit Tracheobronchitis, Bronchitis, Pneumonie
und einer Reihe von Symptomen der oberen Atemwege
assoziiert.

In Einzelfdllen konnen Parainfluenza Virusinfektionen bei
Kleinkindern sehr gravierend sein und Obstruktion der Atemwege

und Atembeschwerden verursachen, was bei Patienten mit
vorhandenen Erkrankungen wie zystischer Fibrose oder bei
immungeschwéchten Patienten zu erhohten Erkrankungs und
Sterblichkeitsraten fiihren kann.

In  Kinderkrankenstationen und geriatrischen Abteilungen
wurden Parainfluenza Viren mit Ausbriichen von Infektionen der
Atemwege assoziiert, die ldngere Krankenhausaufenthalte und
erhdhte Erkrankungs und Sterblichkeitsraten zur Folge hatten.®
Eine unverzigliche Diagnose ist fiir die Behandlung der Patienten
und die Uberwachung der Krankheitsausbriiche wichtig.

Die gegenwartig bei der Labordiagnose von Parainfluenza
Virusinfektionen hauptsachlich angewandten Methoden sind
Isolierung und Identifikation in Einschicht Zellkulturen sowie der
direkte Nachweis der Viren in klinischen Proben.

AnschlieRend an die Virusisolierung mittels Zellkulturverfahren
mussen zur Virusidentifikation weitere Verfahren wie
Neutralisationstests, Hamagglutinationshemmtests oder
Elektronenmikroskopie angewandt werden. Diese Verfahren sind
arbeits und zeitaufwendig und erfordern ein gewisses Mal} an
technischer Erfahrung, das in vielen Laboratorien moéglicherweise
nicht vorhanden ist.

In jungster Zeit wurden indirekte Immunfluoreszenztests
beschrieben, bei denen zur Identifikation und Bestatigung von
Parainfluenza Viren in Einschicht Zellkulturen oder direkt in
klinischen Proben polyklonale oder monoklonale Antikérper
eingesetzt werden.”®° Direkte Immunfluoreszenztests, bei denen
Fluorescein markierte monoklonale Antikérper zur Anwendung
gelangen, bieten eine schnellere und spezifische Methode zum
Nachweis von Viren in klinischen Proben oder Zellkulturen.

Die IMAGEN Parainfluenza Virus Testkits sind direkte
Immunfluoreszenztests zum Nachweis und zur Identifikation
von Parainfluenza Viren der Typen 1, 2 und 3 direkt in
nasopharyngealen Absaugpraparaten oder Zellkulturen. In
den Tests gelangen typspezifische monoklonale Antikorper
zur Anwendung, um Parainfluenza Viren der Typen 1, 2 und 3
nachweisen und identifizieren zu kdnnen.

3. TESTPRINZIP

Der IMAGEN Parainfluenza Virus Testkit enthdlt mit
Fluoresceinisothiocyanat  (FITC)  konjugierte  monoklonale
Antikorper, die spezifisch an Parainfluenza Virus Typ 1, 2 oder 3
binden. Diese Reagenzien werden in einem direkten Einschritt
Immunfluoreszenztest eingesetzt. Die Proben werden mit den FITC
konjugierten Reagenzien 15 Minuten inkubiert. AnschlieBend wird
Uberflussiges Reagenz mit phosphatgepufferter Kochsalzlosung
(PBS) abgewaschen. Die gefarbten Flachen werden eingedeckt
und mit einem Epifluoreszenzmikroskop ausgewertet.

Falls Parainfluenza Viren des Typs 1, 2 oder 3 vorliegen, ist bei
infizierten Zellen eine charakteristische, apfelgriine, intrazelluldre
Fluoreszenz zu beobachten, die im Kontrast zur roten
Hintergrundfarbung nichtinfizierter Zellen steht.

Bestatigung

Die Herstellung der in diesen Tests verwendeten monoklonalen
Antikorper erfolgte im Department of Respiratory and Enteric
Viruses, Public Health Services, Centre for Disease Control,
Atlanta, Georgia, USA.
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In-Vitro-Diagnostikum
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5. GELIEFERTE REAGENZIEN

; 50 - Jeder Testkit enthalt ausreichend Reagenzien, um den
Test an 50 Zellkulturpraparationen durchfiihren zu kénnen.

g - Die Haltbarkeit des Testkits ist auf dem &uReren
Verpackungsetikett vermerkt.

5.1. LIEFERUMFANG DER IMAGENTM PARAINFLUENZA-
VIRUS-REAGENZIEN

E:m Gebrauchsanweisung beachten

2 x 3 positive Kontrollobjekttrager mit
Testarealen, die azetonfixierte Nierenzellen
des afrikanischen griinen Affens (Vero-Zellen)
infiziert mit Parainfluenza-Virus Typ 1, 2, bzw.
3 (vom CDC V6-004-Stamm, CDC V7-003-
Stamm bzw. CDCV5-003 Stamm) enthalten.

3mL Eindeckmedium. Das Eindeckmedium

enthalt einen Ausbleich-Hemmer in einer
Glycerinlésung (pH 10,0).

Jeweils eine Flasche folgender Reagenzien:
IMAGEN PARAINFLUENZA-VIRUSGRRUPPEN-REAGENZIEN-
K6103

1.4mL IMAGEN Parainfluenza
Virusgruppenreagenz (Typ 1, 2 und 3).
Das Reagenz enthalt eine Mischung aus
3 gereinigten, murinen, monoklonalen
Antikérpern, die spezifisch fir Parainfluenza
Viren der Typen 1, 2 und 3, mit FITC
konjugiert und in einer proteinstabilisierten
phosphatgepufferten Kochsalzlésung
verdinnt sind, die Evans Blau als
Gegenfarbemittel enthalt. Die monoklonalen
Antikorper reagieren mit dem Parainfluenza
1 F-Protein, Parainfluenza 2 Hamagglutinin-
Protein bzw. Parainfluenza 3 Hamagglutinin-
Protein.

ODER

IMAGEN PARAINFLUENZA VIRUSTYPEN REAGENZIEN FUR

DIE TYPEN 1,2 UND 3 - K6104

1,4mL IMAGEN Parainfluenza Virus Typ 1
Reagenz. Das Reagenz besteht aus einem
gereinigten, murinen, monoklonalen
Antikorper, der spezifisch fur Parainfluenza

Virus Typ 1 (reagiert mit dem Parainfluenza
1 F-Protein), mit FITC konjugiert und in einer
proteinstabilisierten phosphatgepufferten
Kochsalzlésung verdiinnt ist, die Evans Blau
als Gegenfarbemittel enthalt.

1,4mL IMAGEN Parainfluenza Virus
Typ 2 Reagenz. Das Reagenz besteht
aus einem gereinigten, murinen,
monoklonalen Antikorper, der spezifisch
fur Parainfluenza Virus Typ 2 (reagiert
mit dem Parainfluenza 2 Hamagglutinin
Protein), mit FITC konjugiert und in einer
proteinstabilisierten phosphatgepufferten
Kochsalzlésung verdiinnt ist, die Evans Blau
als Gegenfarbemittel enthalt.

1,4mL IMAGEN Parainfluenza Virus Typ 3
Reagenz. Das Reagenz besteht aus einem
gereinigten, murinen, monoklonalen
Antikorper, der spezifisch fur Parainfluenza
Virus Typ 3 (reagiert mit dem Parainfluenza
3 Hamagglutinin Protein), mit FITC
konjugiert und in einer proteinstabilisierten
phosphatgepufferten Kochsalzlésung verdiinnt
ist, die Evans Blau als Gegenfarbemittel enthalt.
VORBEREITUNG,LAGERUNGUNDWIEDERVERWENDUNG
DER TESTKIT-KOMPONENTEN

Um eine optimale Leistungsfahigkeit der Testkits sicherzustellen,
sollte fiir die Lagerung aller unverwendeten Testkit-Komponenten
folgende Hinweise beachtet werden.

5.3. POSITIVE KONTROLLOBJEKTTRAGER -
Die positiven Kontrollobjekttrager werden einzeln versiegelt
in mit Stickstoff gefillten Folienhillen geliefert. Unbenutzte
Objekttrager bei 2-8°C aufbewahren. Die Objekttrager sollten vor
dem Offnen 5 Minuten bei Raumtemperatur (15-30°C) in ihrer
Folienhdlle belassen werden.

5.2.

Den Objekttrager unmittelbar nach dem Offnen anfirben.

5.4.  EINDECKMEDIUM - [MOUNTING FLUD]
Gebrauchsfertig. Unbenutztes Eindeckmedium bei 2-8°C

aufbewahren. Das Eindeckmedium sollte vor Gebrauch 5 Minuten
bei Raumtemperatur (15-30°C) belassen werden.

5.5. GRUPPENREAGENZIEN UND VIRUSTYPENREAGENZIEN
FUR DIE TYPEN 1, 2 und 3 - [REAGENT G|/[REAGENT 1]/[REAGENT 2
/[RERGERT3)

Gebrauchsfertig. Unbenutzte Reagenzien bei 2-8°C aufbewahren.

Die Reagenzien sollten vor Gebrauch 5 Minuten bei
Raumtemperatur (15-30°C) belassen werden.
6. ZUSATZLICH BENOTIGTE REAGENZIEN UND

ERFORDERLICHES ZUBEHOR
6.1. REAGENZIEN
Frisches Azeton (zur Fixierung).

Phosphatgepufferte Kochsalzlésung (PBS) pH 7,5 zum Waschen
der gefarbten Proben und zur Probenvorbereitung.

6.2. ZUBEHOR

Die folgenden Produkte sind fur den Einsatz in Verbindung mit
K6103 und K6104 bestimmt. Nahere Information dazu erhalten
Sie von lhrer zustandigen lhrem Handler.



Teflonbeschichtete Mikroskop Objekttrager aus Glas mit jeweils
einem Testareal von 6 mm Durchmesser (100 Objekttrager pro
Behalter) sind bei der zustandigen Handler erhéltlich (Code Nr.
S6114).

Positive Kontrollobjekttrager (Code Nr. S6111).

7. _GERATE
Folgende Gerate sind erforderlich:

Prazisionspipette und Einweg-Pipettenspitzen, 25uL.
Waschtrog.

Deckglaser Eindecken eines Testareals mit 6mm

Durchmesser.

zum

Nicht fluoreszierendes Immersionsél.

EpifluoreszenzmikroskopmiteinemFiltersystemfiir FITC(maximale
Erregerwellenldnge 490nm, mittlere Emissionswellenlange
520nm) und 200 500fache VergroRerung.

Inkubator fir 37°C.
Niedertourige Zentrifuge.

Fur direkte Absaugproben
Schleimabsauger.

Zum Zellkulturnachweis
Sterile Tupfer, Virus-Transportmedium (VTM), einen geeigneten
Sammel-, Transport- und Kulturbehélter fir Parainfluenza-Viren.

Nahere Hinweise Uber den Einsatz eines geeigneten VTM
finden Sie unter Abschnitt 13 in Referenz 13 (erhaltlich bei lhrer
zustandigen Oxoid-Niederlassung)

Zur Kultur und Isolierung von Parainfluenza Viren geeignete
Zellkulturlinien.

Ein negativer Kontrollobjekttrager, vorbereitet aus nicht
infizierten, intakten Zellen des Typs, der fur die Kultur und
Isolierung von Parainfluenza Viren verwendet wird. Die Zellen
sollten wie in Abschnitt 9.1 beschrieben vorbereitet und fixiert
und wie in Abschnitt 8 beschrieben gefarbt werden.

8. VORSICHTSMASSNAHMEN

wird, sollte die Haut doch mit Wasser abgesptilt werden,
falls es zu Kontakt kommt.

Essen, Trinken, Rauchen, Aufbewahren und Zubereiten
von Speisen sowie Schminken sind im bezeichneten
Arbeitsbereich (Labor) verboten.

Reagenzien dirfen nicht mit dem Mund pipettiert
werden.

8.1.6

8.1.7 Beim Hantieren mit klinischen Proben und infizierten
Zellen immer Einweghandschuhe tragen und nach
dem Umgang mit infektiésen Stoffen immer die Hande
waschen.
Alle klinischen Proben entsprechend den ortlich
geltenden Vorschriften entsorgen.
DasSicherheitsdatenblattkannaufAnfrageprofessionellen
Benutzern zur Verfligung gestellt werden.

TECHNISCHE VORSICHTSMASSNAHMEN
Die Testkit-Komponenten diirfen nach Ablauf des auf
den Etiketten vermerkten Verfallsdatums nicht mehr
verwendetwerden. Keine Reagenzienvonverschiedenen
Chargen mischen oder austauschen.
Die Reagenzien werden in festgelegten
Arbeitskonzentrationen geliefert. Der Testerfolg kann
beeintrachtigt werden, wenn die Reagenzien verdndert
oder unter anderen Bedingungen als den in Abschnitt 5
genannten aufbewahrt werden.
Typisierungs Reagenzien dirfen nicht gepoolt oder
zusammen auf demselben Testareal eines Objekttragers
verwendet werden, da sonst die Leistungsfahigkeit des
Tests nachteilig beeinfluBt werden kénnte.
Frische phosphatgepufferte Kochsalzlésung (PBS) am
Tag der Verwendung der Reagenzien nach Bedarf
zubereiten.

8.1.8
8.1.9

8.2.
8.2.1

FUr den Waschvorgang mufR PBS verwendet werden.
Andere Waschlosungen wie etwa Leitungs- oder
destilliertes Wasser gefahrden die Testergebnisse.

8.2.6 Mikrobielle Kontamination der Reagenzien vermeiden.
8.2.7 Die Reagenzien diirfen nicht eingefroren werden.

9. GEWINNUNG UND VORBEREITUNG DER PROBEN

IVD| - In-vitro-Diagnostikum. Personen, die Tests mit diesem
Produkt durchfiihren, missen in die Durchflihrung eingewiesen
sein und Uber entsprechende Laborerfahrung verfiigen.

8.1.  SICHERHEITSMASSNAHMEN

8.1.1 IMAGEN Parainfluenza Virus Testreagenzien enthalten
<0.1% Natriumazid. Natriumazid ist ein Gift, das mit
Blei und Kupferleitungen reagieren und zur Bildung
von hochexplosiven Metallaziden fiihren kann. Nach
der Entsorgung der azidhaltigen Materialien immer mit
reichlich Wasser nachspiilen.

Parainfluenza Viren auf den Kontrollobjekttragern haben
sich in Zellkulturen nachweislich als nicht infektios
erwiesen; trotzdem sind sie als potentiell infektiés zu
handhaben und zu entsorgen.

Das Reagenz enthdlt Evans-Blau. Obwohl die
Konzentration unter der Menge liegt, die als karzinogen
klassifiziert ist, sollte Hautkontakt vermieden werden.
Bei Verwendung des Eindeckmediums muss vorsichtig
vorgegangen werden, da es ein bekanntes Hautreizmittel
enthdlt. Obwohl es momentan unter der Konzentration
liegt, laut der das Produkt als Hautreizmittel eingestuft

Gewinnung und Vorbereitung der Proben sind bei der
Diagnose von Parainfluenza Viren mittels Zellkultur Methoden
von grundlegender Bedeutung. Die Proben muissen vom
Infektionsgebiet und wahrend des Hohepunkts des Virus-Shedding
gewonnen werden, so dass sie moglichst viel infiziertes Material
enthalten. Die geeignetste Testprobe ist nasopharyngeales
Absaugsekret (NPA), in dem sich maoglichst viele Atemwegs
Epithelzellen befinden.

9.1. KLINISCHE PROBEN
9.1.1 Nasopharyngeale Aspirate und Sekrete
Sammlung

Sammeln Sie die Proben aus der nasopharyngealen Region in
einem Schleimabsauger - durch eine Absaugsonde der GroRe 8.
Der Schleimabsauger- und die Sonde sollten auf einer Temperatur
von 2-8°C gehalten werden und so schnell wie moglich zur
Weiterverarbeitung in ein Labor gebracht werden.

Zell-Separation

Fallsnotigfligen Sievor derZentrifugation 2mLphosphatgepufferte
Kochsalzlésung (PBS) zur Probe hinzu, um die Viskositat zu
reduzieren und den Schleim zu verdlnnen. Zentrifugieren Sie
den Schleimabsauger bei Raumtemperatur (15-30°C) 10 min bei

380g. Nehmen Sie den Uberstand ab, dieser kann fiir Zellkultur
verwendet werden. Resuspendieren Sie die pelletierten Zellen
in 2mL PBS, und pipettieren Sie die Zellen vorsichtig mit einer
weiten Pipette auf und ab oder vortexen sie sehr vorsichtig, bis
der Schleim zerféllt und zelluldares Material freigesetzt wird.

Vermeiden Sie heftiges Pipettieren, damit die Zellen nicht
beschéddigt werden. Sobald eine glatte Zellsuspension vorliegt,
fligen Sie nach Bedarf mehr PBS hinzu, und pipettieren oder
vortexen Sie anschlieBend, um die Zellen weiter zu waschen.
Entfernen und entsorgen Sie sichtbare noch vorhandene Mucus-
Reste. Uberschiissiger Mucus muR entfernt werden, da er eine
angemessene Durchdringung durch das Reagens behindert und
unspezifische Fluoreszenz-Signale verursachen kann.

Wenn alles Sekret in der Absaugsonde verblieben ist und den
Schleimabsauger nicht mehr erreicht, spiilen Sie das Sekret mit PBS
aus der Sonde. Dazu setzen Sie am besten eine Pasteurpipette auf
das Ende der Sonde, das mit dem Schleimabsauger verbunden ist.

Vorbereitung der Objekttrager

Sobald die Zellen als Einzelzellen vorliegen, zentrifugieren Sie
die Zellsuspension bei Raumtemperatur (15-30°C) 10 min.
bei 380g und entsorgen den Uberstand. Resuspendieren Sie
das Zellsediment gerade in soviel PBS, um evtl. verbliebenen
Mucus zu verdinnen und gleichzeitig eine hohe Zelldichte
aufrechtzuerhalten. Pipettieren Sie 25ul des resuspendierten
Zellsediments auf ein Testareal von 6mm Durchmesser eines
Teflon-beschichteten Mikroskop-Objekttragers aus Glas.

Ein Testareal wird fiir den IMAGEN Parainfluenza-Virusgruppentest
(Typ 1, 2 und 3) (Code-Nr. K6103) benétigt. Drei weitere Testareale
dienen der Differenzierung von Parainfluenza-Viren mit dem
IMAGENTM Parainfluenza-Virustypen-Testkit (fir Typ 1, 2 und 3)
(Code-Nr. K6104).

Lassen Sie die Probe langsam bei Raumtemperatur (15-30°C)
lufttrocknen, und fixieren Sie sie dann in frischem Azeton bei
Raumtemperatur (15-30°C) 10 min. lang. Wird die Probe nicht
sofort gefarbt, sollte sie bis zum Gebrauch bei =70°C aufbewahrt
werden. Gelagerte Objekttrager sollten innerhalb von zwei
Wochen nach der Prédparation getestet werden, da sich der
Zustand des Objektes mit der Zeit verschlechtern kann.

9.2. NACHWEIS IN DER ZELLKULTUR TYPISIERUNG
Inokulation von Zellkulturen

Zur Diagnose von Parainfluenza Virus Infektionen gewonnene
Proben missen in Zelllinien inokuliert werden, die in
Laboratorien routinemaRig zur Anwendung gelangen. Die
Zellkulturen missen regelmaBig auf die Entwicklung eines
zytopathischen Effekts (CPE) untersucht und in regelmaRigen
Zeitabstdnden Hamadsorptionstests unterzogen werden. Alle im
Hamadsorptionstest positiven Kulturen oder alle Zellkulturen, die
einen CPE aufweisen, kdnnen abgeerntet und auf das Vorliegen
von Parainfluenza Viren getestet werden.

Vorbereitung der Objekttrager

Die Zellschicht mit einer sterilen Pipette in das Kulturmedium
schaben. Die Zellen 10 Minuten bei 200g und Raumtemperatur
(15-30°C) zentrifugieren und den Uberstand entsorgen.

Die Zellen durch Resuspension des Zellsediments in PBS waschen
und die Zentrifugation wiederholen. Den Uberstand entsorgen
und das Zellsediment in einer kleinen Menge (75 100uL pro
Kulturréhrchen) frischer PBS resuspendieren, um eine hohe
Zelldichte beizubehalten.

Je 25uL der Zellsuspension auf die einzelnen Testareale der
Objekttrager geben.

Fur den IMAGEN Parainfluenza Virusgruppentest (Typ 1, 2 und 3)
(Code-Nr. K6103) wird ein Testareal benotigt.

Fur den IMAGEN Parainfluenza Virustypentest (Typl, 2 und 3)
(Code-Nr. K6014) werden drei Testareale benotigt.

Bei Raumtemperatur (15-30°C) grindlich an der Luft trocknen
lassen und in frischem Azeton 10 Minuten bei Raumtemperatur
(15-30°C) fixieren. Wird die Probe nicht sofort angefarbt, ist
sie Uber Nacht bei 4°C aufzubewahren oder, falls eine langere
Aufbewahrung vorgesehen ist, bei —20°C einzufrieren. Gelagerte
Objekttrager sollten innerhalb von zwei Wochen nach der
Préparation getestet werden, da sich der Zustand des Objektes
mit der Zeit verschlechtern kann.

10. TESTVERFAHREN

VOR DURCHFUHRUNG DES TESTVERFAHRENS  SIND
DIE IN ABSCHNITT 8.2 AUFGEFUHRTEN TECHNISCHEN
VORSICHTSMASSNAHMEN ZU BEACHTEN.

DasTestverfahrenfiirden IMAGEN Parainfluenza Virusgruppentest
(Code-Nr. K6103) ist in Abschnitt 10.1 beschrieben und das fir
den IMAGEN Parainfluenza Virustypentest (Typ 1, 2 und 3) (Code-
Nr. K6104) in Abschnitt 10.2.

10.1.

10.1.1
25uL Reagenz G zu der fixierten Zellpraparation (siehe Abschnitt
9.1), einem positiven Kontrollobjekttrager und einem negativen

Kontrollobjekttrager geben und sicherstellen, dass das Reagenz
die gesamte Testflache bedeckt.

IMAGEN PARAINFLUENZA VIRUSGRUPPENTEST - K6103
Zugabe des Reagenz

10.1.2

Die Objekttrager 15 Minuten bei 37°C in einer feuchten Kammer
inkubieren. Das Reagenz darf nicht auf der Probe eintrocknen, da
dies eine unspezifische Farbung verursachen kann.

10.1.3 Waschen des Objekttragers

Uberschiissiges Reagenz mit phosphatgepufferter Kochsalzlésung
(PBS), abwaschen und den Objekttrdger in einem Schuttelbad,
das PBS enthdlt, 5 Minuten vorsichtig waschen. PBS vom
Objekttrager abflieBen lassen und bei Raumtemperatur (15-30°C)
lufttrocknen.

Erste Inkubation

10.1.4

Einen Tropfen Eindeckmedium in die Mitte jedes Testareals geben
und mit einem Deckglas eindecken; sicherstellen, dass dabei
keine Luftblasen entstehen.

Zugabe von Eindeckmedium

10.1.5 Ablesen des Objekttragers

Die gesamte Testflache, auf der sich die gefarbte Probe befindet,
mit einem Epifluoreszenzmikroskop untersuchen. Wie in Abschnitt
11 beschrieben, sollte die Fluoreszenz bei 200-500facher
VergroRerung sichtbar sein. (Die besten Ergebnisse erzielt man,
wenn die Proben unmittelbar nach dem Anfarben abgelesen
werden; Proben kénnen aber auch bis zu 72 Stunden bei 2-8°Cim
Dunkeln aufbewahrt werden.)

10.2. IMAGEN PARAINFLUENZA VIRUSTYPEN 1, 2 UND 3 -
K6104

10.2.1 Zugabe der Reagenzien

25uL Reagenz 1 auf das erste Testareal, 25uL Reagenz 2 auf das
zweite Testareal und 25uL Reagenz 3 auf das dritte Testareal zu



den fixierten Zellpréaparationen (siehe Abschnitt 9.1) und auf
den positiven und einen negativen Kontrollobjekttrager geben.
Sicherstellen, dass die Reagenzien die gesamte Testflache
bedecken.

10.2.2

Die Objekttrager 15 Minuten bei 37°C in einer feuchten Kammer
inkubieren. Das Reagenz darf nicht auf der Probe eintrocknen, da
dies eine unspezifische Farbung verursachen kann.

Erste Inkubation

10.2.3 Waschen des Objekttragers

Uberschiissiges Reagenz mit phosphatgepufferter Kochsalzlésung
(PBS) abwaschen und den Objekttrdger in einem Schuttelbad,
das PBS enthdlt, finf Minuten vorsichtig waschen. PBS vom
Objekttrager abflieRen lassen und bei Raumtemperatur (15-30°C)
lufttrocknen.

10.2.4 Zugabe von Eindeckmedium

Einen Tropfen Eindeckmedium in die Mitte jedes Testareals geben
und mit einem Deckglas eindecken; sicherstellen, dass dabei
keine Luftblasen entstehen.

10.2.5 Ablesen des Objekttragers

Die gesamte Testflache, auf der sich die gefarbte Probe befindet,
mit einem Epifluoreszenzmikroskop untersuchen. Wie in Abschnitt
11 beschrieben, sollte die Fluoreszenz bei 200-500facher
VergroRerung sichtbar sein. (Die besten Ergebnisse erzielt man,
wenn die Proben unmittelbar nach dem Anfirben abgelesen
werden; Proben kdnnen aber auch bis zu 72 Stunden bei 2-8°Cim
Dunkeln aufbewahrt werden.)

INTERPRETATION DER TESTERGEBNISSE

KONTROLLEN
Positiver Kontrollobjekttrager

11.
11.1.
11.1.1
Beim positiven Kontrollobjekttrager, der gemaR Abschnitt 10
angefarbt wurde, sollten Zellen mit intrazelluldrer, nukledrer und/
oder zytoplasmatischer apfelgriiner Fluoreszenz sichtbar werden,
die im Kontrast zum Hintergrund rot gegengefarbten Materials
stehen.

Die positiven Kontrollobjekttrager missen verwendet werden,
um zu Uberprifen, ob das Farbeverfahren ordnungsgemafR
durchgefiihrt wurde.

Diese Objekttrager wurden mit Parainfluenzavirus-infizierten
Einschicht-Zellkulturen prépariert und dienen ausschlieBlich der
Kontrolle des Testverfahrens, nicht der Probenverarbeitung. Die
Aufarbeitung der Proben sollte anhand von bekannt positivem
klinischem Material tberprift werden.

11.1.2 Negative Kontrolle

Negative Kontrollobjekttrdger mussen aus nicht infizierten,
intakten Zellen des Typs, der zur Kultur und Isolierung von
Parainfluenza Viren verwendet wird, vorbereitet werden. Wenn
die Zellen wie in Abschnitt 9.2 beschrieben préapariert und fixiert
und gemdaR Abschnitt 10 angefarbt und untersucht wurden,
sind die Zellen auf dem negativen Kontrollobjekttrager bei
Gegenfarbung mit Evans Blau rot gefarbt.

Auf diese Weise hergestellte Objekttrager dienen ausschlieRlich
der Kontrolle des Testverfahrens, nicht der Probenverarbeitung.
Die Aufarbeitung der Proben sollte anhand von bekannt negativem
klinischem Material Gberprift werden.

11.2.
11.2.1
Bei Parainfluenza-Virus-infizierten  Respirationsepithelzellen

wird eine apfelgrine intrazelluldre, nukledre und/oder
zytoplasmatische granuldre Fluoreszenz sichtbar.

KLINISCHE PROBEN
Erscheinungsbild Parainfluenza-Virus infizierter Zellen

Nicht infizierte Zellen sind bei Gegenfarbung mit Evans Blau rot
gefarbt.

11.2.2

Eine positive Diagnose liegt dann vor, wenn eine oder mehrere
Zellen der fixierten angefdrbten Probe mit dem IMAGEN
Parainfluenza Virusgruppenreagenz oder mit einem der einzelnen
IMAGEN Parainfluenza Virustypenreagenzien (Typ 1, 2 oder 3) die
in Abschnitt 11.2.1 beschriebene typische Fluoreszenz aufweisen.

Interpretation der Ergebnisse

Hingegen liegt eine negative Diagnose vor, wenn die fixierte,
angefarbte Probe weder mit dem IMAGEN Parainfluenza
Virusgruppenreagenz noch mit einem der einzelnen IMAGEN
Parainfluenza Virustypenreagenzien (Typ 1, 2 oder 3) eine positive
Fluoreszenz aufweist.

Fur Proben direkt gefabter nasopharyngealer Aspirate gilt, dass
mindestens 20 nicht infizierte Respirationsepithelzellen sichtbar
sein missen, bevor ein Ergebnis als negativ dokumentiert wird
(Siehe Abschnitt 11.2.3, Unzureichende Zelldichte).

11.2.3

Sind auf dem Objekttrager nicht gentigend Zellen vorhanden,
muss der Rest der klinischen Probe bei 380g 10 Minuten lang bei
Raumtemperatur (15-30°C) noch einmal zentrifugiert werden.
Resuspendieren Sie die Zellen anschlieBend in wengier PBS und
verteilen Sie dann erneut je 25uL Loésung auf den Testarealen.
Alternativ kann eine neue klinische Probe angefordert werden.

11.3. NACHWEIS IN DER ZELLKULTUR UND TYPISIERUNG
11.3.1 Erscheinungsbild Parainfluenza Virus-infizierter Zellen

Bei infizierten Zellen wird eine intrazelluldre, nukledre und/oder
zytoplasmatische apfelgriine Fluoreszenz sichtbar. Diese Zellen
sollten als positive Parainfluenzadiagnose gewertet werden.

Unzureichende Zelldichte

Nicht infizierte Zellen sind bei Gegenfarbung mit Evans-Blau rot
gefarbt und sollten als negativ diagnostiziert werden.

11.3.2

Eine positive Diagnose liegt dann vor, wenn eine oder mehrere
Zellen der fixierten, angefarbten Probe mit dem IMAGEN
Parainfluenza Virusgruppenreagenz oder mit einem der einzelnen
IMAGEN Parainfluenza Virustypenreagenzien (Typ 1, 2 oder 3) die
in Abschnitt 11.3.1 beschriebene typische Fluoreszenz aufweisen.

Interpretation der Ergebnisse

Mindestens 50 nicht infizierte Zellen der getesteten Zellkultur
mussen auf jedem Objekttrager sichtbar sein, bevor ein negatives
Ergebnis diagnostiziert werden kann. Siehe Abschnitt 11.2.3,
Unzureichende Zelldichte.

11.3.3

Positive und negativen Kontrollen sollten jedes Mal gefarbt und
untersucht werden, wenn IMAGEN Parainfluenza Reagenzien
verwendet werden, um infizierte Zellkulturen auf Parainfluenza
zu untersuchen.

Qualitatskontrolle

Die gelieferten positiven Kontrollobjekttrager dienen als geeignete
Kontrollen, um die korrekte Funktion der Farbeverfahren und die
Reaktivitat der Reagenzien mit Parainfluenza Virus infizierten
Zellen zu ermitteln. Zusatzliche positive Kontrollobjekttrager sind
bei Oxoid (Code-Nr. S6111) erhaltlich.

Reagenzien und Verfahren sollten auBerdem anhand eines
negativen Kontrollzellausstrichs aus einer nicht inokulierten
(nicht infizierten) Zellkultur des Typs kontrolliert werden, der zur
Isolierung von Parainfluenza Viren verwendet wird.

Falls die auf dem Testareal des Objekttrdgers oder des negativen
Kontrollobjekttragers befindliche Praparation zu wenig Zellen
aufweist (weniger als 50), wird der Rest der Zellkulturprobe 10
Minuten bei 200g und Raumtemperatur (15 30°C ) zentrifugiert
und in einer kleineren Menge (ca. 50uL) PBS resuspendiert. 25uL
der Zellsuspension wie in den Abschnitten 9 und 10 beschrieben
auf die einzelnen Testareale geben und verarbeiten.

Wenn sowohl die IMAGEN Parainfluenza Virusgruppen und
Virustypenreagenzien verwendet werden und mit den drei
einzelnen Typenreagenzien ein negatives Ergebnis entsteht,
wahrend das Ergebnis mit dem Gruppenreagenz positiv war,
sollten zusatzliche Zellabstriche vorbereitet und der Test
wiederholt werden.

Eine andere Moglichkeit besteht darin, eine Kulturpassage
durchzufiihren, um die Virusmenge und die Anzahl der infizierten
Zellen zu vergroBern, bevor der Immunofluoreszenztest
wiederholt wird.

12. GRENZEN DER METHODE
12.1.

Verwenden Sie  ausschlieBlich das

Eindeckmedium.

gelieferte

12.2. Bei immunchemischen Tests kommt es aufgrund von
Bindungen zwischen den Fc Regionen der Antikérper
und Protein A Antigen, das in den Zellwdnden einiger
Stamme von Staphylococcus aureus vorliegt, manchmal
zu unspezifischen Farbungen. Die IMAGEN Parainfluenza
Virus Testreagenzien wurden modifiziert, um die Bindung
an das Protein A des Cowan 1 Stammes von Staphylococcus
aureus zu reduzieren. Der im Parainfluenza Virustyp 1
Reagenz verwendete Antikdrper kann allerdings eine sehr
schwache Kreuzreaktion mit Protein A von Staphylococcus
aureus zeigen.

Staphylococcus aureus kann in klinischen Proben vorhanden
sein und somit in eine Zellkultur inokuliert werden, wo
seine Replikation durch antimikrobielle Mittel gehemmt
werden muss. Staphylococcus aureus tritt stets in Form von
Tetraden oder traubenartigen Kokkengruppen (mit einem
Einzeldurchmesser von ca. 1um) und eher extrazellular
auf, im Gegensatz zu der charakteristischen intrazelluldren,
feingranuldren Farbung, die bei einer mit Parainfluenza
Viren infizierten Zellkultur zu beobachten ist.

Art und Zustand der benutzten Instrumente beeinflussen
das optische Erscheinungsbild des Ergebnisses. Die
Intensitat der Fluoreszenz kann, abhangig vom Typ
des Mikroskops, der benutzten Lichtquelle, Alter der
Gluhlampe sowie Filterzusammenstellung und —dicke,
Unterschiede in der Sensititvitdt des Antigensubstrats
oder des verwendeten Testverfahrens unterschiedlich
sein. Jedes Labor muss daher seine eigenen Kriterien
fur die Auswertung der Testergebnisse unter Einsatz
geeigneter Kontrollen festlegen.

Falls in der Zellkultur keine Parainfluenza Viren
nachgewiesen werden koénnen, kann das die Folge
verschiedener Faktoren wie unsachgemafer
Probengewinnung und/oder Handhabung der Proben
oder Versagen der Zellkultur etc. sein. Ein negatives

12.4.

Ergebnis schlieft die Mdoglichkeit einer Parainfluenza
Virusinfektion nicht aus.

Sowohl die IMAGEN Parainfluenza-Gruppenreagenzien
als auch die und IMAGEN Parainfluenza-
Typisierungsreagenzien erkennen in infizierten Zellen
vorhandene Parainfluenza-Virus-Antigene. Ein positives
Ergebnis erlaubt jedoch keine Aussage uber die
“Lebensfahigkeit” der vorhandenen Parainfluenza-Viren.

Die in den IMAGEN Parainfluenza-Gruppen- und
Typisierungsreagenzien  enthaltenen  monoklonalen
Antikérper wurden gegen Prototypen von Parainfluenza-
Virusstimmen entwickelt. Moglicherweise werden
jedoch nicht alle antigenen Varianten oder neue Stimme
von Parainfluenza-Viren erkannt.

12.7. Antigene Variationen der Epitope, die von den im Kit
enthaltenen monoklonalen Antikérpern erkannt werden,
kénnen zu neuen antigenen Varianten fiihren, die nicht

mehr von den Antikérpern erkannt werden.

12.8. Die Vorhersagewerte der Testergebnisse werden durch

die Pravalenz der zu analysierenden Proben beeinflusst.

12.9. Das Erscheinungsbild der Fluoreszenz kann je nach
Mikroskoptyp und verwendeter Lichtquelle variieren.
12.10. Es wird empfohlen, zum Bedecken eines 6 mm-

Durchmessers des Testareals 25 pL Reagenz zu verwenden.
Eine Reduzierung dieser Menge kann zu Schwierigkeiten
beim Bedecken der Probenflaiche und damit zu einer
verringerten Sensitivitat fihren.

Alle Reagenzien werden in festgelegten
Arbeitskonzentrationen geliefert. Der Testerfolg kann
beeintrachtigt werden, wenn die Reagenzien verandert
oder unter anderen Bedingungen als den empfohlenen
aufbewahrt werden.

12.11.

12.12. Die Testergebnisse sollten in Verbindung mit den
verfigbaren Informationen aus epidemiologischen
Studien, der klinischen Bewertung des Patienten und

anderen diagnostischen Verfahren interpretiert werden.

13. SOLLWERTE

Die Isolationsrate von Parainfluenza-Viren kann, abhangig vom
Typ des verwendeten Tests, von Methode, Zeitpunkt und Ort der
Probengewinnung, Handhabung, Aufbewahrung und Transport
der Proben, variieren. AuRerdem ist sie von Pradvalenzraten in
den Populationen sowie von Alter, geographischer Lage und
soziobkonomischem Status der getesteten Population abhdngig.

Parainfluenza Viren der Typen 1, 2 und 3 herrschen in der ganzen
Welt vor und werden in gemaRigten, tropischen und arktischen
Klimazonen mit Atemwegsinfektionen assoziiert.’ Die meisten
Infektionen treten bei Kleinkindern unter 5 Jahren auf, bei denen
die Parainfluenza Viren fiir 20% der Atemwegsinfektionen und fiir
30-40% der Félle von Krupp verantwortlich sind.**?

Mehr als 90% der Kleinkinder machen eine Primarinfektion mit
einem Parainfluenza Virus durch, und bei bis zu 50% konnen
symptomatische Reinfektionen auftreten.?

Parainfluenza Viren weisen wahrend saisonal bedingten
Ausbriichen von Atemwegsinfektionen hohe Pravalenzraten auf.
In gemaRigten Klimazonen werden Parainfluenza Viren meist mit
Ausbriichen in den Herbst und Wintermonaten assoziiert.**'*
In einigen Landern kénnen Ausbriiche von Parainfluenza Virus
Typ 3 Infektionen auch in den Friihlings und Sommermonaten
erfolgen.?



Die hochsten Erkrankungsraten treten bei Kindern im Alter
zwischen 1 und 5 Jahren auf. Infektionen oder Reinfektionen
bei dlteren Kindern und Erwachsenen gehen im allgemeinen mit
schwédcheren Atemwegs Symptomen einher.

Parainfluenza Viren sind fiir Ausbriiche von Atemwegsinfektionen
in Krankenh&usern, insbesondere in Kinderstationen und in
Altersheimen verantwortlich, wo sie mit erhéhten Krankheits und
Sterblichkeitsraten einhergehen.®

Wahrend des Winters 1994-1995 lag die Gesamtinzidenz
des Parainfluenza-Virus auf der Grundlage von Virus-
Isolationsergebnisse in einem Untersuchungszentrum fir den
Parainfluenza-Virus Typ 1 bei 12,5% (21/168), Typ 2 bei 1,8%
(3/168) und Typ 3 bei 14,3% (24/168).

Diese Werte geben jedoch kein genaues Bild von der Pravalenz
des Parainfluenzavirus in der Gesamtbevolkerung ab, da die
Proben von einer ausgewahlten Population stammen, die sich
wegen Atemwegsinfektionen in Untersuchung befand.

14. SPEZIFISCHE LEISTUNGSKRITERIEN

14.1. KLINISCHE UNTERSUCHUNGEN

14.1.1 Direkte Proben

Der IMAGEN Parainfluenza Virus Gruppentest und der IMAGEN
Parainfluenza Virus 1, 2 und 3 Typisierungstest wurden fir die
direkte Anwendung an nasopharyngealen Absaugsekreten an
drei Zentren, eins in den USA und zwei in England, getestet. Die
Gewinnung der Proben erfolgte wahrend des Winters 1994-1995.

Die  klinischen  Untersuchungen erfolgten an Proben
nasopharyngealer Sekrete von Patienten mit vermuteter
Parainfluenza-Virusinfektion. Die Proben wurden wie in Abschnitt
9.1.1 beschrieben gesammelt und untersucht. Azeton-fixierte
Proben wurden entweder frisch (Lagerung bei 2-8°C und
innerhalb von 3 Tagen getestet) oder eingefroren (und zu einem
spdteren Zeitpunkt getestet) fir die Auswertung herangezogen.
Bei den Standard-(Referenz-) Methoden handelte es sich um
einen kommerziell erhéltlichen indirekten Immunfluoreszenztest
und um Virus-Isolation und -ldentifikation.

Eine Probe wurde als positiv gewertet, wenn eine oder mehrere
der Respirationsepithelzellen mit dem IMAGEN Parainfluenza-
Virusgruppenreagenz oder mit einem der einzelnen IMAGEN
Parainfluenza-Virustypenreagenzien (Typ 1, 2 oder 3) die in
Abschnitt 11.2.1 beschriebene typische Fluoreszenz aufwies.

14.1.2

Der IMAGEN Parainfluenza Virus Gruppentest (und der IMAGEN
Parainfluenza Virus 1, 2 und 3 Typisierungstest wurden in
klinischen Untersuchungen an 4 Zentren in England getestet.
Die Untersuchungen wurden zwischen Juli und Oktober 1991
durchgefihrt.

Nachweis in der Zellkultur

Wahrend dieses Zeitraums lag die Gesamtinzidenz des
Parainfluenza Virus in einem der Testzentren bei 14,4% (15 von
104) fur das Parainfluenza Virus Typ 1 und bei 8,7% (9 von 104)
flr das Parainfluenza Virus Typ 3. Diese Werte geben jedoch kein
genaues Bild von der Pravalenz des Parainfluenzavirus in der
Gesamtbevolkerung ab, da die Proben von einer ausgewahlten
Population stammen, die sich wegen Atemwegsinfektionen in
Untersuchung befand. Die Untersuchungen erfolgten an Proben
aus Einschicht Zellkulturen, die zuvor mit klinischen Proben
von Patienten mit vermuteter Parainfluenza Virusinfektion
beimpft worden waren. Standardmethoden zur Identifikation
von Parainfluenza Viren auf Zellkulturen waren entweder

Neutralisationstests oder die indirekte Immunfluoreszenz. Die
IMAGEN Parainfluenza Virusreagenzien wurden auch gegen
eine Reihe von Mikroorganismen auf Kreuzreaktivitdt getestet,
die in routinemaRig gewonnenen klinischen Proben mit hoher
Wabhrscheinlichkeit vorliegen (siehe Abschnitt 14.3).

14.2. KLINISCHE LEISTUNGSFAHIGKEIT
14.2.1 Direkte Proben

Insgesamt wurden Proben von 222 Patienten mit vermuteter
respiratorischer Virusinfektion mit dem IMAGEN Parainfluenza-
Virus-Gruppentest und dem IMAGEN Parainfluenza-Virus 1, 2 und
3-Typisierungstest untersucht.

An einem Zentrum im Nordosten der USA wurden 184 Proben
von Kindern gewonnen und untersucht, um die Sensitivitat
und Spezifitdit des Tests zu bestimmen. Die Mehrzahl der
Untersuchungen wurde mit Ergebnissen der Virusisolation
verglichen, ein kleinerer Anteil mit der Referenz-Methode des
indirekten Immunfluoreszenztests.

Die Ergebnisse dieses US-Zentrums sind in den Tabellen 14.1 und
14.2 dargestellt. An den beiden Testzentren in England wurden
Proben zur Untersuchung ausgewahlt, von denen bekannt war,
dass sie Parainfluenza-Virus enthielten, um die Anzahl positiver
Proben zu erhohen. Diese Ergebnisse sind in den Tabellen 14.3
und 14.4 dargestellt. Die Vergleichsergebnisse zur Positivitatsrate
far Parainfluenza-Virus sind in den Tabellen 14.5 und 14.6
dargestellt.

IMAGEN Parainfluenza Virusgruppentest (Typ 1, 2 und 3)

Am US-Zentrum korrelierten die Ergebnisse mit dem IMAGEN
Parainfluenza-Virusgruppentest (Typ 1, 2 und 3) zu 97,6% mit den
Methoden der viralen Kultur und zu 98,4% mit dem indirekten
Immunfluoreszenztest.

Die relative Sensitivitat und Spezifitdt des IMAGEN Parainfluenza-
Virusgruppentest (Typ 1, 2 und 3) betrug 97,9% bzw. 97,5%
verglichen mit der Methode der Virusisolierung. Im Vergleich zur
Referenz-Methode der indirekten Immunfluoreszenz betrug die
relative Sensitivitat und Spezifitat 96,2% bzw. 99,0%.

IMAGEN Parainfluenza Virustypentest (Typ 1)

Am US-Zentrum korrelierten die Ergebnisse des IMAGEN
Parainfluenza-Virus Typ 1-Tests zu 100% mit den Referenz-
Methoden der Virusisolierung und dem Immunfluoreszenztest.

IMAGEN Parainfluenza Virustypentest (Typ 2)

Am US-Zentrum korrelierten die Ergebnisse des IMAGEN
Parainfluenza-Virus Typ 2-Tests zu 100% mit den Referenz-
Methoden der Virusisolierung und dem Immunfluoreszenztest.
Die Sensitivitat und Spezifitat des Tests betrug ebenfalls 100% im
Vergleich zu diesen Referenz-Methoden.

IMAGEN Parainfluenza Virustypentest (Typ 3)

Am US-Zentrum korrelierten die Ergebnisse des IMAGEN
Parainfluenza-Virus Typ 3-Tests zu 97,6% mit der Referenz-
Methode der Virusisolierung. Die Sensitivitat und Spezifitdt des
Tests betrug 91,6% bzw. 98,6% im Vergleich zur Virusisolierung.
Die Korrelation zur direkten Immunfluoreszenz betrug 98,4%,
Sensitivitat und Spezifitat lagen bei 75%bzw. 99,1%.

Tabelle 14.1 Vergleich der Testergebnisse von direkt
an nasopharyngealen Sekreten angewendeten IMAGEN
Parainfluenza-Virusreagenzien mit der Standardmethode der
direkten Virusisolierung am US-Zentrum

** Die Probe ware ebenfalls im indirekten Immunfluoreszenztest
positiv

***  Zwei dieser Proben waren ebenfalls im
Immunfluoreszenztest negativ.

indirekten

IMAGEN Parainfluenza-Virus-Reagenz ~ Tabelle 14.4 Vergleich der Testergebnisse von direkt
IMAGEN Parainfluenza- Anzahl Anzahl Sensitivitat Spezifitat an nasopharyngealen Sekreten angewendeten IMAGEN
Virus-Reagen testet it . . . .
rus-Reagenz aber oo Parainfluenza-Virusreagenzien mit der Standardmethode der
(Virus- indirekten Immunfluoreszenz an den zwei Zentren in England
Isolation)

Parainfluenza-

Virustypenreagenz (Typ 1) 168 21
(95% Vertrauensintervall)

Parainfluenza-

Virustypenreagenz (Typ 2) 168

(95% Vertrauensintervall)

Parainfluenza-

Virustypenreagenz (Typ 3) 168 24
(95% Vertrauensintervall)

Parainfluenza-

Virusgruppenreagenz 168 48
(95% Vertrauensintervall)

100% (21/21)
(84,0%-100%)

100% (147/147)
(97,51%-100%)

100% (3/3)
(29,3%-100%)

100% (165/165)
(97,79%-100%)

92% (22/24)
(73,0%-98,97%)

98,6% (142/144)
(95,08%-99,83%)

97,9 (47/48)  97,5% (117/120)
(89,0% - 99,95%) (92,89% - 99,48%)

Tabelle 14.2 Vergleich der Testergebnisse von direkt
an nasopharyngealen Sekreten angewendeten IMAGEN
Parainfluenza-Virusreagenzien mit der Standardmethode der
indirekten Immunfluoreszenz am US-Zenter

IMAGEN Parainfluenza-Virus-Reagenzien

Refer 1 fl Pos Neg Pos Neg
IMAGEN Pos Neg Neg Pos
Parainfluenza- =38 3 35 0 0
Virustypenreagenz (Typ1)
Parainfluenza- 3 35 0 0

. n=38
Virustypenreagenz (Typ 2)
Parainfluenza- 30 8 0 0

. n=38
Virustypenreagenz (Typ 3)
Parainfluenza- h=38 34 2 2% 0
Virusgruppenreagenz -

* Eine Probe enthielt wenig Zellen.

Tabelle 14.5 Vergleich der positiven Testergebnisse von
direkt an nasopharyngealen Sekreten angewendeten IMAGEN
Parainfluenza-Virusreagenzien mit der Standardmethode der
direkten Virusisolation an allen Zentren

IMAGEN Parainfluenza- Anzahl Anzahl Relative Relative Spezifitat IMAGEN R Nach N Nach % Uber-
Virusreagenz gits;:;er p;zzz(;r Sensitivitat Anzahl durch Anzahl durch  einstimmung
(Referenz- Virusisolation IPIYIAGEN-
Methode
Immun- Parainfluenza- 2 24 100%
fluoreszenz) Virustypenreagenz (Typ 1)
Parainfluenza- Parainfluenza-
. 100% (21/21, 100% (127/127 . 6 5 83,3%
Virustypenreagenz (Typ1) 127 21 :( / o ) . (,, 1127) Virustypenreagenz (Typ 2) i
i (84,0%-100%)  (96,59%-100%)
(95% Vertrauensintervall Parainfluenza-
i - . 52 49 94,2%
\P/.araurﬂuenza o2 . 100% (1/1) 100% (127/127) Virustypenreagenz (Typ 3) ;
irustypenreagenz (Typ 1000, %1000 Parainfl N
(95% Vertrauensintervall) (2,5%-100%) (97,12%-100%) arainfluenza 22 77 93,9%

Parainfluenza-

Virustypenreagenz (Typ 3) 127
(95% Vertrauensintervall
Parainfluenza-
Virusgruppenreagenz 127 26
(95% Vertrauensintervall)

75% (3/4)  99,1% (122/123)
(19,4%-99,37%) (95,55%-99,98%)

96,2% (25/26)  99,0% (100/101)
(80,4% - 99,9%) (94,61% - 99,98%)

Anmerkung: “Relativ” bezieht sich auf den Vergleich der
Ergebnisse dieses Tests mit denen einer dhnlichen Untersuchung.
Es wurde kein Versuch unternommen, eine Korrelation zwischen
den Versuchsergebnissen und dem Vorliegen oder Nichtvorliegen
einer Krankheit herzustellen. Uber die Genauigkeit des
Vergleichstests in Bezug auf die Vorhersagbarkeit einer Krankheit
kann keine Aussage gemacht werden.

Tabelle 14.3 Vergleich der Testergebnisse von direkt
an nasopharyngealen Sekreten angewendeten IMAGEN
Parainfluenza-Virusreagenzien mit der Standardmethode der
direkten Virusisolation an den zwei Zentren in England

Virusisolation Pos Neg Pos Neg
IMAGEN R Pos Neg Neg Pos
szralnﬂuenzza» n=35 3 31 0 1**
Virustypenreagenz (Typ 1)

Pfiralnﬂuenzaf n=35 2 32 1* 0
Virustypenreagenz (Typ 2)

Parainfluenza- n=35 27 7 1* 0
Virustypenreagenz (Typ 3)

Parainfluenza- n=35 30 0 gk 1%%

Virusgruppenreagenz

* Beide Proben waren ebenfalls imindirekten Immunfluoreszenztest
negativ.

Virusgruppenreagenz

Tabelle 14.6 Vergleich der positiven Testergebnisse von
direkt an nasopharyngealen Sekreten angewendeten IMAGEN
Parainfluenza-Virusreagenzien mit der Standardmethode der
indirekten Immunfluoreszenz an allen Zentren

IMAGEN Nachgewi Nachgewi % Uber-
Anzahl durch Anzahl durch einstimmung
Referenz- IMAGEN-

Immunfluoreszenz Reagenz

Parainfluenza-

Virustypenreagenz 24 24 100%

(Typ 1)

Parainfluenza-

Virustypenreagenz 4 4 100%

(Typ 2)

Parainfluenza-

Virustypenreagenz 34 33 97,0%

(Typ 3)

Parainfluenza- 62 59 95,2%

Virusgruppenreagenz

14.2.2 Bestatigung der Zellkultur

IMAGEN Parainfluenza-Virusgruppe (Typ1, 2 und 3)

Der IMAGENTM Parainfluenza-Virusgruppentest (Typ 1, 2 und
3) wies mit den Standardmethoden eine Korrelation von 98,3%
auf (Tabelle 14.7). Die relative Sensitivitat und Spezifitdt des Tests
betrug 98,3% bzw. 98,5%.

IMAGEN Parainfluenza-Virustypen 1, 2 und 3
Die relative Sensitivitdt betrug flr die einzelnen Parainfluenza-
Virusgruppenreagenzien 1, 2 und 3 96,1%, 100% bzw.



97,4%. Die relative Spezifitat fur die einzelnen Parainfluenza-
Virustypenreagenzien 1, 2 und 3 betrug 99,3%, 99,7% bzw.
98,4%.

Tabelle 14.7 Vergleich der Testergebnisse mit IMAGEN
Parainfluenza-Virusreagenzien mit Standardmethoden zur
Zellkulturbestatigung

IMAGEN Parainfluenza- Anzahl der Anzahl der IMAGEN Parainfluenza-

Virus Test p Vir
Proben  Proben mit
Standard-
methoden
Relative Relative
Sensitivitédt Spezifitit®

Parainfluenza-

Virustypenreagenz 96,1% (49/51)  99,3% (269/271)

(Typ 1) (95% 322 51 (865%-99,5%) (97,4%-99.9%)
Vertrauensintervall)

Parainfluenza-

Virustypenreagenz 315 2 100% (24/24)  99,7% (290/291)
(Typ 2) (95% (85,8% - 100%)  (98,1% - 100%)
Vertrauensintervall)

Parainfluenza-

Virustypenreagenz 345 155 97,4% (151/155) 98,4% (187/190)

(Typ 3) (95%

Vertrauensintervall)

Parainfluenza-

Virusgruppenreagenz 363 229
(95% Vertrauensintervall)

(93,5% - 99,3%)  (95,5% - 99.7%)

98,3% (225/229) 98,5% (132/134)
(95,6% - 99,5%)  (94,7% - 99,8%)

2 Die Ergebnisse von einem der vier Testzentren beinhalten
einen Teil gefrorener Proben.
b Mit den IMAGEN Parainfluenza-Virusreagenzien wurden

zwei Stdmme vom Typ 1 und einen Stamm vom Typ 3
nachgewiesen, die mit den Standardmethoden nicht
nachgewiesen wurden.
14.3. KREUZREAKTIVITAT
Die in Tabelle 14.8 aufgefiihrten Mikroorganismen wurden mit
dem IMAGEN Parainfluenza Virusgruppentest (Typ 1, 2 und 3) und
denIMAGEN Parainfluenza Virustypentests (Typ1, 2 und 3) getestet
und zeigten keinerlei Kreuzreaktivitdt. Die Untersuchungen auf
Kreuzreaktivitat erfolgten an Objekttragerpraparationen aus
Stammkulturen oder neueren Erregerisolierungen.

Tabelle 14.8 Organismen, die mit allen [IMAGEN
Parainfluenza-Virusreagenzien untersucht und fiir nicht reaktiv
befunden wurden
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