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Bezposredni test immunofluorescencyjny do wykrywania wirusa
paragrypy Parainfluenza 1, 2i 3.

1. PRZEZNACZENIE

Testy na obecnos¢ wiruséw IMAGEN™ Parainfluenza s3
jakosciowymi testami immunofluorescencji bezposredniej,
stuzagcymi do wykrywania i réznicowania wiruséw paragrypy
typu 1, 2 i 3 bezposrednio w w wydzielinie z nosogardzieli lub
hodowlach komérek. Zestawy odczynikowe sg dostepne w dwdch
odmianach:

IMAGEN Parainfluenza virus Group (Types 1, 2 and 3) (Nr kat.
K6103) do wykrywania i potwierdzania obecnosci antygenow
wirusdw paragrypy bezposrednio w w wydzielinie z nosogardzieli
lub hodowlach komérek.

IMAGEN Parainfluenza virus Types 1, 2 and 3 (Nr kat. K6104)
do wykrywania i réznicowania antygendw wirusow paragrypy
odpowiednio typu 1, 2 lub 3, bezposrednio w wydzielinie z
nosogardzieli lub hodowlach komoérek.

Negatywny wynik uzyskany po bezposrednim badaniu wydzieliny
z nosogardzieli powinien by¢ uznany za wstepny, dopdki nie
zostanie potwiedzony badaniem hodowli komérek.

2. STRESZCZENIE

Wirusy paragrypy (Parainfluenza) nalezg do rodzaju Paramyxovirus
wyodrebnionego w ramach rodziny Paramyxoviridae’. Istnieje
6 gatunkéw Paramyxovirus zdolnych do zakazania cztowieka, w
tym wirusy Parainfluenza typu 1, 2, 3 i 4 (podtypy 4a i 4b), wirus
Swinki i wirus choroby z Newcastle. Z czterech podtypow wirusa
Parainfluenza, typy 1, 2 i 3 s uznawane za podstawowa przyczyne
ostrych choréb uktadu oddechowego u niemowlat i dzieci.?

Wirusy paragrypy rozprzestrzeniajg sie przez bezposredni kontakt
lub wdychanie kropelek zawierajacych wirusy, a rozpylanych z
uktadu oddechowego os6b z objawami infekcji. Wydzielina z
nosa moze zawiera¢ wysokie stezenie wiruséw. Wirus namnaza
sie w nabtonku rzeskowym gérnych i dolnych drég oddechowych,
powodujac martwice i ztuszczanie komdrek. Zakazanie wirusem
zachodzi na dzien przed i do 7 dni po pojawieniu sie objawdw.
Moze ono przetrwaé u os6b z obnizong odpornoscig.**

Wirusy paragrypy typu 1, 2 i 3 mogg zakazac i powodowac chorobe
w catych (gdérnych i dolnych) drogach oddechowych. Wiekszosé
zakazern wirusami paragrypy objawia sie klinicznie jako ostre
zapalenia gardta, tchawicy i oskrzeli (laryngotracheobronchitis,
krup u niemowlat i dzieci). Jednak zakazenia wirusami
Parainfluenza moga tez powodowac tracheobronchitis, bronchitis,
zapalenia ptuc i caty szereg objawdéw zwigzanych z zapaleniem
gérnych drég oddechowych.

Czasami zakazenia wirusami Parainfluenza moga by¢ powaine u
niemowlat, powodujac obstrukcje drég oddechowych i zaburzenia
oddychania, co moze prowadzi¢ do wzrostu zachorowalnosci i
$miertelnosci u chorych na przyktad na mukowiscydoze lub u

chorych z obnizong odpornoscia.

Wirusy paragrypy kojarzy sie z nagtymi zachorowaniami na ostre
zapalenie drég oddechowych w oddziatach pediatrycznych i
geriatrycznych, co przedtuza hospitalizacje i powoduje zwiekszong
zachorowalnos¢ i $miertelno$¢.® Szybka diagnoza jest wazna ze
wzgledu na opieke nad chorymi i zapobieganie epidemiom.

Obecnie podstawowa metodq diagnostyczng uzywang do
diagnozowania zakazen wirusami Parainfluenza jest albo izolacja
i identyfikacja wirusa w hodowli komérkowej, albo bezposrednie
jego wykrycie w w prébkach klinicznych.

Powyizolowaniuwirusaw hodowlikomérkowej, aby go ostatecznie
zidentyfikowaé, trzeba wykona¢ dodatkowe testowanie,
test neutralizacji, zahamowania hemaglutynacji lub badanie
mikroskopig elektronowa. Badania te sg praco- i czasochtonne,
a ponadto wymagajg doswiadczenia laboratoryjnego, co nie w
kazdym laboratorium moze by¢ dostepne.

Ostatnio opisano test immunofluorescencyjny, z
wykorzystaniem poli- lub monoklonalnych przeciwciat do
identyfikacji i potwierdzenia obecnosci wiruséw Parainfluenza
w  jednowarstwowych  hodowlach  komérkowych  lub
bezposrednio w probkach biologicznych”®°, Bezposrednie
testy immunofluorescencyjne  wykorzystujgce przeciwciata
monoklonalne znakowane fluoresceing stanowig szybszg i
swoista metode wykrywania wiruséw w prébkach klinicznych lub
hodowlach komérkowych.

Zestawy IMAGEN Parainfluenza virus sg bezposrednimi testami
immunofluorescencyjnymi do wykrywania i identyfikacji wiruséw
paragrypy typu 1, 2 i 3 bezposrednio w wydzielinie z nosogardzieli
lub w hodowlach komérkowych. Testy wykorzystujg swoiste dla
typu wirusa Parainfluenza 1, 2 lub 3 przeciwciata monoklonalne.

3. ZASADA TESTU

Zestawy IMAGEN™ Parainfluenza virus test zawierajg przeciwciata
monokonalne znakowane izotiocjanianem fluoresceiny (FITC),
ktére wigzg sie swoiscie do danego typu wirusa paragrypy 1, 2
lub 3. Przeciwciata te sg podstawg metody immunofluorescencji
bezposredniej. Prébki inkubuje sie z odczynnikiem znakowanym
FITC przez 15 minut. Nadmiar odczynnika jest nastepnie usuwany
przez sptukanie roztworem chlorku sodowego buforowanego
fosforanem (PBS). Wybarwione preparaty oglagda sie pod
mikroskopem fluorescencyjnym, umozliwiajgcym naswietlanie
epi. Jedli w preparacie obecne sg wirusy Parainfluenza typu
1, 2 lub 3, w zakazonych komdrkach pojawia sie fluorescencja
w kolorze zielonego jabtka, kontrastujgca z zabarwionymi na
czerwono niezakazonymi komdrkami.

Podziekowanie

Przeciwciata monoklonalne wykorzystane w tescie powstaty w
Department of Respiratory and Enteric Viruses, Public Health
Services, Centre for Disease Control, Atlanta, Georgia, USA.
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5. ODCZYNNIKI DOSTARCZONE

; 50 - Kazdy zestaw zawiera dostateczng ilosc materiatu na
zbadanie 50 preparatéw hodowli tkankowe;j.

g - Czas przydatnosci zestawu do uzycia jest wskazany na
etykiecie zewnetrznego pudetka.

5.1. IMAGEN PARAINFLUENZA VIRUS ODCZYNNIKI
DOSTARCZONE

[:m instrukcje uzycia

Dodatnia kontrola: 2 x 3 skrawki tkankowe,
zawierajace utrwalone acetonem komorki
nerki afrykanskiej matpy zielonej (Veros)
zakazone wirusem Parainfluenza typu 1,2 lub 3
(szczep odpowiednio CDC V6-004, CDC V7-003
lub CDC V5-003).

3mL ptynu do przyklejania preparatéw. Ptyn

zawiera inhibitor gasniecia w roztworze
glicerolu (pH 10,0).
Jedna butelka kazdego z wymienionych:
ODCZYNNIKI GRUPOWE IMAGEN PARAINFLUENZA VIRUS -
K6103

1.4mL odczynnika IMAGEN Parainfluenza
virus Types 1, 2 i 3. Odczynnik skfada sie z
mieszaniny 3 oczyszczonych mysich przeciwciat
monoklonalnych przeciwko wirusowi
paragrypy typu 1, 2 i 3, sprzezonych z FITC,
rozcieficzonych w stabilizowanym roztworze
biatka w buforowanym fosforanem roztworze
soli fizjologicznej, zawierajgcym btekit Evansa
jako barwnik. Przeciwciata sg skierowane
odpowiednio przeciwko biatku F wirusa
paragrypy typu 1, hemaglutyninie wirusa
paragrypy typu 2 i hemaglutyninie wirusa
paragrypy typu 3.

LUB

ODCZYNNIKI SWOISTE DLA TYPU IMAGEN PARAINFLUENZA
VIRUS TYPES 1, 2 AND 3- K6104

1.4mL odczynnika IMAGEN Parainfluenza
virus 1. Odczynnik sktada sig z oczyszczonego
mysiego przeciwciata monoklonalnego
przeciwko wirusowi paragrypy typu 1
(skierowanego przeciwko biatku F wirusa
paragrypy typu 1), sprzezonego z FITC,
rozcienczonego w stabilizowanym roztworze
biatka w buforowanym fosforanem roztworze
soli fizjologicznej, zawierajgcym btekit Evansa
jako barwnik.

1.4mL odczynnika IMAGEN Parainfluenza
virus 2. Odczynnik sktada sie z oczyszczonego
mysiego przeciwciata monoklonalnego
przeciwko wirusowi paragrypy typu 2

(skierowanego przeciwko hemaglutyninie
wirusa paragrypy typu 2), sprzezonego z FITC,
rozcieniczonego w stabilizowanym roztworze
biatka w buforowanym fosforanem roztworze
soli fizjologicznej, zawierajgcym btekit Evansa
jako barwnik.

1.4mL odczynnika IMAGEN Parainfluenza
virus 3. Odczynnik skfada sie z oczyszczonego
mysiego przeciwciata monoklonalnego
przeciwko wirusowi paragrypy typu 3
(skierowanego przeciwko hemaglutyninie
wirusa paragrypy typu 3), sprzezonego z FITC,
rozciericzonego w stabilizowanym roztworze
biatka w buforowanym fosforanem roztworze
soli fizjologicznej, zawierajagcym btekit Evansa
jako barwnik.
PRZYGOTOWANIE, PRZECHOWYWANIE |
UZYCIE SKLADNIKOW ZESTAWU

Aby uzyskac jak najlepsze wyniki, nalezy przechowywac Niezuzyte
sktadniki zestawu zgodnie z ponizszg instrukcja:

5.3.  PREPARATY KONTROLI DODATNIEJ -
Preparaty kontroli dodatniej sg dostarczane pakowane
pojedyriczo w szczelne torebki foliowe napetniane azotem.
Niezuzyte preparaty nalezy przechowywa¢ w temp. 2-8°C. Przed
otwarciem torebki preparat nalezy pozostawi¢ przez 5 minut w
temp. pokojowej (15-30°C).

5.2. POWTORNE

Barwic preparat natychmiast po otwarciu.

5.4.  PLYN DO PRZYKLEJANIA PREPARATOW -

Gotowy do uzycia. Niezuzyty przechowywaé¢ w temperaturze

2-8°C. Przed uzyciem pozostawi¢ na 5 minut w temp. pokojowej

(15-30°C).

5.5. ODCZYNNIKI GRUPOWE LUB SWOISTE
TYPU 1, 2 | 3 - [REAGENT G| /[REAGENT 1] /[REAGENT 2] /[REAGENT 3]

Gotowe do uzycia. Niezuzyte przechowywaé¢ w ciemnosci w

temperaturze 2-8°C. Przed uzyciem pozostawi¢ na 5 minut w

temp. pokojowej (15-30°C).

6. DODATKOWE WYMAGANE ODCZYNNIKI | SPRZET

6.1. ODCZYNNIKI

Swiezy aceton (do utrwalania).

DLA

Sél fizjologiczna buforowana fosforanem (PBS) pH 7,5 do
sptukiwania barwionych preparatéw i do przygotowania prébek.
6.2. AKCESORIA

Nastepujace produkty sg przewidziane do uzycia w potgczeniu z
K6103iK6104. W sprawie dalszych informacji prosze skontaktowac
sie z miejscowym dystrybutorem.

Pokryte teflonem szkietka mikroskopowe z polami o $rednicy
6mm (100 szkietek w opakowaniu) dostepne u miejscowego
dystrybutora (nr kat. S6114).

Preparaty kontroli doatniej (nr kat. S6111).

7. _WYPOSAZENIE
Wymagane jest nastepujace wyposazenie:

Mikropipety i koricdwki jednorazowe do podawania objetosci
25pL.

Naczynie do ptukania.

Szkietka nakrywkowe pasujgce na pola o srednicy 6mm .



Nie-fluoryzujacy olejek immersyjny.

Mikroskop epifluorescencyjny z systemem filtréw do FITC
(maksymalna fala wzbudzenia 490nm, $rednia fala emisji 520nm)
i powiekszeniem x200 x500.

Inkubator na 37°C.
Wiréwka o niskich obrotach.

Do prébek bezposrednich
Ekstraktor $luzu.

Do potwierdzenia w hodowli komérkowej

Sterylne pateczki wymazowe, wirusowe medium transportowe
(VTM) i pojemnik nadajacy sie do pobierania, transportowania i
hodowli wiruséw paragrypy. W sprawie informacji co do uzycia
odpowiedniego medium VTM prosze zapoznac sie z punktem 13
sekcji 13 (dostepne od miejscowego przedstawiciela Oxoid).

Linie komérkowe zalecane do hodowliiizolacji wirusow paragrypy.

Preparaty kontroli negatywnej, przygotowane z niezakazonych,
nieuszkodzonych komorek tego samego typu, co uzyte do hodowli
i izolacji wiruséw paragrypy. Komorki powinny by¢ przygotowane
i utrwalone zgodnie z opisem w sekgcji 9.1 | wybarwione zgodnie
z opisem w sekgji 10.

8. ZASTRZEZENIA

IVD| - Do diagnostyki in vitro. Osoba wykonujaca badanie musi
by¢ przeszkolona i doswiadczona w procedurach laboratoryjnych.

SRODKI BEZPIECZENSTWA
Odczynniki testu IMAGEN Parainfluenza virus zawierajg
<0.1% azydku sodowego, ktdry jest trujacy. Azydek
sodowy moze reagowac z miedzianymi i ofowianymi
czesciami kanalizacji, tworzac wybuchowe azydki metali.
Materiaty zawierajgce azydek nalezy usuwac, sptukujgc
duzg iloscig wody.
Wirus paragrypy na preparacie kontrolnym nie jest
zakazny, co wykazano w hodowli komérkowej. Jednak
preparaty nalezy traktowac i usuwac tak, jakby byty
zakazne.
Odczynnik zawiera barwnik w postaci btekitu Evansa.
Stezenie barwnika jest na tyle niskie, ze produktu nie
klasyfikuje sie jako srodka rakotwdrczego. Nalezy jednak
unika¢ kontaktu ze skorg.
Podczas stosowania preparatu Mounting Fluid nalezy
zachowac¢ szczegélng ostroznos¢, gdyz zawiera on
substancje podrazniajagce skdre. Stezenie substancji
drazniacej jest na tyle niskie, ze produktu nie klasyfikuje
sie jako $rodka draznigcego. Jesli jednak doszto do jego
kontaktu ze skora, nalezy przemy¢ dane miejsce woda.
Nie jes¢, nie pi¢, nie pali¢, nie przechowywac ani nie
przygotowywac zywnosci, ani nie stosowac kosmetykdw
w miejscu przeznaczonym do pracy z odczynnikami i
prébkami.
Nie pipetowac ustami.
Nosi¢ jednorazowe rekawiczki podczas pracy z
materiatem klinicznym i zakazonymi komaérkami, zawsze
my¢ rece po pracy z materiatem zakaznym.
Usuwa¢ wszelkie pozostatosci prébek klinicznych
zgodnie z miejscowymi przepisami.
Arkusz dotyczacy bezpieczenstwa dostepny na zgdanie
dla os6b zawodowo przygotowanych.

8.1.
8.1.1

8.1.2

8.1.3

8.1.4

8.1.5

8.1.6
8.1.7

8.2.
8.2.1

UWAGI TECHNICZNE
Nie nalezy uzywac sktadnikow zestawu po uptywie daty
waznosci podanej na etykietach. Nie mieszac¢ ani nie
zamienia¢ odczynnikéw z réznych zestawéw i serii.
Odczynniki sg dostarczane w ustalonych stezeniach
roboczych. Wynik testu moze nie by¢ wiarygodny, jesli
s3 one mieszane, rozciericzane lub przechowywane w
warunkach innych niz wskazane w sekgji 5.
Odczynniki do typowania nie powinny by¢ zlewane lub
uzywane razem na jednym polu preparatu, bo moze to
pogorszy¢ wyniki testu.
Przygotowywac sSwiezy roztwér soli fizjologicznej
buforowanej fosforanem (PBS) na codzienne zuzycie.
Ptukanie PBS jest konieczne. Uzycie innych roztworéw
ptuczacych, jak woda wodociggowa lub destylowana
pogorszy wyniki testu.
Unika¢ mikrobiologicznego
odczynnikdéw.
8.2.7 Odczynnikdw nie wolno zamrazac.
9. POBIERANIE | PPRZYGOTOWANIE PROBEK
Pobieranie i przygotownie probek ma fundamentalne znaczenie w
diagnostyce wirusa paragrypy metodg hodowli komérek. Prébki
musza by¢ pobrane z miejsca zakazenia w okresie maksymalnego
uwalniania wirusa, aby zawieraty mozliwie duzo materiatu
zakaznego. Zalecang prdébka z uktadu oddechowego jest materiat
odessany z nosogardzieli (nasopharyngeal aspirate, NPA), ktdry
powinien dostarczy¢ duzych ilosci komdrek nabtonka.

8.2.4

8.2.5

8.2.6 zanieczyszczenia

9.1. PROBKI KLINICZNE

9.1.1 Materiat odessany z nosogardzieli/ wydzielina z
nosogardzieli

Pobieranie

Pobrac prébke z nosogardzieli do ekstraktora $luzu przez wezyk o
rozmiarze 8. Ekstraktor $luzu i wezyk powinny by¢ przechowywane
w temp. 2-8°C i wystane do laboratorium najszybciej jak to
mozliwe.

Rozdzielenie komérek

Jesli to konieczne, nalezy doda¢ 2mL roztworu soli fizjologicznej
buforowanej fosforanem (PBS) do prébki przed wirowaniem, aby
zmniejszy¢ lepkos¢ i rozciericzy¢ $luz. Odwirowac ekstraktor $luzu
w temp. pokojowej (15-30°C) przez 10 minut przy 380g. Usunac
nasacz, ktérego mozna uzy¢ do hodowli komdrek. Zawiesic¢
osad komdrek w 2mL PBS i delikatnie zamiesza¢, kilkakrotnie
przeciagajac przez koricéwke pipety z szerokim wlotem lub na
mieszadle, az $luz sie rozrzedzi, a materiat komdérkowy zostanie
uwolniony. Nalezy unika¢ gwattownego mieszania i pipetowania,
aby zapobiec uszkodzeniu komérek. Kiedy uzyska sie gtadka
zawiesine komérek, nalezy w miare potrzeby doda¢ wiecej PBS,
mieszajgc po kazdym dodaniu, aby przeptuka¢ komorki. Na tym
etapie nalezy usung¢ wszystkie widoczne jeszcze pasma $luzu.
Nadmiar $luzu musi zosta¢ usuniety, poniewaz zapobiega on
wtasciwej penetracji odczynnika i moze powodowac nieswoistg
fluorescencje.

Jesli cata wydzielina pozostata w wezyku i nie znalazta sie w
ekstraktorze $luzu, nalezy ja wyptukac z wezyka do PBS. Najtatwiej
to zrobi¢, wktadajac pipete pasterowska w ten koniec wezyka,
ktory dochodzit do ekstraktora $luzu. Zawartosé trzeba odessac
do probdwki, a wezyk przeptukaé, aby usunaé¢ wydzieling, ktéra
przylgneta do $cian. Nastepnie zawiesine nalezy przeciaggnac
kilkakrotnie przez pipete, aby rozrzedzic¢ sluz.

Przygotowanie preparatéw

Po zakoriczeniu procesu przygotowania probek, odwirowac
powstatg zawiesine komdrek w temp. pokojowej (15-30°C)
przez 10 minut przy 380g i odrzuci¢ nadsacz. Zawiesi¢ osad
komarek w ilosci PBS dostatecznej, aby rozpusci¢ pozostaty sluz,
a jednoczesnie zachowac duzg gestos¢ komodrek. Umiesci¢ 25uL
zawiesiny komorek w polu o srednicy 6mm na preparacie.

Jedno pole testowe jest potrzebne dla testu grupowego
IMAGEN™ Parainfluenza virus Group (nr kat. K6103). Trzy takie
pola s3 wymagane dla testu IMAGEN Parainfluenza virus Types 1,
213 (nr kat. K6104).

Preparat powinien wyschnaé na powietrzu w temp. pokojowej
(15-30°C), nastepnie nalezy go utrwali¢ $wiezym acetonem
w temp. pokojowej (15-30°C) przez 10 minut. Jesli prébki nie
barwi sie natychmiast, nalezy ja przechowaé¢ w temp. —=70°C do
czasu barwienia. Tak przechowywane preparaty powinny zosta¢
wybarwione w ciggu dwéch tygodni od przygotowania, poniewaz
po tym czasie ich jako$¢ spada.

9.2. HODOWLA KOMOREK | TYPOWANIE

Zakazanie hodowli komérkowych

Prébki pobrane do diagnostyki wirusa paragrypy powinny zostac
uzyte do zakazania linii komérkowych rutynowo hodowanych w
laboratorium, zgodnie z ustalonymi procedurami. Hodowle nalezy
kontrolowa¢ pod katem pojawiania sie efektu cytopatycznego
(cytopathic effect, CPE) i w regularnych odstepach czasu
przeprowadzac test hemadsorbcji. Hodowle dodatnie w tescie
hemadsorbcji lub wykazujgce efekt cytopatyczny moga zostac
zebrane i przebadane w kierunku obecnosci wirusa paragrypy.

Przygotowanie preparatéw

Zeskrobaé¢ warstwe komérek do medium, uzywajac jatowej
pipety. Odwirowa¢ komoérki przy 200g przez 10 minut w temp.
pokojowej (15-30°C) i usunac¢ nadsacz.

Przemy¢ komérki zawieszajgc osad w PBS i powtérzyé wirowanie.
Usunaé nasacz i zawiesi¢ osad w matej (75-100uL na probdwke)
objetosci Swiezego PBS, aby utrzymac wysokg gestosc komorek.

Umiesci¢ 25pL porcje zawiesiny komodrek w indywidualnych
polach testowych na preparacie.

Jedno pole testowe jest potrzebne dla testu grupowego IMAGEN
Parainfluenza virus Group (nr kat. K6103).

Trzy takie pola s3 wymagane dla testu IMAGEN Parainfluenza
virus Types 1, 2i 3 (nr kat. K6104).

Preparat powinien wyschnaé na powietrzu w temp. pokojowej
(15-30°C), nastepnie nalezy go utrwali¢ Swiezym acetonem
w temp. pokojowej (15-30°C) przez 10 minut. Jesli prébki nie
barwi sie natychmiast, nalezy jg przechowaé w temp. 4°C przez
noc lub zamrozi¢ w —20°C przy dtuzszym przechowywaniu. Tak
przechowywane preparaty powinny zostaé¢ wybarwione w ciggu
dwéch tygodni od przygotowania, poniewaz po tym czasie ich
jakos¢ spada.

10. WYKONANIE TESTU

PROSZE ZAPOZNAC SIE Z ZASTRZEZENIAMI TECHNICZNYMI W
SEKCJI 8.2 PRZED WYKONANIEM TESTU.

Dla testu grupowego IMAGEN Parainfluenza virus Group (nr kat.
K6103) prosze zapoznac sie z procedurg wykonania w sekcji 10.1,
a dla testu do typowania IMAGEN Parainfluenza virus Types 1, 2 i
3 (nr kat. K6104) z procedura wykonania w sekcji 10.2.

10.1. TEST GRUPOWY

GROUP - K6103
Dodawanie odczynnika

IMAGEN PARAINFLUENZA VIRUS

10.1.1

Doda¢ 25uL odczynnika G do utrwalonego preparatu komoérek
(patrz sekcja 9.1), preparatu kontroli dodatniej i preparatu
kontroli ujemnej. Odczynnik powinien pokry¢ caty obszar pola.

10.1.2

Inkubowa¢ preparaty z odczynnikiem w komorze wilgotnej przez
15 minut w 37°C. Nie nalezy pozwoli¢, aby odczynnik zasecht na
preparacie, poniewaz spowoduje to pojawienie sie nieswoistego
barwienia.

Pierwsza inkubacja

10.1.3 Ptukanie preparatu

Sptuka¢ nadmiar odczynnika PBS-em i delikatnie ptukac preparat
PBS-em w tazni z wytrzasarka przez 5 minut. Osaczy¢ nadmiar PBS
i wysuszy¢ preparat na powietrzu w temp. pokojowej (15-30°C).
10.1.4 Dodawanie ptynu do przyklejania preparatéw

Doda¢ krople ptynu do przyklejania preparatéw na kazde pole

testowe i umiesci¢ na kazdym szkietko nakrywkowe tak, aby pod
szkietkiem nie zostaty babelki powietrza.

10.1.5 Odczyt preparatu

Obejrze¢ caty obszar pola testowego, na ktérym znajduje
sie badana prébka pod mikroskopem epifluorescencyjnym.
Fluorescencja, jak opisano w sekcji 11, powinna by¢ widoczna
przy powiekszeniu x200 x500. (Zeby uzyska¢ jak najlepsze wyniki,
powinno sie ogladac preparaty zaraz po barwieniu, ale mozna je
przechowywac w temp. 2-8°C, w ciemnosci, do 72 godzin).

10.2. TEST IMAGEN™ PARAINFLUENZA VIRUS TYPES 1,21 3 -
K6104

10.2.1 Dodawanie odczynnika

Doda¢ 25pL odczynnika 1 na pierwsze pole testowe, 25uL
odczynnika 2 na drugie pole testowe i 25uL odczynnika 3 na
trzecie pole testowe utrwalonego preparatu (patrz sekcja 9.1),
na pole kontroli dodatniej i kontroli ujemnej. Odczynnik powinien
pokry¢ caty obszar pola.

10.2.2

Inkubowac preparaty z odczynnikiem w komorze wilgotnej przez
15 minut w 37°C. Nie nalezy pozwoli¢, aby odczynnik zasecht na
preparacie, poniewaz spowoduje to pojawienie sie nieswoistego
barwienia.

Pierwsza inkubacja

10.2.3 Ptukanie preparatu

Sptuka¢ nadmiar odczynnika PBS-em i delikatnie ptukaé preparat
PBS-em w tazni z wytrzasarka przez 5 minut. Osaczy¢ nadmiar PBS
i wysuszy¢ preparat na powietrzu w temp. pokojowej (15-30°C).

10.2.4 Dodawanie ptynu do przyklejania preparatéw

Doda¢ krople ptynu do przyklejania preparatéw na kazde pole
testowe i umiescic¢ na kazdym szkietko nakrywkowe tak, aby pod
szkietkiem nie zostaty babelki powietrza.

10.2.5 Odczyt preparatu

Obejrze¢ caly obszar pola testowego, na ktérym znajduje
sie badana prébka pod mikroskopem epifluorescencyjnym.
Fluorescencja, jak opisano w sekcji 11, powinna by¢ widoczna
przy powiekszeniu x200 x500. (Zeby uzyskaé jak najlepsze wyniki,
powinno sie oglada¢ preparaty zaraz po barwieniu, ale mozna je
przechowywac w temp. 2-8°C, w ciemnosci, do 72 godzin).



11. INTERPRETACJA WYNIKOW TESTU

11.1. KONTROLE

11.1.1 Preparat kontroli dodatniej

Jesli byty barwione i ogladane tak, jak opisano w sekcji 10,
preparaty kontroli dodatniej powinny uwidacznia¢ komorki
z wewnatrzkomoérkowa, jadrowa i/lub  cytoplazmatyczng
fluorescencjg w kolorze zielonego jabtka, kontrastujacy z ttem
podbarwionym na czerwono. Preparatéow kontroli dodatniej
powinno sie uzywa¢ do sprawdzenia, czy barwienie zostato
przeprowadzone prawidtowo.

Preparaty kontroli dodatniej zostaty przygotowane ze szczepow
wirusa paragrypy w jednowarstwowych hodowlach komérkowych
i stanowig jedynie kontrole wykonania samej procedury
barwienia, a nie przygotowania prébek. Kontroli przygotowania
prébek powinno sie dokonywac z uzyciem dodatniego materiatu
klinicznego.

11.1.2

Preparaty kontroli ujemnej nalezy wykona¢ z niezakazonych,
nienaruszonych komoérek, uzytych do hodowli i izolacji wirusa
paragrypy. Komorki te powinny zosta¢ przygotowane i utrwalone
zgodnie z opisem w sekcji 9.2 i wybarwione zgodnie z opisem
w sekcji 10. Komérki na preparatach kontroli ujemnej powinny
zabarwi¢ sie na czerwono btekitem Evansa, uzywanym jako
barwnik kontrolny.

Kontrola ujemna

Preparaty przygotowane w ten sposéb stanowig jedynie kontrole
wykonania samej procedury barwienia, a nie przygotowania
prébek. Kontroli przygotowania probek powinno sie dokonywac
z uzyciem ujemnego materiatu klinicznego.

11.2. PROBKI KLINICZNE
11.2.1 Wyglad komérek zakazonych wirusem paragrypy

W komérkach nabtonka drég oddechowych zakazonych wirusem
paragrypy widoczna jest wewngatrzkomérkowa, jadrowa i/lub
cytoplazmatyczna fluorescencja w kolorze zielonego jabtka.
Niezakazone komorki sg wybarwione kontrolnym btekitem
Evansa na czerwono.

11.2.2

Mozna postawi¢ rozpoznanie, gdy jedna lub wiecej komodrek
w badanym, utrwalonym i wybarwionym materiale wykazuje
swoistg fluorescencje opisang w sekcji 11.2.1 z odczynnikiem
grupowym IMAGEN Parainfluenza virus Group lub z jednym z
pojedyriczych odczynnikéw do typowania IMAGEN Parainfluenza
virus typu 1, 2 lub 3. Wyniki takie powinno sie interpretowac jako
dodatnie w kierunku antygendw wirusa paragrypy.

Interpretacja wynikéw

Diagnoza jest ujemna, gdy utrwalone i wybarwione prébki nie
wykazujg fluorescencji ani z grupowym odczynnikiem IMAGEN
Parainfluenza virus Group, ani z zadnym z pojedynczych
odczynnikéw IMAGEN™ Parainfluenza virus typu 1, 2 lub 3. Wyniki
powinno sie podac jako: prébki ujemne w badaniu w kierunku
antygendw wirusa paragrypy, badanie hodowli komodrkowej
zostanie uzupetnione.

W badaniach bezposrednio barwionych wydzielin z nosogardzieli
nalezy oceni¢ co najmniej 20 niezakazonych komérek nabtonka
drég oddechowych, zanim postawi sie ujemne rozpoznanie.
Prosze zapoznac sie z sekcjg 11.2.3, jesli w materiale nie ma
dostatecznej liczby komérek.

11.2.3

Jesli w preparacie nie ma dostatecznej liczby komodrek,
pozostatosci prébki klinicznej nalezy odwirowac przy 380g przez
10 minut w temp. pokojowej (15-30°C). Przed natozeniem na pole
testowe (25 pL) nalezy zawiesi¢ uzyskany po wirowaniu osad w
mniejszej objetosci PBS. Mozna tez zazgda¢ powtdrnego pobrania
prébki.

Niedostateczna liczba komérek

11.3. POTWIERDZENIE W HODOWLI KOMORKOWE) |
TYPOWANIE
11.3.1 Wyglad komérek zakazonych wirusem paragrypy

Zakazone komdrki wykazuja wewnatrzkomoérkows, jadrowa i/
lub cytoplazmatyczng fluorescencje w kolorze zielonego jabtka, i
powinny zosta¢ odnotowane jako dodatnie w kierunku paragrypy.

Niezakazone komérki barwig sie na czerwono kontrolnym
btekitem Evansa i powinny zosta¢ odnotowane jako ujemne w
kierunku paragrypy.

11.3.2

Dodatnie rozpoznanie mozna postawi¢, gdy jedna lub wiecej
komoérek w badanym, utrwalonym i wybarwionym materiale
wykazuje swoistg fluorescencje opisang w sekcji 11.3.1 z
odczynnikiem grupowym IMAGEN Parainfluenza virus Group lub
z jednym z pojedyriczych odczynnikéw IMAGEN Parainfluenza
virus typu 1, 2 lub 3. Powinno sie dokona¢ oceny co najmniej 50
niezakazonych komérek w kazdym polu testowym, zanim postawi
sie ujemne rozpoznanie. Prosze zapoznac sie z sekcjg 11.2.3, jesli
w materiale nie ma dostatecznej liczby komérek.

11.3.3

Dodatnie i ujemne kontrole powinny by¢ barwione i ogladane
za kazdym razem, gdy wykonuje sie badanie testem IMAGEN
Parainfluenza w kierunku obecnosci wirusa paragrypy w
zakazonych hodowlach komérkowych.

Interpretacja wynikow

Kontrola jakosci

Dostarczone preparaty kontroli dodatniej stuzg jako odpowiednia
kontrola do oceny prawidtowosci barwienia i reaktywnosci
odczynnika z komodrkami zakazonymi wirusem paragrypy.
Dodatkowe preparaty kontroli dodatniej sg dostepne w Oxoid, (nr
kat. $6111).

Odczynniki i sposéb wykonania powinno sie kontrolowa¢ takze
za pomocg preparatéw kontroli ujemnej, czyli preparatéw
wykonanych z niezakazonych hodowli komaérkowych tego samego
rodzaju, co uzyte do hodowli wirusa paragrypy.

Jesli w preparacie prébki badanej lub kontroli ujemnej nie ma
dostatecznej liczby komaérek (jest mniej niz 50), nalezy odwirowac
pozostatos¢ prébki z hodowli komérkowej przy 200g przez 10
minut w temp. pokojowej (15 30°C) i zawiesi¢ powstaty osad w
mniejszej objetosci (okoto 50pL) PBS. Potem nalezy umiesci¢ 25uL
zawiesiny komdrek w kazdym polu testowym i postepowac dalej
jak opisano w sekcjach 9 10.

Jesli uzyto zaréwno odczynnika grupowego, jak i zestawu
pojedyniczych  odczynnikdw do typowania, i uzyskano
wynik ujemny z odczynnikami do typowania, a dodatni z
odczynnikiem grupowym, powinno sie sporzadzi¢ dodatkowe
preparaty i powtoérzy¢ badanie. Mozna tez dokonad pasazu
hodowli komérkowej w celu zwiekszenia ilosci czastek wirusa
i liczby zakazonych komdrek przed powtdérzeniem badania
immunofluorescencyjnego.

12. OGRANICZENIA TESTU

12.1.

12.2.

12.5.

12.10.

Uzywaé tylko dostarczonego ptynu do przyklejania
preparatéw.

Nieswoiste barwienie obserwuje sie czasami w badaniach
immunohistochemicznych jako artefakt wynikajacy z
reakcji fragmentu Fc przeciwciat z biatkiem A obecnym w
Scianie komdrkowej niektérych szczepdw Staphylococcus
aureus. Odczynniki IMAGEN Parainfluenza virus test
zostaty tak zmodyfikowane, aby zredukowac wigzanie
z biatkiem A szczepu Staphylococcus aureus Cowan 1.
Jednak przeciwciata uzyte w odczynniku przeciwko typowi
1 wirusa Parainfluenza mogg wykazywac¢ bardzo staba
reakcje krzyzowa z biatkiem A Staphylococcus aureus.
Staphylococcus aureus moze by¢ obecny w prébkach
klinicznych i dodany wraz z nimi do hodowli, gdzie jednak
jego namnazanie powinno zosta¢ zahamowane przez
uzycie antybiotykéw. Staphylococcus aureus pojawia
sie nieodmiennie jako tetrady lub podobne do gron
skupiska ziarniakdw (kazdy o $rednicy okoto 1uM) i moze
wykazywac raczej Swiecenie zewnatrzkomdrkowe, a nie
charakterystyczne wewngatrzkomaérkowe, drobnoziarniste,
widoczne w w hodowlach komérek zakazonych wirusem
paragrypy.

Typ i stan oprzyrzagdowania uzytego do oceny preparatéw
wptywa na uzyskiwany obraz. Przy reakcjach typu punktu
koncowego efekt zalezy od rodzaju mikroskopu, Zrddta
Swiatta, wieku zaréwki, zestawu filtréw i ich grubosci,
wykrywalnosci antygendw substratu i zastosowanej
procedury. Kazde laboratorium powinno ustali¢ swoje
wtasne kryteria odczytu reakcji punktu koricowego, z
zastosowaniem odpowiednich kontroli.

Niepowodzenie wykrycia wirusa paragrypy w hodowli
komoérek moze by¢ wynikiem dziatania takich czynnikéw,
jak  nieprawidtowe pobranie  prébki  klinicznej,
nieprawidtowe dodawanie i/lub  przechowywanie,
nieudana hodowla komdrek itd. Ujemny wynik nie
wyklucza zatem mozliwosci zakazenia wirusem paragrypy.

Zaréwno odczynnik grupowy, jak i odczynniki do
typowania IMAGEN™ Parainfluenza reaguja z antygenami
wirusowymi, obecnymi w zakazonych komdrkach.
Dodatni wynik nie jest jednak wskaznikiem zywotnosci
stwierdzonego wirusa paragrypy.

Przeciwciata monoklonalne zastosowane w odczynnikach
grupowym i do typowania IMAGEN Parainfluenza
zostaty opracowane na podstawie reakcji z wzorcowymi
szczepami wirusa Parainfluenza. Przeciwciata te moga
nie wykrywac wszystkich wariantow antygenowych lub
nowych szczepdw wirusa paragrypy.

Zmiennos$¢ antygenowa w epitopach, przeciwko ktérym
sg skierowane przeciwciata monoklonalne, zawarte
w odczynnikach grupowym i do typowania IMAGEN
Parainfluenza, moze powodowa¢ powstawanie nowych
wariantéw antygenowych, ktérych te przeciwciata nie
beda juz rozpoznawaty.

Powszechno$¢ typu wirusa obecnego w prdébce bedzie
miata wptyw na warto$¢ predykcyjna badania.

Jakos¢ obrazu fluorescencyjnego moze by¢ rézna, zaleznie
od uzytego rodzaju mikroskopu i Zrodta Swiatta.

Zaleca sie uzycie 25pL odczynnika do pokrywania pola
reakcyjnego o srednicy 6mm. Zmniejszenie tej objetosci

moze powodowac trudnosci z pokryciem catego obszaru
prébki i moze zmniejszy¢ czutos¢.
12.11. Wszystkie odczynniki s3 dostarczane w ustalonych
stezeniach roboczych. Jakos$¢ testu moze ulec pogorszeniu,
jesli te odczynniki sg modyfikowane w jakikolwiek sposéb
lub przechowywane w warunkach innych niz zalecane.

12.12. Wszystkie wyniki dodatnie muszg by¢é poddane
interpretacji w odniesieniu do catej dostepnej informacji
epidemiologicznej, oceny klinicznej i innych badan

diagnostycznych.

13. SPODZIEWANE WARTOSCI

Stopien wykrywalnos$ci wirusa paragrypy moze sie réznic, zaleznie
od rodzaju uzytego testu, metody, czasu i miejsca pobrania prébki,
obchodzenia sie z nig, przechowywania i transportowania. Zalezy
takze od wspoétczynnika czestosci wystepowania wirusa w danej
populacji, a takze od wieku, potozenia geograficznego i socjo-
ekonomicznego statusu badanej populacji.

Wirusy paragrypy typéw 1, 2 i 3 wystepujg czesto na catym
Swiecie i sg zwigzane z zakazeniami uktadu oddechowego w
umiarkowanym, tropikalnym i arktycznym klimacie®®. Wigkszo$¢
zakazen dotyczy dzieci ponizej 5 lat, u ktérych wirusy paragrypy
sg odpowiedzialne za 20% zakazer uktadu oddechowego i 30 40%
przypadkéw krupu**2,

Ponad 90% niemowlat przechodzi pierwotne zakazenie wirusami
paragrypy, a az 50% moze przechodzi¢ ponowne objawowe
zakazenia®.

Wirusy paragrypy wystepuja z duzg czestoscig podczas
sezonowych epidemii zakazen uktadu oddechowego. W strefach
umiarkowanych sg one najczesciej skojarzone z epidemiami w
miesigcach jesiennych i zimowych®*. W niektérych krajach
epidemie zakazen wirusem paragrypy typu 3 mogg sie takie
pojawia¢ w miesigcach wiosennych i letnich?.

Najwyzszg zachorowalnos¢ notuje sie u dzieci w wieku pomiedzy
pierwszym a pigtym rokiem zycia. Zakazenia u starszych dziecii u
dorostych wigza sie zwykle z tagodniejszymi objawami.

Wirusy paragrypy sa zwykle przyczyng epidemii zakazen
szpitalnych, zwifaszcza na oddziatach pediatrycznych, i w
instytucjach opiekuriczych dla oséb starszych, i tam wywotuja
zwiekszong zachorowalnosé | smiertelnosce.

Podczas zimy 1994-1995 ogdlna czestos¢ wystepowania wirusa
paragrypy w jednym osrodku testowym, w oparciu o wyniki
izolacji wirusa wynosita 12,5% (21/168) dla typul; 1,8% (3/168)
dla typu 2 i 14,3% (24/168) dla wirusa paragrypy typu 3. Dane te
nie sg reprezentatywne dla czestosci wystepowania typdw wirusa
w catej populacji, poniewaz prébki pochodzity tylko od osdb,
ktére zachorowaty na zapalenia drég oddechowych.

14. SZCZEGOLOWA CHARAKTERYSTYKA WYNIKOW

14.1. BADANIA KLINICZNE

14.1.1 Prébki bezposrednie

Testy IMAGEN Parainfluenza virus grupowy i do typowania
byty oceniane w badaniach wydzielin z nosogardzieli w trzech

osrodkach, jednym w USA i dwéch w UK. Prébki pobierano
podczas zimy 1994-1995.

Badania kliniczne przeprowadzono, uzywajac aspiratéw z
nosogardzieli od chorych z podejrzeniem wirusowego zakazenia
drég oddechowych. Prébki byty pobierane i poddane obrébce
zgodnie z opisem w sekcji 9.1.1. Utrwalone acetonem preparaty



badano albo na $wiezo (przechowane w 2-8°C i badane w
ciggu 3 dni) lub zamrazano i badano pdiniej. Metodami
standardowymi (odniesienia) byly dostepny w handlu posredni
test immunofluorescencyjny oraz izolacja i identyfikacja wirusa.

Préobke uznawano za dodatnig, jesli w tescie grupowym albo w
tescie do typowania IMAGEN Parainfluenza virus jedna lub kilka
komorek nabtonka drég oddechowych wykazywato typowy wzér
fluorescencji, opisany w sekcji 11.2.1.

14.1.2

Testy IMAGEN Parainfluenza virus grupowy i do typowania byty
poddane badaniom klinicznym w czterech osrodkach w UK.
Badania kliniczne podjeto od lipca do pazdziernika 1991. W
tym czasie odnotowano w jednym z osrodkéw wystepowanie
wirusa na poziomie 14,4% (15/104) dla typu 1 i 8,7% (9/104)
dla wirusa paragrypy typu 3. Dane te nie sg reprezentatywne
dla czestosci wystepowania typow wirusa w catej populacji,
poniewaz prébki pochodzity tylko od oséb, ktére zachorowaty
na zakazenie drég oddechowych. Badania przeprowadzono
na prébkach przygotowanych z jednowarstwowych hodowli
komorkowych, zakazonych materiatem klinicznym pobranym
od chorych z podejrzeniem zakazenia wirusem paragrypy.
Standardowymi metodami identyfikacji wirusa paragrypy w
hodowlach komérkowych byty testy neutralizacji lub posrednia
immunofluorescencja. Odczynniki testu IMAGEN Parainfluenza
virus byly takze badane pod katem krzyzowej reaktywnosci
z szerokim zakresem mikroorganizméw, ktorych obecnos¢ w
rutynowych prébkach klinicznych jest prawdopodobna (patrz
sekcja 14.3).

14.2. WYNIKI KLINICZNE
14.2.1 Proébki bezposrednie

Testami grupowym i do typowania IMAGEN Parainfluenza virus
przebadano tacznie 222 probki od chorych z podejrzeniem
wirusowego zapalenia drég oddechowych. W osrodku badawczym
w pn-wschodnich Stanach Zjednoczonych przebadano w czasie
zimy 1994-1995 184 prébki pediatryczne pod katem czutosci i
swoistosci testu. Wiekszo$¢ byta poréwnywana z izolacja wirusa,
mniejszg cze$¢ badano w poréwnaniu z posrednim testem
immunofluorescencyjnym, ktéry stanowit test odniesienia. Tabele
14.11i14.2 zawieraja wyniki z osrodka w USA. W dwdch osrodkach
w UK zbadano probki o potwierdzonej zawartosci wirusa
paragrypy, aby zwiekszy¢ odsetek préb dodatnich. Wyniki tych
badan zamieszczono w Tabelach 14.3 i 14.4. Wyniki pokazujace
odsetki préb dodatnich we wszystkich osrodkach dokonujgcych
badan przedstawiono w Tabelach 14.5i 14.6.

Potwierdzenie w hodowli komérkowej

IMAGEN Parainfluenza virus Group (Types 1, 2 and 3)

W osrodku w USA test grupowy IMAGEN Parainfluenza virus
Group (Typy 1, 2 i 3) wykazat 97,6% korelacji w stosunku do
izolacji wirusa i 98,4% korelacji w poréwnaniu z referencyjnym
posrednim testem immunofluorescencyjnym. Wzgledna czutos¢
i swoistos¢ testu grupowego IMAGEN Parainfluenza virus Group
(Typy 1, 2i 3) wynosity odpowiednio 97,9% i 97,5% w poréwnaniu
z izolacjg wirusa. W poréwnaniu z immunofluorescencyjnym
testem odniesienia, wzgledna czuto$¢ i swoistos¢ wynosity
odpowiednio 96,2% i 99,0%.

IMAGEN Parainfluenza virus Type 1

W osrodku w USA test IMAGEN Parainfluenza virus Type 1 wykazat
korelacje, czuto$¢ i swoistos¢ o wartosci 100% w poréwnianiu do
izolacji wirusa i do immunofluorescencyjnego testu odniesienia.

IMAGEN Parainfluenza virus Type 2

W osrodku w USA test IMAGEN Parainfluenza virus Type 2 wykazat
korelacje, czutos¢ i swoisto$¢ o wartosci 100% w poréwnianiu do
izolacji wirusa i do immunofluorescencyjnego testu odniesienia.

IMAGEN Parainfluenza virus Type 3

W osrodku w USA test IMAGEN Parainfluenza virus Type 3 wykazat
97,6% korelacji, 91,6% czutosci i 98,6% swoistosci w poréwnianiu
do izolacji wirusa. W poréwnaniu z immunofluorescencyjnym
testem odniesienia korelacja, czuto$¢ i swoisto$¢ wyniosty
odpowiednio: 98,4%, 75% and 99,1%.

Tabela 14.1 Poréwnanie  wynikébw testu IMAGEN
Parainfluenza virus z izolacjg wirusa z aspiratow nosogardtowych
w U.S. Centre

Test IMAGEN Parainfluenza virus
Czutos¢ Swoistos¢

IMAGEN
Parainfluenza

virus reagent
Parainfluenza 1

Liczba Liczba prébek
prébek dodatnich po
badanych _izolacji wirusa

100% (21/21)  100% (147/147)

(95% zakres ufnosci) 168 21 (84,0%-100%) (97,51%-100%)
Parainfluenza 2 168 3 100% (3/3) 100% (165/165)
(95% zakres ufnosci) (29,3%-100%) (97,79%-100%)
Parainfluenza 3 168 2 92% (22/24) 98,6% (142/144)
(95% zakres ufnosci) (73,0%-98,97%)  (95,08%-99,83%)
Parainfluenza Group 168 48 97,9 (47/48) 97,5% (117/120)

(95% zakres ufnosci) (89,0% - 99,95%) (92,89% - 99,48%)

Tabela 14.2 Poréwnianie wynikow testu
IMAGEN Parainfluenza virus z referencyjnym testem
immunofluorescencyjnym w aspiratach nosogardtowych w U.S.
Centre

Test IMAGEN Parainfluenza virus

IMAGEN Liczba Liczba prébek Czutosc Swoistos¢
Parainfluenza probek  dodatnich po

virus reagent badanych izolacji wirusa

Parainfluenza 1 127 21 100% (21/21) 100% (127/127)
(95% zakres ufnosci) (84,0%-100%) (96,59%-100%)
Parainfluenza 2 127 1 100% (1/1) 100% (127/127)
(95% zakres ufnosci) (2,5%-100%) (97,12%-100%)
Parainfluenza 3 127 4 75% (3/4) 99,1% (122/123)
(95% zakres ufnosci) (19,4%-99,37%)  (95,55%-99,98%)
Parainfluenza Group 127 2% 96,2% (25/26)  99,0% (100/101)

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

Uwaga: Prosze zauwazy¢, ze stowo “wzgledny” odnosi sie do
poréwnania wynikéw tego testu z wynikami podobnego testu.
Nie dokonano tu ustalenia korelacji miedzy wynikami testu z
obecnoscig lub brakiem choroby. Na podstawie pordéwniania
doktadnosci testéw nie mozna wnioskowac o ich zdolnosci do
potwierdzenia choroby.

Tabela 14.3 Poréwnanie  wynikéw testu IMAGEN
Parainfluenza z izolacjg wirusa z aspiratéw nosogardtowych w
dwéch Centrach w UK

Viral isolation Pos Neg Pos Neg
IMAGEN reagent Pos Neg Neg Pos
Parainfluenza 1 n=35 3 31 0 1**
Parainfluenza 2 n=35 2 32 1* 0
Parainfluenza 3 n=35 27 7 1* 0
Parainfluenza Group n=35 30 0 QF** 1**

* Obie prébki ujemne takze w referencyjnym tescie
immunofluorescencyjnym.
** Probka dodatnia réwniez w referencyjnym tescie
immunofluorescencyjnym.
*** Dwie z tych probek ujemne takie w referencyjnym tescie
immunofluorescencyjnym.

Tabela 14.4 Poréwnanie  wynikéw  testu IMAGEN
Parainfluenza z referencyjnym testem immunofluorescencyjnym
na aspiratach nosogardtowych w dwéch Centrach w UK

Reference immunofluorescence Pos Neg Pos Neg
IMAGEN reagent Pos Neg Neg Pos
Parainfluenza 1 n=38 3 35 0 0
Parainfluenza 2 n=38 3 35 0 0
Parainfluenza 3 n=38 30 8 0 0
Parainfluenza Group n =38 34 2 2% 0

* Jedna prébka zawierata niewiele komérek.

Tabela 14.5 Poréwnanie odsetka dodatnich wynikéw testu
IMAGEN Parainfluenzaiizolacji wirusa z aspiratéw nosogardtowych
ze wszystkich centréw badan

IMAGEN reagent Liczba wykryta przez % zgodnosci

izolacje wirusa

Liczba wykryta
przez IMAGEN

Parainfluenza 1 24 24 100%
Parainfluenza 2 6 5 83,3%
Parainfluenza 3 52 49 94,2%
Parainfluenza Group 82 77 93,9%
Tabela 14.6 Poréwnianie odsetka wynikow

dodatnich IMAGEN Parainfluenza z referencyjnym testem
immunofluorescencyjnym na aspiratach nosogardtowych ze
wszystkich centréw badan

IMAGEN reagent Liczba wykryta przez Liczba wykryta % zgodnosci

referencyjny test przez IMAGEN
immunofluorescencyjny
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

IMAGEN Parainfluenza virus Group

Badania wykonane testem grupowym IMAGEN Parainfluenza
virus Group (Types 1, 2 and 3) wykazaty korelacje rzedu 98,3%
ze standardowymi metodami (Tabela 14.7). Wzgledna czutosc i
wzgledna swoistos$¢ wyniosty odpowiednio 98,3% i 98,5%.

Potwierdzenie w hodowli komérkowej

IMAGEN Parainfluenza virus Types 1, 2 and 3

Wartosci wzglednej czutos¢i dla testdw w kierunku poszczegdinych
typéw wirusa Parainfluenza 1, 2 i 3 wynosity odpowiednio
96,1%, 100% i 97,4%. Wartosci wzglednej swoistosci dla testéw

b Test IMAGEN Parainfluenza virus wykryt dwa szczepy

typu 1 i jeden szczep typu 3, ktére nie zostaty wykryte
standardowymi metodami.
14.3. REAKTYWNOSC KRZYZOWA
Mikroorganizmy wymienione w tabeli 14.8 zostaty zbadane przy
pomocy testéw IMAGEN Parainfluenza virus Group i IMAGEN
Parainfluenza virus Types 1, 2 and 3, i nie wykazaty krzyzowej
reaktywnosci. Badania przeprowadzono na rozmazach hodowli
wzorcowych lub swiezych izolatach mikrobiologicznych.

Tabela 14.8 Organizmytestowane przy uzyciu odczynnikéw
IMAGEN Parainfluenza virus, nie wykazujaze reaktywnosci

Mikroorganizm Zrédto llo$é zbadanych
préb
Acholeplasma laidlawii NCTC 10116 broth 1
culture deposit
Adenovirus type 1 Cell Culture 9
Adenovirus type 2 Cell Culture 5
Adenovirus type 3 Cell Culture 8
Adenovirus type 4 Cell Culture 3
Adenovirus type 5 Cell Culture 4
Adenovirus type 7 Cell Culture 3
Adenovirus type 10 Cell Culture 1
Adenovirus type 41 Cell Culture 1
Bordetella parapertussis Cell Culture 1
Bordetella pertussis Culture Medium 1
Branhamella catarrhalis Culture Medium 1
Candida albicans Culture Medium 1
Chlamydia pneumoniae Cell Culture & X
veer Culture Medium 1 kazdego typu

Chlamydia psittaci Cell Culture 2
Chlamydia trachomatis Cell Culture 2
Cowpox virus Cell Culture 1
Coxsackie virus type A7 Cell Culture 1
Coxsackie virus type A9 Cell Culture 1
Coxsackie virus type B3 Cell Culture 3
Coxsackie virus type B4 Cell Culture 1
Coxsackie virus type B5 Cell Culture 2
Cytomegalovirus Cell Culture 2
Echovirus type 5 Cell Culture 1
Echovirus type 11 Cell Culture 1
Echovirus type 19 Cell Culture 2
Echovirus type 30 Cell Culture 4
Epstein Barr virus Continuous cell culture line 1
Escherichia coli Culture Medium 1
Foamy virus Cell Culture 1

Culture Media &
Sputum deposit

Haemophilus influenzae 1 kaidego typu

w kierunku poszczegélnych typdw wirusa Parainfluenza 1, 2 i 3 |Herpes simplex virus type 1|cell Culture 3
wynosity odpowiednio 99,3%, 99,7% i 98,4%. Herpes simplex virus type 2 | Cell Culture 2
B ) ) Influenza virus A Cell Culture 2
Tabela 14.7 Poréwnanie testu IMAGEN Parainfluenza |,q.en.q virus B Cell Culture 2
virus ze standardowym potwierdzeniem przez hodowle |klebsiella pneumoniae Culture Medium 1
komérkowa Legionella pneumophila Culture Medium 1
Measles virus Cell Culture 3
IMAGEN Liczba Liczba prébek IMAGEN Parainfluenza Mumps virus Cell Culture 8
e i b J, h  dodatni L virus reagents* Mycobacterium avium Culture Medium 1
virus reagent prébek w metodzie . .
standardowe} Mycobactenum Culture Medium 1
Wagledna Wzgledna intracellulare
czutodé Swoistodt Mycobacterium Culture Medium 1
Parainfluenza 1 2 o 96,1% (49/51) 99,3% (269/271)  |tuberculosis
(95% zakres ufnosci) (86,5% - 99,5%) _(97,4% - 99.9%) Mycoplasma arginini NCTC 10129 broth 1
Parainfluenza 2 315 2 100% (24/24)  99,7% (290/291) culture deposit
(95% zakres ufnosci) (85,8% - 100%) _ (98,1% - 100%) Mycoplasma hominis NCTC 10111 broth 1
Parainfluenza 3 345 155 97,4% (151/155) 98,4% (187/190) culture deposit
(95% zakres ufnosci) (93,5%-99,3%) (95,5% - 99.7%) Mycoplasma hyorhinus NCTC 10130 broth
Parainfluenza Group 363 229 98,3% (225/229) 98,5% (132/134) culture deposit 1
(95% zakres ufnosci) (95,6% - 99,5%) (94,7% - 99,8%) Mycopl orale NCTC 10112 broth ]
a . . . . culture deposit
Wyniki z jedengo z czterech centréw badar zawierajg pewna Mycoplasma preumoniae |NCTC 10119 broth -

czesé na probkach mrozonych.

culture deposit



Neisseria meningitidis

A B C&D

Neisseria mucosa
Neisseria perflava
Neisseria pharyngis
Parainfluenza virus 4a
Pneumocystis carinii

Polio virus type 1

Polio virus type 2

Polio virus type 3
Respiratory syncytial virus
Rhinovirus

Sendai virus
Streptococcus groups

A B CD FandG
Streptococcus pneumoniae
Varicella zoster virus

Mikroorganizm Zrédto llo$¢ zbadanych
préb
Mycoplasma salivarium NCTC 10113 broth 1
culture deposit
Neisseria cinerea Culture Medium 1
Neisseria flavescens Culture Medium 1
Neisseria gonorrhoeae Culture Medium 1
Neisseria lactamica Culture Medium 1

Culture Medium

Culture Medium
Culture Medium
Culture Medium
Cell Culture
Clinical Specimen
Cell Culture

Cell Culture

Cell Culture

Cell Culture

Cell Culture

Cell Culture
Culture Medium

Sputum Deposit
Cell Culture

1 kazdego typu

~

RO WNRRNRR

1 kazdego typu
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