Key Code TSMX7852A
www.oxoid.com/ifu

Europe +800 135 79 135 US 1855 2360 190
CA 1 855 805 8539 ROW +31 20 794 7071

IMAGEN Respiratory
Screen

Division of Microbiological Reagents and Quality Control, Central
Public Health Laboratory, Colindale, Londyn, Velka Britanie

The Washington Research Foundation, Washington, USA
Pfestoze nékteré monoklondlni protilatky pouZité v testu
pochdzeji z Centers for Disease Control (CDC), neznamena to,
Ze by byl tento test néjakym zplisobem podporovan CDC ¢i
americkym ministerstvem zdravotnictvi.

4. DEFINICE

V informaci o vyrobku byly pouzity ndsledujici symboly.

Katalogové cislo

Diagnosticky zdravotnicky prostiedek in vitro

K612011-2 oo /100 CS

Prostudujte navod k pouZziti

1. UCEL POUZITI

Teplotni omezeni (skladovaci teplota)

Test IMAGEN™ Respiratory Screen je kvalitativni nepfimy
imunofluorescencni test k presumptivni detekci RSV (respiracné
syncytialniho viru), viru chfipky A a B, parachfipky 1,2 a3 a
adenoviru ve vzorcich z respiracniho traktu (aspirat z nosohltanu)
a z bunécné kultury. Test nedokaze rozlisit jednotlivé viry. Ty Ize
dale identifikovat a potvrdit pomoci monoklonalnich protilatek
znacenych FITC, jako napf. ¢inidel z fady IMAGEN, ¢i jinou
metodou. Vysledky zjisténé u pfimych vzorkl z respiraéniho
traktu je nutno potvrdit na izolatu z bunécné kultury.

2. SOUHRNNE INFORMACE

Virové infekce respira¢niho traktu byvaji pfi¢inou velkych vyskyta
respiracniho onemocnéni po celém svété, které maji vyznamny
dopad na zdravotni stav svétové populace™*?. Viry zpisobuji
onemocnéni u vsech vékovych skupin, nejzavaznéjsi jsou vsak
infekce u kojenct a lidi starych a s oslabenou imunitou, které
mohou vést i k hospitalizaci pacienta®. Oportunni hromadné
infekce se mohou vyskytnout na pediatrickych a geriatrickych
lizkovych oddélenich, coz ma za nasledek dlouhodobou
hospitalizaci a o3etfovani i zvy§enou morbiditu a mortalitu®®.
Virové infekce respiracniho traktu u kojenc mohou zpisobit
obstrukce dychacich cest a vést k respiracni nedostatecnosti.
Mezi hlavni virové ptvodce infekci dolniho dychaciho traktu patfi
RSV, viry chiipky A a B, virus parachfipky 1, 2 a 3 a adenoviry.
Ocekavané prevalence pro jednotlivé viry jsou véetné odkazi na
literaturu podrobné uvedeny v Casti 13, O¢ekavané Hodnoty.
Viry RSV a parachtipky plsobi sezdnné a jsou jednou z hlavnich
pfi¢in onemocnéni dolniho dychaciho traktu u kojencl a malych
déti. Casto zplisobuji zanét pridusinek, bronchitidu a obcas
zanét plic™®’.

Viry chiipky A a B zpUsobuji celosvétové epidemie respiracnich
onemocnéni u dospélych a malych déti, kdy se zdvainost
onemocnéni pohybuje v rozsahu od mirnych pfiznakd infekce
horniho dychaciho traktu aZ po tézky zanét plic*®". Akutni zanét
plic u pacientt starych ¢i s oslabenou imunitou muZe ohrozit
Zivot pacienta, zvlasté je-li spojen se sekundarni mikrobidln{
infekei.

Adenovirové infekce jsou spojeny s onemocnénimi respiracniho
a zazivaciho traktu a zrakového aparatu'®. Adenoviry jsou podle
udaji odpovédné za 5% akutnich respiraénich onemocnéni u
détimladsich 4 let a jsou béZnou pticinou faryngitid u malych
déti®.

Rychld diagndza virové infekce respiracniho traktu vyrazné
usnadnuje prevenci, [é¢bu pacientl a nasazeni antivirové
terapie, zvlasté u vird chiipky A a RSV. Navic umozZiiuje ucinnou
kontrolu vzniklé hromadné infekce®'**>*.

Mezi metody pouzivané k diagndze akutnich virovych infekei
respiracniho traktu patfi pfimé testovani odebranych vzorkd
(napt. aspiratu z nosohltanu) imunofluorescenénimi testy popf.
enzymovou imunoanalyzou s cilem detekce virovych proteind,
a dale izolace a urceni viru z jednovrstevné bunécné kultury ¢i
detekce imunitni odpovédi sérologickymi metodami.
Imunofluorescencni testy jako napf. IMAGEN Respiratory
Syncytial Virus and IMAGEN Influenza A and B virus jsou dnes
Siroce pouZivanym nastrojem pfi pfimé detekci proteint
respiracnich vird v preparatech bunék z nosohltanového aspiratu,
¢i z jednovrstevné bunééné kultury'”*®. Imunofluorescenéni
testy vyuZivajici specifické monoklonalni protilatky jsou rychlé
a umozniuji sledovat kvalitu vzorku®". Koncentrace kultivat(
odstfedénim (tzv. zrychlené kultury ¢i shell vial) urychluji
izolaci respiracnich virG z buné¢né kultury a pfi kombinaci
s imunofluorescenénimi testy umoznuji rychlou diagnézu
respiraéni infekce pomoci bunéénych kultur®.

V kazdé populaci koluje souéasné cela fada respiracnich vird,
které mohou zpUsobovat infekce s podobnymi klinickymi
pfiznaky. Procento vzorkl pozitivnich na respiraéni viry bude
kolisat podle populace, ro¢niho obdobi, typu vzorku a ¢asu
jeho odbéru vzhledem k fazi infekce. Imunofluorescenéni
screening na respiracni viry je rychlou a ekonomickou metodou
detekce virovych infekci respiraéniho traktu. Jednotlivé viry
Ize poté identifikovat a potvrdit pomoci monospecifickych
monoklonalnich protilatek znacenych FITC.

Test IMAGEN Respiratory Screen je nepfimy imunofluorescencni
teste k detekci respiracnich vird véetné viru RSV, viru chripky A a B,
parachfipky 1, 2 a 3 a adenoviru v klinickych vzorcich a bunécné
kultufe. Pfitomnost respiracniho viru je indikovana pozitivnim
vysledkem screeningového testu. Jakykoli pfitomny virus Ize
identifikovat pfimym imunofluorescenénim testem pomoci
¢inidla na bazi monoklonadlni protilatky konjugované s FITC a
specifické pro jednotlivé viry (viz Cast 6.1 a 11.4).

3. PRINCIP TESTU

Test IMAGEN Respiratory Screen obsahuje smés monoklondlnich
protilatek, z nichz kazda je specifickd pro jeden z nasledujicich
vir: RSV, virus ch¥ipky A &i B, virus parachfipky 1, 2 ¢i 3 &i
adenovirus. Cinidlo se smésnou protildtkou se pouZiva ve
dvoustupriové metodé na bazi nepfimého imunofluorescen¢niho
barveni. Dodané c¢inidlo pro negativni kontroly slouzi k
monitorovani specificnosti obarveni. Vzorky jsou barveny po 15
minut ve screeningovém ¢inidle ¢i popf. Cinidle pro negativni
kontroly. Pfebytecné nenavazané cinidlo je poté odstranéno
promytim ve fosfatem pufrovaném fyziologickém roztoku (PBS).
Vzorky jsou pak barveny sekunddrnim konjugatem s FITC po
15 minut. Pfebytecné nenavazané Cinidlo je poté odstranéno
promytim v PBS. Zbarvené oblasti jsou fixovdny na sklicku a
prohlédnuty mikroskopicky pod epifluorescen¢nim osvétlenim.
Pozitivni vysledek je signalizovan pfitomnosti charakteristické
svétle zelené nitrobunécné fluorescence infikovanych bunék,
kterd kontrastuje s cervené zbarvenymi neinfikovanymi burikami.
Pritomny respiracni virus lze specificky identifikovat pomoci
pfislusnych jednotlivych Cinidel IMAGEN (viz Cast 11.4).
Podékovani

Monoklondini protildtky pouZzité v tomto testu byly poskytnuty
nasledujicimi organizacemi:

The Department of Respiratory and Enteric Viruses, Public
Health Services, Centers for Disease Control, Atlanta, USA

The Institute for Research on Animal Diseases, Compton,
Berkshire, Velka Britanie

The Department for Health and Human Services, Public Health
Services, Centers for Disease Control, Atlanta, USA
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Vyrobce

POSKYTNUTA CINIDLA

5.
8 °C
2 °CJF

VlOO — Kazdy kit obsahuje dostate¢némnozstvi materidlu
k testovani 100 pfimo odebiranych vzorkl ¢i preparatd z
bunécénych kultur. Exspirace kitu je uvedena na etiketé vnéjsi
krabice.

5.1.  CINIDLO IMAGEN RESPIRATORY SCREEN

UII Navod k pouZiti.

POSITIVE AND NEGATIVE
CONTROL SLIDE

5 x 14 jamek, kombinovana sklicka pro pozitivni
i negativni kontrolu. Kazdé sklicko ma 7
jamek obsahujicich acetonem fixované buriky
infikované bud virem RSV (kmen z klinickych
vzork), chfipkou A (kmen CDC V7-002) ¢i B
(kmen CDC V4-004), virem parachfipky 1, 2 ¢i 3
(kmeny CDC V6-004, CDC V7-003, a V5- 003) a
adenovirem (kmen CDC V5-002), jedna jamka
je vidy specificka pro jeden virus) a 7 jamek
obsahujicich acetonem fixované neinfikované
buriky (jamky s negativni kontrolou).

Po jedné lahvi¢ce nasledujicich ¢inidel, pokud neni uvedeno
jinak:

3 x 3mL kapaliny pro fixaci mikroskopického
preparatu. Kapalina obsahuje inhibitor blednuti
ucinkem svétla (fotobleaching) v glycerolu (pH
10,0).

4,AmL testovaciho ¢inidla. Cinidlo se sklada ze
smési purifikovanych mysich monoklondlnich
protilatek specifickych pro RSV, virus chfipky
Aa B, virus parachfipky 1, 2 a 3 a adenovirus.
Cinidlo je dodavéno v pufrovaném roztoku
stabilizovaném proteinem a obsahujicim
15mmol/L azidu sodného jako konzervaéni
latku.

Monoklondlni protilatky pouZzité v testovacim
Cinidle prikazné reaguji s konzervovanymi
epitopy virovych proteinG jednotlivych virQ,
a to takto:

Virus

virus RSV

Specificnost monoklonalni protilatky

nukleoprotein a fuzni protein
virus chripky A nukleoprotein a protein matrix
virus chfipky B nukleoprotein a hemaglutinin
virus parachtipky 1 fuzni protein
virus parachfipky 2 hemaglutinin
virus parachtipky 3 hemaglutinin

adenovirus hexon protein*

*Jak bylo prokdzéno, tato monoklonalni protilatka zjistuje viechny
kmeny adenoviru bézné spojované s infekcemi dychaciho Ustroji.
Testovany byly adenovirové kmeny 1-41.

[CONTROL[-] 2,6mL ¢inidla pro negativni kontrolu. Cinidlo

se sklada ze smési mysich monoklonalnich
protilatek bez antivirové aktivity. Cinidlo
je dodavédno v pufrovaném roztoku
stabilizovaném proteinem a obsahujicim
15mmol/L azidu sodného jako konzervaéni
latku.

2 x 3, 5mL protilatky proti my3i protilatce
konjugované s FITC. Cinidlo se sklada z
fragmentl F(ab’), krali¢ich imunoglobulind
proti mySim protildatkdm. Fragmenty jsou
konjugovdny s FITC, nafedény ve PBS
obsahujici proteinovy stabilizétor, Evansovu
modf jako kontrastni barvivo a 15mmol/L
» azidu sodpébolako konzervaénile"ztku‘ Lo
PRIPRAVA, UCHOVAVANI A OPAKOVANE POUZITI
SOUCASTI KITU

K optimdlnimu fungovani kitu je nutné skladovat jeho
nespotiebované soucasti podle nasledujicich pokyn(:

5.3.  SKLICKA S POZITIVNi KONTROLOU —

Sklicka jsou doddvéna zabalend individudlné v zavarené félii pod

dusikovou atmosférou. Nespotfebovana sklicka uchovavejte

pfi 2-8°C. Pfed otevienim sklicka ponechte v obalu 5 minut pfi

pokojové teploté (15-30°C).

OkamdZité po otevreni sklicka obarvéte.

5.4.  KAPALINA PRO FIXACI MIKROSKOPICKEHO PREPARATU
~ [WouNTG Fiuw]

Pripraveno k pouZiti. Nespotfebovanou kapalinu uchovavejte

pfi 2-8°C. Pfed pouzitim ponechte 5 minut pfi pokojové teploté

(15-30°C).

5.5.  TESTOVACI CINIDLO — [ScReENING REAGENT]

Pfipraveno k pouZiti. Nespotfebovanou kapalinu uchovavejte

pfi 2-8°C. Pfed pouzitim ponechte 5 minut pfi pokojové teploté

(15-30°C).

5.6.  CINIDLO PRO NEGATIVNi KONTROLU -

Pfipraveno k poufZiti. Nespotfebovanou kapalinu uchovavejte

pfi 2-8°C. Pfed pouZzitim ponechte 5 minut pfi pokojové teploté

(15-30°C).

5.7. CINIDLO S PROTILATKOU PROTI MYSi PROTILATCE
KONJUGOVANE S FITC -

Pfipraveno k pouZiti. Nespotifebované ¢inidlo uchovavejte v

temnu pti 2-8°C. Pfed pouZzitim ponechte 5 minut pfi pokojové

teploté (15-30°C).

5.2

6. DALSi POTREBNA CINIDLA A ZARIZENI
6.1. CINIDLA
Cerstvy aceton (k fixaci).

Fosfatem PBS pH 7,5 k promyvani obarvenych vzorkd a jejich
pFipravu.

Cinidla IMAGEN k potvrzeni pozitivnich vysledk( screeningu.
Jsou k dispozici u mistni pobocky ¢i distributora firmy Oxoid:

IMAGEN Adenovirus

IMAGEN Respiratory Syncytial Virus (RSV)
IMAGEN Parainfluenza Virus Types 1,2,3 (Typing)
IMAGEN Influenza A and B Virus

6.2.  PRISLUSENSTVI A ZARIZENI

Nasledujici vyrobky jsou uréeny k pouZiti v kombinaci s kitem
IMAGEN Respiratory Screen. Dalsi informace ziskate u mistni
distributora.

kéd K610011-2
kéd K610211-2
kod K610411-2
kéd K610511-2

Teflonem potazend mikroskopicka sklicka s jednou jamkou o
priméru 6mm (100 sklicek na krabici). Jsou k dispozici u mistni
distributora (kéd $611430-6).

IMAGEN Respiratory Screen Positive and Negative Control Slides
(kéd S612130-2).

7. ZARIZENi

Budete potfebovat nasledujici zafizeni:

Pfesnd pipeta a jednordzové Spi¢ky schopné odmérit 20pulL a

25uL

Promyvaci lazen

Kryci sklitka vhodnd k zakryti podloZnich sklicek s jedinou 6mm

jamkou ¢i se 14 jamkami

Imerzni olej, ktery nemd vlastni fluorescenci

Epifluorescencni mikroskop s filtrem pro FITC (maximalni

excitacéni vinova délka 490nm, stfedni emisni vinova délka

520nm) a zvétsenim 200-500x

Inkubdtor schopny udrzovat teplotu 37°C

Nizkootackova odstredivka

Pro pfimo odebirané vzorky

Odsavacka hlent (pouze pro vzorky z nosohltanu).

Pro potvrzeni izolatd z kultury

Sterilni stérové tampony, virové pfepravni médium (VTM) a

nadoba vhodnd k odbéru, prepravé a kultivaci virG RSV, viru

chtipky A a B, parachfipky 1, 2 a 3 a adenoviru.

Bunécné linie doporucené ke kultivaci a izolaci viru RSV, chripky

A a B, parachtipky 1, 2 a 3 a adenoviru.

8. UPOZORNENI

lﬂtgl - In vitro diagnostikum. Osoby, provadéjici test s

mto vyrobkem musi byt v jeho pouZiti vyskoleny a musi mit

zkuSenosti s praci v laboratofi.

8.1.  Bezpecnostni pokyny

8.1.1 Cinidla IMAGEN Respiratory Screen obsahuji <0.1%
azidu sodného, co?Z je jedovatd latka. Azid sodny
mUzZe reagovat s olovénymi a médénymi armaturami
a vytvaret vysoce vybusné kovové azidy. Materialy
obsahujici azid vidy splachnéte velkymmnoZstvim vody.

Virové antigeny na sklicku s kontrolou jsou pfi izolaci z
bunécné kultury neinfekéni, zachazejte vsak se sklicky
jako s potencidlné infekénim materidlem a stejné jej i
zlikvidujte.

Evansova modf je pfitomna v ¢inidle. Pfestoze je
koncentrace v produktu nizsi nez takova, kterd je
klasifikovédna jako karcinogenni, je tfeba zamezit
kontaktu s pokozkou.

PFfi praci s kapalinou pro ptipravu trvalych
mikroskopickych preparatli postupujte opatrné; muze
zpUsobit podrazdéni pokozky. PFi kontaktu pokozku
oplachnéte vodou.

Ve vyhrazeném pracovnim prostoru nejezte, nepijte,
nekutte, neskladujte nebo nepfipravujte jidlo a
neaplikujte osobni kosmetiku.

Nenasdvejte material do pipety Usty.

Pfi manipulaci s klinickymi vzorky a virovou kulturou
pouZivejte jednordzové rukavice a po praci s infekénim
materidlem si vidy umyjte ruce.

8.1.6
8.1.7

Veskeré klinické vzorky zlikvidujte v souladu s mistnimi
predpisy.
Bezpeclnostni list je profesiondlnim uZivatelim k
dispozici na pozadani.
TECHNICKE POKYNY
NepouZivejte komponenty po datu exspirace
vytisténém na Stitcich. Nemichejte a nezaménujte
rizné Sarze cinidel.
Cinidla jsou dodavana v pevnych pracovnich
koncentracich. Modifikovani ¢inidel a jejich uchovavani
v jinych podminkach nez uvedenych v bodé 5 bude mit
nepfiznivy dopad na funkénost testu.
8.2.3
8.24

Cerstvy PBS pfipravte podle potieby vidy v den poufiti.
Promyvéni v PBS je nezbytnou soucdsti metody.
Pouziti jiného promyvaciho roztoku (napf. vodovodni i
destilované vody) negativné ovlivni vysledky testu.
8.2.5
8.2.6 Cinidla nesmi byt zmrazena.

9. ODBER A PRIPRAVA VZORKU

Odbér a priprava vzorkd je pti diagnostice respiracnich virovych
infekci pfimymi imunofluorescen¢nimi testy a z bunécné kultury
maximalné dilezita. Vzorky musi byt z mista infekce odebrany
v dobé, kdy uvolfiovdni virovych ¢&astic vrcholi, aby obsahovaly
co nejvice infikovaného materialu. K pfimému mikroskopickému
posouzeni je pFipravte tak, aby preparat obsahoval neposkozené
buriky ocisténé od hlenu, ke kultivaci v kulture zajistéte, aby byly
viry ve vzorku Zivotaschopné.

9.1.  SEKRECE A VZORKY ODSAVANE Z NOSOHLTANU

Odbér

Vzorky z nosohltanové oblasti odebirejte odsavackou a trubickou
o velikosti 8. Odsavacku hlend a trubicku uchovavejte pri 2-8°C
a odeslete co nejdfive do laboratofe ke zpracovdni. Separace
bunék je pfi pfimém imunofluorescenénim barveni vzork(
nezbytnd. Vzorek ¢i supernatant ze separace lze pouzit k
inokulaci viru do kultury.

Separace bunék

Zamezte mikrobialni kontaminaci ¢inidel.

V pfipadé potieby pred odstfedénim ke vzorku pridejte 2mL
PBS, ¢imz snizite viskozitu a nafedite hlen. Odsavacku hlent
odstredujte pti pokojové teploté (15-30°C) po 15 minut pfi 380g.
Odeberte supernatant, ktery lze pouzit pro kultivaci v bunécné
kultuFe. Buriky rozpustte v 2mL PBS a jemné buriky nékolikrat
nasajte do pipety se Sirokym Ustim nebo jemné rozmichejte
michackou, aZ rozrusite hlen a uvolnite bunéény material.
Zamezte prudkému pipetovani a michani, abyste predesli
poskozeni bunék. Jakmile je suspenze hladka, ptidejte podle
potfeby dalsi PBS, a rozmichejte michackou ¢i pipetou, abyste
buriky dikladnéji promyli. Odstranite a zlikvidujte viditelné shluky
hlenu, které jesté zbyvaji. Pfebyte¢ny hlen musi byt odstranén,
protoZe by branil pfiméfené penetraci Cinidla a mohl zpUsobit
nespecifickou fluorescenci.

Pokud veskery sekret zlstane v pfivodni hadi¢ce a nepronikne do

odsavacky, vyplachnete sekret z hadicky do PBS. Doporucujeme
vyplachnuti provést pasteurovou pipetou, kterou zasunete do
odsdvaci hadicky. Natahnéte do hadicky pfimérenémnoistvi
tekutiny a opakované ji vytlacte, dokud neuvolnite sekret
prichyceny na stény hadicky. Nasavejte suspenzi pipetou a zase
vypoustéjte, aZ se hlen pfimérené rozrusi.
Pfiprava sklicek
Po dokonceni separace bunék odstfedte vyslednou bunécnou
suspenzi pfi pokojové teploté (15-30°C) po 10 minut pfi
380g a zlikvidujte supernatant. Rozpustte peletu bunék v
dostate¢némmnozstvi PBS a naredte tak zbyvajici hlen, dbejte
viak, abyste zbyteéné neroztedili bunky. 25ulL rozpusténé
bunécné suspenze preneste do jamky (jamek) na sklicku.
POZNAMKA: Doporucujeme kazdy zkoumany vzorek pripravit
v duplikdtu, a na jednu jamku aplikovat testovaci ¢inidlo a na
druhou cinidlo pro negativni kontrolu (viz ¢ast 10.8).
Nechte vzorek dikladné zaschnout pfi pokojové teploté (15-30°C)
a poté fixujte v Cerstvém acetonu pfi pokojové teploté (15-30°C)
po 10 minut. Pokud vzorek nebudete okamzité barvit, skladujte
jej pri 4°C pres noc, nebo pti-20°C po delsi obdobi.
POZNAMKA: Chcete-li provést nasledny test k identifikaci
konkrétniho viru, pfidejte na kazdy vzorek dalsi sklicko
obsahujici nejméné 8 jamek (viz Cast 11.4).
9.2.  INOKULACE BUNECNE KULTURY
Inokulace bunééné kultury
Vzorky odebrané k diagnéze viru RSV, viru chfipky A a B,
parachfipky 1, 2 a 3 a adenoviru naockujte do bunécnych linii,
které jsou ve vasi laboratofi bézné pouzivany, a to podle vasich
zavedenych metod. Bunécné kultury pravidelné kontrolujte na
vyskyt cytopatického efektu (CPE) a v pravidelnych intervalech
provadéjte hemadsorpéni testy. U kultur vykazujicich pozitivni
hemadsorpcni test ¢i CPE Ize kultivaci ukoncit a u bunék lze
provést test na virus RSV, chfipky A a B, parachfipky 1,2a 3 a
adenoviru.
Pfiprava sklicek
Buriky seSkrabejte sterilni pipetou do tekutého kultivaéniho
média. Buriky odstfedte pfi 200g po 10 minut pfi pokojové
teploté (15-30°C) a odstrarite supernatant.
Promyjte buriky opétovnym rozpusténim v PBS. (viz Cast 6.1) a
odstfedéni opakujte. Odstrafite supernatant a buriky rozpustte v
malém objemu cerstvého PBS (250pL na zkumavku s kulturou).
Pfeneste 25uL alikvot( bunécéné suspenze do pfislusného
poctu jamek na skli¢kach. Nechte vzorek na vzduchu dtkladné
zaschnout a poté fixujte v Cerstvém acetonu pfi pokojové teploté
(15-30°C) po 10 minut). Pokud vzorek nebudete okam?zité barvit,
skladujte jej pfi 4°C pfes noc, nebo pfi -20°C po delsi obdobi.
POZNAMKA: Doporuéujeme kazdy zkoumany vzorek pfipravit
v duplikdtu, a na jednu jamku aplikovat testovaci ¢inidlo a na
druhou ¢inidlo pro negativni kontrolu (viz Cast 10.8).
POZNAMKA: Chcete-li provést nasledny test k identifikaci
konkrétniho viru, pfidejte na kazdy vzorek dalsi sklicko
obsahujici nejméné 8 jamek (viz Cast 11.4).
10. POSTUP TESTU
PRED PROVADENIM TESTU S| PROSTUDUJTE KAPITOLU 8.2
TECHNICKE POKYNY.
10.1. PRIDANi TESTOVACIHO CINIDLA A CINIDLA PRO
NEGATIVNi KONTROLU
Pro kazdy vzorek potfebujete dvé jamky s fixovanym bunécénym
preparatem. Do jedné jamky na testovacim skli¢ku pfidejte
25pL testovaciho ¢inidla a do druhé 25uL ¢inidla pro negativni
kontrolu. Do kazdé jamky kontrolniho skli¢ka pridejte 20uL
testovaciho ¢inidla. Zajistéte, aby cinidla pokryvala celou plochu
jamek.
10.2. PRVNI INKUBACE
Skli¢ka s ¢inidlem inkubujte ve vlhké komirce po 15 minut
pfi 37°C. Nenechte ¢inidlo na vzorku zaschnout; doslo by k
nespecifickému obarveni.
10.3. PROMYVANI SKLICKA
Opatrné opldchnéte pomoci PBS stisknutim myci Idhve . Nemirte
proudem PBS pfimo na jamky. Sklofite sklicko dolG a pustte
proud PBS na sklicko nad jamkami tak, aby PBS stékalo z dolniho
kraje skli¢ka. Jemné promyvejte sklicko v michaci lazni s obsahem
PBS po dobu 5 minut. Vypustte PBS a nechte sklicko oschnout pfi
pokojové teploté (15-30 °C).
10.4. PRIDANIi PROTILATKY PROTI MYSi PROTILATCE
KONJUGOVANE S FITC
Ptidejte 25uL ¢inidla s FITC do kazdé jamky se vzorkem a 20puL
¢inidla do kazdé jamky na kontrolnim skli¢ku. Zajistéte, aby
¢inidla pokryvala celou plochu jamek. PouzZivéate-li kontrolni
sklicka s prdmérem jamek mensim nez 6mm, doporucujeme
pouzit 20pL ¢inidla.
10.5. DRUHA INKUBACE
Skli¢ka s ¢inidlem s FITC inkubujte ve vihké komurce po 15 minut
pfi 37°C. Nenechte cinidlo na vzorku zaschnout; doslo by k
nespecifickému obarveni.
10.6. PROMYVANI SKLICKA
Opatrné oplachnéte pomoci PBS stisknutim myci ldhve . Nemifte
proudem PBS pfimo na jamky. Sklorite sklicko dolii a pustte
proud PBS na sklicko nad jamkami tak, aby PBS stékalo z dolniho
kraje sklicka. Jemné promyvejte sklicko v michaci 1azni s obsahem
PBS po dobu 5 minut. Vypustte PBS a nechte sklicko oschnout pfi
pokojové teploté (15-30 °C).
10.7. PRIDANi KAPALINY PRO FIXACI MIKROSKOPICKEHO
PREPARATU
Pfidejte jednu kapku fixa¢ni kapaliny do stfedu kazdé z jamek a
priklopte i se vzorkem krycim sklickem tak, aby pod nim nevznikly
vzduchové bubliny.
10.8. VYHODNOCENI SKLICKA
Epifluorescenénim mikroskopem prohlédnéte celé plochy jamek
obsahujici obarveny vzorek. Fluorescence ma byt viditelnd pfi
zvétSeni 200-500x, tak jak je popsano v ¢asti 11. Optimalni
vysledky zajistite pfezkoumanim skli¢ek ihned po obarveni, Ize je
vsak v temnu skladovat az 24 hodin pfi 2-8°C.
Je-li vysledek screeningu pozitivni (viz Cast 11.2), lze virus
specificky urcit pomoci dalSiho osmijamkového skli¢ka (viz
Cést 11), a to pomoci jednotlivych ¢inidel IMAGEN pro pfimé
imunofluorescenéni testy uvedenych v Cast 6.1.
11. INTERPRETACE VYSLEDKU
11.1. KONTROLY
11.1.1 1111 Pozitivni jamky na kontrolnim sklicku
Obarvite-li a prohlédnete-li pozitivni jamky na kontrolnim
sklicku tak, jak je popsano v Casti 10, méli byste ziskat obraz
bunék se svétle zelenou fluorescenci v jadre popt. cytoplazmé s
kontrastem proti Cervené zbarvenému pozadi. Pozitivni kontrolu
pouzijte ke kontrole spravného obarveni.
11.1.2  Negativni jamky na kontrolnim sklicku
Obarvite-li a prohlédnete-li negativni jamky na kontrolnim sklicku
tak, jak je popsdno v Casti 10, méli byste ziskat obraz bunék bez
se svétle zelené intracelularni fluorescence. Viditelné ma byt
pouze ¢ervené kontrastné zbarvené pozadi.
11.2. KLINICKE VZORKY
11.2.1 Vzhled bunék infikovanych chfipkovym virem




Obarvené infikované buriky vykazuji svétle zelenou fluorescenci
v jadte popf. cytoplazmé. Neinfikované buriky budou zbarveny
Cervené kontrastnim barvivem (Evansova modr).

11.2.2 Interpretace

Pozitivni diagndza odpovida situaci, kdy jedna ¢i vice bunék ve
fixovaném a zbarveném vzorku vykazuje typuckou fluorescenci
popsanou v Casti 11.2.1.

Negativni diagn6za odpovida situaci, kdy fixované a obarvené
vzorky nevykazuji fluorescenci v reakci s testovacim cinidlem.

U pfimo obarvenych aspirdtd z nosohltanu zjistéte pred
stanovenim negativni diagndzy nejméné 20 neinfikovanych
epitelidInich (cylindrickych) bunék respirac¢niho traktu. Neni-li
pocet bunék dostatecny, viz ¢ast 11.2.3.

11.2.3 Nedostatecny pocet bunék

Pokud na sklicku neni dostatecny pocet bunék, odstredte zbytek
klinického vzorku pfi 380g po 10 minut pfi pokojové teploté
(15-30°C). Buriky rozpustte v mensim objemu PBS (cca 50pL) a
poté je napipetujte (po 25uL) do jamek. Alternativné by se mélo
pozadat o novy klinicky vzorek.

11.2.4 Kvalitativni kontrola

Pti kazdém poufiti Cinidel IMAGEN Respiratory Screen obarvéte
a zkontrolujte i skli¢ka s pozitivni a negativni kontrolou.

Kontrolni sklitka poskytnuta s kitem slouZi jako vhodna kontrola
k ovéreni sprdvného fungovani metody barveni a reaktivity
¢inidla u bunék infikovanych viry RSV, chipky A a B, parachfipky 1,
2 ¢i 3 a adenoviru.

11.2.5 Hlaseni vysledkt

PFi hlaseni vysledkd doporucujeme pouzivat nasledujici
formulace:

Pozitivni vysledky definované v bodé 11.2.2:

Pfedpokladané pozitivni na jeden &i vice z téchto virG: RSV,
viru chfipky A a B, parachfipky 1, 2 a 3 a adenoviru. Informace
o izoladtech z kultury a upfesnéni viru viz niZe. Informace o
upfesnéni viru viz Cast 11.4

Negativni vysledky definované v bodé 11.2.2:

Pfredpokladané negativni na virus RSV, viry chfipky A a B,
parachtipky 1, 2 a 3 a adenovirus. Potvrzeni vysledku na izolatech
z kultury bude provedeno

11.3. POTVRZENi VYSLEDKU POMOCi BUNECNE KULTURY
11.3.1 Vzhled bunék infikovanych chfipkovym virem
Infikované buriky vykdii nitrobuné¢nou, nukledrni popft.
cytoplazmickou svétle zelenou fluorescenci v burikach, coz
znamena pozitivni vysledek testu. Neinfikované buriky budou
zbarveny ¢ervené kontrastnim barvivem (Evansova mod¥).
11.3.2 Interpretace vysledki

Pozitivni diagndza odpovida situaci, kdy nejméné jedna z
fixovanych a obarvenych bunék vykazuje typuckou fluorescenci
popsanou v Cast 11.3.1.

Negativni diagndza odpovida situaci, kdy fixované a obarvené
vzorky nevykazuji po obarveni ¢inidly fluorescenci.

V kazdé jamce sklicka musi byt viditelnych nejméné 50
neinfikovanych bunék testované kultury, jinak nelze stanovit
negativni vysledek. Neni-li pocet bunék dostateény, viz Cést
11.3.4.

11.3.3  Hlaseni vysledkt

PFi hlaseni vysledkd doporucujeme se Fidit nasledujicimi pokyny.
Pozitivni vysledky definované v bodé 11.3.2:

Pozitivni na jeden ¢i vice virG: RSV, viru chipky A a B, parachfipky
1, 2 a 3 a adenoviru. Upfesnéni viru viz nize. Informace o
upresnéni viru viz Cast 11.4.

Negativni, tak jak definovdno v 11.3.2:

Negativni na virus RSV, viry chfipky A a B, parachfipky 1,2 a3 a
adenovirus.

11.3.4 Nedostatecny pocet bunék

Pokud v preparatu na sklicku neni dostatecny pocet bunék,
odstfedte zbytek vzorku z kultury pfi 200g po 10 minut pfi
pokojové teploté (15-30°C). Buriky rozpustte v mensim objemu
PBS (cca 50uL) a poté je napipetujte (po 25uL) do jamek.
Alternativné vzorek znovu naockujte do cerstvé jednovrstevné
bunécné kultury a kultivaci viru opakujte.

11.4. UPRESNENI RESPIRACNIHO VIRU

Upfesnéni respiracniho viru Ize provést potvrzenim pozitivniho
vysledku pomoci pfimého imunofluorescenéniho testu IMAGEN
(viz Cast 6.1, priprava sklicek viz Cast 9).

12. OMEZENI TESTU

12.1.

PouZivejte pouze dodanou kapalinu pro fixaci
mikroskopického preparatu.

Prestoze byly monoklondlni protilatky pouZité v tomto
testu vytvofeny proti prototypovym kmenlm a vybrany
na zakladé Zadouci reaktivity s konzervovanym epitopem,
nemusi zjistit virové kmeny, u nichZ doslo k variaci
antigenni struktury cilového epitopu ¢i u novych kment
téhoz viru.

12.2.

Testovaci ¢inidlo a ¢inidlo pro negativni kontrolu
mohou nespecificky barvit nékteré kmeny bakterie
Staphylococcus aureus, obsahujici protein A. PFi¢inou
je neimunitni interakce mezi proteinem A a oblasti
Fc monoklondlnich protilatek. Tento jev byl hldsen
u jinych fluorescencnich analyz s monoklonalnimi a
polyklonalnimi protilatkami®.

Vizualni vzhled fluorescence muze kolisat podle typu
pouZitého mikroskopu a svételného zdroje.

U jamek s primérem 6mm doporucujeme k pokryti
pouZzit 25uL ¢inidla. Mensi objem ¢inidla nemusi
dostatecné pokryt plochu se vzorkem a sniZit tak citlivost
testu.

12.4.

12.6. Vsechna cinidla jsou doddvana v pevnych pracovnich
koncentracich. Jakékoli modifikace ¢inidel ¢i skladovani v
jinych nez doporucenych podminkach bude mit dopad na
ucinnost testu tak jak je uvedeno v ¢asti 5.

Test IMAGEN Respiratory Screen nelze pouZit k urcenf
specifického respira¢niho viru. K upfesnéni viru pozitivni
vzorky dale testujte pomoci jednotlivych Cinidel IMAGEN
pro pfimé imunofluorescenéni testy (viz Cast 6).
Nezjisténi viru prfimymi testy ¢i potvrzenim v bunécné
kultufe maze byt nasledkem napf. nespravného odbéru
vzork(® v nevhodné fazi onemocnéni, nespravného
postupu pfi odbéru popf. manipulace se vzorky, $patné
bunécné kultury atd. Negativni vysledek nevylucuje
moznost virové infekce.

Vysledky testu interpretujte s prihlédnutim k informacim
z epidemiologickych studii, celkového klinického
zhodnoceni pacienta a jinych diagnostickych postup ¢i
metod.

12.8.

12.10. V souvislosti s vyrobou kontrolnich sklicek maze obcas
dojit k ndhodnému pomichani materidlu (tj. nékolik
pozitivnich bunék v negativnich jamkach). Sklicko bude
nadale slouzit jako vhodna kontrola pro urceni spravné
funkce barvici techniky a reaktivity ¢inidla s RSV, virem
influenzy A a B, parainfluenzy 1, 2 a 3 a adenovirem v

infikovanych burikach.

12.11. CEKAVANE HODNOTY

Vyskyt respiracnich vir( je ovlivnén zemépisnou polohou,
klimatem a sezdnou, ale také demografickymi faktory jako napf.
prelidnéni, socidlné ekonomickou situaci a vyZivou populace.
Kromé toho mohou Uspésnost pfimé diagnostiky ovlivnit faktory
jako typ zkoumanych vzork(, éas odbéru vzhledem ke stadiu
infekce, manipulace a uchovavani vzorkd, véetné postupt
poutzitych k pfipravé stérd.

Obecné vzato se respiracni viry vyskytuji po celém svété a mohou
zpUsobit sporadické infekce, mald ohniska vyskytu, epidemie
¢i obcasné pandemie pfi vyskytu antigenné novych forem viru.
Ptes sezénni vyskyt virovych infekci respiracniho traktu je mozné,
Ze ani béhem hlavniho obdobi vyskytu nebudou viry napf.
parachfipky 1 a 2 a chtipky B izolovany ¢i zjistény vzhledem k
nizké prevalenci.

Virus RSV je v sezéné spojen s vyznamnym vyskytem ohnisek
infekci horniho a dolniho dychaciho traktu. Nejvice jsou ohroZeni
jsou kojenci v prvnich Sesti mésicich Zivota a skupiny s oslabenou
imunitou. ZkuSenost s infekci RSV zaZije v prvnim roce Zivota cca
50% viech kojencl®. Virus RSV mlze béhem vrcholné sezény
zplisobovat asi 20% viech infekci hornich cest dychacich™.

Virus chfipky A a B mize zpGsobit hromadné infekce. Cetnost
infekci chiipkou A je ovlivnéna hlavné imunitnim stavem
populace vzhledem k aktualné pfitomnym kmentm. P¥i vysoké
imunité populace mlze chfipka zplsobovat 15% infekci hornich
cest dychacich, pfi vyskytu novych kmen viak maze byt pfic¢inou
vice ne? 50% véech t&chto infekci®.

U chfipky B je obvykle nejvyssi vyskyt hlasen u déti Skolniho
véku”.

Adenoviry mohou byt podle tdaji odpovédné za 5% akutnich
respiratnich onemocnéni u détimladsich 4 let a 10% viech
respiraénich infekci u hospitalizovanych déti*?. Adenoviry
jsou nékdy pric¢inou malych lokalizovanych epidemii akutnich
respiraénich onemocnéni umLadych dospélych, zvlasté pokud
tito Ziji v uzavienych prostorach.

Virus parachfipky zpUsobuje az 20% infekci dychaciho Ustroji
u kojencl a malych déti (ve véku 2-4 roky), které mohou
trpét tézkymi pFiznaky véetné laryngotracheobronchitidy®. K
hromadné infekci, zvlasté virem parachtipky 3, mGze dojit u
starSich déti a dospélych. Vice nez 90% kojencli prodéla infekci
virem parachfipky v raném véku a bézné jsou i symptomatické
reinfekce®. K hromadnym infekcim zptsobenym virem
parachfipky 3 muze dojit béhem jarnich a letnich mésicu.

Pfimd detekce respiracnich vird v epitelidlnich burikach
respiracniho traktu poskytuje rychlé a klinicky relevantni
diagnostické informace v situacich, kdy Uspésné diagndze brani
nemoznost ziskani Zivotaschopného viru ¢i technickd nemoznost
zajistit kultivaci.

V prGbéhu zimy 1994-95, byly ve tfech nemocnic¢nich
laboratofich provadéjicich klinické zkousky zaznamenany
nasledujici prevalence.

V détské nemocnici na zdpadé amerického stdtu New York byl
virus RSV identifikovan imunofluorescenénim testem na pfimych
vzorcich ve 43,6% (478/1096) vzork( odebranych z respiraéniho
traktu, chfipkovy A byl identifikovan imunofluorescenci u 3,1%
(34/1096) pfimych vzorkUl a izolatl z bunééné kultury, zatimco
chripka B byla identifikovana pfimou imunofluorescenci a testem
izolatd z kultury v 1,1% (12/1096) vzork( z respiraéniho traktu.
Adenovirus byl identifikovan v izoldtech z bunécné kultury ve
4,4% (39/883) vzork( odebranych z respiracniho traktu a virus
parachfipky byl identifikovan v izolatech z bunécné kultury ve
2,9% (26/883) vzorki odebranych z respiratniho traktu (véetné
2 vzork( obsahujici virus parachtipky 1, tfi obsahujicich virus
parachtipky 2 a 21 obsahujicich virus parachfipky 3).

V nemocnici na severovychodé Velké Britdnie byl virus
RSV u smiSené pacientské populace identifikovan
imunofluorescenénim testem na pfimych vzorcich ve 49,68%
(467/940) vzork( odebranych z respiraéniho traktu. Chfipkovy
B byl identifikovdn imunofluorescenénim testem na pfimych
vzorcich &i izolatech z bunééné kultury v 1,7% (16/940) vzorka
odebranych z respirac¢niho traktu. Adenovirus byl identifikovan
imunofluorescenénim testem na pfimych vzorcich ¢i izolatech
z bunééné kultury v 1,17% (11/940) vzork( odebranych z
respiracniho traktu. Virus parachfipky 1 byl identifikovan
imunofluorescenénim testem na pfimych vzorcich ¢i izolatech
z bunééné kultury v 0,1% (1/940) vzork( odebranych z
respiracniho traktu.

V nemocnici na jihozapadé Velké Britanie byl virus RSV u smisené
pacientské populace identifikovdan imunofluorescen¢nim
testem na pfimych vzorcich ve 10,6% (195/1840) vzorka
odebranych z respira¢niho traktu. Chfipkovy B byl identifikovan
imunofluorescenénim testem na pfimych vzorcich ¢i izolatech
z bunééné kultury v 3,04% (56/1840) vzorkd odebranych z
respiracniho traktu. Adenovirus byl identifikovdn v izoldtech
z bunééné kultury ve 1,2% (22/1840) vzorkd odebranych
z respiracniho traktu a virus parachtipky byl identifikovan
imunofluorescenénim testem na pfimych vzorcich nebo izolatech
z bunééné kultury ve 1,14% (21/1840) vzorkl odebranych z
respiraéniho traktu. Kromé vyse uvedenych byly ze vzorkl
odebranych z respiracniho traktu izolovany i nasledujici viry:
picornavirus 1% (18/1840), cytomegalovirus 0,38% (7/1840),
rhinovirus 1,7% (32/1840) Herpes simplex virus typu 1 u 1,03%
(19/1840) a Herpes simplex virus 2 u 0,5% (1/1840).

13. SPECIFIENOST TESTU

13.1. KLINICKE STUDIE

Test IMAGEN Respiratory Screen byl hodnocen pfi pfimém
pouZiti ve dvou testujicich centrech ve Velké Britanii: jedno bylo
umisténo na severovychodé zemé, druhé pak na jihozapadé, a
jedno centrum se nachazelo v americkém staté New York. Test
byl provadén na vzorcich z respira¢niho traktu odebranych od
déti a dospélych hospitalizovanych s pfiznaky respiracni infekce.
U testu byla také hodnocena detekce virového antigenu v
bunécnych kulturach inokulovanych vzorky z respiracniho traktu.

Klinické vzorky byly odebirany od zimy 1994 do jara 1996
a centra porovndvala test IMAGEN Respiratory Screen s
pouzivanymi standardnimi metodami a komerénim nepfimym
imunofluorescen¢nim testem, jehoZ soucasti bylo testovaci
¢inidlo a jednotlivd typuzacni €inidla. K hodnoceni byly pouzity
Cerstvé klinické a dfive zmrazené vzorky a navic i star$i zmrazené
vzorky z obdobi 1993-94.

Centra provadéla primé testy 343 klinickych vzorkd a 87
vzork(l na potvrzeni vysledkd s kultivaty z bunéénych kultur. U
pfimo odebiranych vzorkd byl test IMAGEN Respiratory Screen
hodnocen v porovnani s komerc¢né dostupnym nepfimym
imunofluorescen¢nim screeningovym testem a virovou kulturou.
U vzorkd z bunéénych kultur byl test IMAGEN Respiratory
Screen hodnocen v porovndni s komeréné dostupnym
nepfimym imunofluorescenénim screeningovym testem a
bud inhibici hemadsorpce, virovou neutralizaci ¢i pfimym
imunofluorescen¢nim testem.

LINICKA UCINNOST
13.1.1

Ve tfech centrech bylo hodnoceno 343 aspirati z nosohltanu.
Vysledky vzorkd:

Pfimé vzorky

144 vzorkU pozitivnich na RSV
11 vzorkUl pozitivnich na chfipku A
5 vzorkUl pozitivnich na chfipku B
19 vzorkl pozitivnich na virus parachfipky 1
4 vzorky pozitivnich na virus parachfipky 2
26 vzork( pozitivnich na virus parachfipky 3
8 vzork( pozitivnich na adenovirus
141 negativnich vzorkd
5 vzorkU s koinfekcemi:
2 koinfekce RSV a parachfipky 1
1 koinfekce RSV a adenoviru
1 koinfekce adenoviru a chripky B
1 koinfekce adenoviru a parachfipky 3

Tabulka 14.2.1 zachycuje srovnani vysledkl testu
IMAGEN Respiratory Screen a komeréniho nepfimého
imunofluorescencniho screeningového testu pfi izolaci virQi u
pfimych vzorkd z respiraéniho traktu. Mezi testem IMAGEN
a porovnavanou standardni metodou byla zjisténa korelace
94,1% (317/337). Vysledek testu citlivosti byl 96,7% (205/212) v
porovnani s izolovanym virem.

Tabulka 14.2.1  Srovnani vysledki testu IMAGEN Respiratory
Screen a komeréniho nepfimého imunofluorescenéniho
screeningového testu na virovych izolatech z pfimych vzorki z
respiracniho traktu.

IMAGEN Respiratory | Komer¢ni test IIF
Screen
+ - + -

Virovy izolat® * 203 7 ZOZ s

- 13 112 15 110
Relativni citlivost% 96,7 (205/212) 97,6 (207/212)
Interval spolehlivosti 95% (94-99%) (95-100%)
Relativni specifi¢nost% 89,6 (112/125) 88,0(110/125)
Interval spolehlivosti 95% (83-94%) (81-93%)
Korelace% 94,1 (317/337) 94,1 (317/337)
Interval spolehlivosti 95% (91-97%) (91-97%)
a Izolace viru byla provadéna z bunécnych linii Hep-2,

A549, primarnich ledvinovych bunék makaka, MK, HEL,
RK13 ¢i G293 a byla potvrzena specifickym nepfimym
imunofluorescenénim testem a inhibici hemadsorpce,
virovou neutralizaci ¢i pfimym imunofluorescen¢nim
testem.

b Trinact vzorkd bylo také shleddno pozitivnimi pfimym
vysetfenim vzorkd pomoci jak testu IMAGEN, tak i
komeréné dostupnych typuzaénich testd (viz tabulka
14.2.4), a to takto:

RSV

Chripka A
Parachfipka 1
Adenovirus

N P W

c Dva vzorky byly pozitivni na adenovirus; dva na
parachfipku 2; tfi na parachfipku 3 (viz tabulka 14.2.4).

d Patnact vzorkd, a to t¥inact rozepsanych v pozndmce ° a
dva jiné vzorky, pozitivni pouze pfi vySetieni komercnim
testem IIF (viz tabulka 14.2.4)

e Pét vzorku bylo hodnoceno jako negativni komerénim
testem IIF: jeden chfipky A, dva virus parachtipky 2,
jeden virus parachfipky 3 a jeden adenovirus (viz tabulka
14.2.4)

Tabulka 14.2 zachycuje srovnani testu IMAGEN Respiratory

Screen a komeréniho nepfimého imunofluorescenéniho

screeningového testu pfi vySetfeni aspirdtd z nosohltanu, a to

ve vSech Centrech zapojenych do studie. V Centrech 1 a 2 byly
zkoumany vzorky zmrazené (s vyjimkou sedmi vzorkl v Centru

2). V Centru 3 bylo zkoumdno 121 Eerstvych vzorkd, a to do 24

hodin po odbéru, a 68 zkoumanych vzork( bylo pred testem

zmrazeno.

Tabulka 14.2.2  Srovnani testu IMAGEN Respiratory Screen a

komeréniho nepfimého imunofluorescenéniho screeningového

testu (Bartels VRK) pfi vySetieni vzorki z respiraéniho traktu

Komercni test IIF

+ -

Centrum 1 (jihozapad [IMAGEN Respiratory + 49 0
Velké Britanie)|Screen

n=74 - 0 25
Centrum 2|IMAGEN Respiratory + 46 0
(severovychod Screen

Velké Britanie) - 48 30
n =80

Centrum 3 (stdat|/IMAGEN Respiratory + 126 1
New York, USA)|Screen

n =189 - 1¢ 61
f Jeden vzorek z kultury pozitivni na chfipku A byl také

typovan pomoci Cinidla IMAGEN Influenza A, a to jak na
pfimych vzorcich, tak vzorku z kultury
g Véetné jednoho vzorku z Centra 2 a jednoho z Centra
3, posouzenych jako pozitivni pouze komercnim
screeningovym testem IIF.
Tabulka 14.2.3 zachycuje souhrnné udaje ze vsech tfi center
s porovndnim testu IMAGEN Respiratory Screen s komercénim
nepfimym imunofluorescenénim screeningovym testem pfi
vysetieni aspiratd z nosohltanu.
Tabulka 14.2.3  Souhrnné srovnani testu IMAGEN Respiratory
Screen a komeréniho nepfimého imunofluorescenéniho
screeningového testu (Bartels VRK) pfi vySetfeni vzorkd z
respiracniho traktu

Komeréni test IIF
¥ -
. + 221 1
IMAGEN Respiratory Screen
- 5¢ 116
Relativni citlivost 97,8% (221/226)
Interval spolehlivosti 95% (95-99%)
Relativni specifi¢nost 99,1% (116/117)
Interval spolehlivosti 95% (95-100%)
Korelace% 98,3% (337/343)
Interval spolehlivosti 95% (96-99%)
f Jeden vzorek z kultury pozitivni na chfipku A, ktery byl

také typovan pomoci ¢inidla IMAGEN Influenza A, a to jak
na pfimych vzorcich, tak vzorku z kultury.

g Véetné jednoho vzorku z Centra 2 a jednoho z Centra
3, posouzenych jako pozitivni pouze komercnim
screeningovym testem IIF.

Tabulka 14.2.4  Podrobné vysledky vzorkd uvedenych v
poznamkach k tabulkach 14.2.1. az 14.2.3

Poznamka | Vzorek Kultura IMAGEN IMAGEN Komeréni Komeréni
[ Vysledek Vysledek Vysledek screening typuzacni

screening u typuzace test IIF test IIF

B 1 Negativni Pozitivni Adenovirus Pozitivni Adenovirus

B 2 Negativni Pozitivni Adenovirus Pozitivni Negativni

B 3 Negativni Pozitivni Chfipka A Pozitivni Chfipka A

B 4 Negativni Pozitivni Chfipka A Pozitivni Chripka A

B 5 Negativni Pozitivni? Chripka A Pozitivni Chfipka A

B 6 Negativni Pozitivni RSV Pozitivni RSV

B 7 Negativni Pozitivni RSV Pozitivni RSV

B 8 Negativni Pozitivni RSV Pozitivni RSV

B 9 Negativni Pozitivni RSV Pozitivni RSV

B 10 Negativni Pozitivni RSV Pozitivni RSV

B 11 Negativni Pozitivni RSV Pozitivni RSV

B 12 Negativni Pozitivni RSV Dvojznaény | RSV

B 13 Negativni Pozitivni Parachfipka 1 | Pozitivni Parachfipka 1

CE 14 Parachfipka 3 | Negativni Negativni Negativni | Negativni

CE 15 Adenovirus 2 | Negativni Nezkoumdno |Negativni | Nezkoumano

CE 16 Parachfipka 2 | Negativni Diagnozu nelze | Negativni | ?Parachfipka 2

stanovit
CE 17 Parachfipka 2 | Negativni Negativni Negativni | Diagndzu nelze
stanovit

C 18 Parachfipka 3 | Negativni ?Parachfipka 3 | Pozitivni ?Parachfipka 3

C 19 Parachfipka 3 | Negativni Parachfipka 3 | Pozitivni Parachfipka 3

C 20 Adenovirus 4 | Negativni Negativni Pozitivni Adenovirus

D,G 21 Negativni Negativni ?Chfipka A Pozitivni ?Chfipka A

D,G 22 Negativni Negativni Negativni Pozitivni Negativni

EF 23 Chfipka A Pozitivni Chfipka A Negativni | Chfipka A

13.1.2 Potvrzeni vysledku pomoci bunécné kultury

Centra zapojena do studie zkousela test IMAGEN Respiratory
Screen na virovych izolatech z klinickych vzork( a uloZenych
virovych kmenech. Klinické vzorky byly odebirany hlavné béhem
zimnich obdobi v letech 1994-95 a vyzkumna centra porovnavala
test IMAGEN Respiratory Screen se standardnimi metodami.
Virus byl izolovan z kultur HEp-2, MRC-5 ¢i RMK bunék a izolatd
identifikovanych a potvrzenych pomoci inhibice hemadsorpce,
virové neutralizace ¢i pfimého imunofluorescencniho testu.
Celkem bylo testovédno 87 kultur, z nichZ bylo 7 pozitivnich na
RSV, 10 na chfipku A, 15 na chfipku B, 6 na parachfipku 1, 8 na
parachfipku 2, 5 na parachfipku 3, 9 na adenovirus a 27 kultur
bylo negativnich.

Tabulka 14.2.5  Srovnani testu IMAGEN Respiratory Screen
(po izolaci viru) a komeréniho nepfimého imunofluorescenéniho
screeningového testu IIF (Bartels VRK) pfi potvrzeni vysledku z

kultivace v bunécné kulture

Komeréni test IIF |Virova neutralizace
+ - + -
Centrum 1|/IMAGEN + 17 1° 18 0
(jihozédpad Respiratory _ 0 14 0 14
Velké Britanie)|Screen
n=32
Centrum 3 (stat[I MAGEN + 39 0 39 0
New York, USA) n|Respiratory _ 0 13 0 13
=52 Screen
Oxoid Ltdn =3 IMAGEN + 3 0 3 0
Respiratory _ 0 0 0 0
Screen
a Vzorky, ze, kterych byl RSV izolovan a typuzovan, dle
kultury

Tabulka 14.2.6  Souhrnné srovnani testu IMAGEN Respiratory
Screen (pomoci izolace viru) a komeréniho nepfimého
imunofluorescencniho screeningového testu IIF (Bartels VRK)
pfi potvrzeni vysledku z kultivace v bunééné kultuie

Komeréni test IIF Virova neutralizace
+ - + -

IMAGENRespiratory Screen ¥ 59 v 60 0

- 0 27 0 27
Relativni citlivost% 100(59/59) 100 (60/60)
Interval spolehlivosti 95% (94-100%) (94-100%)
Relativni specifi¢nost% 96,4(27/28) 100 (27/27)
Interval spolehlivosti 95% (82-100%) (87-100%)
Korelace% 98,9 (86/87) 100 (87/87)
Interval spolehlivosti 95% (94-100%) (96-100%)
a Vzorky, ze, kterych byl RSV izolovan a typuzovan, dle

kultury

13.2. KRIZOVA REAKTIVITA

Mikroorganismy uvedené v tabulce 14.3.1 byly testovany testem
IMAGEN Respiratory Screen a nevykazovaly Zadnou kFizovou
reaktivitu. Testy kFizové reaktivity byly provadény na sklickovych
preparatech zasobnich kultur ¢i nedavno izolovanych mikrobd.
Tabulka 14.3.1  Mikroorganismy zkoumané pomoci testu
IMAGEN Respiratory Screen, které byly shledany bez reakce

Mikroorganismus Zdroj

NCTC 10116, usazenina z bujénové kultury. *

Acholeplasma laidlawii
Bordetella pertussis’ Cokoladdovy agar®
Branhamella catarrhalis’ Cokoladdovy agar®
Candida albicans* Plisfiové médium
Chlamydia pneumoniae’ Komeréni pripravek®
Chlamydia psittaci® Komeréni ptipravek®

Chlamydia trachomatis A-K, LGV1-|Komeréni pripravek®
LGV3!

Coxsackie virus A9

Coxsackie virus B1, B2, B3, B4, B5
Cytomegalovirus

Echovirus 9, 11, 19, 22
Epstein-Barr virus

Komeréni pripravek®

“Zasobni“ kmeny®

Klinicky izolat z lidskych tkani a sekret(®
Klinické izolaty z lidskych tkani a sekrett’®
Komer¢ni ptipravky pouzivané pfi rutinnich
sérologickych vygettenich®

Herpes simplex virus, typu 1a 2 |Komeréni ptipravek®

Sérologicka skupina 1. Formovany zloutkovy
vaéek. Komer¢ni pfipravek pouzivany pfi
rutinnich sérologickych vysetfenich®

Legionella pneumophila

Mycoplasma arginini NCTC 10129, usazenina z bujénové kultury?

Mycoplasma hominis NCTC 10111, usazenina z bujénové kultury”
Mycoplasma hyorhinus NCTC 10130, usazenina z bujénové kultury”
Mycoplasma orale NCTC 10112, usazenina z bujénové kultury’
Mycoplasma pneumoniae NCTC 10119, usazenina z bujénové kultury®
Mycoplasma salivarium NCTC 10113, usazenina z bujénové kultury’
Neisseria cinerea’ Krevni agar *
Neisseria lactamica’ Krevni agar’
Neisseria meningitidis A, B, C' Krevni agar®
Neisseria perflava® Krevni agar’
Poliovirus, typu 1,2 a 3 Klinické izolaty z lidskych tkani a sekret(®

Komer¢ni pripravek pouzivany pfi rutinnich

sérologickych vy3etienich®

Pneumocystis carinii

Rhinovirus Klinicky izolat z lidskych tkani a sekrett®
Streptokokus, skupiny A, B, C, D, F|Agar Columbia®

aG'

1 Udaje byly ziskany firmou Oxoid (Ely) Ltd.

2 Stéry byly ptipraveny ze tfi dny starych bujonovych kultur
po odstfedéni pfi 3000 g po 30 minut, promyti v PBS
a rozpusténi ve 100uL PBS. Do jamek na skli¢ka bylo
pipetovano po 15uL suspenze.

3 MIécnd suspenze byla pripravena v PBS z kultivacniho média
po odstfedéni, promyti v PBS a rozpusténi ve 1mL PBS.
Do jamek na sklicka bylo pipetovano po 20uL suspenze.

Komer¢ni sklickové preparaty.

5 Stéry byly pfipraveny ze zkumavkovych kultur vird
vykazujicich 50% CPE, a to po promyti a rozpusténi v
0,2mL PBS. Do jamek na skli¢ka bylo pipetovano po 15uL
suspenze.
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