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1. ZWECKBESTIMMUNG

Der IMAGEN™ Respiratory Screen ist ein indirekter
immunfluoreszenztest fur den ersten qualitativen nachweis
des respiratory syncytial virus (RSV), influenzavirus A und B,
parainfluenzavirus 1, 2 und 3 und adenovirus in atemwegsproben
(nasopharyngealen absaugsekreten) und in zellkulturen. Der
test kann nicht zwischen den viren differenzieren. Die einzelnen
viren sollten mit hilfe von monospezifischen FITC-markierten
monoklonalen antikérpertestsystemen, wie etwa den IMAGEN-
Tests oder anderen Verfahren, identifiziert und bestatigt
werden. Die ergebnisse aus den direkten untersuchungen von
atemwegsproben missen durch zellkultur bestatigt werden.

2. ZUSAMMENFASSUNG

Infektionen mit einem respiratorischen virus gehen mit dem
gehauften auftreten von atemwegserkrankungen auf der ganzen
welt einher. Sie haben daher einen starken einfluss auf die
allgemeine weltgesundheit"*’. Die viren kdnnen erkrankungen
in allen altersgruppen verursachen. Besonders schwerwiegend
sind die infektionen jedoch bei sduglingen, dlteren und
immungeschwdchten menschen, wenn sie zur stationdren
behandlung der betroffenen fiihren®. Im krankenhaus treten die
erkrankungen bevorzugt auf padiatrischen und geriatrischen
stationen auf und machen langere krankenhausaufenthalte
sowie eine langere behandlung erforderlich. Auch sind haufig die
morbiditats- und die Mortalitatsrate erhoht>®. Bei kleinkindern
kann eine infektion mit einem respiratorischen virus zur
blockierung der atemwege und somit zu atemnot fiihren.

Zu den viren, die vornehmlich fur die infektion des unteren
atemwegbereichs verantwortlich sind, gehdren das RSV, die
influenzaviren A und B, die parainfluenzaviren 1, 2 und 3 und
die adenoviren. Die zu erwartende haufigkeit fiir das auftreten
der einzelnen viren ist in Abschnitt 13, Erwartungswerte, naher
erlautert (mit Literaturhinweisen).

Das RSV und die parainfluenzaviren kommen saisonal vor und
sind bei sduglingen und kleinkindern am héaufigsten fir die
erkrankungen der unteren atemwege verantwortlich. In vielen
féllen verursachen sie bronchiolitis, krupp, bronchitis und
gelegentlich eine lungenentziindung”®®.

Die influenzaviren A und B verursachen bei erwachsenen
und sdauglingen weltweit saisonal bedingte epidemien
von atemwegserkrankungen, deren krankheitsspektrum
von leichten symptomen der oberen atemwege bis
zur schweren lungenentziindung reicht'®''. Bei 4lteren
oder immungeschwédchten patienten kann eine akute
lungenentzindung lebensbedrohlich werden, insbesondere
wenn sie mit einer mikrobiellen sekundarinfektion einhergeht.
Adenovirusinfektionen kénnen mit atemwegs-, augen- und
darmerkrankungen einhergehen®?. Berichten zufolge sind diese
Infektionen fir 5% der akuten atemwegserkrankungen bei
kindern unter 4 jahren verantwortlich und sind bei Kleinkindern
die haufigste ursache einer pharyngitis®.

Fir behandlung, vorsorge und kontrolle von
Krankheitsausbriichen sowie fiir den einsatz einer antiviralen
therapie, insbesondere im falle von infektionen mit influenzavirus
A und RSV, ist der schnelle nachweis einer infektion mit einem
respiratorischen virus besonders wichtig®'**>*¢.

Zur diagnose von akuten infektionen mit einem respiratorischen
virus werden verschiedene verfahren angewendet. Zu ihnen
gehort bei der direkten untersuchung von proben, wie
nasopharyngealen absaugsekreten, die immunfluoreszenz.
Eine andere moglichkeit ist der nachweis des virus in zellkultur-
monolayers oder der nachweis einer immunantwort mittels
serologie.

Haufig werden nun immunfluoreszenztests, wie der IMAGEN
Respiratory Syncytial Virus und der IMAGEN Influenzavirus
A und B Test, zum direkten nachweis von proteinen
respiratorischer viren in zellpréaparaten von nasopharyngealen
absaugsekreten oder von einschichtigen zellkulturen
eingesetzt'”"®. Immunfluoreszenztests mit spezifischen
monoklonalen antikdrpern sind schnell und garantieren dabei
eine hohe qualiltat®". Zentrifugationsverstarkte kultursysteme
(kulturflaschen) verbessern die Isolierung von respiratorischen
viren aus der zellkultur. verwendet man diese in verbindung mit
immunfluoreszenztests, dann ist die diagnose einer infektion mit
einem respiratorischen virus mittels zellkultur in kiirzester zeit
moglich®.

In jeder population kann eine vielzahl von respiratorischen viren
gleichzeitig zirkulieren und infektionen mit dhnlichen klinischen
symptomen verursachen.

Die haufigkeit von proben, die bezlglich respiratorischer
viren positiv sind, dndert sich mit der demographie, der
jahreszeit, dem untersuchten probentyp und dem zeitpunkt,
zu welchem die proben im laufe einer infektion genommen
wurden. Ein immunfluoreszenz-screeningtest zum Nachweis
einer bestehenden infektion mit einem respiratorischen virus
ist schnell und kostengtinstig. Die einzelnen viren kénnen
anschlieBend mit hilfe von monospezifischen FITC-markierten
monoklonalen antikérpern identifiziert und bestatigt werden.
Der IMAGEN Respiratory Screen ist ein indirekter
immunfluoreszenztest zum nachweis der respiratorischen
viren wie dem RSV, influenzavirus A und B, parainfluenzavirus
1, 2 und 3 und adenovirus in klinischen proben sowie in
einschichtigen zellkulturen. Ein positives screening-ergebnis
weist das vorhandensein eines respiratorischen virus nach. Jedes
vorhandene virus kann mit direkter immunfluoreszenz, also
mit hilfe von FITC-konjugierten monoklonalen antikérpern, die
spezifisch fur die individuellen respiratorischen viren sind (siehe
Abschnitte 6.1 und 11.4), identifiziert werden.

3. TESTPRINZIP

Der IMAGEN Respiratory Screen enthédlt ein gemisch
aus monoklonalen antikdrpern, von denen jeweils einer
fur eines der folgenden viren spezifisch ist: das RSV, das
influenzavirus A oder B, das parainfluenzavirus 1, 2 oder 3
oder das adenovirus. Diese antikdrpermischung wird in einem
zweistufigen indirekten immunfluoreszenz-farbeverfahren
eingesetzt. Die mitgelieferte negativkontrolle wird zur kontrolle
der spezifitdt der farbung verwendet. Die proben werden
15 minuten lang mit dem screening-reagenz und/oder der
negativkontrolle behandelt. Uberschiissiges, ungebundenes
reagenz wird dann durch waschen mit phosphatgepufferter

kochsalzlosung (PBS) entfernt. AnschlieBend werden die
proben mit einem sekunddren FITC-konjugat 15 minuten lang
gefdrbt. Das Uiberschissige ungebundene reagenz wird mit
PBS ausgewaschen. Die gefarbten bereiche werden eingedeckt
und mit hilfe von epifluoreszenzmikroskopie ausgewertet. Ein
positives ergebnis erkennt man an einer charakteristischen
apfelgriinen intrazellularen fluoreszenz in einer infizierten zelle
vor der roten hintergrundfarbung der nichtinfizierten zellen.
Das vorhandene respiratorische virus kann dann mit hilfe der
einzelnen spezifischen IMAGEN reagenzien (siehe Abschnitt
11.4) identifiziert werden.

Quellennachweis

Die monoklonalen antikdrper, die in diesem test verwendet
werden, stammen von:

Department of Respiratory and Enteric Viruses, Public Health
Services, Centers for Disease Control, Atlanta, Georgia, USA
Institute for Research on Animal Diseases, Compton, Berkshire,
GroRbritannien

Department for Health und Human Services, Public Health
Services, Centers for Disease Control, Atlanta, Georgia, USA
Division of Microbiological Reagents und Quality Control, Central
Public Health Laboratory, Colindale, London, GroBbritannien
Washington Research Foundation, Washington, USA

Obwohl einige der monoklonalen antikdrper, die in diesem
test verwendet werden, aus Centers for Disease Control (CDC)
stammen, bedeutet das nicht, dass der test von den CDC
oder dem U.S. Department of Health and Human Services in
irgendeiner weise empfohlen wird.

4. DEFINITIONEN

Die nachfolgenden symbole wurden tberall in der
produktbeschreibung angewandt:

Katalognummer

In-vitro-Diagnostikum

In der Packungsbeilage (IFU) nachlesen

Temperatureinschrankungen
(Lagertemperatur)

Ausreichend fir "n" Ansétze

Chargencode (Lotnummer)

raumtemperatur (15-30°C) in der folie belassen werden.
Objekttrager direkt nach dem offnen farben.

5.4.  EINDECKMEDIUM — [WoUNTING FLUID]

Gebrauchsfertig. Unbenutztes fluid bei 2-8°C lagern. Das
Eindeckmedium vor gebrauch 5 minuten bei raumtemperatur
(15-30°C) stehen lassen.

5.5. SCREENING-REAGENZ — [SCREENNG REAGENT]
Gebrauchsfertig. Unbenutztes Screening-Reagenz bei 2-8°C
lagern. Das reagenz vor gebrauch 5 minuten bei raumtemperatur
(15-30°C) stehen lassen.

5.6. NEGATIVKONTROLLE -

Gebrauchsfertig. Unbenutzte Negativkontrolle bei 2-8°C lagern.
Das reagenz vor gebrauch 5 minuten bei raumtemperatur (15-
30°C) stehen lassen.

5.7.  FITC-KONJUGAT — [FITc CONJUGATE]

Gebrauchsfertig. Unbenutztes FITC-konjugat bei 2-8°C im
dunkeln lagern. Das reagenz vor gebrauch 5 minuten bei
raumtemperatur (15-30°C) stehen lassen.

6. ZUSATZLICH BENOTIGTE REAGENZIEN UND ZUBEHOR
6.1. REAGENZIEN

Frisches azeton (zur fixierung).

PBS mit pH 7,5 zum waschen der gefdrbten proben und zur
probenpraparation.

Die IMAGEN-reagenzien zur bestatigung der positiven screening-
ergebnisse sind bei Ihrer zustdndigen Oxoid-niederlassung oder
ihrem handler erhaltlich:

Code-Nr. K610011-2
Code-Nr. K610211-2
Code-Nr. K610411-2
Code-Nr. K610511-2

IMAGEN Adenovirus

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

6.2. ZUBEHOR UND AUSRUSTUNG

Die folgenden produkte sind fir den gebrauch im
zusammenhang mit dem IMAGEN Respiratory Screen bestimmt.
Weitere informationen erhalten sie bei lhrer zustdndigen bei
lhrem handler.

Teflonbeschichtete glasobjekttrager fir die mikroskopie mit
einzelnen feldern von 6mm durchmesser (100 objekttrager je
schachtel), erhiltlich bei Ihrer zustandigen bei Ihrem handler
(Code-Nr. $611430-6).

IMAGEN Respiratory Screen Positive and Negative Control Slides
(Code-Nr. $612130-2).

7. AUSRUSTUNG

Verwendbar bis“ (Verfallsdatum)

Lo B~ =FR

Hergestellt von

REAGENZIEN, DIE IM LIEFERUMFANG ENTHALTEN SIND

5.
8°C
2 ocjﬂ/r

VIOO — Jeder test enthdlt ausreichend material
fir die untersuchung von 100 direkten proben oder
zellkulturprdparaten. Die haltbarkeit des kits ist auf der
aullenseite der packung angegeben.

5.1. IMAGEN RESPIRATORY SCREENING-KIT

L1l

POSITIVE AND NEGATIVE
CONTROL SLIDE

Gebrauchsanweisung.

5 x 14-feld-objekttrager mit positivem und
negativem material. Auf jedem objekttrager
befinden sich sieben felder mit azetonfixierten
zellen, die entweder mit dem RSV (stamm einer
klinischen probe), mit influenzavirus A (CDC V7-
002-Stamm) oder B (CDC V4-004-Stamm), mit
parainfluenzavirus 1, 2 oder 3 (CDC V6-004-
, CDC V7-003- bzw. CDC V5-003-Stamm) oder
mit adenovirus (CDC V5-002-Stamm) infiziert
sind (jeweils ein Feld fiir ein virus), sowie sieben
felder mit azetonfixierten nichtinfizierten zellen
(negative kontrollfelder).
Jeweils eine flasche der folgenden reagenzien, wenn nicht
anders angegeben:
3 x 3mL Eindeckmedium. Das Eindeckmedium
enthalt einen lichtbleichenden, in glyzerin
geldsten inhibitor (pH 10).
4,AmL Screening-Reagenz. Das reagenz
besteht aus einer mischung von gereinigten
monoklonalen mausantikdrpern, die
spezifisch fir das RSV, influenzavirus A
und B, Parainfluenzavirus 1, 2 und 3 und
adenovirus sind. Das reagenz liegt in einem
proteinstabilisierten puffer mit 15mmol/L
natriumazid als konservier-ungsmittel vor.
Die monoklonalen antikérper im screening-
reagenz des IMAGEN Respiratory Screen
reagieren nachweislich mit den konservierten
epitopen der viralen proteine, die jeweils in den
unten aufgefiihrten viren vorkommen:
Virus Spezifitdt der monoklonalen
antikorper
Respiratory syncytial virus Nukleoprotein und fusionsprotein
Influenzavirus A Nukleoprotein und matrixprotein
Nukleoprotein und hamagglutininprotein
Fusionsprotein
Hamagglutinin-protein
Hamagglutinin-protein
Hexonprotein*
* Dieser monoklonale antikorper erkennt alle adenovirus-
stdimme, die gewdhnlich mit einer atemwegsinfektion
einhergehen. Getestet wurden samtliche adenovirus-stimme 1 -
41.

[CONTROL[-]

Influenzavirus B
Parainfluenzavirus 1
Parainfluenzavirus 2
Parainfluenzavirus 3
Adenovirus

2,6mL Negativkontrolle. Das reagenz besteht
aus monoklonalen mausantikérpern ohne
antivirale aktivitat. Das reagenz liegt in einem
proteinstabilisiertem puffer mit 15mmol/L
natriumazid als konservierungsmittel vor.
2 x 3,5mL FITC-konjugiertem anti-maus-
antikorper. Das reagenz besteht aus einem FITC-
konjugierten F(ab’)2-fragment des kaninchen-
anti-maus-immunglobulins, verdiinnt in einer
PBS mit stabilisierenden proteinen, Evans-blau
zur gegenfarbung und 15mmol/L natriumazid
als konservierungsmittel.
PRAPARATION, LAGERUNG UND WIEDERVERWENDUNG
DER KITBESTANDTEILE
Um die optimale leistungsfahigkeit des testkits sicherzustellen, ist
es wichtig, dass alle unbenutzten bestandteile folgendermalRen
aufbewahrt werden:
53. OBJEKTTRAGER MIT POSITIV-
NEGATIVKONTROLLEN — [E3Ri5 A0E ]

Die objekttrager sind einzeln in stickstoffgefillten folienbeuteln
eingeschweiBt. Unbenutzte objekttrdager bei 2-8°C lagern.
Die objekttrager missen vor dem offnen 5 minuten bei

FITC CONJUGATE

5.2,

UND

Die folgende ausristung wird bendotigt:

Prazisionspipetten und einwegspitzen fir 20uL- und 25uL-

volumina

Wasserbad

Deckgldaschen zum abdecken von einzelnen 6mm-feldern oder

14-feld-objekttragern

Nichtfluoreszierendes immersionsél

Epifluoreszenzmikroskop mit einem filtersystem fir

FITC (maximale anregungswellenldange 490nm, mittlere

emissionswellenldange 520nm) und fir x200- bis x500-

VergroRerung

37°C -inkubator

Niedertourige zentrifuge

Fiir direkte Proben

Schleimextraktor (nur fur nasopharyngeale proben)

Zur Bestdtigung in der zellkultur

Sterile tupfer, virustransportmedium (VTM) und behélter die

sich zur gewinnung, zum transport und zur kultivierung des

RSV, influenzavirus A und B, parainfluenzavirus 1, 2 oder 3 und

adenovirus eignen.

Zelllinien, die fir die kultivierung und isolierung des RSV,

influenzavirus A und B, parainfluenzavirus 1, 2, 3 und adenovirus

geeignet sind.

8. VORSICHTSMASSNAHMEN

1VD| - Nur zur in vitro-diagnostik. Personen, die tests mit
iesem produkt durchfiihren, missen in die Durchfiihrung

eingewiesen sein und tber entsprechende laborerfahrung

verfligen.

8.1.  SICHERHEITSMASSNAHMEN

8.1.1 Die IMAGEN Respiratory Screen reagenzien enthalten
<0.1% natriumazid (Achtung: Giftig!). Natriumazid
kann mit kupfer- und bleileitungen reagieren und
hochexplosive metallazide bilden. Beim entsorgen
von azidhaltigen materialien immer mit viel wasser
nachspdlen.
Die virusantigene auf den kontrollobjekttragern sind
in der zellkultur nicht infektios. Dennoch sollte der
objekttrager als potentiell infektios behandelt und
entsorgt werden.
Das Reagenz enthdlt Evans-Blau. Obwohl die in dem
Produkt vorhandene Konzentration zu gering ist, um als
karzinogen klassifiziert zu werden, sollte Hautkontakt
vermieden werden.
Auch mit dem eindeckmedium vorsichtig arbeiten, da
es hautreizungen hervorrufen kann. Bei hautkontakt
sofort mit wasser spilen.
In dem gekennzeichneten arbeitsbereich sind essen,
trinken, rauchen, die lagerung und zubereitung von
nahrungsmitteln sowie das auftragen von kosmetika
untersagt.
Materialien nicht mit dem mund pipettieren.
Beim umgang mit klinischen proben und viruskulturen
einweghandschuhe tragen. Nach dem arbeiten mit
infektiosem material immer die hande waschen.
Alle klinischen proben sind nach den o6rtlich geltenden
vorschriften zu entsorgen.
Sicherheitsdatenblatter fur geschultes fachpersonal
sind auf anfrage erhltlich.

TECHNISCHE VORSICHTSMASSNAHMEN
Die reagenzien dirfen nicht Gber das auf der
auBenseite der packung angegebene verfallsdatum
hinaus verwendet werden. Unterschiedliche
reagenzchargen/-lose dirfen nicht miteinander
vermischt oder untereinander ausgetauscht werden.
Die reagenzien liegen in einer bestimmten
gebrauchskonzentration vor. Die leistungsfahigkeit des
tests kann beeintrachtigt sein, wenn reagenzien falsch
verdiinnt, modifiziert oder nicht unter den in abschnitt
5 empfohlenen bedingungen gelagert werden.
Frische PBS wie erforderlich am tag der verwendung
herstellen.
Fir den waschvorgang muss PBS verwendet werden.
Andere waschlosungen wie etwa leitungs- oder
destilliertes wasser gefahrden die testergebnisse.
Mikrobielle kontaminationen von reagenzien
vermeiden.

8.1.2

8.1.3

8.1.4

8.1.6
8.1.7

8.2.
8.2.1

Die reagenzien diirfen nicht eingefroren werden.

9. PROBENENTNAHME UND VORBEREITUNG

Die probenentnahme und—vorbereitung sind bei der diagnose
einer infektion mit respiratorischen viren durch direkte
immunfluoreszenz-und zellkulturmethoden von grundlegender
bedeutung. Die proben missen wahrend des hohepunkts der
virenfreisetzung von der infektionsstelle entnommen werden,
damit sie so viel infiziertes material wie moglich enthalten. Sie
miussen weiterhin so prapariert werden, dass entweder intakte,
von schleim usw. befreite zellen zur direkten mikroskopierung
der proben oder lebensfahige zellen zur kultivierung vorliegen.
9.1. NASOPHARYNGEALE ABSAUGSEKRETE

Gewinnung

Proben der nasopharyngealen region lUber eine
erndhrungssonde der groBe 8 in einem schleimextraktor
sammeln. Schleimextraktor und sonde sollten im eisbad
bei konstanten 2-8°C transportiert und schnellstmoglich zur
weiterverarbeitung ins labor geschickt werden. Fiir die direkte
immunfluoreszenzfarbung ist eine zellseparation erforderlich.
Zur viruskulturinokulation kann man die probe selbst oder den
(iberstand aus der zellseparation verwenden.

Zellseparation

Wenn notwendig, vor der zentrifugation zwecks verflissigung
und verdiinnung des schleims 2mL PBS zur probe hinzugeben.
Den schleimextraktor 10 minuten lang mit 380g bei
raumtemperatur (15-30°C) zentrifugieren. Den (iberstand
abnehmen. Dieser kann zur viruskultivierung verwendet werden.
Das zellsediment in 2mL PBS aufwirbeln, und die zellen mit einer
breiten pipette vorsichtig auf- und abpipettieren oder mit dem
vortexmixer vorsichtig mischen, bis der schleim aufbricht und
das zellmaterial freigesetzt ist. Um die zellen nicht zu zerstoren,
ist kraftiges pipettieren oder vortexmischen zu vermeiden. Hat
man eine gleichmaRige suspension erhalten, dann notigenfalls
PBS hinzufugen, und zum waschen die zellen abermals mittels
pipette oder vortexmixer vorsichtig mischen. Noch vorhandene
mukusteilchen entfernen oder abgieRen. Uberschiissiger
schleim muss entfernt werden, da es sonst zu ungeniigender
durchdringung des reagenz und damit zu unspezifischer
fluoreszenz kommen kann.

Ist das gesamte sekret in der erndhrungssonde verblieben und
befindet sich keines im schleimextraktor, das material aus der
sonde in die PBS spiilen. Das beste ergebnis erzielt man, wenn
man eine pasteurpipette in das ende der sonde schiebt, das sich
im schleimextraktor befindet.

Man saugt die entsprechende flussigkeit in die sonde hinein
und driickt sie wieder hinaus, bis sich das sekret, das noch an
der sondenwand hangt, geldst hat. Nun pipettiert man die
suspension auf und ab, bis der mukus aufbricht.

Vorbereitung der Objekttrager

Sobald die zellen vollstandig separiert sind, die verbliebene
zellsuspension 10 minuten lang mit 380g bei raumtemperatur
(15-30°C) zentrifugieren und den Uberstand verwerfen. Das
zellsediment in ausreichend PBS resuspendieren, um eventuell
noch vorhandenen schleim zu verdiinnen, gleichzeitig aber
eine hohe zelldichte beibehalten. 25uL des resuspendierten
zellsediments auf die felder des objekttragers tropfen

HINWEIS: Es ist wichtig, dass fiir jede probe, die mit dem
IMAGEN Respiratory Screen untersucht wird, zwei felder
angelegt werden: Eines fiir das screening-reagenz und eines fiir
die Negativkontrolle (Abschnitt 10.8).

Die probe bei raumtemperatur (15-30°C) grindlich lufttrocknen
und 10 minuten lang bei raumtemperatur (15-30°C) in
azeton fixieren. Wird die probe nicht sofort gefdrbt, dann die
objekttrager tiber nacht bei 4°C lagern oder zwecks langerer
lagerung bei —20°C einfrieren.

ACHTUNG: Will man anschlieRend ein virus identifizieren, dann
bendtigt man fiir jede probe einen zusatzlichen objekttrager
mit mindestens acht feldern (Abschnitt 11.4).

9.2. INOKULIEREN VON ZELLKULTUREN

Inokulieren von Zellkulturen

Mit den proben, die zur diagnose von Infektionen mit dem
RSV, influenzavirus A und B, parainfluenzavirus 1, 2 oder 3
und adenovirus entnommen wurden, die zelllinien, die im
labor routinemaRig entsprechend bestehender protokolle
verwendet werden, inokulieren. zelllinien regelméaRig auf
das auftreten des zytopathischen effekts (CPE) untersuchen
und hamadsorptionstests durchfihren. Kulturen mit
positiver hdmadsorption oder CPE kdnnen geerntet und
auf das vorhandensein des RSV, influenzavirus A und B,
parainfluenzavirus 1, 2 oder 3 und adenovirus untersucht
werden.
Vorbereitung der Objekttrager
Die zellschicht mit hilfe einer sterilen pipette abschaben
und in flussiges kulturmedium Gberfihren. Die zellen
anschlieBend durch eine 10 miniten zentrifugation mit 200g bei
raumtemperatur (15-30°C) sammeln.
Den Uberstand verwerfen. Das zellsediment in PBS (Abschnitt 6.1)
aufwirbeln, waschen und erneut zentrifugieren. Den Uberstand
verwerfen. Die zellen in nur wenig frischem PBS (250uL je
kulturréhrchen) resuspendieren, damit eine hohe zelldichte
gewdhrleistet ist.
25uL-aliquoten der zellsuspension auf die entsprechende anzahl
einzelner felder auf den objekttragern auftropfen. Griindlich
lufttrocknen lassen und 10 minuten lang bei raumtemperatur
(15-30°C) in frischem azeton fixieren. Wenn die probe nicht
sofort gefarbt wird, bei 4°C Gber nacht aufbewahren oder tiber
langere zeitraume bei —20°C einfrieren.
HINWEIS: Es ist wichtig, von jeder probe zwei felder anzulegen
und sie mit dem IMAGEN Respiratory Screen zu untersuchen:
Ein feld fiir das screening-reagenz und eines fiur die
Negativkontrolle (Abschnitt 10.8).
HINWEIS: Will man anschlieRend ein virus identifizieren, dann
bendtigt man einen zusatzlichen objekttrager mit mindestens
acht Feldern (Abschnitt 11.4).
10. TESTVERFAHREN
VOR TESTBEGINN SIND DIE IN ABSCHNITT 8.2 ANGEGEBENEN
TECHNISCHEN VORSICHTSMASSNAHMEN ZU BEACHTEN.
10.1. HINZUFUGEN VON SCREENING REAGENT UND
NEGATIVKONTROLLREAGENZ
Fir jede probe bendtigt man zwei felder mit fixierten zellen.
Auf das eine feld des testobjekttragers 25uL screening-reagenz,
auf das andere 25uL Negativkontrolle und auf die felder des
kontrollobjekttragers jeweils 20uL screening-reagenz tropfen.
Die reagenzien missen das ganze feld bedecken.
10.2. ERSTE INKUBATION
Objekttrager mit dem reagenz in einer feuchten kammer
15 minuten lang bei 37°C inkubieren. Das reagenz darf auf
der probe nicht trocknen lassen, da dies zum auftreten einer
unspezifischen farbung fiihren kann.
10.3. WASCHEN DES OBJEKTTRAGERS
Vorsichtig unter Verwendung einer Spritzflasche mit PBS spilen.
PBS-Strahl nicht genau auf die Vertiefungen richten. Objekttrager
nach unten kippen und den PBS-Strahl iiber den Objekttrager
tber die Vertiefungen laufen lassen und die PBS lber die
Unterkante des Objekttragers ablaufen lassen. Objekttrager 5




Minuten lang vorsichtig in einem Schittelbad mit PBS waschen.
PBS abflieBen lassen und Objekttrager bei Raumtemperatur (15-
30 °C) trocknen lassen.

10.4. HINZUFUGEN DES ANTI-MAUS-FITC-KONJUGATS

Auf jedes probenobjekttragerfeld 25uL und auf jedes
kontrollobjekttragerfeld 20uL FITC-reagenz tropfen. Das reagenz
muss das ganze feld bedecken. Fiir felder mit einem kleineren
durchmesser als 6mm sollte man 20uL reagenz verwenden.

10.5. ZWEITE INKUBATION

Objekttrager mit dem FITC-reagenz in einer feuchten kammer
15 minuten lang bei 37°C inkubieren. Das reagenz auf der
probe nicht trocknen lassen. Dies fiihrt zu einer unspezifischen
farbung.

10.6. WASCHEN DES OBJEKTTRAGERS

Vorsichtig unter Verwendung einer Spritzflasche mit PBS spilen.
PBS-Strahl nicht genau auf die Vertiefungen richten. Objekttrager
nach unten kippen und den PBS-Strahl Gber den Objekttrager
tber die Vertiefungen laufen lassen und die PBS lber die
Unterkante des Objekttragers ablaufen lassen. Objekttrager 5
Minuten lang vorsichtig in einem Schittelbad mit PBS waschen.
PBS abflieBen lassen und Objekttrager bei Raumtemperatur (15-
30 °C) trocknen lassen.

10.7. HINZUFUGEN DES EINDECKMEDIUMS

Einen tropfen einbettungsmedium in die mitte jedes felds
tropfen und luftblasenfrei mit einem deckgldschen versehen.
10.8. AUSWERTEN DES OBJEKTTRAGERS

Die gesamten felder mit den gefarbten proben mit hilfe eines
epifluoreszenzmikroskops untersuchen. Die fluoreszenz sollte,
wie in abschnitt 11 beschrieben, bei einer vergréRerung von
x200 - x500 sichtbar sein. (Die besten ergebnisse werden
unmittelbar nach dem farben erzielt. Die objekttrager kdnnen
jedoch im dunkeln bei 2-8°C bis zu 24 stunden aufbewahrt
werden).

Wenn ein positives screening-ergebnis erzielt wird (siehe
Abschnitt 11.2), kann die spezifische Identifikation des
vorliegenden virus auf einem weiteren objekttrager mit 8 feldern
mit hilfe der in Abschnitt 6.1 aufgelisteten IMAGEN-reagenzien
zur direkten immunfluoreszenz vorgenommen werden.

11. INTERPRETATION DER TESTERGEBNISSE

11.1. KONTROLLEN

11.1.1 Positivkontrolifelder

Werden die positiven felder auf dem kontrollobjekttrager
entsprechend der anleitung in abschnitt 10 gefdrbt und
begutachtet, dann sollten zellen mit einer intrazelluldren
apfelgriinen zytoplasmatischen und/oder einer nukledren
fluoreszenz vor einem hintergrund aus rotgefarbtem material zu
sehen sein. Die positivenkontrollfelder dienen zur kontrolle, ob
die farbereaktion zufriedenstellend abgelaufen ist.

11.1.2 Negativkontrollfelder

Werden die negativen felder auf dem kontrollobjekttréager der
anleitung in Abschnitt 10 entsprechend gefarbt und begutachtet,
dann sollten die zellen keine intrazelluldre apfelgriine fluoreszenz
zeigen. Es sollte lediglich die rote gegenfarbung zu sehen sein.
11.2. KLINISCHE PROBEN

11.2.1  Nachweis von virusinfizierten Zellen

Infizierte zellen zeigen eine apfelgriine zytoplasmatische und/
oder nukledre fluoreszenz. Nichtinfizierte zellen erscheinen nach
der gegenfarbung mit Evans-blau rot.

11.2.2 Interpretation

Wenn eine oder mehrere zellen das in Abschnitt 11.2.1
beschriebene typische fluoreszenzmuster aufweisen, liegt ein
positives ergebnis vor.

Zeigen fixierte und gefarbte proben keine fluoreszenz mit dem
screening-reagenz, dann sind sie als negativ anzusehen.

Bei direkt gefarbten nasopharyngealen absaugsekretproben
mussen mindestens 20 nichtinfizierte respiratorische (zylinder)
epithelzellen auf jedem objekttragerfeld nachgewiesen werden,
bevor ein negatives ergebnis festgestellt werden kann. Bei
unzureichender zellzahl siehe Abschnitt 11.2.3.

11.2.3  Unzureichende Zellzahl

Wenn auf dem objekttrdger eine unzureichende zellzahl vorliegt,
muss der rest der klinischen probe 10 minuten lang mit 380g
bei raumtemperatur (15-30°C) zentrifugiert werden. Vor dem
verteilen auf die felder (jeweils 25uL) in einem kleineren
volumen (ungeféhr 50uL) PBS resuspendieren. Alternativ muss
eine wiederholung der klinischen probe angefordert werden.
11.2.4 Qualitdtskontrolle

Bei jeder untersuchung mit den IMAGEN Respiratory Screen
reagenzien immer gleichzeitig einen kontrollobjekttrager mit
positiven und negativen feldern farben und untersuchen.

Die kontrollobjekttrager in diesem test sind dafiir bestimmt,
die durchfiihrung des farbeverfahrens und die reaktivitat der
reagenzien mit, influenzavirus A und B, parainfluenzavirus 1, 2
und 3 und adenovirus in infizierten zellen zu kontrollieren.
11.2.5 Darstellung der Ergebnisse

Zur darstellung der ergebnisse empfehlen sich folgende
richtlinien:

Positive ergebnisse, wie in 11.2.2 definiert:

MutmaRlich positiv fur, RSV influenzavirus A und B,
parainfluenzavirus 1, 2 oder 3 und adenovirus. Isolierung aus
der kultur und identifizierung muissen folgen. Zur identifizierung
siehe Abschnitt 11.4.

Negative ergebnisse, wie in 11.2.2 definiert:

MutmaRlich negativ fir das RSV, influenzavirus A und B,
parainfluenzavirus 1, 2 oder 3 und adenovirus. Verifizierung
mittels kultur muss folgen.

11.3. BESTATIGUNG DURCH ZELLKULTUR

11.3.1 Erscheinungsbild der virusinfizierten Zellen

Die infizierten zellen zeigen eine intrazellulare, nukledre und/
oder zytoplasmatische apfelgriine fluoreszenz und werden als
positiv festgehalten. Nichtinfizierte zellen erscheinen mit Evans-
blau-gegenfarbung rot.

11.3.2 Interpretation der Ergebnisse

Es erfolgt eine positive diagnose, wenn nach der farbung
mindestens eine fixierte zelle ein wie in Abschnitt 11.3.1
beschriebenes fluoreszenzmuster zeigt.

Das ergebnis ist negativ, wenn fixierte proben nach der farbung
mit den reagenzien keine fluoreszenz zeigen.

Es missen mindestens 50 nichtinfizierte zellen der untersuchten
zellkultur in jedem Objekttragerfeld sichtbar sein, bevor die
probe als negativ bewertet wird. Siehe Abschnitt 11.3.4, wenn zu
wenig zellen vorliegen.

11.3.3  Aufzeichnung der Ergebnisse

Zur darstellung der ergebnisse empfehlen sich folgende
richtlinien:

Positive ergebnisse, wie in 11.3.2 definiert:

Positiv fur ein virus oder mehrere, RSV influenzavirus A
und B, parainfluenzavirus 1, 2 oder 3 und adenovirus. Viren
anschlieRend identifizieren. Zur identifizierung siehe Abschnitt
11.4.

Negative ergebnisse, wie in 11.3.2 definiert:

Negativ flr das RSV, influenzavirus A und B, parainfluenzavirus 1,
2, oder 3 und adenovirus.

11.3.4 Unzureichende Zellzahl

Wenn auf dem objekttrédger eine unzureichende zellzahl
vorliegt, muss der rest der zellkulturprobe 10 minuten lang mit
200g bei raumtemperatur (15-30°C) zentrifugiert werden. Vor
dem verteilen auf die felder (jeweils 25uL) in einem kleineren
volumen (ungefdhr 50uL) PBS resuspendieren.

Alternativ missen frische zell-monolayers mit einer erneut
entnommenen probe inokuliert werden und die viruszellkultur
muss wiederholt werden.

11.4. IDENTIFIZIERUNG DER RESPIRATORISCHEN VIREN

Man kann den entsprechenden typ eines respiratorischen
virus identifizieren, indem man die positiven ergebnisse durch
spezifische IMAGEN direkt-immunfluoreszenz-reagenzien
(siehe Abschnitt 6.1, siehe Abschnitt 9 zur vorbereitung der
objekttrager), bestatigt.

12. EINSCHRANKUNGEN DER LEISTUNGSFAHIGKEIT DES
TESTS

Nur das mitgelieferte eindeckmedium verwenden.
Obwohl die monoklonalen antikdrper dieses tests gegen
prototypstamme gezogen und auf ihre reaktivitat mit
einem konservierten epitop selektiert wurden, erkennen
sie moglicherweise keine neuen virusstimme oder solche
stdamme, bei denen eine antigene variation im zielepitop
vorliegt.

Das screening-reagenz und die Negativkontrolle kénnen
Staphylococcus aureus-stamme mit protein A unspezifisch
anfdrben. Dies liegt an der nichtimmunen interaktion
von protein A mit der Fc-region der monoklonalen
antikorper. Diese beobachtung macht man auch bei
anderen fluoreszenztests auf der basis monoklonaler und
polyklonaler antikbrper®.

Das erscheinungsbild der fluoreszenz kann abhangig von
mikroskoptyp und lichtquelle variieren.

Es empfiehlt sich, zum abdecken des gesamten 6mm
grolRen testareals 25ulL reagenz zu verwenden. Wird
dieses volumen reduziert, kann das zu schwierigkeiten
beim abdecken der von der probe eingenommenen
flache fihren und die testempfindlichkeit herabsetzen
Alle reagenzien werden in einer definierten
gebrauchskonzentration geliefert. Die leistungsfahigkeit
des tests kann beeintrachtigt sein, wenn reagenzien
modifiziert oder nicht unter den in Abschnitt 5
empfohlenen bedingungen gelagert werden.

Der IMAGEN Respiratory Screen eignet sich nicht zur
Identifizierung der einzelnen respiratorischen viren. Fir
eine identifizierung sollten die positiven proben mit den
einzelnen IMAGEN direkt-limmunfluoreszenz-reagenzien
weiter untersucht werden (siehe Abschnitt 6).

Wenn ein virus durch direkte tests oder
zellkulturbestdtigung nicht nachgewiesen werden
kann, kann dies an der probenentnahme zu einem
ungeeigneten zeitpunkt, fehlern bei der entnahme
und/oder bei dem umgang mit der probe oder einem
versagen der zellkultur usw. liegen. Ein negatives ergebnis
schlieft eine virale Infektion nicht aus.

Die ergebnisse sollten im zusammenhang mit
epidemiologischen Informationen, dem klinischen
erscheinungsbild und anderen diagnostischen verfahren
interpretiert werden.

Bei der Herstellung des Kontrollobjekttrdgers kann es u.
U. zu einer Vermischung des Materials kommen (d. h.
ein paar positive Zellen gelangen in die Vertiefung mit
den negativen Zellen). Der Objekttrager ist immer noch
als Kontrolle geeignet, um die korrekte Leistung der
Farbetechnik sowie die Reaktivitdt des Reagenzes mit
RSV, dem Influenzavirus A und B, dem Parainfluenzavirus
1, 2 oder 3 und dem Adenovirus bei infizierten Zellen zu
bestimmten.

13. ERWARTUNGSWERTE

Die nachweishdufigkeit fir respiratorische viren wird durch
geographische, klimatische und saisonale faktoren wie auch
durch demographische faktoren, etwa die Uberbevélkerung,
das soziale umfeld und den erndhrungsstatus, beeinflusst.
AuBerdem kénnen auch die probenqualitat, also die untersuchte
probenart, der zeitpunkt der probengewinnung wahrend einer
Infektion, die probenhandhabung und lagerung und verfahren
zur vorbereitung der abstriche den erfolg einer diagnosestellung
mittels direkter nachweistechniken beeinflussen.

Die respiratorischen viren kommen grundsatzlich auf der
ganzen welt vor. Sie kdnnen sporadische Infektionen, kleinere
ausbriiche, epidemien oder gelegentlich auch pandemien mit
neuen antigenen viralen varianten verursachen. Trotz saisonalen
auftretens der infektionen durch die respiratorischen viren ist
es moglich, dass wahrend einer saison viren wie parainfluenza
1 und 2 und influenza B wegen ihrer geringen haufigkeit nicht
isoliert oder nachgewiesen werden kénnen.

Das Respiratory-Syncytial-Virus tritt saisonal mit signifikanten
ausbriichen von infektionen der oberen und unteren atemwege
auf. Am stdrksten gefahrdet sind kleinkinder in den ersten sechs
lebensmonaten und alle immungeschwachten menschen. Etwa
50% aller kinder erleiden in ihrem ersten lebensjahr eine RSV-
infektion.”> Wihrend einer saison ist das RSV ursachlich fiir 20%
aller atemwegsinfektionen.”

Auch die Influenzaviren A oder B konnen infektionserkrankungen
hervorrufen. Die haufigkeit der influenzavirus-A-infektionen wird
sehr stark durch den immunstatus einer population beztiglich der
gerade vorhandenen virusstdmme beeinflusst. Ist die immunitat
stark ausgepragt, dann verursacht das virus etwa 15% der
atemwegsinfektionen. Treten jedoch neue stimme auf, gegen
die es nur geringe oder keine angeborene immunitat gibt, ist
das influenzavirus fur mehr als 50% aller atemwegsinfektionen
verantwortlich™.

12.1.
12.2.

12.6.

12.7.

12.10.

Die haufigsten infektionen mit influenzavirus B werden bei
kindern im schulalter beobachtet™.

Das Adenovirus ist fir 5% der akuten atemwegsinfektionen bei
kindern unter 4 Jahren und fir 10% aller atemwegsinfektionen
bei den ins krankenhaus eingewiesenen kindern verantwortlich®’.
Manchmal sind adenoviren bei jungen erwachsenen
verantwortlich fur kleine, 6rtlich begrenzte epidemien einer
akuten atemwegserkrankung. besonders betroffen sind
diejenigen, die in beengten verhéltnissen leben.
Parainfluenzavirus-infektionen sind fir bis zu 20% der
atemwegserkrankungen bei kindern zwischen zwei
und vier Jahren mit schweren symptomen wie etwa
laryngotracheobronchitis (Krupp) verantwortlich®. Bei &lteren
kindern und erwachsenen kénnen infektionsausbriche,
insbesondere durch den parainfluenzavirus 3, auftreten.
Mehr als 90% der kleinkinder werden frih in ihrem leben
mit einem parainfluenzavirus infiziert. Haufig kommt es zu
symptomatischen reinfektionen®. Eine groRere anzahl von
infektionen mit dem parainfluenzavirus 3 tritt bevorzugt im
frithling oder sommer auf.

Ein direkter nachweis der respiratorischen viren in den

epithelzellen des atemtraktes gewéahrleistet eine schnelle und
klinisch relevante diagnostische aussage gerade dann, wenn fir
eine erfolgreiche diagnose entweder die lebensfahigkeit des
virus begrenzt ist oder eine ausstattung fir eine viruskultivierung
fehlt.

Wahrend des winters 1994-95 wurde von drei
krankenhauslaboratorien eine klinische evaluierung
durchgefiihrt, die folgende haufigkeitsraten ergab.

In einem kinderkrankenhaus im Westen des amerikanischen
Bundesstaats New York wurde mit Hilfe der direkten
Immunfluoreszenz bei 43,6% (478/1096) der atemwegsproben
das RSV identifiziert. Mit hilfe dieser methode und zusatzlich der
Isolierung aus der zellkultur wurde bei 3,1% der proben (34/1096)
das influenzavirus A und bei 1,1% (12/1096) der proben das
influenzavirus B identifiziert.

Mittels isolierung aus der zellkultur wurde bei 4,4% (39/883)
der atemwegsproben das adenovirus und bei 2,9% (26/883) ein
parainfluenzavirus nachgewiesen (darunter zwei proben mit
parainfluenzavirus 1, drei mit parainfluenzavirus 2 und 21 mit
parainfluenzavirus 3).

In einem krankenhaus im Nordwesten von GroBbritannien
mit einer mannigfaltigen patientenstruktur wurde mit hilfe
der direkten immunfluoreszenz bei 49,68% (467/940) der
atemwegsproben RSV nachgewiesen. Mit hilfe der direkten
immunfluoreszenz oder der isolierung aus der zellkultur wurde
in 1,7% (16/940) der Félle das Influenzavirus B, in 1,17% (11/940)
das adenovirus und in 0,1% (1/940) das parainfluenzavirus Typ 1
identifiziert.

In einem krankenhaus im Stidwesten von GroRbritannien mit
einer komplexen patientenbelegung wurde mit hilfe der direkten
immunfluoreszenz bei 10,6% (195/1840) der atemwegsproben
das RSV und mit hilfe der direkten immunfluoreszenz oder der
isolierung aus der zellkultur bei 3,04% (56/1840) der falle das
Influenza B identifiziert. Bei 1,2% (22/1840) der fille wurde das
adenovirus durch zellkulturisolation identifiziert. Mit hilfe der
direkten immunfluoreszenz oder der isolierung aus der zellkultur
wurde in 1,14% (21/1840) der proben ein parainfluenzavirus
nachgewiesen. AuBerdem wurden aus den atemwegsproben
die folgenden viren isoliert: picornavirus 1% (18/1840),
zytomegalovirus 0,38% (7/1840), rhinovirus 1,7% (32/1840)
Herpes-simplex-virus typ 1 1,03% (19/1840) und Herpes-simplex
-virus typ 2 0,5% (1/1840).

14. SPEZIFISCHE TESTKRITERIEN

14.1. KLINISCHE STUDIEN

IMAGEN Respiratory Screen wurde an zwei zentren fur klinische
versuche in GroBbritannien fir den direkten gebrauch evaluiert.
Ein zentrum liegt im nordosten des landes, das andere im
sidwesten. Ein weiteres untersuchungszentrum befindet
sich im Amerikanischen Bundesstaat New York. Untersucht
wurden schleimproben von kindern und erwachsenen, die mit
symptomen einer atemwegsinfektion in die kliniken eingeliefert
wurden. Der test wurde auch hinsichtlich eines nachweises von
virusantigenen in mit schleimproben inokulierten zellkulturen
evaluiert.

Die proben wurden vom winter 1994 bis zum frihjahr 1996
gesammelt. Die untersuchungszentren verglichen das IMAGEN
Respiratory Screen mit standardmethoden und einem auf dem
markt verfigbaren indirekten immunfluoreszenztest mit einem
screening-reagenz und einzelnen typisierungsreagenzien. Zur
evaluierung wurden frische und gefrorene klinische proben
untersucht. Zusatzlich wurden gefrorene proben von 1993-94
getestet.

Zum nachweis von viren fihrten die untersuchungszentren
direkte tests mit 343 klinischen proben und 87 einschichtigen
zellkulturen durch. Im falle der direkt untersuchten proben
wurde der IMAGEN Respiratory Screen gegen einen kauflichen
indirekten immunfluoreszenz screening-test und viruskulturen
evaluiert. Hinsichtlich der zellkulturen wurde der IMAGEN
Respiratory Screen auBerdem gegen einen auf dem markt
verfligbaren indirekten immunfluoreszenz-screen-test und
entweder die hdamadsorptionshemmung, die virusneutralisierung
oder die direkte Immunfluoreszenz evaluiert.

14.2. KLINISCHE ANWENDUNG

14.2.1 Direkte Probenuntersuchung

An den drei untersuchungszentren wurden insgesamt 343
nasopharyngeale absaugsekrete (NPAs) evaluiert. Davon waren
121 proben negativ,

144 Proben waren positiv fir RSV,
11 Proben waren positiv fur influenzavirus A,
5 Proben waren positiv fir influenzavurus B,
19 Proben waren positiv fiir parainfluenzavirus 1,
4 Proben waren positiv fiir parainfluenzavirus 2,
26 Proben waren positiv flir parainfluenzavirus 3
8 Proben waren positiv fiir adenovirus,
141 Proben wiesen koinfektionen auf:

koinfektion von RSV und parainfluenzavirus 1,
koinfektion von RSV und adenovirus,

koinfektion von adenovirus und influenzavirus B
koinfektion von adenovirus und parainfluenzavirus 3

L S V)

1 co-infection d’adénovirus et de virus parainfluenza 3

Tabelle 14.2.1 zeigt ergebnisse einer Vergleichsstudie des
IMAGEN Respiratory Screen und eines kommerziellen
indirekten immunfluoreszenz-screening-tests mit einer
virusisolierung direkt aus den schleimproben. Beim IMAGEN
Respiratory Screen wurde, verglichen mit der standardmethode,
eine ubereinstimmung von 94,1% (317/337) erreicht. Die
testsensitivitdt betrug im vergleich zur virusisolierung 96,7%
(205/212).

Tabelle 14.2.1 Vergleich des IMAGEN Respiratory Screening
und eines kommerziellen indirekten Immunfluoreszenz
screening-tests mit virusisolierung direkt aus den
schleimproben

IMAGEN Respiratory | Kauflicher IIF-Test
Screening
+ - + -
o | + 205 7 207 5¢
Virusisolierung K B
- 13 112 15 110
% Relative Sensitivitat 96,7 (205/212) 97,6 (207/212)
95% Konfidenzbereich (94-99%) (95-100%)
% Relative Spezifitat 89,6 (112/125) 88,0 (110/125)
95% Konfidenzbereich (83-94%) (81-93%)
% Korrelation 94,1 (317/337) 94,1 (317/337)
95% Konfidenzbereich (91-97%) (91-97%)
a Die viren wurden mit hilfe von HEp-2-, A549-, priméaren

Rhesusaffen-Nieren-, MK-, HEL-, RK13- oder G293-
zellinien isoliert. Die isolierung wurde durch die
spezifische indirekte immunfluoreszenz und entweder
durch hamadsorptionshemmung, virusneutralisierung
oder durch direkte Immunfluoreszenz bestatigt.

b Dreizehn ebenfalls positive proben in direkten tests:
verwendet wurden der IMAGEN und kommerzielle
typisierungstests (siehe Tabelle 14.2.4) davon waren:

RSV 7
Influenzavirus A 3
Parainfluenzavirus1 1
Adenovirus 2
c Zwei fur adenovirus positive proben; zwei fiur

parainfluenzavirus 2 positive proben; drei fur
parainfluenzavirus 3 positive proben (siehe Tabelle
14.2.1).

d Funfzehn proben, darunter dreizehn, die in fuBnoteb
erklart sind, und zwei weitere proben, nur positiv im
kaufllichen IIF-test (siehe Tabelle 14.2.1).

e Funf im kauflichen IIF-test negative proben, darunter
ein influenzavirus A, zwei parainfluenzavirus 2, ein
parainfluenzavirus 3 und ein adenovirus (siehe Tabelle
14.2.1).

Tabelle 14.1.2 zeigt einen Vergleich zwischen dem IMAGEN

Respiratory Screen und einem kommerziellen indirekten

immunfluoreszenz-screening-test mit nasopharyngealen

schleimproben, durchgefiihrt in allen drei untersuchungszentren.

In zentrum 1 und 2 wurden alle untersuchten proben (mit

ausnahme von 7 proben in zentrum 2) eingefroren gelagert. In

Zentrum 3 wurden 121 proben frisch innerhalb von 24 stunden

nach der gewinnung und 68 proben nach der lagerung im

gefrierschrank getestet.

Tabelle 14.2.2 Vergleich des IMAGEN Respiratory Screen

mit einem kauflichen indirekten immunfluoreszenz screening-

test- (Bartels VRK) an atemwegsschleimproben

Kauflicher IIF-Test
+
Untersuchungszentrum|l M A G E N + 49 0
1 (Sidwesten von GB)|Respiratory Screen
n=74 - 0 25
Untersuchungszentrum|l M A G E N + 46 0
2 (Nordosten von GB)|Respiratory Screen
n=80 - 4¢ 30

Untersuchungszentrum3{l M A G E N + 126 1
(Bundesstaat New York, | Respiratory Screen

USA) n =189 - 18 61

f Eine probenkultur positiv fir influenzavirus A, das auch

sowohl im direkten test und als auch in kultur mit dem
IMAGEN influenzavirus-A-reagenz typisiert wurde
g Erfasst ist auch eine probe von Zentrum 2 und eine probe
von Zentrum 3, die nur im kauflichen IIF-screening-test
positiv waren.
Tabelle 14.2.3 fasst die daten von allen drei
untersuchungszentren zusammen, die sich aus dem Vergleich
des IMAGEN Respiratory Screen mit dem kduflichen indirekten
Immunfluoreszenz screening-test an nasopharyngealen
Schleimproben ergaben.
Tabelle 14.2.3 Zusammenfassung des Vergleichs des
IMAGEN Respiratory Screen it einem kauflichen indirekten
immunfluoreszenz-screening-test (Bartels VRK) an
atemwegsschleimproben

Kauflicher IIF-Test

¥ -
IMAGEN Respiratory Screen 21 v

5¢ 116
Relative Sensitivitat 97,8% (221/226)
95% Konfidenzbereich (95-99%)
Relative Spezifitat 99,1% (116/117)
95% Konfidenzbereich (95-100%)
% Korrelation 98,3% (337/343)
95% Konfidenzbereich (96-99%)
f Eine probenkultur positiv fiir influenzavirus A, das auch

sowohl im direkten test und als auch in kultur mit dem
IMAGEN influenzavirus-A-reagenz typisiert wurde.

g Erfasst ist auch eine probe von Zentrum 2 und eine probe
von Zentrum 3, die nur im kduflichen IIF-Screening-Test
positiv waren.

Tabelle 14.2.4 Genaue auflistung der ergebnisse von

proben, die in den fuBnoten der Tabellen 14.2.1, 14.2.2 und

14.2.3 aufgefiihrt sind

FuBnoten- | Proben-| Ergebnisse | IMAGEN IMAGEN Kéuflicher | Kauflicher IIF-
referenz Nr. der Kultur |Screening-| Typisierungs- IIF- Typisierungs-
Ergebnis Ergebnis Screening- Test
Test
B 1 Negativ Positiv Adenovirus Positiv Adenovirus
B 2 Negativ Positiv Adenovirus Positiv Negativ
B 3 Negativ Positiv Influenza A Positiv Influenza A
B 4 Negativ Positiv Influenza A Positiv Influenza A
B 5 Negativ ?Positiv Influenza A Positiv Influenza A
B 6 Negativ Positiv RSV Positiv RSV
B 7 Negativ Positiv RSV Positiv RSV
B 8 Negativ Positiv RSV Positiv RSV
B 9 Negativ Positiv RSV Positiv RSV
B 10 Negativ Positiv RSV Positiv RSV
B 11 Negativ Positiv RSV Positiv RSV
B 12 Negativ Positiv RSV grenzwertig | RSV
B 13 Negativ Positiv Parainfluenza 1 | Positiv Parainfluenza 1
CundE 14 Parainfluenza | Negativ negativ Negativ Negativ
CundE 15 Adenovirus 2 | Negativ n i ¢ h t|Negativ n i c h t
untersucht untersucht
CundE 16 Parainfluenza | Negativ n i ¢ h t]|Negativ ?Parainfluenza
2 diagnostizierbar 2
CundE 17 Parainfluenza | Negativ Negativ Negativ n i cht
2 diagnostizierbar
C 18 Parainfluenza | Negativ ?Parainfluenza | Positiv ?Parainfluenza
3 3 3
C 19 Parainfluenza | Negativ Parainfluenza 3 | Positiv Parainfluenza 3
C 20 Adenovirus 4 | Negativ Negativ Positiv Adenovirus
Dund G 21 Negativ Negativ ?Influenza A Positiv ? Influenza A
Dund G 22 Negativ Negativ Negativ Positiv Negativ
Eund F 23 Influenza A | Negativ Influenza A Negativ Influenza A
14.2.2 Verifizierung mittels Kultur

Die untersuchungszentren untersuchten mit dem IMAGEN
Respiratory Screen virusisolate aus klinischen proben und
gelagerten virusstimmen. Die klinischen proben stammen
hauptsadchlich aus den wintermonaten 1994-95. Die
untersuchungszentren verglichen den IMAGEN Respiratory
Screen-test mit standardmethoden. Die viren wurden mittels
HEp-2-, MRC-5- oder RMK-Zellen isoliert. AnschlieBend
wurden die Viren in den Isolaten identifiziert und mit hilfe
von hdmadsorptionshemmung, virusneutralisierung oder der
direkten immunfluoreszenz bestatigt.

Die insgesamt untersuchten 87 kulturen enthielten 7 RSV-, 10
influenzavirus A, 15 influenzavirus B, 6 parainfluenzavirus 1, 8
parainfluenzavirus 2, 5 parainfluenzavirus 3 sowie 9 adenovirus-
positive und 27 negative kulturen.

Tabelle 14.2.5 Vergleich des IMAGEN Respiratory Screening
mit virusisolaten und einem kauflichen IIF-test (Bartels VRK)
zur verifizierung mittels zellkultur

Kauflicher IIF-Test | Virusneutralisierung

+ - + -
Untersuchungs-[IMAGEN + 17 1° 18 0
zentrum 1|Respiratory _ 0 14 0 14
(Sidwesten von|Screen

GB) n=32




Untersuchungs-[IMAGEN + 39 0 39 0
zentrum 3|Respiratory _ 0 13 0 13
(Bundesstaat New |Screen
York, USA) n=52

Oxoid (Ely) Ltd|[IMAGEN + 3 0 3 0

n=3 Respiratory _ 0 0 0 0
Screen

a Proben, aus denen das RSV isoliert und mittels kultur

typisiert wurde
Tabelle 14.2.6 Zusammenfassung eines vergleichs des
IMAGEN Respiratory Screen mit der virusisolierung und einem
kauflichen IIF-test (Bartels VRK) zur verifizierung mittels
zellkultur

Kauflicher IIF-Test | Virusneutralisierung
+ - + -
] 59 1 60 0
IMAGEN Respiratory Screen
0 27 0 27
% Relative Sensitivitat 100(59/59) 100 (60/60)
95% Konfidenzbereich (94-100%) (94-100%)
% Relative Spezifitit 96,4(27/28) 100 (27/27)
95% Konfidenzbereich (82-100%) (87-100%)
% Korrelation 98,9 (86/87) 100 (87/87)
95% Konfidenzbereich (94-100%) (96-100%)
a Proben, aus denen das RSV isoliert und mittels kultur
typisiert wurde
14.3. KREUZREAKTIVITAT

Die mikroorganismen in Tabelle 14.3.1 wurden mit dem
IMAGEN Respiratory Screen untersucht und zeigten keine
kreuzreaktivitdt. Die kreuzreaktivitdt wurde auf objekttrager-
praparaten von stammkulturen oder frischen mikrobiellen
Isolaten untersucht.

Tabelle 14.3.1 Mit dem IMAGEN Respiratory Screen
untersuchte, nicht kreuzreagierende mikroorganismen

Mikroorganismus Quelle

Acholeplasma laidlawii
Bordetella pertussis”
Branhamella catarrhalis'
Candida albicans’
Chlamydia pneumoniae’
Chlamydia psittaci®

NCTC 10116 Nahrmedium-Kultursediment’
Schokoladenagar®

Schokoladenagar®

Pilzmedium’

Kaufliche préparation®

Kaufliche préparation*

Chlamydia trachomatis A-K, Kaufliche praparation®
LGV1-LGV3'

Coxsackievirus A9
Coxsackievirus B1, B2, B3, B4, B5
Zytomegalovirus

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

Kaufliche praparation®
Originalstimme’®
Klinisches humanisolat®
Klinische humanisolate®

In serologischen routinetests verwendetes
kaufliches praparat®

Herpes-simplex-Virus Typ 1 und 2 Kaufliche praparation®

Serogruppel. In serologischen Routinetests
verwendetes, formalisiertes kaufliches
dottersackpraparat®

NCTC 10129 Nihrmedium-Kultursediment?
NCTC 10111 Nahrmedium-Kultursediment”
NCTC 10130 Nadhrmedium-Kultursediment
NCTC 10112 Nahrmedium-Kultursediment
NCTC 10119 Nahrmedium-Kultursediment”
NCTC 10113 Nihrmedium-Kultursediment?

Legionella pneumophila

Mycoplasma arginini
Mycoplasma hominis

Mycoplasma hyorhinus 2

Mycoplasma orale ?
Mycoplasma pneumoniae

Mycoplasma salivarium

Neisseria cinerea’ Blutagar®
Neisseria lactamica® Blutagar®
Neisseria meningitidis A, B, C* Blutagar’
Neisseria perflava® Blutagar®

Poliovirus Typ 1, 2 und 3 Klinische humanisolate®
In serologischen routinetests verwendetes

kiufliches praparat’

Pneumocystis carinii

Rhinovirus Klinisches humanisolat®
Streptococcus-Gruppen A, B, C, D, Kolumbien-agar®

Fund G'

1 Oxoid (Ely) Ltd - eigene Daten

2 Abstrich nach 3-tagiger kultivierung in ndhrmedium, 30
minuten lang mit 3000g zentrifugiert, in PBS gewaschen,
in 100pL PBS resuspendiert. 15uL suspension auf die
felder der objekttrager aufgebracht.

3 Aus kulturmedium in PBS hergestellte, milchige
suspensionen, zentrifugiert, gewaschen, in 1mL PBS
resuspendiert. 20puL suspension auf die felder der
objekttrager aufgebracht.

Kaufliche objekttrager-praparate.

5 Aus viralen flaschenkulturen mit 50% CPE hergestellte
abstriche, gewaschen, in 0,2mL PBS resuspendiert. 15uL
suspension auf die felder der objekttrager aufgebracht.
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