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1. USO PREVISTO

IMAGEN™ Respiratory Screen & un test qualitativo ad
immunofluorescenza indiretta per la determinazione di un
presunto virus respiratorio sinciziale (RSV), virus influenzale A e B,
virus parainfluenzale 1, 2, 3 e adenovirus in campioni respiratori
(aspirati nasofaringei) e in colture cellulari. Il dosaggio non & in
grado di fare differenza tra i virus. | singoli virus devono essere
successivamente identificati e confermati utilizzando reagenti
monospecifici per anticorpi monoclonali marcati con FITC, come
quelli appartenenti alla gamma IMAGEN, o altri metodi. | risultati
relativi ai campioni respiratori diretti devono essere confermati
mediante coltura cellulare.

2. SOMMARIO

Le infezioni da virus respiratorio sono associate ad insorgenze
di malattie respiratorie significative in tutto il mondo, che
hanno un impatto determinante sulla salute mondiale*?. |
virus causano la malattia in gruppi di tutte le eta, ma le infezioni
piu serie si riscontrano nei neonati, negli anziani e nei soggetti
immunocompromessi e portano al ricovero di tali pazienti®.
L’insorgenza nosocomiale si puo verificare in reparti pediatrici
e geriatrici e causa ricovero esteso, trattamento prolungato
del paziente, aumento nella morbosita e nella mortalit3®®. Le
infezioni da virus respiratorio nei neonati possono causare
ostruzioni delle vie respiratorie e provocare distress respiratori.

| virus principalmente responsabili di infezioni del tratto
respiratorio inferiore includono RSV, virus influenzale A e B,
virus parainfluenzale 1, 2, 3 e adenovirus. Il tasso di prevalenza
atteso per i singoli virus viene illustrato (con riferimenti) nella
sezione 13, Valori attesi.

RSV e virus parainfluenzale sono stagionali e sono la principale
causa di malattie del tratto respiratorio inferiore nei neonati e
bambini piccoli. Di frequente provocano bronchiolite, laringite
difterica, bronchite e a volte polmonite”®’.

I virus influenzali A e B provocano epidemie stagionali a livello
mondiale di malattie respiratorie negli adulti e nei neonati,
con uno spettro della malattia che va dai sintomi del tratto
respiratorio superiore a polmoniti gravi'®". La polmonite acuta
negli anziani o nei pazienti immunocompromessi puo essere
mortale se associata a infezioni microbiche secondarie.

o | T

Le infezioni da adenovirus sono associate alle malattie
respiratorie, oculari ed enteriche. Gli adenovirus sono ritenuti
responsabili del 5% delle malattie respiratorie acute nei bambini
di eta inferiore ai 4 anni e sono una causa comune di faringite
nei bambini piccoli®.

Una rapida diagnosi delle infezioni da virus respiratorio &
un supporto importante nel trattamento dei pazienti, nella
prevenzione, nel controllo delle insorgenze ed influisce sull’uso
di terapie antivirali, soprattutto nel caso del virus influenzale A e
di infezioni virali da RSV******¢,

| metodi utilizzati per la diagnosi di infezioni acute da virus
respiratori includono test diretti su campioni quali gli aspirati
nasofaringei ad immunofluorescenza e/o immunodosaggi
enzimatici per la determinazione di proteine virali, isolamento
ed identificazione del virus in monostrati di coltura cellulare
o determinazione di risposta immune mediante tecniche
sierologiche.

| test ad immunofluorescenza, quali IMAGEN Respiratory
Syncytial Virus e IMAGEN Influenza A and B virus sono ora
ampiamente utilizzati per la determinazione diretta di proteine
di virus respiratori in preparazioni di cellule da aspirati
nasofaringei oppure da monostrati di coltura cellulare'**. | test
ad immunofluorescenza che utilizzano anticorpi monoclonali
specifici sono rapidi e permettono il monitoraggio della
qualita dei campioni®"’. | sistemi di coltura amplificati per
centrifugazione (shell-vial) accelerano I'isolamento dei virus
respiratori in colture cellulari e, quando vengono utilizzati
insieme ai test ad immunofluorescenza, consentono una rapida
diagnosi delle infezioni respiratorie mediante coltura cellulare®.
In qualsiasi popolazione, una varieta di virus respiratorio
puo circolare causando simultaneamente infezioni con
sintomatologia clinica simile. La prevalenza di campioni
positivi ai virus respiratori variera in base alla demografia della
popolazione, alla stagione, al tipo di campioni utilizzati e al
momento in cui sono stati raccolti i campioni durante il corso
dell’infezione. Un test di screening ad immunofluorescenza per
virus respiratori rappresenta un metodo rapido ed economico
per la determinazione di infezioni da virus respiratorio. | singoli
virus possono essere identificati e confermati utilizzando
anticorpi monoclonali monospecifici marcati con FITC.

IMAGEN Respiratory Screen € un test ad immunofluorescenza
indiretta per la determinazione di virus respiratori, tra cui il RSV,
i virus influenzali A e B, i virus parainfluenzali 1, 2, 3 e I'adenovirus
in campioni clinici e in monostrati di coltura cellulare. La
presenza di un virus respiratorio viene indicata da un risultato
positivo nello screening. Ogni virus presente puo essere
identificato mediante immunofluorescenza diretta utilizzando
reagenti per anticorpi monoclonali coniugati con FITC specifici
per i singoli virus respiratori (vedere le Sezioni 6.1 e 11.4).

3. PRINCIPIO DEL TEST

Il test IMAGEN Respiratory Screen contiene un pool di anticorpi
monoclonali, ognuno dei quali ha una specificita individuale per
il RSV, il virus influenzale A o B, il virus influenzale 1, 2, 3 oppure
I’adenovirus. Il reagente per screaning di pool di anticorpi viene
utilizzato in una tecnica di colorazione ad immunofluorescenza
indiretta a due fasi. Il reagente di controllo negativo viene
utilizzato per monitorare la specificita della colorazione. |
campioni vengono colorati con il reagente di screening e/o
con il reagente di controllo negativo per 15 minuti. Il reagente
non legato in eccesso viene poi rimosso mediante lavaggio con
soluzione salina a tampone fosfato (PBS). | campioni vengono,
quindi, colorati con un coniugato FITC secondario per 15 minuti.
Il reagente non legato in eccesso viene rimosso mediante
lavaggio con PBS. Le aree colorate vengono montate e osservate
al microscopio utilizzando I'illuminazione a epifluorescenza.
Un risultato positivo viene indicato dalla presenza della
caratteristica fluorescenza intracellulare verde mela all’interno
delle cellule infettate che contrasta con la colorazione di sfondo
rossa delle cellule non infettate. Il virus respiratorio presente
puo essere identificato specificamente utilizzando i singoli

reagenti IMAGEN (vedere la Sezione 11.4).

Riconoscimenti

Gli anticorpi monoclonali utilizzati in questo test sono stati
originati presso:

Il Department of Respiratory and Enteric Viruses, Public Health
Services, Centers for Disease Control, Atlanta, Georgia, Stati
Uniti

L’Institute for Research on Animal Diseases, Compton, Berkshire,
Regno Unito

Il Department for Health and Human Services, Public Health
Services, Centers for Disease Control, Atlanta, Georgia, Stati
Uniti

La Division of Microbiological Reagents and Quality Control,
Central Public Health Laboratory, Colindale, Londra, Regno Unito
La Washington Research Foundation, Washington, Stati Uniti
Sebbene alcuni degli anticorpi monoclonali utilizzati nel
dispositivo del test sono stati originati presso i centri statunitensi
per il controllo delle malattie (Centers for Disease Control -
CDC), il test non deve considerarsi in alcun modo avallato da tali
centri o dal ministero della salute statunitense (U.S. Department
of Health and Human Services).

4. DEFINIZIONI

| seguenti simboli sono stati utilizzati nelle informazioni del
prodotto.

Numero catalogo

Dispositivo medico per la diagnostica in vitro

Fare riferimento alle Istruzioni per I'uso

Limiti di temperatura (temp. di
conservazione)

Contenuto sufficiente per "n" saggi

Numero lotto

Data di scadenza

Prodotto da

A =

REAGENTI FORNITI

5.
8 °C
2 °CJH[

Vloo — Ogni kit contiene materiale sufficiente per 100

campioni diretti o preparazioni di colture cellulari. La stabilita
del kit & indicata nell’etichetta all’esterno della confezione.

5.1. REAGENTE IMAGEN RESPIRATORY SCREEN

Istruzioni per I'uso
5 x 14 vetrini di controllo a pozzetto, combinati
positivo e negativo. Ogni vetrino consiste di 7
pozzetti contenenti cellule fissate in acetone e
infettate con RSV (ceppo da campione clinico),
virus influenzale A (ceppo CDC V7-002) o B
(ceppo CDC V4-004), virus parainfluenzale 1,
2 0 3 (ceppi CDC V6-004, CDC V7-003 e CDC
V5- 003 rispettivamente) e adenovirus (ceppo
CDC V5-002); ogni pozzetto & specifico per un
virus e 7 pozzetti contengono cellule fissate in
acetone e non infettate (pozzetti di controllo
negativo)
Un flacone di ciascuno dei seguenti, a meno che vi siano
indicazioni differenti:
3 x 3mL di mezzo di montaggio. Il mezzo
di montaggio contiene un inibitore di
fotodecolorazione in glicerolo (pH 10,0).
4,AmL di reagente di screening. Il reagente
consiste di un pool di anticorpi monoclonali
murini purificati specifici per il RSV, il virus
influenzale A e B, il virus parainfluenzale 1, 2,
3 e I'adenovirus. Il reagente viene preparato in
una soluzione tampone di proteine stabilizzata
e contenente 15mmol/L di azide sodica come
conservante.
E stato dimostrato che gli anticorpi
monoclonali utilizzati in IMAGEN Respiratory
Screen screening reagiscono con gli epitopi di
proteine virali conservati presenti nei rispettivi
virus, come illustrato di seguito:

Specificita dell’anticorpo

SCREENING REAGENT

Virus
monoclonale

Virus respiratorio sinciziale Nucleoproteina e proteina di
fusione

Virus influenzale A
matrice

Virus influenzale B
dell’emoagglutinina
Virus parainfluenzale 1
Virus parainfluenzale 2
Virus parainfluenzale 3
Adenovirus

*E stato dimostrato che questo anticorpo monoclonale individua
tutti i ceppi di adenovirus comunemente associati alle infezioni
del tratto respiratorio. | ceppi testati includevano gli adenovirus
dalad4l.

[CONTROL[-]

Nucleoproteina e proteina della
Nucleoproteina e proteina

Proteina di fusione

Proteina dell’emoagglutinina
Proteina dell’emoagglutinina
Proteina dell’essone*

2,6mL di reagente di controllo negativo. Il
reagente consiste di un pool di anticorpi
monoclonali murini senza attivita antivirale.
Il reagente viene preparato in una soluzione
tampone di proteine stabilizzata e contenente
15mmol/L di azide sodica come conservante.

2 x 3,5mL di anticorpo antimurino coniugato
con FITC. Il reagente consiste di un
frammento F(ab’)2 di coniugato FITC di anti-
immunoglobuline murine di coniglio, diluito
in PBS contenente proteine, colorante blu
Evans come controcolorazione e azide sodica
15mmol/L come conservante.
PREPARAZIONE, CONSERVAZIONE E RIUTILIZZO DEI
COMPONENTI DEL KIT

Per garantire la performance ottimale del kit, & importante che
i componenti inutilizzati del kit siano conservati in base alle
seguenti istruzioni:

5.3.  VETRINI DI CONTROLLO POSITIVO E NEGATIVO -
| vetrini sono forniti singolarmente in confezioni in alluminio
sigillate contenenti azoto. Conservare i vetrini inutilizzati a 2-8°C.
Il vetrino deve essere lasciato a temperatura ambiente (15-30°C)
per 5 minuti prima dell’apertura.

Colorare il vetrino immediatamente dopo I’apertura.

FITC CONJUGATE

5.2.

5.4. MEZZO DI MONTAGGIO — [MOUNTING FLUD]

Pronto per l'uso. Conservare il mezzo di montaggio a 2-8°C.
Il mezzo di montaggio deve essere lasciato a temperatura
ambiente (15-30°C) per 5 minuti prima dell’uso.

5.5. REAGENTE DI SCREENING — [SCREENNG REAGENT]

Pronto per I'uso. Conservare il reagente di screening a 2-8°C. Il
reagente deve essere lasciato a temperatura ambiente (15-30°C)
per 5 minuti prima dell’uso.

5.6. REAGENTE DI CONTROLLO NEGATIVO -
Pronto per I'uso. Conservare il reagente di controllo negativo a
2-8°C. Il reagente deve essere lasciato a temperatura ambiente
(15-30°C) per 5 minuti prima dell’uso.

5.7. REAGENTE ANTIMURINO CONIUGATO CON FITC -
Pronto per I'uso. Conservare il reagente antimurino coniugato
con FITC inutilizzato al buio e a 2-8°C. Il reagente deve essere
lasciato per 5 minuti a temperatura ambiente (15-30°C) prima
dell’uso.

6. REAGENTI AGGIUNTIVI E ATTREZZATURA RICHIESTA
6.1. REAGENTI

Acetone fresco (per la fissazione).

Soluzione salina a tampone fosfato (PBS) pH 7,5 per il lavaggio
dei campioni colorati e per la preparazione dei campioni.
Reagenti IMAGEN per confermare i risultati di screening positivi,
disponibili presso la filiale o il distributore Oxoid locale:

IMAGEN Adenovirus

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

6.2.  ACCESSORI E ATTREZZATURA
| seguenti prodotti sono destinati all’'uso insieme a IMAGEN
Respiratory Screen. Per ulteriori informazioni contattare la il
distributore locale.
Vetrini per microscopio ricoperti di teflon, con pozzetti singoli
dal diametro di 6mm (100 vetrini per scatola) disponibili presso
la il distributore locale, (codice n. S611430-6).
IMAGEN Respiratory Screen Positive and Negative Control Slides
(codice n. $612130-2).
7. ATTREZZATURA
E necessaria la seguente attrezzatura:
Pipette di precisione e puntali monouso per la dispensazione di
20puL e 25pL
Bagno di lavaggio.
Coprioggetti adatti a coprire pozzetti singoli con diametro 6mm
0 14 vetrini a pozzetto
Olio di immersione non fluorescente
Microscopio a epifluorescenza con sistema di filtri per FITC
(lunghezza d’onda massima di eccitazione 490nm, lunghezza
d’onda media di eccitazione 520nm) e ingrandimento x200-x500
Incubatore a 37°C
Centrifuga a bassa velocita
Per campioni diretti
Estrattore di muco (solo per campioni nasofaringei).
Per I'individuazione mediante coltura
Tamponi sterili, terreno di trasporto virale e confezione adatta
per la raccolta, il trasporto e la coltura di RSV, virus influenzali A
e B, virus parainflunezali 1, 2, 3 e adenovirus.
Linee cellulari raccomandate per la coltura e I’isolamento
di virus respiratorio sinciziale, virus influenzale A e B, virus
parainfluenzale 1, 2 e 3, adenovirus.
8. PRECAUZIONI
IVD| - Per uso diagnostico in vitro. Il personale che esegue un
saggio utilizzando questo prodotto deve essere stato addestrato
per I'uso ed essere esperto in procedure di laboratorio.
8.1. PRECAUZIONI DI SICUREZZA
8.1.1 | reagenti IMAGEN Respiratory Screen contengono
azide sodica <0.1%, una sostanza pericolosa. L’azide
sodica puo reagire con le tubature in rame e in
piombo formando azidi metalliche esplosive. Eliminare
sempre i materiali contenenti azidi sciacquando
abbondantemente con acqua.
Anche se e stato dimostrato che gli antigeni del virus
sui vetrini di controllo non sono infettivi nelle colture
cellulari, il vetrino deve essere maneggiato e smaltito
come il materiale potenzialmente infetto.
Nel Reagente e presente il colorante blu di Evans.
Sebbene la concentrazione presente sia inferiore
alla percentuale necessaria affinché il prodotto sia
classificato come cancerogeno, & necessario evitare il
contatto con la pelle.
Fare attenzione durante I'utilizzo del fluido di
montaggio che puo causare irritazione alla pelle. In
caso di contatto, lavare abbondantemente con acqua.
Non mangiare, bere, fumare, conservare né preparare
cibi 0 applicare cosmetici nell’area di lavoro designata.
Non pipettare i materiali a bocca.
Durante la manipolazione dei campioni e le colture
di virus, si raccomanda |’utilizzo di guanti monouso
e di lavare sempre le mani dopo aver lavorato con
materiale infetto.
Smaltire tutti i campioni clinici in conformita alle
normative locali.
Schede di sicurezza sono disponibili su richiesta per gli
operatori specializzati.
PRECAUZIONI TECNICHE
| componenti non devono essere utilizzati dopo la data
di scadenza indicata sulle etichette. Non mischiare
o scambiare tra loro reagenti provenienti da lotti
differenti.
| reagenti sono forniti a concentrazioni di lavoro fisse.
Qualsiasi alterazione dei reagenti o la conservazione
non conforme a quanto indicato nella sezione 5 puo
influire negativamente sul risultato del test.
Preparare una PBS fresca il giorno dell’uso come
richiesto.
Il lavaggio in PBS & necessario. L'uso di altre soluzioni di
lavaggio, quali I'acqua di rubinetto o I'acqua distillata,
potrebbe compromettere i risultati del test.
8.2.5 Evitare la contaminazione microbica dei reagenti.
8.2.6 | reagenti non devono essere congelati.
9. RACCOLTA E PREPARAZIONE DEI CAMPIONI
La raccolta e la preparazione di campioni sono di fondamentale
importanza nella diagnosi delle infezioni da virus respiratorio
mediante metodi ad immunofluorescenza diretta e a coltura
cellulare. | campioni devono essere raccolti dal sito di infezione
durante il momento di virus shedding di picco, in modo da
contenere la maggior quantita di materiale infettato possibile,
e preparati in modo tale da preservare sia le cellule intatte,
libere da muco aderente e cosi via, per la microscopia diretta dei
campioni o per la vitalita dei virus in campioni da sottoporre a

Codice n. K610011-2
Codice n. K610211-2
Codice n. K610411-2
Codice n. K610511-2

8.1.2

8.1.5

8.1.6
8.1.7

coltura.
9.1.  ASPIRATI/SECREZIONI NASOFARINGEE
Raccolta
Raccogliere le secrezioni dalla regione nasofaringea in un
estrattore di muco per mezzo di una sonda 8. L’estrattore di
muco e la sonda devono essere conservati a 2-8°C e inviati
in laboratorio per Ianalisi il piu presto possibile. Le tecniche
di separazione cellulare sono necessarie per la colorazione
ad immunofluorescenza diretta. Il campione o il materiale
supernatante dalle tecniche di separazione cellulare puo essere
utilizzato per I'inoculazione della coltura del virus.
Separazione cellulare
Se necessario, aggiungere 2mL di PBS al campione prima
della centrifugazione, per ridurre la viscosita e diluire il muco.
Centrifugare I'estrattore di muco a temperatura ambiente (15-
30°C) per 10 minuti a 380g. Rimuovere il supernatante che
puo essere utilizzato per la coltura cellulare. Risospendere
il deposito cellulare in 2mL di PBS e pipettare dolcemente
le cellule verso I’alto e verso il basso con una pipetta a foro
largo, o agitare dolcemente, finché il muco si scioglie e il
materiale cellulare viene rilasciato. Evitare di pipettare/agitare
vigorosamente per prevenire danni alle cellule. Una volta
ottenuta una sospensione uniforme, aggiungere altra PBS come
richiesto, pipettando o agitando dopo I'aggiunta della PBS extra
per lavare ulteriormente le cellule.Rimuovere ed eliminare
qualsiasi particella di muco visibile rimanente in tale punto. Il
muco in eccesso deve essere rimosso in quanto prevenirebbe la
corretta penetrazione del reagente e potrebbe risultare in una
fluorescenza non specifica.
Se tutte le secrezioni rimangono nella sonda e nessuna
raggiunge I'estrattore di muco, lavare tutte le secrezioni con PBS
finché non escono dalla sonda. Cio si ottiene in modo migliore
inserendo una pipetta Pasteur nella parte finale della sonda
che era attaccata all’estrattore di muco. Risucchiare il fluido
adeguato nella provetta ed espellerlo ripetutamente finché le
secrezioni che aderiscono alle pareti della provetta non sono
state rimosse. Pipettare la sospensione verso |'alto e verso il
basso finché il muco non si & sciolto adeguatamente.
Preparazione dei vetrini
Dopo aver completato il processo di separazione cellulare,
centrifugare la sospensione cellulare risultante a temperatura
ambiente (15-30°C) per 10 minuti a 380g ed eliminare il
supernatante. Risospendere il deposito cellulare in una quantita
di PBS sufficiente a diluire il muco rimanente, mantenendo nel
contempo una elevata densita cellulare. Posizionare 25uL del
deposito cellulare sospeso nell’area del pozzetto del vetrino.
NOTA: é importante che vengano preparati dei pozzetti
duplicati per ogni campione da testare utilizzando IMAGEN
Respiratory Screen, un pozzetto per il reagente di screening
e uno per il reagente di controllo negativo (vedere la sezione
10.8).
Far completamente asciugare all’aria il campione a temperatura
ambiente (15-30°C) e fissare in acetone fresco a temperatura
ambiente (15-30°C) per 10 minuti. Se il campione non viene
colorato immediatamente, conservare i vetrini a 4°C per la
procedura overnight oppure congelarli a =20°C per periodi di
conservazione piu lunghi.
NOTA: per analisi consecutive per la determinazione di virus
specifici, & richiesto un vetrino aggiuntivo contenente almeno
8 pozzetti per campione (vedere la sezione 11.4).
9.2. INOCULAZIONE DELLE COLTURE CELLULARI
Inoculazione delle colture cellulari
| campioni raccolti per la diagnosi di infezioni da RSV, virus
influenzali A e B, virus parainfluenzali 1, 2 o 3 e adenovirus
dovrebbero essere inoculati in linee cellulari utilizzate di routine
in laboratorio a seconda dei metodi di lavoro stabiliti. Le colture
cellulari devono essere esaminate regolarmente per la comparsa
dell’effetto citopatico (CPE) e i test di emoassorbimento devono
essere svolti a intervalli regolari. Tutte le colture positive
all’emoassorbimento e tutte le colture cellulari che mostrano
CPE possono essere cresciute e testate per la presenza di RSV,
virus influenzali A e B, virus parainfluenzali 1, 2 o 3 e adenovirus.
Preparazione dei vetrini
Stemperare mediante sfregamento la membrana cellulare nel
terreno di coltura liquido usando una pipetta sterile. Depositare
le cellule per centrifugazione a 200g per 10 minuti a temperatura
ambiente (15-30°C) e rimuovere il supernatante.
Lavare le cellule risospendendo il deposito cellulare in PBS
(vedere la sezione 6.1) e ripetere la centrifugazione. Rimuovere
il supernatante e risospendere il deposito cellulare in volume
ridotto (250uL per provetta di coltura) di PBS fresca per
mantenere una densita cellulare elevata.
Posizionare aliquote da 25uL di sospensione cellulare sul numero
adeguato di pozzetti singoli sui vetrini. Far completamente
asciugare all’aria e fissare in acetone fresco per 10 minuti a
temperatura ambiente (15-30°C). Se il campione non viene
colorato immediatamente, conservarlo a 4°C per la procedura
overnight oppure congelarlo a —20°C per periodi pil lunghi.
NOTA: & importante che i pozzetti duplicati vengano preparati
per ogni campione da testare utilizzando IMAGEN Respiratory
Screen, un pozzetto per il reagente di screening e uno per il
reagente di controllo negativo (vedere la Sezione 10.8).
NOTA: per analisi consecutive volte a determinare i virus
specifici, € richiesto un vetrino aggiuntivo contenente almeno
8 pozzetti per campione (vedere la Sezione 11.4).
10. ESECUZIONE DEL TEST
PRIMA DI SVOLGERE LA PROCEDURA DEL TEST SI PREGA DI
LEGGERE LA SEZIONE 8.2 (PRECAUZIONI TECNICHE).
10.1. AGGIUNTA DEL REAGENTE DI SCREENING E DEL
REAGENTE DI CONTROLLO NEGATIVO
Per ogni campione sono richiesti due pozzetti di preparazione
cellulare fissata. Aggiungere 25uL di reagente di screening a un
pozzetto del vetrino di test e aggiungere all’altro pozzetto 25uL
di reagente di controllo negativo. Aggiungere 20uL di reagente
di screening a ogni pozzetto del vetrino di controllo. Assicurarsi
che i reagenti coprano I'intera area di ogni pozzetto.
10.2. PRIMA INCUBAZIONE
Incubare i vetrini con reagente in una camera umida per
15 minuti a 37°C. Non lasciare andare a secchezza il reagente sul
campione, cio provocherebbe una colorazione non specifica.
10.3. LAVAGGIO DEL VETRINO

Sciacquare delicatamente con PBS utilizzando una spruzzetta.
Non indirizzare il getto di PBS direttamente sui pozzetti. Inclinare
il vetrino verso il basso e indirizzare il getto di PBS attraverso il
vetrino al di sopra dei pozzetti, facendo scorrere la soluzione PBS
dal bordo inferiore del vetrino. Lavare delicatamente il vetrino in
un bagno con agitazione contenente soluzione PBS per 5 minuti.
Svuotare il bagno dalla soluzione PBS e lasciare asciugare all’aria
il vetrino a temperatura ambiente (15-30°C).

10.4. AGGIUNTA DI CONIUGATO ANTIMURINO CON FITC
Aggiungere 25uL di reagente FITC a ogni pozzetto di campione e
aggiungere 20pL di reagente FITC a ogni pozzetto del vetrino di
controllo. Assicurarsi che il reagente copra l'intera area di ogni
pozzetto. Quando si utilizzano vetrini di controllo che hanno




pozzetti con diametro inferiore a 6mm, si consiglia di utilizzare
20uL di reagente.

10.5. SECONDA INCUBAZIONE

Incubare i vetrini con reagente FITC in una camera umida per
15 minuti a 37°C. Non lasciare andare a secchezza il reagente
sul campione, poiché cio provocherebbe una colorazione non
specifica.

10.6. LAVAGGIO DEL VETRINO

Sciacquare delicatamente con PBS utilizzando una spruzzetta.
Non indirizzare il getto di PBS direttamente sui pozzetti. Inclinare
il vetrino verso il basso e indirizzare il getto di PBS attraverso il
vetrino al di sopra dei pozzetti, facendo scorrere la soluzione PBS
dal bordo inferiore del vetrino. Lavare delicatamente il vetrino in
un bagno con agitazione contenente soluzione PBS per 5 minuti.
Svuotare il bagno dalla soluzione PBS e lasciare asciugare all’aria
il vetrino a temperatura ambiente (15-30°C).

10.7. AGGIUNTA DEL MEZZO DI MONTAGGIO

Aggiungere una goccia di mezzo di montaggio al centro di ogni
pozzetto e posizionare un coprioggetti sul mezzo di montaggio
e sul campione, assicurandosi che non vi siano bolle bloccate
all'interno.

10.8. LETTURA DEL VETRINO

Esaminare le intere aree dei pozzetti contenenti il campione
colorato utilizzando il microscopio a epifluorescenza. Come
descritto nella sezione 11, la fluorescenza dovrebbe essere
visibile a ingrandimento x200-x500. (Per ottenere risultati
migliori, i vetrini dovrebbero essere esaminati immediatamente
dopo la colorazione, ma possono essere conservati a 2-8°C, al
buio, per un massimo di 24 ore).

Se si ottiene un risultato di screening positivo (vedere la Sezione
11.2), e possibile procedere all’identificazione specifica del virus
presente su una preparazione di vetrini a 8 pozzetti (vedere la
Sezione 11) utilizzando i singoli reagenti ad immunofluorescenza
diretta IMAGEN elencati nella Sezione 6.1.

11.  INTERPRETAZIONE DEI RISULTATI DEL TEST

11.1. CONTROLLI

11.1.1 Pozzetti positivi sul vetrino di controllo

Quando vengono colorati e osservati come descritto nella
sezione 10, i pozzetti positivi sul vetrino di controllo dovrebbero
mostrare cellule con fluorescenza verde mela citoplasmatica e/o
nucleare che contrasta con lo sfondo di materiale controcolorato
di rosso. | vetrini di controllo positivo devono essere utilizzati
per controllare che la procedura di colorazione sia stata eseguita
in modo soddisfacente.

11.1.2  Pozzetti negativi sul vetrino di controllo

Quando vengono colorati e osservati come illustrato nella
sezione 10, i pozzetti negativi sul vetrino di controllo dovrebbero
mostrare le cellule senza fluorescenza intracellulare verde mela.
Dovrebbe essere visibile soltanto lo sfondo controcolorato di
rosso.

11.2. CAMPIONI CLINICI

11.2.1 Comparsa di cellule infettate dal virus

Le cellule infettate colorate mostreranno una fluorescenza
verde mela citoplasmatica e/o nucleare. Le cellule non infettate
si coloreranno di rosso con controcolorazione blu Evans.

11.2.2 Interpretazione

Una diagnosi positiva viene avanzata quando una o piu cellule
nel campione fissato e colorato mostrano il tipico pattern di
colorazione a fluorescenza illustrato nella Sezione 11.2.1.

Una diagnosi negativa viene avanzata quanto i campioni fissati e
colorati non mostrano fluorescenza con il reagente di screening.
Per i campioni di aspirato nasofaringeo colorati direttamente,
prima di riportare un risultato negativo & necessario osservare
almeno 20 cellule epiteliali respiratorie (colonnari) non infettate
all'interno dell’area del pozzetto di ogni vetrino. Se & presente
una quantita di cellule insufficiente, consultare la Sezione 11.2.3.
11.2.3  Cellule insufficienti

Se sul vetrino é presente una quantita di cellule insufficiente, la
parte rimanente del campione clinico deve essere centrifugata
a 380g per 10 minuti a temperatura ambiente (15-30°C).
Risospendere in un volume inferiore (circa 50uL) di PBS prima
della ridistribuzione (25uL) su ogni area del pozzetto. In
alternativa, € richiesta la ripetizione del campione clinico.

11.2.4 Controllo di qualita

Un vetrino di controllo positivo e negativo dovrebbe essere
colorato ed esaminato in ogni occasione in cui vengono utilizzati
i reagenti IMAGEN Respiratory Screen.

I vetrini di controllo forniti con il kit servono da controllo adatto
a determinare la corretta performance della procedura di
colorazione del reagente con RSV, virus influenzali A e B, virus
parainfluenzale 1, 2 o 3 e adenovirus nelle cellule infettate.
11.2.5
Le seguenti linee guida sono raccomandate per il resoconto dei
risultati:

Risultato positivo definito nella Sezione 11.2.2:
Presumibilmente positivo per uno o piu virus tra RSV, virus
influenzali A e B, virus parainfluenzale 1, 2 o 3 e adenovirus. A
seguire I'isolamento della coltura e la determinazione specifica
del virus. Per la determinazione specifica, consultare la Sezione
11.4.

Risultato negativo definito nella Sezione 11.2.2:
Presumibilmente negativo per RSV, virus influenzali A e B, virus
parainfluenzale 1, 2 o 3 e adenovirus. A seguire la conferma
mediante coltura

11.3. CONFERMA MEDIANTE COLTURA CELLULARE

11.3.1 Comparsa di cellule infettate dal virus

Le cellule infettate mostreranno una fluorescenza verde mela
intracellulare, nucleare e/o citoplasmatica e devono essere
registrate come positive. Le cellule non infettate verranno
controcolorate di rosso, con controcolorazione blu Evans.

11.3.2 Interpretazione dei risultati

Una diagnosi positiva viene avanzata quando almeno una cellula
fissata e colorata mostra il pattern di fluorescenza illustrato nella
Sezione 11.3.1 dopo la colorazione.

Un risultato negativo viene indicato quanto i campioni fissati e
colorati non mostrano fluorescenza dopo la colorazione con il
reagente di screening.

Prima di riportare un risultato negativo, & necessario che
all’interno di ogni area del pozzetto del vetrino siano visibili
almeno 50 cellule della coltura cellulare non infettate sottoposte
al test. Se e presente una quantita di cellule insufficiente,
consultare la Sezione 11.3.4.

11.3.3 Resoconto dei risultati

Le seguenti linee guida sono raccomandate per il resoconto dei
risultati.

Resoconto dei risultati

Risultato positivo definito nella Sezione 11.3.2:

Positivo per uno o piu virus tra RSV, virus influenzali A e
B, virus parainfluenzale 1, 2 o 3 e adenovirus. A seguire la
determinazione specifica. Per la determinazione specifica,
consultare la Sezione 11.4.

Risultato negativo definito nella Sezione 11.3.2:

Negativo per RSV, virus influenzali A e B, virus parainfluenzale 1,

2 0 3 e adenovirus.

11.3.4 Cellule insufficienti

Se sul vetrino & presente una quantita di cellule insufficiente, la

parte rimanente del campione clinico deve essere centrifugata

a 200g per 10 minuti a temperatura ambiente (15-30°C).

Risospendere in un volume inferiore (circa 50uL) di PBS prima

della ridistribuzione (25uL) su ogni area del pozzetto.

In alternativa, un campione ripetuto dovrebbe essere

reinoculato in monostrati cellulari freschi e dovrebbe essere

ripetuta la coltura del virus.

11.3.5 DETERMINAZIONE SPECIFICA DEL VIRUS
RESPIRATORIO

La determinazione specifica del virus respiratorio presente puo

essere eseguita confermando il risultato positivo utilizzando

I'immunofluorescenza diretta IMAGEN (vedere la Sezione 6.1,

per la preparazione dei vetrini vedere la Sezione 9).

12. LIMITAZIONI DI PERFORMANCE

12.1.

12.2.

Utilizzare soltanto il mezzo di montaggio fornito.
Sebbene gli anticorpi monoclonali utilizzati in questo
test siano stati ottenuti contro ceppi prototipo e siano
stati selezionati in base alla loro reattivita a un epitopo
conservato, & possibile che essi non rilevino i ceppi
del virus che hanno subito una variazione antigenica
dell’epitopo bersaglio o i nuovi ceppi del virus.

Il reagente di screening e il reagente di controllo
negativo possono colorare in modo non specifico i ceppi
di Staphylococcus aureus contenenti la proteina A. Cio e
dovuto all'interazione non immune della proteina A con
la regione Fc degli anticorpi monoclonali, un’osservazione
riportata anche per altri dosaggi a fluorescenza basati su
anticorpi monoclonali e policlonali®.

L’apparizione visiva dell’'immagine in fluorescenza
ottenuta puo variare a causa del tipo di microscopio e
della fonte di luce utilizzata.

Si raccomanda |'uso di 25uL di reagente per coprire
un’area del pozzetto con diametro 6mm. Una riduzione
di tale volume puo comportare difficolta nella copertura
dell’area del campione e ridurre la sensibilita.

Tutti i reagenti sono forniti a concentrazioni di lavoro
fisse. | risultati del test verranno influenzati se i reagenti
vengono modificati o non vengono conservati in base
alle condizioni illustrate nella sezione 5.

12.5.

12.6.

IMAGEN Respiratory Screen non puo essere utilizzato
per determinare specificamente i virus respiratori. Per
la determinazione specifica, i campioni positivi devono
essere ulteriormente analizzati utilizzando i singoli
reagenti ad immunofluorescenza diretta IMAGEN (vedere
la Sezione 6).

Il mancato rilevamento di un virus mediante test diretti
o conferma mediante coltura cellulare puo essere
dovuta a fattori quali la raccolta del campione in un
momento della malattia non appropriato, raccolta e/
0 maneggiamento impropri del campione, mancanza
di coltura cellulare e cosi via. Un risultato negativo non
esclude la possibilita della presenza di un’infezione virale.
| risultati dell’analisi devono essere interpretati
nel contesto delle informazioni disponibili da studi
epidemiologici, anamnesi del paziente e altre procedure
diagnostiche.

A seconda del tipo di vetrino di controllo, potrebbe
verificarsi una miscelazione occasionale di materiale
(ossia, un numero ridotto di cellule positive nel pozzetto
negativo). In ogni caso, il vetrino serve sempre da
strumento di controllo per determinare i risultati della
tecnica di colorazione e la reattivita del reagente con
RSV, l'influenza A e B, il virus parainfluenzale 1,203 e
adenovirus in cellule infette.

13. VALORI ATTESI

Il tasso di determinazione per i virus respiratori € influenzato
da fattori geografici, climatici e stagionali, cosi come da
fattori demografici quali il sovraffollamento, lo status socio-
economico e nutrizionale dei soggetti. Inoltre, i fattori di qualita
del campione, tra cui il tipo di campione testato, il momento
di raccolta del campione durante il corso dell’infezione, la
manipolazione e la conservazione dei campioni, incluse le
procedure utilizzate per la preparazione degli strisci, possono
influenzare il successo di un testing diagnostico mediante
tecniche di determinazione diretta.

12.10.

In genere, i virus respiratori si verificano su scala mondiale e
possono provocare infezioni sporadiche, piccole insorgenze,
epidemie o pandemie occasionali con la comparsa di nuove
varianti antigeniche del virus. Nonostante le occorrenze
stagionali di infezione da virus respiratorio, & possibile
che durante il corso di una stagione virus come il virus
parainfluenzale 1 e 2 e il virus influenzale B possano non essere
isolati o rilevati per via di tassi di prevalenza bassi.

Il virus respiratorio sinciziale & associato ogni stagione a
insorgenze significative di infezioni del tratto respiratorio
superiore o inferiore. Gli infanti nei primi dei mesi di vita e i
pazienti immunocompromessi sono i soggetti piu a rischio.
Circa il 50% di tutti gli infanti & affetto da una infezione da RSV
durante il primo anno di vita.” L'RSV pud rappresentare il 20%
di tutte le infezioni del tratto respiratorio durante una stagione
di infezioni respiratorie®.

Il virus influenzale A o B pu0 provocare insorgenze
dell’infezione. | tassi di infezione dell’influenza A dipendono
maggiormente dallo stato immune di una popolazione in
associazione ai ceppi in circolazione. Quando si ottiene una
elevata proporzione di immunita, I'Influenza puo rappresentare
il 15% delle infezioni del tratto respiratorio, ma con la comparsa
di nuovi ceppi contro i quali vi & una immunita indigena limitata
o nulla, I'influenza puo rappresentare anche pit del 50% di tutte
le infezioni del tratto respiratorio™.

Con il virus influenzale B, in genere vengono riportati tassi di
attacco superiori tra i bambini in eta scolare®.

Gli adenovirus possono essere responsabili del 5% delle infezioni
respiratorie acute nei bambini di eta inferiore ai 4 anni e del
10% di tutte le infezioni respiratorie nei bambini ricoverati.”
Gli adenovirus sono a volte responsabili di piccole epidemie
localizzate di malattie respiratorie acute in adulti giovani,
specialmente quelli che vivono in ambienti circoscritti.

Le infezioni da virus parainfluenzale rappresentano fino al
20% delle infezioni del tratto respiratorio nei bambini di 2-4
anni di eta, che possono essere affetti da sintomi gravi tra cui
laringotracheobronchite (laringite difterica)®. Le insorgenze
dell’infezione, specialmente con il virus parainfluenzale 3,
possono verificarsi in bambini piti grandi e negli adulti. Piu del
90% degli infanti viene infettato dal virus parainfluenzale molto
presto e sono comuni le reinfezioni sintomatiche®. L'insorgenza
di infezioni dovute al virus parainfluenzale 3 possono verificarsi
durante i mesi primaverili ed estivi.

La determinazione diretta dei virus respiratori nelle cellule
epiteliali respiratorie fornisce informazioni clinicamente rilevanti
in modo rapido quando il successo di una diagnosi viene limitato
dalla vitalita del virus o dall’assenza di strumenti per la coltura

del virus.

Durante I'inverno 1994-95 sono stati registrati i seguenti tassi
di prevalenza presso i tre laboratori di ospedale che avevano
eseguito la valutazione clinica.

In un ospedale pediatrico dello stato di New York occidentale,
I’RSV & stato determinato mediante immunofluorescenza
diretta nel 43,6% dei campioni respiratori (478 su 1096),
il virus influenzale di tipo A e stato determinato mediante
immunofluorescenza diretta del campione e isolamento della
coltura cellulare nel 3,1% dei campioni respiratori (34 su
1096) e il virus influenzale B & stato determinato mediante
immunofluorescenza diretta e isolamento della coltura cellulare
nell’1,1% dei campioni respiratori (12 su 1096). L’adenovirus &
stato determinato mediante isolamento della coltura cellulare
nei 4,4% dei campioni respiratori (39 su 883) e un virus
parainfluenzale é stato determinato mediante isolamento della
coltura cellulare nel 2,9% dei campioni respiratori (26 su 883,
tra cui 2 campioni che contenevano virus parainfluenzale 1, 3
campioni che contenevano virus parainfluenzale 2 e 21 campioni
che contenevano virus parainfluenzale 3).

In un ospedale nel Regno Unito nord-occidentale in cui la
popolazione di pazienti era varia, I'RSV e stato determinato
mediante immunofluorescenza diretta del campione nel 49,68%
dei campioni respiratori (467 su 940). Il virus influenzale B
e stato determinato mediante immunofluorescenza diretta
del campione o isolamento della coltura cellulare nell’1,7%
dei campioni respiratori (16 su 940). L’adenovirus é stato
determinato mediante immunofluorescenza diretta del
campione o isolamento della coltura cellulare nell’1,17% dei
campioni respiratori (11 su 940). Il virus parainfluenzale 1 &
stato determinato mediante immunofluorescenza diretta del
campione o isolamento della coltura cellulare nello 0,1% dei
campioni respiratori (1 su 940).

In un ospedale nel Regno Unito sud-occidentale in cui la
popolazione di pazienti era varia, I’/RSV & stato determinato
mediante immunofluorescenza diretta del campione nel 10,6%
dei campioni respiratori (195 su 1840). Il virus influenzale
B & stato determinato mediante immunofluorescenza
diretta del campione o isolamento della coltura cellulare nel
3,04% dei campioni respiratori (56 su 1840). L’adenovirus
e stato determinato mediante isolamento della coltura
cellulare nell’1,2% dei campioni respiratori (22 su 1840)
e un virus parainfluenzale é stato identificato mediante
immunofluorescenza diretta del campione o isolamento della
coltura cellulare nell’1,14% dei campioni respiratori (21 su 1840).
Oltre ai virus elencati, dai campioni respiratori sono stati isolati
i seguenti virus: picornavirus 1% (18 su 1840), citomegalovirus
0,38% (7 su 1840), rinovirus 1,7% (32 su 1840), herpes simplex
virus di tipo 1 1,03% (19 su 1840) ed herpes simplex virus di tipo
20,5% (1 su 1840).

14. CARATTERISTICHE DI PERFORMANCE SPECIFICHE

14.1. STUDI CLINICI

IMAGEN Respiratory Screen é stato valutato per I'uso diretto
presso due centri di studi clinici britannici, uno nel Regno Unito
nord-orientale e uno nel Regno Unito sud-occidentale, e presso
un centro di studio nello stato di New York, USA. E stata eseguita
I’analisi su campioni respiratori raccolti da bambini e adulti
ricoverati con i sintomi di un’infezione respiratoria. Il test e stato
anche valutato per la determinazione dell’antigene del virus
nelle colture cellulari inoculate con i campioni respiratori.

| campioni clinici sono stati raccolti durante il periodo inverno
1994/primavera 1996 e i centri di studio hanno confrontato il
test IMAGEN Respiratory Screen con i metodi standard utilizzati
e un test ad immunofluorescenza indiretta disponibile in
commercio che comprende un reagente di screening e reagenti
di tipizzazione individuale. Per tali valutazioni sono stati utilizzati
campioni clinici freschi e campioni congelati e sono stati anche
analizzati i campioni congelati dal 1993-1994.

| centri di studio hanno eseguito test diretti su 343 campioni
clinici e su 87 monostrati di coltura cellulare per confermare
la presenza del virus. Per i campioni diretti, IMAGEN
Respiratory Screen é stato valutato contro un test di screening
ad immunofluorescenza diretta e una coltura del virus
disponibili in commercio. Per le colture cellulari, IMAGEN
Respiratory Screen é stato valutato contro un test di screening
ad immunofluorescenza indiretta e insieme all’inibizione di
emoassorbimento, alla neutralizzazione virale o al test ad
immunofluorescenza diretta.

14.2. PERFORMANCE CLINICA

14.2.1 Campioni diretti

E stato valutato un totale di 343 aspirati nasofaringei (NPA)
presso i tre centri di studio. | campioni includevano:

144 campioni positivi all’RSV
11 campioni positivi all'influenza A
5 campioni positivi all'influenza B
19 campioni positivi al virus parainfluenzale 1
4 campioni positivi al virus parainfluenzale 2
26 campioni positivi al virus parainfluenzale 3
8 campioni positivi all'adenovirus
141 campioni negativi
campioni con coinfezioni:
coinfezioni da RSV e virus parainfluenzale 1
coinfezione da RSV e adenovirus

coinfezione da adenovirus e influenza B
coinfezione da adenovirus e virus parainfluenzale 3
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Nella tabella 14.2.1 vengono riportati i risultati ottenuti da
IMAGEN Respiratory Screen e da un test di screening ad
immunofluorescenza indiretta disponibile in commercio,
confrontati con I’isolamento virale su campioni respiratori
diretti. E stata ottenuta una correlazione del 94,1% (317
campioni su 337) per IMAGEN Respiratory Screen paragonato
al metodo standard. La sensibilita del test era del 96,7% (205 su
212) paragonato all’isolamento virale.

Tabella 14.2.1 Confronto tra IMAGEN Respiratory Screen
e un test di screening ad immunofrluorescenza indiretta
disponibile in commercio con isolamento virale per campioni
respiratori diretti

IMAGEN Respiratory | Test IIF disponibile
Screen in commercio
+ - + -
Isolamento virale® * 203 7 203 ¥
- 13 112 15 110
Sensibilita relativa (%) 96,7 (205/212) 97,6 (207/212)
Intervalli di confidenza al 95% (94-99%) (95-100%)
Specificita relativa (%) 89,6 (112/125) 88,0 (110/125)
Intervalli di confidenza al 95% (83-94%) (81-93%)
Correlazione (%) 94,1 (317/337) 94,1 (317/337)
Intervalli di confidenza al 95% (91-97%) (91-97%)
a L’isolamento virale & stato eseguito in cellule Hep-2,

A549, cellule primarie di rene di scimmia Rhesus, MK,
HEL, RK13 o linee cellulari G293 ed e stato confermato
mediante immunofluorescenza indiretta specifica
insieme all’inibizione di emoassorbimento, alla
neutralizzazione virale o al test ad immunofluorescenza

diretta.

b Tredici campioni sono risultati positivi anche mediante
test diretti sui campioni utilizzando sia IMAGEN, sia i test
di tipizzazione disponibili in commercio (vedere la tabella
14.2.4) tra cui:

RSV 7
Influenza A 3
Parainfluenza 1 1
Adenovirus 2
c Due campioni sono risultati positivi all’adenovirus; due

campioni sono risultati positivi alla Parainfluenza 2;
tre campioni sono risultati positivi alla Parainfluenza 3
(vedere la tabella 14.2.4).

d Quindici campioni, tra cui i tredici illustrati nella nota
b e altri due campioni, sono risultati positivi soltanto
mediante test IIF disponibili in commercio (vedere la
tabella 14.2.4).

e Cinque campioni sono risultati negativi mediante
i test IIF disponibili in commercio: un campione &
risultato negativo al virus influenzale A, due al virus
parainfluenzale 2, uno al virus parainfluenzale 3 e uno
all’adenovirus (vedere la tabella 14.2.4).

Nella tabella 14.2.2 viene riportato un confronto tra

IMAGEN Respiratory Screen e un test di screening ad

immunofluorescenza indiretta disponibile in commercio su

campioni di aspirato nasofaringeo in ognuno dei centri di studio.

Presso i Centri 1 e 2, tutti i campioni testati (ad eccezione di 7

campioni presso il centro 2) erano stati conservati congelati.

Presso il Centro 3, 121 campioni sono stati testati da freschi

entro 24 ore dalla raccolta e 68 campioni sono stati testati dopo

essere stati conservati congelati.

Tabella 14.2.2 Confronto tra IMAGEN Respiratory Screen

e un test di screening ad immunofluorescenza indiretta

disponibile in commercio (kit VRK Bartels) su campioni

respiratori

Test IIF disponibile

in commercio

¥ -
Centro di studio 1|IMAGEN Respiratory + 49 0
(Regno Unito|Screen
sud-occidentale) - 0 25
n=74
Centro di studio 2|IMAGEN Respiratory + 46 0
(Regno Unito|Screen
nord-orientale) _ 48 30
n =80
Centro di studio 3[IMAGEN Respiratory + 126 1
(Stato di New York,|Screen
USA) n = 189 B 18 61
f Una coltura del campione e risultata positiva all'influenza

A, anche tipizzata nei test diretti sul campione e per
coltura mediante il reagente all’influenza A di IMAGEN.

g Include un campione dal Centro 2 e uno dal Centro 3,
registrati come positivi soltanto nel test di screening IIF
disponibile in commercio.

Nella tabella 14.2.3 viene riportato un sommario dei dati

provenienti dai tre centri di studio in cui IMAGEN Respiratory

Screen é stato confrontato con un test di screening ad

immunofluorescenza indiretta disponibile in commercio su

campioni di aspirato nasofaringeo.

Tabella 14.2.3 Sommario del confronto tra

IMAGEN Respiratory Screen e un test di screening ad

immunofluorescenza indiretta disponibile in commercio (kit

VRK Bartels) su campioni respiratori

Test IIF disponibile in commercio

¥ -
IMAGEN Respiratory Screen 21 v

5¢ 116
Sensibilita relativa 97,8% (221/226)
Intervalli di confidenza al 95% (95-99%)
Specificita relativa 99,1% (116/117)
Intervalli di confidenza al 95% (95-100%)
Correlazione (%) 98,3% (337/343)
Intervalli di confidenza al 95% (96-99%)
f Una coltura del campione e risultata positiva all'influenza

A, anche tipizzata nei test diretti sul campione e per
coltura mediante il reagente all’influenza A di IMAGEN.

g Include un campione dal Centro 2 e uno dal Centro 3
registrati come positivi soltanto nel test di screening IIF
disponibile in commercio

Tabella 14.2.4 Risultati dettagliati dei campioni in

riferimento alle note relative alle tabelle 14.2.1 - 14.2.3

Riferimento | Campionen. Risultati Risultato Risultato Test di Test di
alla nota della coltura di di IMAGEN | screening | tipizzazione
IMAGEN Typing IIF IIF disponibile
Screen disponibile | in commercio
in
commercio
B 1 Negativo Positivo Adenovirus Positivo Adenovirus
B 2 Negativo Positivo Adenovirus Positivo Negativo
B 3 Negativo Positivo Influenza A Positivo Influenza A
B 4 Negativo Positivo Influenza A Positivo Influenza A
B 5 Negativo Positivo? |Influenza A Positivo Influenza A
B 6 Negativo Positivo RSV Positivo RSV
B 7 Negativo Positivo RSV Positivo RSV
B 8 Negativo Positivo RSV Positivo RSV
B 9 Negativo Positivo RSV Positivo RSV
B 10 Negativo Positivo RSV Positivo RSV
B 11 Negativo Positivo RSV Positivo RSV
B 12 Negativo Positivo RSV Incerto RSV
B 13 Negativo Positivo Parainfluenza 1 | Positivo Parainfluenza
1
CedE 14 Parainfluenza | Negativo |Negativo Negativo | Negativo
3
CedE 15 Adenovirus 2 | Negativo |Non testato Negativo Non testato
CedE 16 Parainfluenza | Negativo |N o n | Negativo ?Parainfluenza
2 diagnosticabile 2
CedE 17 Parainfluenza | Negativo | Negativo Negatvo [N o n
2 diagnosticabile
C 18 Parainfluenza | Negativo | ?Parainfluenza | Positivo ?Parainfluenza
3 3 3
C 19 Parainfluenza [ Negativo |Parainfluenza 3 | Positivo Parainfluenza
3 3
C 20 Adenovirus 4 | Negativo |Negativo Positivo Adenovirus
DedG 21 Negativo Negativo |?Influenza A Positivo ?Influenza A
DedG 22 Negativo Negativo |Negativo Positivo Negativo
EedF 23 Influenza A Positivo Influenza A Negativo Influenza A
14.2.2 Conferma mediante coltura

| centri di studio hanno testato IMAGEN Respiratory Screen
su isolati virali da campioni clinici e ceppi virali conservati. |
campioni clinici sono stati raccolti principalmente durante
I'inverno 1994- 95 e i centri di studio hanno confrontato il test
IMAGEN Respiratory Screen con i metodi standard. L'isolamento
del virus e stato eseguito utilizzando cellule HEp-2, MRC-5 o
RMK, gli isolati sono stati determinati e confermati utilizzando
I'inibizione di emoassorbimento, la neutralizzazione virale o
I'immunofluorescenza diretta.

E stato testato un totale di 87 colture che includevano 7 colture
positive all’RSV, 10 colture positive all’influenza A, 15 colture
positive all'influenza B, 6 colture positive alla parainfluenza 1,
8 colture positive alla parainfluenza 2, 5 colture positive alla
parainfluenza 3, 9 colture positive all’adenovirus e 27 colture



negative.

Tabella 14.2.5 Confronto tra of IMAGEN Respiratory
Screen con isolamento virale e un test IIF (kit VRK Bartels)
per la conferma mediante coltura cellulare disponibile in
commercio

Test IIF disponibil Neutrali

in commercio virale

+ - + -
Centro di studio 1{/IMAGEN + 17 1 18 0
(Regno Unito]|Respiratory _ 0 14 0 14
sud-occidentale) |Screen
n=32
Centro di studio 3|IMAGEN + 39 0 39 0
(Stato di New York, |Respiratory _ 0 13 0 13
USA) n =52 Screen
Oxoid Ltd|/IMAGEN + 3 0 3 0
n=3 Respiratory _ 0 0 0 0

Screen

a Il campione dal quale I'RSV é stato isolato e tipizzato

mediante coltura
Tabella 14.2.6 Sommario del confronto tra of IMAGEN
Respiratory Screen con isolamento virale e un test IIF (kit VRK
Bartels) per la conferma mediante coltura cellulare disponibile
in commercio

Test IIF disponibill Neut
in commercio virale
+ - + -
] 59 17° 60 0

IMAGEN Respiratory Screen

0 27 0 27
Sensibilita relativa (%) 100(59/59) 100 (60/60)
Intervalli di confidenza al 95% (94-100%) (94-100%)
Specificita relativa (%) 96,4(27/28) 100 (27/27)
Intervalli di confidenza al 95% (82-100%) (87-100%)
Correlazione (%) 98,9 (86/87) 100 (87/87)
Intervalli di confidenza al 95% (94-100%) (96-100%)
a Il campione dal quale I'RSV & stato isolato e tipizzato

mediante coltura
14.3. CROSS-REATTIVITA
| microrganismi elencati nella tabella 14.3.1 sono stati testati
in IMAGEN Respiratory Screen e non hanno mostrato alcuna
cross-reattivita. Gli studi sulla cross-reattivita sono stati eseguiti
su preparazioni di vetrini di colture madre o isolati microbici
recenti.
Tabella 14.3.1 Microrganismi testati con IMAGEN
Respiratory Screen e risultati non-reattivi

Microorganismo Provenienza

Deposito della coltura in brodo NCTC 10116°
Agar cioccolato®

Acholeplasma laidlawii
Bordetella pertussis’
Branhamella catarrhalis’ Agar cioccolato®
Candida albicans’ Mezzo fungino®
Chlamydia pneumoniae’ Preparazione disponibile in commercio*
Chlamydia psittaci’ Preparazione disponibile in commercio®

Chlamydia trachomatis A-K, Preparazione disponibile in commercio®

LGV1-LGV3'
Virus Coxsackie A9 Preparazione disponibile in commercio®

Virus Coxsackie B1, B2, B3, B4, Ceppi madre’
B5

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

Isolato clinico umano®
Isolati clinici umani®

Preparato disponibile in commercio utilizzato

in test sierologici di routine®
Herpes simplex virus tipi 1 e 2 Preparazione disponibile in commercio®

Sierogruppo 1. Preparato di lecitocele
formalizzato disponibile in commercio e
utilizzato nei test sierologici di routine®

Deposito della coltura in brodo NCTC 10129”
Deposito della coltura in brodo NCTC 101117
Deposito della coltura in brodo NCTC 10130°
Deposito della coltura in brodo NCTC 10112°
Deposito della coltura in brodo NCTC 10119°
Deposito della coltura in brodo NCTC 101137
Agar sangue’

Legionella pneumophila

Mycoplasma arginini
Mycoplasma hominis
Mycoplasma hyorhinus
Mycoplasma orale
Mpycoplasma pneumoniae
Mycoplasma salivarium
Neisseria cinerea’
Neisseria lactamica’ Agar sangue’
Neisseria meningitidis A, B, C' Agar sangue’
Neisseria perflava® Agar sangue’
Poliovirus tipi 1,2 e 3 Isolati clinici umani®

Pneumocystis carinii Preparato disponibile in commercio utilizzato
in test sierologici di routine”

Rinovirus Isolato clinico umano®

Streptococco gruppi A, B, C, D, F Agar Columbia®
eG'

1 Dati acquisiti presso Oxoid (Ely) Ltd.

2 Strisci preparati da colture in brodo di tre giorni,
centrifugate a 3000 g per 30 minuti, lavate in PBS,
risospese in 100uL di PBS e 15uL di sospensione
aggiunta ai pozzetti del vetrino per microscopio.

3 Sospensione lattiginosa preparata in PBS da terreno di
coltura, centrifugata, lavata e risospesa in 1mL di PBS e
20uL di sospensione aggiunta ai pozzetti del vetrino per

microscopio.
Preparati per vetrini disponibili in commercio.
5 Strisci preparati da colture virali in provetta che

mostrano un CPE al 50%, lavati, risospesi in 0,2mL di PBS
e 15uL di sospensione aggiunta ai pozzetti del vetrino
per microscopio.
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