
1.	 BEOOGD GEBRUIK
IMAGEN™ Respiratory Screen is een kwalitatieve indirecte 
immunofluorescentietest voor de vermoedelijke detectie van 
Respiratory Syncytial Virus (RSV), influenza-A-virus, influenza-
B-virus, parainfluenza virus 1, 2, 3, en adenovirus in specimens 
van de ademhalingswegen (nasofaryngeale aspiraten) en in 
celculturen. De assay kan geen onderscheid maken tussen de 
virussen. De afzonderlijke virussen moeten verder worden 
geïdentificeerd en bevestigd met monospecifieke FITC-
gelabelde monoklonale antilichaamreagentia, zoals het IMAGEN 
assortiment, of andere methoden. De resultaten van het directe 
specimen van de ademhalingswegen moet door celcultuur 
worden bevestigd.
2.	 SAMENVATTING
Over de wereld zijn virusinfecties van de ademhalingswegen 
g e a s s o c i e e r d  m e t  b e l a n g r i j k e  u i t b r a k e n  v a n 
ademhalingsaandoeningen die een significante invloed hebben 
op de wereldgezondheid1,2,3. Virussen veroorzaken aandoeningen 
in alle leeftijdsgroepen maar infecties zijn het ernstigst bij 
zuigelingen, ouderen en populaties met verminderde weerstand, 
waardoor de patiënten in het ziekenhuis moeten worden 
opgenomen4. Ziekenhuisinfecties kunnen optreden op de 
pediatrische en geriatrische afdeling en leiden tot een langer 
verblijf in het ziekenhuis, een langere behandeling van de patiënt 
en verhoogde morbiditeit en mortaliteit5,6. Virusinfecties van 
de ademhalingswegen bij zuigelingen kunnen obstructie van de 
luchtwegen veroorzaken en tot ademhalingsstoornissen leiden.
De virussen die voornamelijk verantwoordelijk zijn voor een 
infectie van de onderste ademhalingswegen zijn RSV, influenza A 
virus, influenza B virus, parainfluenza virus 1, 2, 3, en adenovirus. 
De verwachte prevalentiecijfers voor deze virussen worden 
in paragraaf 13, verwachte waarden, in detail vermeld (met 
referenties).
RSV en parainfluenza virussen zijn seizoensgebonden en zijn 
de belangrijkste oorzaak voor een aandoening van de onderste 
ademhalingswegen bij zuigelingen en jonge kinderen. Vaak 
veroorzaken zij bronchiolitis, kroep, bronchitis en incidenteel 
pneumonia7,8,9.
Wereldwijd veroorzaken influenza A virus en influenza B virus 
seizoensgebonden epidemieën van aandoeningen van de 
ademhalingswegen bij volwassenen en zuigelingen waarbij de 
aandoeningen variëren van lichte symptomen van de bovenste 
ademhalingswegen tot ernstige pneumonia10,11 .Bij ouderen of 
patiënten met verminderde weerstand kan acute pneumonia 
levensbedreigend zijn, voornamelijk indien geassocieerd met 
een secundaire microbiële infectie.
Adenovirusinfecties worden geassocieerd met aandoeningen 
van de ademhalingswegen, het oog en de darm12. Bij kinderen 
jonger dan 4 jaar blijken adenovirussen verantwoordelijk te zijn 
voor 5% van de acute aandoeningen van de ademhalingswegen 
en bij jonge kinderen zijn zij vaak de oorzaak van faryngitis13.
Een snelle diagnose van virusinfecties van de ademhalingswegen 
vormt een belangrijk hulpmiddel bij de behandeling van 
patiënten, preventie en controle van uitbraken en bij de invloed 
op het gebruik van een antivirale behandeling, voornamelijk 
voor infecties met influenza A virus en RSV3,14,15,16.
De methoden gebruikt bij de diagnose van acute virusinfecties 
van de ademhal ingswegen omvatten een directe test 
van de specimens (b.v. nasofaryngeale aspiraten) door 
immunofluorescentie en/of enzymimmunoassays voor de 
detectie van virale eiwitten, isolatie en identificatie van het virus 
in celcultuurmonolayers of detectie van de immuunrespons door 
serologische technieken.
Momenteel worden immunofluorescentietests zoals IMAGEN 
Respiratory Syncytial Virus en IMAGEN Influenza A and B virus 
veelvuldig gebruikt voor de directe detectie van viruseiwitten 
van de ademhalingswegen bij preparaten van cellen uit 
nasofaryngeale aspiraten of uit celcultuurmonolayers17,18. 
Immunofluorescentietests die specif ieke monoklonale 
antilichamen gebruiken, zijn snel en laten toe dat de kwaliteit 
van het specimen wordt gecontroleerd2,17. Centrifugation-
enhanced shell vial culture versnelt de isolatie van virussen 
van de ademhalingswegen in celcultuur en indien gebruikt 
in combinatie met immunofluorescentietests maakt het een 
snelle diagnose van een infectie van de ademhalingswegen door 
celcultuur mogelijk19.
Bij elke populatie is het mogelijk dat er meerdere virussen van 
de ademhalingswegen gelijktijdig circuleren, waardoor infecties 
met een vergelijkbare klinische symptomatologie worden 
veroorzaakt. De prevalentie van specimens die positief zijn 
voor virussen van de ademhalingswegen zal variëren volgens 
de demografie van de populatie, het seizoen, de geteste 
specimensoort en het tijdstip tijdens de duur van de infectie 
waarop de specimens zijn genomen. Een immunofluorescentie-
screeningtest voor virussen van de ademhalingswegen zorgt 
voor een snelle en rendabele methode om virusinfecties van 
de ademhalingswegen te detecteren. Op die manier kunnen 
verschillende virussen worden geïdentificeerd en bevestigd met 
monospecifieke FITC-gelabelde monoklonale antilichamen.
I M A G E N  R e s p i r a t o r y  S c r e e n  i s  e e n  i n d i r e c t e 
immunofluorescentietest voor de detectie van virussen van de 
ademhalingswegen zoals RSV, influenza A virus, influenza B virus, 
parainfluenza virus 1, 2, 3, en adenovirus in klinische specimens 
en in celcultuurmonolayers. De aanwezigheid van een virus van 
de ademhalingswegen wordt weergegeven door een positief 
screeningresultaat. Een virus dat aanwezig is, kan worden 
geïdentificeerd door directe immunofluorescentie met FITC-
geconjugeerde monoklonale antilichaamreagentia die specifiek 
zijn voor bepaalde virussen van de ademhalingswegen (zie 
paragraaf 6.1 en 11.4).
3.	 PRINCIPE VAN DE TEST
De IMAGEN Respiratory Screen test bevat een pool monoklonale 
antilichamen die elk een specificiteit bezit voor ofwel RSV, 
influenza A virus, influenza B virus, parainfluenza virus 1, 2, 
3, of adenovirus. Het gepoolde antilichaamscreeningreagens 
wordt gebruikt bij een tweestaps indirecte immunofluorescen
tiekleuringstechniek. Het geleverde reagens voor de negatieve 
controle wordt gebruikt om de specificiteit van de kleuring te 
controleren. Specimens worden gedurende 15 minuten met het 
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screeningreagens en/of het reagens voor de negatieve controle 
gekleurd. Vervolgens wordt overmatig ongebonden reagens 
verwijderd door te spoelen met fosfaat gebufferd fysiologisch 
zout (PBS). Daarna worden de specimens gedurende 15 
minuten met een secundair FITC-conjugaat gekleurd. Overmatig 
ongebonden reagens wordt verwijderd door te spoelen met 
PBS. De gekleurde gebieden worden aangebracht en met de 
microscoop bekeken door belichting met epifluorescentie. Een 
positief resultaat wordt weergegeven door de aanwezigheid 
van karakteristieke appelgroene intracellulaire fluorescentie 
in de geïnfecteerde cellen, die contrasteren met de rode 
achtergrondkleuring van niet-geïnfecteerde cellen. Het virus, 
aanwezig in de ademhalingswegen, kan met name worden 
geïdentificeerd door afzonderlijke IMAGEN reagentia (zie 
paragraaf 11.4).
Dankbetuiging
De in deze test gebruikte monoklonale antilichamen zijn 
afkomstig van:
The Department of Respiratory and Enteric Viruses, Public 
Health Services, Centers for Disease Control, Atlanta, Georgia, VS
The Institute for Research on Animal Diseases, Compton, 
Berkshire, VK
The Department for Health and Human Services, Public Health 
Services, Centers for Disease Control, Atlanta, Georgia, VS
Division of Microbiological Reagents and Quality Control, Central 
Public Health Laboratory, Colindale, London, VK
The Washington Research Foundation, Washington, VS
Alhoewel  sommige in  de test  gebruikte  monoklonale 
antilichamen afkomstig zijn van Centers for Disease Control 
(CDC), mag men geenszins ervan uit gaan dat de test wordt 
onderschreven door CDC of de U.S. Department of Health and 
Human Services.
4.	 DEFINITIES
De volgende symbolen zijn gebruikt in de productinformatie.

5.	 GELEVERDE REAGENTIA

  
100 – Elke kit bevat voldoende materiaal voor 100 directe 

specimens of celcultuurpreparaten. De houdbaarheid van de kit 
staat op de buitenverpakking vermeld.
5.1.	 IMAGEN RESPIRATORY SCREEN REAGENT

	 Gebruiksaanwijzing.

	 5 x 14 wel l s , gecombineerde pos i t ieve 
en negatieve controle-objectglaasjes. Elk 
objectglaasje bestaat uit 7 wells met door 
aceton gefixeerde cellen, geïnfecteerd met 
ofwel RSV (stam van klinisch specimen), 
influenza A virus (stam CDC V7-002) of influenza 
B virus (stam CDC V4-004), parainfluenza virus 
1, 2 of 3 (respectievelijk stam CDC V6-004, CDC 
V7-003 en CDC V5- 003) en adenovirus (stam 
CDC V5-002) met één specifieke well per virus, 
en 7 wells met door aceton gefixeerde niet-
geïnfecteerde cellen (negatieve controlewells).

Eén fles met elk van de volgende materialen, tenzij anders 
vermeld:

	 3  x  3 m L  p r e p a r a t i e v l o e i s t o f .  D e 
preparatievloeistof bevat een photobleaching-
remmer in glycerol (pH 10,0).

	 4,4m L s c re e n i n g re a ge n s . H e t re a ge n s 
bestaat uit een pool gezuiverde monoklonale 
muisantilichamen, specifiek voor RSV, influenza 
A virus, influenza B virus, parainfluenza virus 1, 
2, 3, en adenovirus. Het reagens wordt bereid 
in een met eiwit gestabiliseerde bufferoplossing 
met 15mmol/L natriumazide als bewaarmiddel.

	 De monoklonale antilichamen gebruikt in het 
screeningreagens van IMAGEN Respiratory 
Screen blijken te reageren met geconserveerde 
epitopen van viruseiwitten die aanwezig zijn 
in de respectieve virussen, zoals hieronder 
vermeld:

Virus	� Specificiteit voor monoklonaal 
antilichaam

Respiratory Syncytial Virus	 Nucleoproteïne en fusie-eiwit
Influenza A virus	 Nucleoproteïne en matrix-eiwit
Influenza B virus	� Nucleoproteïne en hemagglutinine-

eiwit
Parainfluenza 1 virus	 Fusie-eiwit
Parainfluenza 2 virus	 Hemagglutinine-eiwit
Parainfluenza 3 virus	 Hemagglutinine-eiwit
Adenovirus	 Hexon-eiwit*
	*Dit monoklonaal anti l ichaam bli jkt al le stammen van 
adenovirus, die geassocieerd zijn met een infectie van de 
ademhalingswegen, te detecteren. De geteste stammen waren 
adenovirus 1 tot en met 41.

	 2,6mL reagens voor de negatieve controle. Het 
reagens bestaat uit gepoolde monoklonale 
muisantilichamen zonder antivirale activiteit. 
Het reagens wordt bereid in een met eiwit 
gestabiliseerde bufferoplossing met 15mmol/
Lnatriumazide als bewaarmiddel.

	 2 x 3,5mL ant i -muis F ITC-geconjugeerd 
antilichaam. Het reagens bestaat uit een FITC-
geconjugeerd F(ab’)2 fragment van konijn-
anti-muis-immunoglobulinen, verdund in met 
fosfaat gebufferde fysiologische zoutoplossing 
met stabiliserende eiwitten, Evans blue-
kleurstof als achtergrondkleuring en 15mmol/L 
natriumazide als bewaarmiddel.

5.2.	 B E R E I D I N G ,  B E WA R I N G  E N  H E R G E B R U I K  VA N 
COMPONENTEN VAN DE KIT

Voor een optimaal gebruik van de kit is het belangrijk dat 
ongebruikte componenten van de kit overeenkomstig de 
volgende aanwijzingen worden bewaard:

5.3.	 OBJECTGLAASJES VOOR DE POSITIEVE EN NEGATIEVE 
CONTROLE – 

De objectglaasjes zijn afzonderlijk geleverd in met stikstof 
gesloten foliezakken. Bewaar ongebruikte objectglaasjes bij 
2-8°C. Vóór opening moet het objectglaasje gedurende 5 
minuten op kamertemperatuur (15-30°C) worden gebracht.
Het objectglaasje onmiddellijk na opening kleuren.
5.4.	 PREPARATIEVLOEISTOF – 
Gebruiksklaar. Bewaar ongebruikte preparatievloeistof bij 2-8°C. 
Vóór gebruik moet de preparatievloeistof gedurende 5 minuten 
op kamertemperatuur (15-30°C) worden gebracht.
5.5.	 SCREENINGREAGENS – 
Gebruiksklaar. Bewaar ongebruikt screeningreagens in het 
donker bij 2-8°C. Vóór gebruik moet het reagens gedurende 5 
minuten op kamertemperatuur (15-30°C) worden gebracht.
5.6.	 REAGENS VOOR NEGATIEVE CONTROLE – 
Gebruiksklaar. Bewaar ongebruikt reagens voor de negatieve 
controle in het donker bij 2-8°C. Vóór gebruik moet het reagens 
gedurende 5 minuten op kamertemperatuur (15-30°C) worden 
gebracht.
5.7.	 ANTI-MUIS FITC-CONJUGAATREAGENS – 
G e b r u i k s k l a a r.  B e w a a r  o n g e b r u i k t  a n t i - m u i s  F I TC -
conjugaatreagens in het donker bij 2-8°C. Vóór gebruik moet het 
reagens gedurende 5 minuten op kamertemperatuur (15-30°C) 
worden gebracht.
6.	 BIJKOMENDE REAGENTIA EN VEREISTE MATERIALEN
6.1.	 REAGENTIA
Vers aceton (om te fixeren).
Met fosfaat gebufferd fysiologisch zout (PBS) pH 7,5 om 
gekleurde specimens te spoelen en specimens te bereiden. 
IMAGEN reagentia om positieve screeningresultaten te 
bevestigen, zijn verkrijgbaar bij de plaatselijke Oxoid-vestiging of 
-verdeler:

IMAGEN Adenovirus Codenr. K610011-2

IMAGEN Respiratory Syncytial Virus (RSV) Codenr. K610211-2

IMAGEN Parainfluenza Virus Types 1,2,3 (Typing) Codenr. K610411-2

IMAGEN Influenza A and B Virus Codenr. K610511-2

6.2.	 TOEBEHOREN EN MATERIALEN
De volgende producten zijn bestemd voor gebruik in combinatie 
met IMAGEN Respiratory Screen. Voor verdere informatie neemt 
u contact op met de plaatselijke -verdeler.
Glazen objectglaasjes met teflonlaag voor de microscoop met 
één well met een diameter van 6mm (100 objectglaasjes per 
doos), verkrijgbaar bij de plaatselijke -verdeler (codenr. S611430-
6).
IMAGEN Respiratory Screen Postive and Negative Control Slides 
(codenr. S612130-2).
7.	 MATERIAAL
De volgende materialen zijn vereist:
Precisiepipetten en wegwerptippen voor 20µL en 25µL
Spoelbad
Dekglaasjes, geschikt om ofwel één well met een diameter van 
6mm of objectglaasjes met 14 wells te bedekken
Niet-fluorescerende immersie-olie
E p i f l u o re s c e nt i e m i c ro s co o p  m et  f i l te rsyste e m  vo o r 
FITC (maximale excitatiegolflengte 490nm, gemiddelde 
emissiegolflengte 520nm) en een vergroting van x 200-x 500
Incubator bij 37°C
Centrifuge met lage snelheid
Voor directe specimens
Mucusextractor (uitsluitend nasofaryngeale specimens).
Voor bevestiging van de cultuur
Steriele wattenstaafjes, viraal transportmedium (VTM) en 
container, geschikt voor monstername, transport en cultuur van 
RSV, influenza A virus en influenza B virus, parainfluenza virus 1, 
2, 3, en adenovirus.
Cellijnen, aanbevolen voor cultuur en isolatie van RSV, influenza 
A virus, influenza B virus, parainfluenza virus 1, 2, 3, en 
adenovirus.
8.	 VOORZORGEN

 - Voor diagnostisch gebruik in vitro. Degenen die een 
assay met dit product uitvoeren, moeten ervaring hebben met 
het gebruik daarvan en met laboratoriumprocedures.
8.1.	 VEILIGHEIDSVOORSCHRIFTEN
8.1.1	 De IMAGEN Respiratory Screen reagentia bevatten 

<0.1% natriumazide, een vergift.  Natriumazide 
kan reageren met koperen en loden leidingen, 
waarbij explosieve metaalazides worden gevormd. 
Azidehoudende materialen altijd afvoeren door te 
spoelen met grote hoeveelheden water.

8.1.2	 De virusantigenen op de controle-objectglaasjes blijken 
in celcultuur niet besmettelijk te zijn, maar toch moet 
het objectglaasje als potentieel besmettelijk materiaal 
worden behandeld en afgevoerd.

8.1.3	 Het  reagens  bevat  Evans  b lauw.  Ook  a l  i s  de 
concentratie te laag om het product te classificeren als 
carcinogeen, toch dient contact met de huid te worden 
vermeden.

8.1.4	 Bij gebruik van de preparatievloeistof dient u de nodige 
zorg in acht te nemen aangezien deze huidirritatie kan 
veroorzaken. Bij eventueel contact dient de huid met 
water te worden afgespoeld.

8.1.5	 In het daartoe bestemde werkgebied niet eten, drinken 
of roken, geen voedsel bewaren of bereiden, of 
cosmetica aanbrengen.

8.1.6	 Geen materialen met de mond pipetteren.
8.1.7	 Bij  het behandelen van klinische specimens en 

virusculturen dient u wegwerphandschoenen te dragen 
en na werken met besmettelijke materialen dient u 
steeds uw handen te wassen.

8.1.8	 Al le  k l in ische specimens afvoeren volgens de 
plaatselijke wetgeving. 

8.1.9	 Op verzoek is het veiligheidsinformatieblad beschikbaar 
voor deskundige gebruikers.

8.2.	 TECHNISCHE VOORZORGEN
8.2.1	 Componenten mogen na de op het etiket vermelde 

uiterste gebruiksdatum niet meer worden gebruikt. 
Geen verschillende partijen/charges reagentia mengen 
of onderling verwisselen.

8.2.2	 D e  r e a g e n t i a  w o r d e n  g e l e v e r d  i n  v a s t e 
gebruiksconcentraties. De werking van de test wordt 
negatief beïnvloed als de reagentia worden gewijzigd 
of onder andere dan de in paragraaf 5 vermelde 
omstandigheden worden bewaard.

8.2.3	 Op de dag van gebruik de benodigde hoeveelheid vers 
met PBS bereiden.

8.2.4	 Spoelen in PBS is noodzakelijk. Het gebruik van andere 
spoeloplossingen als leidingwater of gedestilleerd 
water leidt tot onbetrouwbare testresultaten.

8.2.5	 Microbiële verontreiniging van de reagentia moet 
worden vermeden.

8.2.6	 De reagentia mogen niet worden ingevroren.
9.	 MONSTERNAME EN BEREIDING VAN SPECIMENS
De monstername en de bereiding van specimens is van 
fundamenteel belang bij de diagnose van virusinfecties van 
de ademhalingswegen met directe immunofluorescentie en 
celcultuurmethoden. Tijdens de piekperiode van viral shedding 
moeten specimens van de infectieplaats worden genomen zodat 
zij zo veel mogelijk geïnfecteerd materiaal bevatten. 
Ze moeten zodanig worden bereid dat ofwel intacte cellen, die 
vrij zijn van adherente mucus enz., voor directe microscopie van 
de specimens worden bewaard of dat de overlevingskans van 
virussen in specimens die in cultuur moeten worden gebracht, 
wordt bewaard.
9.1.	 NASOFARYNGEALE ASPIRATEN/AFSCHEIDINGEN
Monstername
Specimens uit het nasofaryngeale gebied dienen te worden 
verzameld in een mucusextractor via een voedingssonde maat 
8. De mucusextractor en slang dienen zo spoedig mogelijk 
bij 2-8°C naar het laboratorium te worden gezonden om te 
worden verwerkt. Celscheidingstechnieken zijn noodzakelijk 
voor kleuring met directe immunofluorescentie. Specimens of 
supernatant materiaal van celscheidingstechnieken kunnen voor 
viruscultuurinoculatie worden gebruikt.
Celscheiding
Voeg, indien noodzakelijk, 2mL met PBS aan het specimen toe 
alvorens te centrifugeren om de viscositeit te doen dalen en de 
mucus te verdunnen. Centrifugeer de mucusextractor gedurende 
10 minuten bij 380g en bij kamertemperatuur (15-30°C). 
Verwijder het supernatans dat voor de celcultuur kan worden 
gebruikt. Resuspendeer de neerslag van de cel in 2mL PBS en 
pipetteer de cellen voorzichtig op en neer met een pipet met 
een brede diameter of vortex voorzichtig totdat de mucus uiteen 
valt en cellulair materiaal vrijkomt. Vermijd krachtig pipetteren/
vortexen om schade aan de cellen te voorkomen. Zodra een 
gladde suspensie is verkregen, moet de gewenste hoeveelheid 
PBS worden toegevoegd en pipetteer of vortex na toevoeging 
van het extra PBS om de cellen verder te spoelen. Verwijder 
nu alle resterende zichtbare spatten met mucus en gooi weg. 
Overmatige mucus moet worden verwijderd omdat het een 
juiste penetratie van het reagens belemmert en tot aspecifieke 
fluorescentie kan leiden.
Als alle afscheidingen in de voedingssonde blijven en geen enkele 
de mucusextractor bereikt, spoel dan alle afscheidingen uit de 
slang in PBS. Dit gebeurt het best door een Pasteur-pipet in het 
uiteinde van de slang in te brengen die aan de mucusextractor 
was bevestigd. Zuig de nodige vloeistof op in de slang en voer 
herhaaldelijk af totdat de aan de wand van de slang klevende 
afscheidingen zijn losgekomen. Pipetteer de suspensie op en 
neer totdat de mucus voldoende uiteen is gevallen.
Objectglaasjes bereiden
Na voltooi ing van de celscheidingsprocedure moet de 
resulterende celsuspensie gedurende 10 minuten bij 380g en 
bij kamertemperatuur (15-30°C) worden gecentrifugeerd en het 
supernatans worden weggegooid. Resuspendeer de neerslag van 
de cel in voldoende PBS om alle resterende mucus te verdunnen, 
terwijl een hoge celdichtheid blijft behouden. Breng 25µL van de 
geresuspendeerde neerslag van de cel in het wellgebied op het 
objectglaasje.
N.B.: Het is belangrijk dat voor elk te testen specimen wells in 
duplo worden bereid met IMAGEN Respiratory Screen, één well 
voor het screeningreagens en één well voor het reagens voor 
de negatieve controle (zie Paragraaf 10.8).
Laat het specimen goed bij kamertemperatuur (15-30°C) 
aan de lucht drogen en fixeer gedurende 10 minuten bij 
kamertemperatuur (15-30°C) in vers aceton. Bewaar de 
objectglaasjes ’s nachts bij 4°C of vries ze voor langere 
bewaartermijnen bij  -20°C in indien het specimen niet 
onmiddellijk wordt gekleurd.
N.B.: Voor daaropvolgende tests voor identificatie van een 
specifiek virus is een bijkomend objectglaasje met ten minste 8 
wells per specimen vereist (zie Paragraaf 11.4).
9.2.	 CELCULTUREN INOCULEREN
Celculturen inoculeren
Specimens die zijn verzameld voor de diagnose van infecties 
met RSV, influenza A virus, influenza B virus, parainfluenza virus 
1, 2, 3, en adenovirus moeten overeenkomstig de vastgestelde 
laboratoriummethoden in de cellijnen worden geïnoculeerd die 
gewoonlijk in het laboratorium worden gebruikt. 
Celculturen moeten regelmatig worden gecontroleerd op het 
cytopatisch effect (CPE) en haemadsorptietests moeten op 
regelmatige tijdstippen worden uitgevoerd. Alle haemadsorptie-
positieve culturen en celculturen die CPE vertonen, kunnen 
worden geoogst en getest op de aanwezigheid van RSV, 
influenza A virus, influenza B virus, parainfluenza virus 1, 2, 3, en 
adenovirus.
Objectglaasjes bereiden
Schrap de cellaag af in het vloeibare groeimedium met behulp 
van een steriele pipet. Laat de cellen een neerslag vormen 
door gedurende 10 minuten bij 200g en bij kamertemperatuur  
(15-30°C) te centrifugeren en verwijder het supernatans.
Spoel  de cel len door de neerslag van de cel  in PBS te 
resuspenderen (zie paragraaf 6.1) en centrifugeer nogmaals. 
Verwijder het supernatans en resuspendeer de neerslag van de 
cel in een kleine hoeveelheid (250µL per cultuurbuisje) vers PBS 
om een hoge celdichtheid te handhaven.
Breng aliquots van 25µL van de celsuspensie op het vereiste 
aantal afzonderlijke wells op de objectglaasjes. Laat gedurende 
10 minuten bij kamertemperatuur (15-30°C) goed aan de lucht 
drogen en fixeer in vers aceton. Bewaar het specimen ’s nachts 
bij 4°C of vries het voor langere bewaartermijnen bij –20°C in 
indien het niet onmiddellijk wordt gekleurd.
N.B.: Het is belangrijk dat voor elk te testen specimen wells in 
duplo worden bereid met IMAGEN Respiratory Screen, één well 
voor het screeningreagens en één well voor het reagens voor 
de negatieve controle (zie Paragraaf 10.8).
N.B.: Voor daaropvolgende tests voor identificatie van een 
specifiek virus is een bijkomend objectglaasje met ten minste 8 
wells per specimen vereist (zie Paragraaf 11.4).
10.	 TESTPROCEDURE
ZIE PARAGRAAF 8.2 TECHNISCHE VOORZORGEN ALVORENS DE 
TESTPROCEDURE UIT TE VOEREN.
10.1.	 SCREENINGREAGENS EN REAGENS VOOR DE NEGATIEVE 

CONTROLE TOEVOEGEN
Voor elk specimen zijn twee wells met gefixeerde celbereiding 
vereist. Voeg aan één well van het testobjectglaasje 25µL 
screeningreagens toe en aan de andere well 25µL reagens voor 
de negatieve controle. Voeg aan elke well van het controle-
objectglaasje 20µL screeningreagens toe. Zorg ervoor dat de 
reagentia het volledige oppervlak van elke well bedekken.
10.2.	 EERSTE INCUBATIE
Incubeer de objectglaasjes met reagens gedurende 15 minuten 
bij 37°C in een vochtige kamer. Laat het reagens niet op het 
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specimen opdrogen aangezien dit een ogenschijnlijk aspecifieke 
kleuring veroorzaakt.
10.3.	 HET OBJECTGLAASJE SPOELEN
Spoel zorgvuldig af met PBS met behulp van een knijpfles. Richt 
de PBS-stroom niet direct op de wells. Kantel het objectglaasje 
omlaag en laat de PBS over het objectglaasje stromen, boven 
de wells, waardoor de PBS aan de onderste rand van het 
objectglaasje kan wegstromen. Was het objectglaasje voorzichtig 
5 minuten lang in een schuddend bad met PBS. Voer de PBS af 
en laat het objectglaasje bij kamertemperatuur tegen de lucht 
drogen (15-30 °C).
10.4.	 ANTI-MUIS FITC-CONJUGAAT TOEVOEGEN
Voeg aan elk specimenwell 25µL FITC-reagens toe en aan elke 
well van het controle-objectglaasje 20µL FITC-reagens. Zorg 
ervoor dat het reagens het volledige oppervlak van elke well 
bedekt. Bij controle-objectglaasjes met wells met een diameter 
van minder dan 6mm verdient het aanbeveling om 20µL reagens 
te gebruiken.
10.5.	 TWEEDE INCUBATIE
Incubeer de objectglaasjes met FITC-reagens gedurende 
15 minuten bij 37°C in een vochtige kamer. Laat het reagens 
niet op het specimen opdrogen aangezien dit een ogenschijnlijk 
aspecifieke kleuring veroorzaakt.
10.6.	 HET OBJECTGLAASJE SPOELEN
Spoel zorgvuldig af met PBS met behulp van een knijpfles. Richt 
de PBS-stroom niet direct op de wells. Kantel het objectglaasje 
omlaag en laat de PBS over het objectglaasje stromen, boven 
de wells, waardoor de PBS aan de onderste rand van het 
objectglaasje kan wegstromen. Was het objectglaasje voorzichtig 
5 minuten lang in een schuddend bad met PBS. Voer de PBS af 
en laat het objectglaasje bij kamertemperatuur tegen de lucht 
drogen (15-30 °C).
10.7.	 PREPARATIEVLOEISTOF TOEVOEGEN
Voeg één druppel preparatievloeistof toe aan het midden van 
elke well en plaats een dekglaasje op de preparatievloeistof 
en het specimen. Zorg er daarbij voor dat er geen luchtbellen 
worden vastgehouden.
10.8.	 HET OBJECTGLAASJE AFLEZEN
Controleer alle oppervlakken van de wells met het gekleurde 
specimen met een epif luorescentiemicroscoop.  Zoals 
beschreven in paragraaf 11 dient fluorescentie zichtbaar te zijn 
bij een vergroting van x200-x500. (Voor optimale resultaten 
dienen de objectglaasjes onmiddellijk na de kleuring te worden 
gecontroleerd, maar zij kunnen gedurende maximaal 24 uur bij 
2-8°C in het donker worden bewaard.)
Indien een positief screeningresultaat wordt verkregen (zie 
Paragraaf 11.2) kan een specifieke identificatie van het aanwezige 
virus worden uitgevoerd op een bijkomende bereiding van een 
objectglaasje met 8 wells (zie Paragraaf 11) met afzonderlijke 
IMAGEN reagentia voor directe immunofluorescentie, vermeld 
in Paragraaf 6.1.
11.	 INTERPRETATIE VAN DE RESULTATEN
11.1.	 CONTROLES
11.1.1	 Controle-objectglaasje met positieve wells
Indien de positieve wells op het controle-objectglaasje zijn 
gekleurd en worden bekeken zoals beschreven in paragraaf 10 
dienen zij cellen met een intracellulair appelgroen cytoplasma 
en/of nucleair fluorescentiecontrast tegen een achtergrond van 
rood materiaal te tonen. Positieve controle-objectglaasjes dienen 
te worden gebruikt om te controleren of de kleuringsprocedure 
correct is uitgevoerd.
11.1.2	 Controle-objectglaasje met negatieve wells
Indien negatieve wells op het controle-objectglaasje zijn 
gekleurd en worden bekeken zoals beschreven in paragraaf 10 
dienen zij cellen zonder intracellulaire appelgroene fluorescentie 
te tonen. Enkel een rode achtergrondkleuring is zichtbaar.
11.2.	 KLINISCHE SPECIMENS
11.2.1	 Zichtbaarheid van viraal geïnfecteerde cellen
Gekleurde geïnfecteerde cel len tonen een appelgroen 
cytoplasma en/of nucleaire fluorescentie. Niet-geïnfecteerde 
cellen kleuren rood met Evans blue-achtergrondkleuring. 
11.2.2	 Interpretatie
Er wordt een positieve diagnose gesteld indien één of meer 
cellen in het gefixeerde, gekleurde specimen het typische 
fluorescentiepatroon toont zoals beschreven in Paragraaf 11.2.1.
Er wordt een negatieve diagnose gesteld indien gefixeerde, 
gekleurde specimens geen fluorescentie weergeven met het 
screeningreagens.
Voor direct gekleurde nasofaryngeale aspiraatspecimens moeten 
er ten minste 20 niet-geïnfecteerde (cilinder) epitheelcellen 
van de ademhalingswegen worden waargenomen bij elk 
welloppervlak van het objectglaasje alvorens een negatief 
resultaat wordt gemeld. Zie Paragraaf 11.2.3 indien er 
onvoldoende cellen aanwezig zijn.
11.2.3	 Onvoldoende cellen
Indien er onvoldoende cellen op het objectglaasje aanwezig 
zijn, moet de rest van het klinische specimen gedurende 10 
minuten bij 380g en bij kamertemperatuur (15-30°C) worden 
gecentrifugeerd. Resuspendeer een kleinere hoeveelheid 
(ongeveer 50µL) PBS alvorens opnieuw op elk welloppervlak te 
verdelen (25µL). Het is ook mogelijk een nieuw klinisch specimen 
te vragen.
11.2.4	 Kwaliteitscontrole
Telkens er IMAGEN Respiratory Screen reagentia worden 
gebruikt, moet er een positief en negatief controle-objectglaasje 
worden gekleurd en gecontroleerd.
De met de kit geleverde controle-objectglaasjes dienen als 
geschikte controle om bij geïnfecteerde cellen de correcte 
werking van de kleuringstechniek en de reactiviteit van het 
reagens te bepalen met RSV, influenza A virus, influenza B virus, 
parainfluenza virus 1, 2, 3, en adenovirus.
11.2.5	 Resultaten rapporteren
De volgende richtlijnen worden aanbevolen om resultaten te 
rapporteren:
Positief resultaat, zoals vermeld in 11.2.2:
Vermoedelijk positief voor één of meer van RSV, influenza A 
virus, influenza B virus, parainfluenza virus 1, 2, 3, en adenovirus. 
Cultuurisolatie en specifieke identificatie volgen nog. Zie 
Paragraaf 11.4 voor specifieke identificatie.
Negatief resultaat, zoals vermeld in 11.2.2:
Vermoedelijk negatief voor RSV, influenza A virus, influenza B 
virus, parainfluenza virus 1, 2, 3, en adenovirus. Bevestiging van 
cultuur volgt nog.
11.3.	 CELCULTUUR BEVESTIGEN
11.3.1	 Zichtbaarheid van viraal geïnfecteerde cellen
Geïnfecteerde cellen tonen een intracellulaire, nucleaire en/of 
cytoplasmische appelgroene fluorescentie en moeten als positief 
worden genoteerd. De achtergrond van niet-geïnfecteerde cellen 
kleurt rood, met Evans blue-achtergrondkleuring.
11.3.2	 Interpretatie van de resultaten
Een positieve diagnose wordt gesteld indien ten minste 
één gefixeerde, gekleurde cel na de kleuringsprocedure het 

fluorescentiepatroon vertoont zoals beschreven in Paragraaf 
11.3.1. 
Er wordt een negatieve diagnose gesteld indien gefixeerde, 
gekleurde specimens geen fluorescentie weergeven na kleuring 
met de reagentia.
Ten minste 50 niet-geïnfecteerde cellen van de celcultuur 
die wordt getest, moeten binnen elk welloppervlak van het 
objectglaasje zichtbaar zijn alvorens een negatief resultaat wordt 
gerapporteerd. Zie Paragraaf 11.3.4 indien er onvoldoende 
cellen aanwezig zijn.
11.3.3	 Resultaten rapporteren
De volgende richtlijnen worden aanbevolen om resultaten te 
rapporteren:
Positief resultaat, zoals vermeld in 11.3.2:
Positief voor één of meer van RSV, influenza A virus, influenza 
B virus, parainfluenza virus 1, 2, 3, en adenovirus. Specifieke 
identificatie volgt nog. Zie Paragraaf 11.4 voor specifieke 
identificatie
Negatief resultaat, zoals vermeld in 11.3.2:
Negatief voor RSV, influenza A virus, influenza B virus, 
parainfluenza virus 1, 2, 3, en adenovirus
11.3.4	 Onvoldoende cellen
I n d i e n  e r  o nv o l d o e n d e  c e l l e n  o p  d e  b e r e i d i n g  v a n 
het objectglaasje aanwezig z i jn,  moet de rest  van het 
celcultuurspecimen gedurende 10 minuten bij  200g en 
bij kamertemperatuur (15-30°C) worden gecentrifugeerd. 
Resuspendeer een kleinere hoeveelheid (ongeveer 50µL) PBS 
alvorens opnieuw op elk welloppervlak te verdelen (25µL).
Het is ook mogelijk een nieuw specimen opnieuw te inoculeren 
op verse cellmonolayers en de viruscultuur te herhalen.
11.4.	 SPECIF IEKE  IDENTIF ICATIE  VAN VIRUS VAN DE 

ADEMHALINGSWEGEN
De specifieke identificatie van het aanwezige virus van 
de ademhalingswegen kan worden uitgevoerd door de 
positieve resultaten te bevestigen met IMAGEN directe 
immunofluorescentie (zie Paragraaf 6.1; zie Paragraaf 9 voor de 
bereiding van de objectglaasjes).
12.	 BEPERKINGEN BIJ DE WERKING
12.1.	 Gebruik uitsluitend de geleverde preparatievloeistof.
12.2.	 Alhoewel de in deze test gebruikte monoklonale 

antilichamen tegen prototypestammen zijn gekweekt 
en op basis  van hun react iv i te it  tegenover  een 
geconserveerde epitoop zijn geselecteerd, is het mogelijk 
dat zij geen virusstammen detecteren die een antigene 
wijziging hebben ondergaan in de structuur van het 
doelwitepitoop of nieuwe stammen van het virus.

12.3.	 Het is mogelijk dat het screeningreagens en het reagens 
voor de negatieve controle de Staphylococcus aureus 
stammen met proteïne A op aspecifieke wijze kleuren 
vanwege de niet-immuun interactie van proteïne A met 
het Fc-gebied van de monoklonale antilichamen. Dit 
is bij andere monoklonaal en polyklonaal gebaseerde 
fluorescentie-assays waargenomen20.

12.4.	 De zichtbaarheid van het verkregen fluorescentiebeeld 
kan verschillen, afhankelijk van het gebruikte type 
microscoop en lichtbron. 

12.5.	 Het verdient aanbeveling 25µL reagens te gebruiken 
om een welloppervlak met een diameter van 6mm te 
bedekken. Een kleiner volume kan het bedekken van het 
specimenoppervlak bemoeilijken en kan de gevoeligheid 
doen dalen.

12.6.	 Alle reagentia worden in vaste gebruiksconcentraties 
geleverd. De werking van de test wordt beïnvloed 
indien de reagentia worden gewijzigd of niet onder de 
aanbevolen omstandigheden, zoals vermeld in Paragraaf 
5, worden bewaard.

12.7.	 IMAGEN Respiratory Screen kan niet worden gebruikt 
om virussen van de ademhalingswegen specifiek 
te identificeren. Voor een specifieke identificatie 
moeten positieve specimens verder worden getest 
met afzonderlijke IMAGEN reagentia voor directe 
immunofluorescentie (zie Paragraaf 6).

12.8.	 Het niet kunnen detecteren van een virus door directe 
tests of door bevestiging door middel van een celcultuur 
kan het resultaat zijn van factoren als monstername op 
een ongeschikt tijdstip van de aandoening, het niet op de 
juiste wijze nemen en/of behandelen van een specimen, 
mislukte celcultuur, enz. Een negatief resultaat sluit de 
mogelijkheid van een virusinfectie niet uit.

12.9.	 De interpretatie van de testresultaten dient te gebeuren 
in combinatie met de informatie van epidemiologische 
onderzoeken, de klinische beoordeling van de patiënt en 
andere diagnostische procedures.

12.10.	 Afhankelijk van hoe het controleglaasje is vervaardigd, 
kan er soms materiaal met elkaar vermengd raken 
(bijv. een paar positieve cellen in de negatieve well.). 
Het objectglaasje kan nog steeds dienst doen als een 
geschikt controlemiddel waarmee de juiste prestatie 
van kleuringstechniek en reactiviteit van de reagens 
met RSV, influenza A en B, parainfluenzavirus 1, 2 of 3, 
en adenovirus in geïnfectecteerde cellen kan worden 
bepaald.

13.	 VERWACHTE WAARDEN
Het detectiecijfer voor virussen van de ademhalingswegen 
wordt beïnvloed door geografische, klimatologische en 
seizoensgebonden factoren alsmede door demografische 
factoren als overbevolking, socio-economische toestand en 
de voeding. Bovendien kunnen alle factoren met betrekking 
tot de kwaliteit van het specimen (de geteste specimensoort, 
het tijdstip van monstername tijdens de duur van de infectie, 
het behandelen en bewaren van specimens met inbegrip 
van de gebruikte procedures om smears te bereiden) het 
welslagen van een diagnostische test door middel van directe 
detectietechnieken beïnvloeden.
Over het algemeen komen virussen van de ademhalingswegen 
wereldwijd voor en kunnen zij een sporadische infectie, een 
kleine uitbraak, een epidemie of incidenteel een pandemie 
veroorzaken waarbij nieuwe antigene varianten van het virus 
ontstaan. Ondanks het seizoensgebonden optreden van een 
virusinfectie van de ademhalingswegen is het mogelijk dat 
tijdens een seizoen virussen (b.v. parainfluenza virus 1 en 2, en 
influenza B virus) niet kunnen worden geïsoleerd of gedetecteerd 
vanwege de lage prevalentiecijfers.
Respiratory syncytial virus wordt volgens seizoen geassocieerd 
met de significante uitbraak van een infectie van de bovenste 
en onderste ademhalingswegen. Zuigelingen lopen de eerste 
zes maanden van hun leven het hoogste risico, net zoals 
personen met een verminderde weerstand het hoogste risico 
lopen. Ongeveer 50% van alle zuigelingen krijgen tijdens hun 
eerste levensjaar een RSV-infectie21. RSV neemt 20% van alle 
infecties van de ademhalingswegen voor zijn rekening bij 
seizoensgebonden luchtweginfecties21.
Het influenza A virus en het influenza B virus kunnen een 
uitbraak van een infectie veroorzaken. De infectiecijfers van 

het influenza A virus worden het sterkst beïnvloed door de 
immunostatus van een populatie in verband met circulerende 
stammen. Wanneer een hoge mate van immuniteit wordt 
bereikt,  kan influenza tot 15% van de infecties van de 
ademhalingswegen voor zijn rekening nemen. Maar bij het 
ontstaan van nieuwe stammen, waarvoor er weinig of geen 
aangeboren immuniteit is, kan influenza meer dan 50% van alle 
infecties van de ademhalingswegen voor zijn rekening nemen22.
Bij het influenza B virus vinden we de hoogste cijfers meestal bij 
schoolgaande kinderen23.
Adenovirussen kunnen voor 5% van de acute infecties van 
de ademhalingswegen verantwoordelijk zijn bij kinderen 
jonger dan 4 jaar en voor 10% van alle infecties van de 
ademhalingswegen bij kinderen opgenomen in het ziekenhuis12. 
Soms zi jn adenovirussen verantwoordeli jk voor kleine 
plaatselijke epidemieën van een acute aandoening van de 
ademhalingswegen bij jonge volwassenen, voornamelijk bij 
degenen die krap wonen.
Infecties van het parainfluenza virus nemen tot 20% van de 
infecties van de ademhalingswegen voor hun rekening bij 
kinderen die 2–4 jaar oud zijn die ernstige symptomen kunnen 
vertonen zoals laryngotracheobronchitis (kroep)24. Bij oudere 
kinderen en volwassenen kunnen uitbraken van een infectie, 
voornamelijk met het parainfluenza virus 3, optreden. Al vroeg in 
hun leven wordt meer dan 90% van de zuigelingen geïnfecteerd 
met het parainfluenza virus en symptomatische herinfecties 
komen veel voor8. Tijdens de lente en de zomermaanden kan 
een uitbraak van een infectie door het parainfluenza virus 3 
voorkomen.
De directe detectie van virussen van de ademhalingswegen 
in epitheelcellen van de ademhalingswegen geven snelle, 
klinisch relevante diagnostische informatie wanneer ofwel 
de overlevingskans van het virus of de afwezigheid van 
mogelijkheden voor een viruscultuur het welslagen van de 
diagnose beperken.
T i jdens  de  winter  van  1994–95  werden  de  vo lgende 
prevalentiecijfers genoteerd door de drie ziekenhuislaboratoria 
die de klinische evaluatie uitvoerden.
In een kinderziekenhuis  in het westel i jke deel  van de 
staat New York, VS werd RSV geïdentificeerd door directe 
immunofluorescentie van het specimen bij 43,6% (478/1096) 
van de specimens van de ademhalingswegen, het influenza A 
virus werd geïdentificeerd door directe immunofluorescentie 
van het specimen en celcultuurisolatie bij 3,1% (34/1096) van 
de specimens van de ademhalingswegen en het influenza B 
virus werd gedetecteerd door directe immunofluorescentie 
en celcultuurisolatie bij 1,1% (12/1096) van de specimens van 
de ademhalingswegen. Het adenovirus werd geïdentificeerd 
door celcultuurisolatie bij 4,4% (39/883) van de specimens 
van de ademhalingswegen en een parainfluenza virus werd 
geïdentificeerd door celcultuurisolatie bij 2,9% (26/883) van de 
specimens van de ademhalingswegen (inclusief 2 specimens met 
het parainfluenza virus 1, 3 met het parainfluenza virus 2 en 21 
met het parainfluenza virus 3).
In een ziekenhuis in het noordwesten van het VK met een 
gevarieerde patiëntenpopulatie werd RSV geïdentificeerd door 
directe immunofluorescentie van het specimen bij 49,68% 
(467/940) van de specimens van de ademhalingswegen. 
Het influenza-B-virus werd geïdentificeerd door directe 
immunofluorescentie van het specimen of celcultuurisolatie bij 
1,7% (16/940) van de specimens van de ademhalingswegen. 
H e t  a d e n o v i r u s  w e r d  g e ï d e n t i f i c e e r d  d o o r  d i r e c t e 
immunofluorescentie van het specimen of celcultuurisolatie bij 
1,17% (11/940) van de specimens van de ademhalingswegen. 
Het parainfluenza virus 1 werd geïdentificeerd door directe 
immunofluorescentie van het specimen of celcultuurisolatie bij 
0,1% (1/940) van de specimens van de ademhalingswegen.
In een ziekenhuis in het zuidwesten van het VK met een 
gevarieerde patiëntenpopulatie werd RSV geïdentificeerd door 
directe immunofluorescentie van het specimen bij 10,6% (195/1 
840) van de specimens van de ademhalingswegen. Het influenza 
B virus werd geïdentificeerd door directe immunofluorescentie 
van het specimen of celcultuurisolatie bij 3,04% (56/1 840) van 
de specimens van de ademhalingswegen. Het adenovirus werd 
geïdentificeerd door celcultuurisolatie bij 1,2% (22/1 840) van de 
specimens van de ademhalingswegen en een parainfluenza virus 
werd geïdentificeerd door directe immunofluorescentie van 
het specimen of celcultuurisolatie bij 1,14% (21/1 840) van de 
specimens van de ademhalingswegen. Naast de bovenvermelde 
virussen werden de volgende virussen geïsoleerd uit de 
specimens van de ademhalingswegen: picornavirus 1% (18/1 
840), cytomegalovirus 0,38% (7/1 840), rinovirus 1,7% (32/1 
840), Herpes simplex virus type 1 1,03% (19/1 840) en Herpes 
simplex virus type 2 0,5% (1/1 840).
14.	 SPECIFIEKE EIGENSCHAPPEN
14.1.	 KLINISCHE ONDERZOEKEN
IMAGEN Respiratory Screen werd geëvalueerd voor direct 
gebruik bij twee centra voor klinisch onderzoek in het VK (één in 
het noordoosten van het land en het andere in het zuidwesten) 
en één onderzoekscentrum in de staat New York, VS. De test 
werd op specimens van de ademhalingswegen uitgevoerd, 
verzameld bij kinderen en volwassenen die met symptomen van 
een infectie van de ademhalingswegen in het ziekenhuis waren 
opgenomen. De test werd ook geëvalueerd voor de detectie van 
virusantigeen in celculturen, geïnoculeerd met specimens van de 
ademhalingswegen.
Tijdens de periode winter 1994–lente 1996, werden er klinische 
specimens verzameld en de onderzoekscentra vergeleken 
de IMAGEN Respiratory Screen test  met de gebruikte 
standaardmethoden en een in de handel verkrijgbare indirecte 
immunofluorescentietest, bestaande uit een screeningreagens 
en afzonderlijke typeringsreagentia. Voor deze evaluaties 
werden er verse klinische specimens en ingevroren specimens 
gebruikt en daarnaast werden bewaarde ingevroren specimens 
van 1993–94 getest.
De onderzoekscentra voerden directe tests uit op 343 klinische 
specimens en op 87 celcultuurmonolayers om de aanwezigheid 
van het virus te bevestigen. Voor directe specimens werd 
IMAGEN Respiratory Screen geëvalueerd ten opzichte van 
een in de handel verkrijgbare indirecte immunofluorescentie-
screeningtest en viruscultuur. Voor celculturen werd IMAGEN 
Respiratory Screen geëvalueerd ten opzichte van een in de 
handel verkrijgbare indirecte immunofluorescentie-screeningtest 
en ofwel haemadsorptieremming, virusneutralisatie of directe 
immunofluorescentietest.
14.2.	 KLINISCHE WERKING
14.2.1	 Directe specimens
In totaal werden er 343 nasofaryngeale aspiraten geëvalueerd 
bij de drie onderzoekscentra. De specimens omvatten:

144 specimens positief voor RSV
11 specimens positief voor influenza A

5 specimens positief voor influenza B
19 specimens positief voor parainfluenza virus 1

4 specimens positief voor parainfluenza virus 2
26 specimens positief voor parainfluenza virus 3

8 specimens positief voor adenovirus
141 negatieve specimens

5 specimens met co-infecties: 
2 co-infecties van RSV en parainfluenza 1
1 co-infectie van RSV en adenovirus
1 co-infectie van adenovirus en influenza B
1 co-infectie van adenovirus en parainfluenza 3

Tabel 14.2.1 geeft de resultaten van IMAGEN Respiratory Screen 
en een in de handel verkrijgbare indirecte immunofluorescentie-
screeningtest,  vergeleken met virusisolatie bi j  directe 
specimens van de ademhalingswegen. In vergelijking met de 
standaardmethode werd voor IMAGEN Respiratory Screen een 
correlatie van 94,1% (317/337) verkregen. In vergelijking met 
virusisolatie was de gevoeligheid van de test 96,7% (205/212).
Tabel 14.2.1	 Vergel i jk ing van IMAGEN Respiratory 
S c re e n  e n  e e n  i n  d e  h a n d e l  ve r k r i j g b a re  i n d i re c te 
immunofluorescentie-screeningtest met virusisolatie voor 
directe specimens van de ademhalingswegen

IMAGEN 
Respiratory Screen

In de handel 
verkrijgbare 

IIF test

+ - + -

Virusisolatiea 
+ 205 7c 207 5e

- 13b 112 15d 110

% relatieve gevoeligheid 96,7 (205/212) 97,6 (207/212)

95% betrouwbaarheidsintervallen (94-99%) (95-100%)

% relatieve gevoeligheid 89,6 (112/125) 88,0 (110/125)

95% betrouwbaarheidsintervallen (83-94%) (81-93%)

% correlatie 94,1 (317/337) 94,1 (317/337)

95% betrouwbaarheidsintervallen (91-97%) (91-97%)

a	 Virusisolatie werd uitgevoerd in Hep-2, A549, primaire 
niercellijn van de resusaap, MK, HEL, RK13 of G293 
cellijnen en werd bevestigd door specifieke indirecte 
immunofluorescentie en ofwel haemadsorptieremming, 
virusneutralisatie of directe immunofluorescentietest.

b	 Dertien specimens, ook positief door directe tests van 
de specimens door middel van zowel IMAGEN en in de 
handel verkrijgbare typeringstests (zie tabel 14.2.4), 
inclusief:

RSV 7
Influenza A 3
Para-influenza 1 1
Adenovirus 2

c 	 Twee specimens positief voor het adenovirus, twee 
specimens positief voor para-influenza 2, drie specimens 
positief voor para-influenza 3 (zie tabel 14.2.4).

d 	 Vijftien specimens, inclusief dertien vermeld in voetnootb 
en twee andere specimens, uitsluitend positief door de 
in de handel verkrijgbare IIF (zie tabel 14.2.4).

e 	 Vijf specimens negatief door de in de handel verkrijgbare 
IIF, inclusief één influenza A, twee para-influenza virus 2, 
één para-influenza virus 3 en één adenovirus (zie tabel 
14.2.4).

Tabel 14.2.2 toont een vergelijking van IMAGEN Respiratory 
S c re e n  m et  e e n  i n  d e  h a n d e l  ve r k r i j g b a re  i n d i re c te 
immunofluorescentie-screeningtest op specimens van 
nasofaryngeale aspiraten bij elk van de onderzoekscentra. Bij 
Centrum 1 en 2 waren alle geteste specimens (met uitzondering 
van 7 specimens bij Centrum 2) als ingevroren specimens 
bewaard. Bij Centrum 3 waren 121 specimens vers, binnen de 
24 uur na monstername, getest en 68 specimens werden na 
invriezen getest.
Tabel 14.2.2	 Vergel i jk ing van IMAGEN Respiratory 
Screen met  een in  de  handel  verkr i jgbare  indirecte 
immunofluorescentie-screeningtest (Bartels VRK) op specimens 
van de ademhalingswegen

In de handel 
verkrijgbare IIF test

+ -

Onderzoekscentrum 1 
(zuidwesten van VK)  
n = 74

IMAGEN Respiratory 
Screen

+ 49 0

- 0 25

Onderzoekscentrum 2 
(noordoosten van VK) 
n = 80

IMAGEN Respiratory 
Screen

+ 46 0

- 4g 30

Onderzoekscentrum 
3 (staat New York, VS) 
n = 189

IMAGEN Respiratory 
Screen

+ 126 1f

- 1g 61

f	 Eén specimencultuur positief voor het influenza A virus 
die ook in zowel de directe test van het specimen als 
de cultuur door IMAGEN Influenza A reagens werd 
getypeerd.

g	 Omvat één specimen van Centrum 2 en één specimen 
van Centrum 3 die enkel als positief werden genoteerd 
bij de in de handel verkrijgbare IIF screeningtest.

Tabel 14.2.3 toont een samenvatting van de gegevens van alle 
drie onderzoekscentra waarbij IMAGEN Respiratory Screen 
wordt vergeleken met de in de handel verkrijgbare indirecte 
immunofluorescentie-screeningtest op specimens van 
nasofaryngeale aspiraten.
Tabel 14.2.3	 Samenvatting van de vergel i jking van 
IMAGEN Respiratory Screen met een in de handel verkrijgbare 
indirecte immunofluorescentie-screeningtest (Bartels VRK) op 
specimens van de ademhalingswegen

In de handel verkrijgbare IIF test

+ -

IMAGEN Respiratory Screen
+ 221 1f

- 5g 116

Relatieve gevoeligheid 97,8% (221/226)

95% betrouwbaarheidsintervallen (95-99%)

Relatieve gevoeligheid 99,1% (116/117)

95% betrouwbaarheidsintervallen (95-100%)

% correlatie 98,3% (337/343)

95% betrouwbaarheidsintervallen (96-99%)

f	 Eén specimencultuur positief voor het influenza A virus 
die ook in zowel de directe test van het specimen als 
de cultuur door IMAGEN Influenza A reagens werd 
getypeerd.

g	 Omvat één specimen van Centrum 2 en één specimen 
van centrum 3 die enkel als positief werden genoteerd bij 
de in de handel verkrijgbare IIF screeningtest.

Tabel 14.2.4 	 Gedetailleerde resultaten van specimens 
waarnaar verwezen in de voetnoten bij tabel 14.2.1 tot 14.2.3

Voetnoot-
referentie

Specimen 
nr.

Cultuur-
resultaat

IMAGEN 
Screen 

resultaat

IMAGEN 
Typing 

resultaat

In de handel 
verkrijgbare 
IIF screen-

test

In de handel 
verkrijgbare 
IIF typerings-

test

B 1 Negatief Positief Adenovirus Positief Adenovirus

B 2 Negatief Positief Adenovirus Positief Negatief

B 3 Negatief Positief Influenza A Positief Influenza A

B 4 Negatief Positief Influenza A Positief Influenza A

B 5 Negatief ?Positief Influenza A Positief Influenza A

B 6 Negatief Positief RSV Positief RSV

B 7 Negatief Positief RSV Positief RSV

B 8 Negatief Positief RSV Positief RSV



B 9 Negatief Positief RSV Positief RSV

B 10 Negatief Positief RSV Positief RSV

B 11 Negatief Positief RSV Positief RSV

B 12 Negatief Positief RSV Twijfelachtig RSV

B 13 Negatief Positief Parainfluenza 
1

Positief Parainfluenza 
1

C en E 14 Parainfluenza 
3

Negatief Negatief Negatief Negatief

C en E 15 Adenovirus 2 Negatief Niet getest Negatief Niet getest

C en E 16 Parainfluenza 
2

Negatief Geen diagnose 
mogelijk

Negatief ?Parainfluenza 
2

C en E 17 Parainfluenza 
2

Negatief Negatief Negatief Geen diagnose 
mogelijk

C 18 Parainfluenza 
3

Negatief ?Parainfluenza 
3

Positief ?Parainfluenza 
3

C 19 Parainfluenza 
3

Negatief Parainfluenza 
3

Positief Parainfluenza 
3

C 20 Adenovirus 4 Negatief Negatief Positief Adenovirus

D en G 21 Negatief Negatief ?Influenza A Positief ?Influenza A

D en G 22 Negatief Negatief Negatief Positief Negatief

E en F 23 Influenza A Positief Influenza A Negatief Influenza A

14.2.2	 Cultuur bevestigen
D e  o n d e r zo e k s c e n t ra  t e s t t e n  I M A G E N  Re s p i ra t o r y 
Screen op  v i rus i so laten  van  k l in i sche  spec imens  en 
bewaarde virusstammen. De klinische specimens werden 
voornamelijk tijdens de winter van 1994-95 verzameld en 
de onderzoekscentra vergeleken de IMAGEN Respiratory 
Screen test met de standaardmethoden. Virusisolatie werd 
uitgevoerd door middel van HEp-2, MRC-5 of RMK-cellen en 
isolaten werden geïdentificeerd en bevestigd door middel 
van haemadsorptieremming, virusneutralisatie of directe 
immunofluorescentie. 
In totaal werden er 87 culturen getest, inclusief 7 culturen 
positief voor RSV, 10 positief voor influenza A, 15 positief voor 
influenza B, 6 positief voor parainfluenza 1, 8 positief voor 
parainfluenza 2, 5 positief voor para-influenza 3, 9 positief voor 
adenovirus en 27 negatieve culturen.
Tabel 14.2.5	 Vergelijking van IMAGEN Respiratory Screen 
met virusisolatie en een in de handel verkrijgbare IIF test 
(Bartels VRK) om de celcultuur te bevestigen

In de handel 
verkrijgbare 

IIF test

Virusneutralisatie

+ - + -

Onderzoekscentrum 1 
(zuidwesten van VK) 
n = 32

I M A G E N 
Respiratory 
Screen

+ 17 1a 18 0

- 0 14 0 14

Onderzoekscentrum 
3 (staat New York, VS) 
n = 52

I M A G E N 
Respiratory 
Screen

+ 39 0 39 0

- 0 13 0 13

O x o i d  L t d  
n = 3

I M A G E N 
Respiratory 
Screen

+ 3 0 3 0

- 0 0 0 0

a 	 Specimen waaruit RSV werd geïsoleerd en door cultuur 
werd getypeerd

Tabel 14.2.6	 Samenvatting van de vergelijking van 
IMAGEN Respiratory Screen met virusisolatie en een in de 
handel verkrijgbare IIF test (Bartels VRK) om de celcultuur te 
bevestigen

In de handel 
verkrijgbare 

IIF test

Virusneutralisatie

+ - + -

IMAGEN Respiratory Screen
+ 59 1a 60 0

- 0 27 0 27

% relatieve gevoeligheid 100(59/59) 100 (60/60)

95% betrouwbaarheidsintervallen (94-100%) (94-100%)

% relatieve gevoeligheid 96,4(27/28) 100 (27/27)

95% betrouwbaarheidsintervallen (82-100%) (87-100%)

% correlatie 98,9 (86/87) 100 (87/87)

95% betrouwbaarheidsintervallen (94-100%) (96-100%)

a 	 Specimen waaruit RSV werd geïsoleerd en door cultuur 
werd getypeerd

14.3.	 KRUISREACTIVITEIT
De in tabel 14.3.1 vermelde micro-organismen werden 
met IMAGEN Respiratory Screen getest en vertoonden 
geen kruisreactiviteit. Er werden onderzoeken naar de 
kruisreactiviteit uitgevoerd op bereidingen van objectglaasjes 
van stockculturen of recente microbiële isolaten.
Tabel 14.3.1	 Micro-organismen getest met IMAGEN 
Respiratory Screen die geen reactie bleken tevertonen

Micro-organisme Bron

Acholeplasma laidlawii NCTC 10116 neerslag van cultuur van 
vloeibaar groeimedium2

Bordetella pertussis1 Chocolade agar3

Branhamella catarrhalis1 Chocolade agar3

Candida albicans1 Fungaal medium3

Chlamydia pneumoniae1 Commerciële bereiding4

Chlamydia psittaci1 Commerciële bereiding4

Chlamydia trachomatis A-K, LGV1-
LGV31

Commerciële bereiding4

Coxsackie-virus A9 Commerciële bereiding5

Coxsackie-virus B1, B2, B3, B4, B5 Stockstammen5

Cytomegalovirus Humaan klinisch isolaat5

Echovirus 9, 11, 19, 22 Humaan klinisch isolaat5

Epstein-Barr-virus Commerciële bereiding gebruikt bij 
routinematige serologische tests5

Herpes-simplex-virus type 1 en 2 Commerciële bereiding5

Legionella pneumophila Serogroep 1. Geformaliseerde yolk sac. 
Commerciële bereiding gebruikt bij 
routinematige serologische tests4

Mycoplasma arginini NCTC 10129 neerslag van cultuur van 
vloeibaar groeimedium2

Mycoplasma hominis NCTC 10111 neerslag van cultuur van 
vloeibaar groeimedium2

Mycoplasma hyorhinus NCTC 10130 neerslag van cultuur van 
vloeibaar groeimedium2

Mycoplasma orale NCTC 10112 neerslag van cultuur van 
vloeibaar groeimedium2

Mycoplasma pneumoniae NCTC 10119 neerslag van cultuur van 
vloeibaar groeimedium2

Mycoplasma salivarium NCTC 10113 neerslag van cultuur van 
vloeibaar groeimedium2

Neisseria cinerea1 Bloedagar3

Neisseria lactamica1 Bloedagar3

Neisseria meningitidis A, B, C1 Bloedagar3

Neisseria perflava1 Bloedagar3

Poliovirus type 1, 2 en 3 Humane klinische isolaten5

Pneumocystis carinii Commerciële bereiding gebruikt bij 
routinematige serologische tests4

Rinovirus Humaan klinisch isolaat5

Streptococcus groep A, B, C, D, F en G1 Columbia agar3

1	 Gegevens, verworven bij Oxoid (Ely) Ltd.
2	 Smears bereid uit vloeibare groeimediumculturen 

van drie dagen, gedurende 30 minuten bij 3000g 
gecentrifugeerd, gespoeld in PBS, geresuspendeerd in 
100µL PBS en 15µL suspensie toegevoegd aan de wells 
van de objectglaasjes voor de microscoop.

3	 M e l k a c h t i g e s u s p e n s i e s ,  b e r e i d  i n  P B S u i t 
c u l t u u r m e d i u m , g e c e n t r i f u g e e r d , g e s p o e l d , 
geresuspendeerd in 1mL PBS en 20µL suspensie 
toegevoegd aan de wells van de objectglaasjes voor de 

microscoop.
4	 I n d e h a n d e l v e r k r i j g b a r e b e r e i d i n g e n v o o r 

objectglaasjes.
5	 Smears bereid uit virusculturen in buisjes die 50% CPE 

vertonen, gespoeld, geresuspendeerd in 0,2mL PBS 
en 15µL suspensie toegevoegd aan de wells van de 
objectglaasjes voor de microscoop.
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