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INFLU-A RESPI – STRIP & INFLU-A UNI – STRIP
Kód: C 1010, 25 testů v jednom balení

Kód: C 1510, 10 testů v jednom balení
Imunochromatografický test pro rychlou diagnostiku antigenu viru chřipky A v nasofaryngeálních  sekretech.

Pouze pro in vitro použití

Pouze pro profesionální použití
I. Úvod

chřipka je nejčastější virové infekční onemocnění respiračního traktu, které každoročně  postihne 10 %  lidské populace, v době  pandemie dokonce až 40-50  %. 

Dva hlavní typy chřipkových virů (A a B) jsou charakterizovány antigenní variabilitou. Typ A je diferencován variabilitou povrchových glykoproteinů hemaglutininu (H, 15 subtypů) a neuraminidázy (N, 9 subtypů). Chřipka typu A je rozšířenější a způsobuje závažné epidemie.Může vyvolat bronchitidu a pneumonii, zejména u dětí, starších dospělých a jedinců s chronickým respiračním onemocněním. Mírná virová infekce je nejčastěji přenášena respiračními sekrety při kýchání a kašli. Příznaky podobné onemocnění chřipkou mohou způsobit i jiná virová infekční agens. Proto je provádění laboratorních testů nezbytné pro odlišení ostatních akutních respiračních infekcí. Nová efektivní antivirotika proti chřipce jsou dostupná po roce 1990, ale jsou účinná pouze při podání v časné fázi onemocnění (dříve než 48 hod. po vypuknutí choroby). Izolace viru je stále osvědčenou standardní metodou pro diagnózu chřipky s téměř 100% senzitivitou po 3 dnech. Péče o pacienta a ekonomické náklady mohou být značně zlepšeny využitím rychlé, specifické a citlivé metody detekce antigenu za účelem poskytnutí nových antivirových léčiv.

II. Princip testu

Vyšetření Influ-A Respi-Stripem je určeno pro rychlou orientační diagnostiku antigenu chřipky A v nasofaryngeálních výtěrech nebo aspirátech nebo v buněčných supernatantech. Vyšší citlivosti je dosaženo v časné fázi onemocnění, krátce po objevení příznaků. Test je založen na imunochromatografickém systému. Na nitrocelulozových stripech jsou navázány specifické monoklonální protilátky proti antigenu chřipky A. Specifita testu je zajištěna monoklonálními protilátkami přímo proti nukleoproteinovým antigenům chřipky A.Další protilátky jsou konjugovány s částicemi koloidního zlata. Konjugát je imobilizován na polyesterové membráně.

Po ponoření stripu do tekutého vyšetřovaného materiálu rozpuštěný konjugát i vzorek migrují kapilární vzlínavostí. Jsou-li ve vyšetřovaném materiálu přítomny antigeny chřipky A, dochází při kontaktu s protilátkami proti chřipce A adsorbovanými na stripu k vytvoření první červené linky.Komplex vzorek-konjugát pokračuje v migraci stripem, který obsahuje další složku systému – polyklonální protilátky proti kuřecímu IgY. Přebytek konjugátu se na protilátku naváže a vytvoří druhou červenou  linku. Jestliže chromatografická reakce proběhla správně, vznikne druhá linka i u negativních vzorků a potvrzuje validitu testu. Strip, na kterém se vytvoří  obě červené linky je hodnocen jako pozitivní na  přítomnost  antigenu  chřipky A ve vyšetřovaném vzorku.

III. Reagencie a materiály

Influ A Respi-Strip obsahuje:

a)
25 ks senzibilizovaných stripů. Každý strip je senzibilizován  myšími monoklonálními protilátkami proti chřipce a kozím sérem proti kuřecím IgY protilátkám. Reagencie jsou purifikovány afinitní chromatografií. Konjugát je připraven z monoklonálních protiláteki přímo proti lidským antigenům chřipky A a kuřecích protilátek. Purifikované protilátky jsou konjugovány s částicemi koloidního zlata. Stripy jsou uloženy v lahvičce s desikantem.

b)
Ředicí pufr (15ml): pufrovaný  solný roztok pH 7,5 obsahující EDTA a NaN3 (< 0,1%), detergent a doplněk proteinů.

Materiál potřebný k provedení testu, který není součástí diagnostika:

- 3 – 5 ml zkumavky, stojan

- mikropipeta 

Influ A Respi-Strip obsahuje:
a)
10 ks senzibilizovaných stripů. Každý strip je senzibilizován  myšími monoklonálními protilátkami proti chřipce a kozím sérem proti kuřecím IgY protilátkám. Reagencie jsou purifikovány afinitní chromatografií. Konjugát je připraven z monoklonálních protiláteki přímo proti lidským antigenům chřipky A a kuřecích protilátek. Purifikované protilátky jsou konjugovány s částicemi koloidního zlata. Stripy jsou jednotlivě uzavřeny ve fólii s desikantem.

b)
Ředicí pufr (15ml): pufrovaný  solný roztok pH 7,5 obsahující EDTA a NaN3 (< 0,1%), detergent a doplněk proteinů.

c)
Zkumavky (10ks)

d)
Jednorázové tampony pro odběr vzorku (10ks)

e)
Pipety (10ks)

f)
Stojánek na zkumavky (1ks)

IV. Zvláštní opatření

-Test musí být proveden podle „Správné laboratorní praxe“ (SLP).

-Influ AB Respi-strip je pouze pro použití in vitro.

-Nedotýkat se prsty nitrocelulozy stripů!

-Při manipulaci se vzorky je vhodné používat rukavice.

-Likvidace veškerého materiálu použitého při práci musí být provedena podle SLP.

-Reagencie z balení různých šarží se nesmí nikdy zaměňovat!

-Stripy jsou citlivé na vlhkost, lahvičky mají být otevřeny jenom na nejkratší potřebnou dobu. Je nutno  

 se přesvědčit, je-li v lahvičce desikant.

-Dvě slabé zelené linky na stripech označují místa absorbce protilátek. Horní linka je migrační 

kontrolou, kontroluje zda-li test proběhl v pořádku, dolní linka je pro Influ A virus. V průběhu reakce  

zelená linka vymizí.

-Pokud je extrakční pufr kontaminován bakteriemi nebo plísněmi, je nutno jej zlikvidovat.

-Kvalita diagnostika nemůže být zaručena po uplynutí exspirační doby nebo při nedodržení  

skladovacích podmínek.

V. Skladování a stabilita

Neotevřené balení Influ A Respi-Strip  se  skladuje při 4 – 30 oC. 

Doba použití je vyznačena na štítku obalu.

Neotevřené diagnostikum  zůstane stabilní při teplotě  4 –30oC .

Otevřené  balení se uchovává v suchém prostředí  při teplotě 4 - 30 oC.

Při těchto skladovacích podmínkách zůstane stabilní 15 týdnů.

Diagnostikum (pufr a stripy) nesmí zmrznout!

VI. ODBĚR VZORKU

Odběr vzorků má být prováděn podle standardních metod pro odběr nasofaryngeálního výtěru vatovými tampony do transportního média, za sterilních podmínek. (Zprávy CEM, 9/2000, str. 369-370, „Doporučený postup při odběru materiálu pro vyšetření respiračních virů“).

Nasofaryngeální výtěry by měly být vyšetřeny v co nejkratší době po odběru. Pokud nelze vyšetřovaný materiál zpracovat ihned, je nezbytné jej uchovávat po dobu 24 hodin při teplotě 2 – 8 oC, po delší dobu při  teplotě  -20  oC.

VII. Pracovní postup

Příprava:

Pokud se Influ A Respi-Strip uchovává při teplotě 4 oC, je potřeba před použitím reagencie vytemperovat na pokojovou teplotu. Na zkumavky  se napíšou čísla vyšetřovaných vzorků a umístí se do stojánků.

Vzorky musí být vyšetřeny co nejdříve po doručení. 

Je nezbytné je uchovávat při teplotě  2 – 8 oC 24 hodin,  po delší dobu při -20 oC.

Provedení:

1) Tekuté nasofaryngeální sektery nebo aspiráty: Jestliže testovaný vzorek je kapalina kape se do každé  zkumavky  0,25 ml  (nebo 8 kapek) ředicího pufru. Poměr ředění je 1 : 1.

2) Stěry: Stěry mohou být uchovávány buď v tubách obsahujících transportní médium nebo v zařízení s gelem či spongiózní hmotou.

a) Jestliže je stěr uchováván v tekutém transportním médiu, je možné ho tlakem o stěnu zkumavky vytřít a pokračovat bodem 1.

b) Jestliže je stěr uchováván v netekuté hmotě, je nutné ho přemístit do zkumavky obsahující minimálně 0,5 ml solného roztoku či destilované vody, rozmíchat a tampón se stěrem  vymačkat o stěny zkumavky. Dále pokračovat bodem jedna.

3) Zkumavky se důkladně protřepou.

4)Diagnostický strip se do zkumavek ponoří směrem vyznačeným šipkou.

(Aby nedošlo k  rozpouštění  koloidních  částeček  zlata v  ředicím pufru, nesmí se  strip  ponořit hlouběji  než  po  čárku vyznačenou  pod  šipkami !!!)

5) Reakce proběhne během 15 minut.

VIII. Interpretace výsledků

Výsledky jsou interpretovány následovně:

1 linka = negativní 

2 linky = pozitivní 

0 linka = nelze hodnotit*

* Absence kontrolní linky - výsledek je neplatný.  Test je nutno opakovat.

Pro uchování výsledků se stripy usuší. Po vysušení jsou zřetelné velmi jemné linky.

Intenzita testovacích linek je závislá na kvantitě antigenních struktur ve vzorku. I slabá intenzita na testovacích linkách odpovídá pozitivnímu výsledku vyšetření. Nicméně test je pouze kvalitativní a nemůže být použit pro kvantitativní stanovení antigenů ve vzorku.

Různá intenzita kontrolní linie je akceptovatelná.

IX. ÚČINNOST

A. Detekční limit

Detekční limit byl proveden kvantifikovaným množstvím virů a byl vyhodnocen na 

7,2 x 106 vp/ml pro Influenzu A 

B. Senzitivita a specifita:

Bylo provedeno dvojí vyhodnocení pro Influenzu A. 113 vzorků bylo srovnáno s jiným rychlotestem pomocí RT-PCR.

89 vzorků s metodou TR - FIA

Výsledky jsou následující:

	
	Influ A&B Respi-Strip
	Celkem

	RT-PCR
	Pozitivní
	Negativní
	

	Pozitivní
	36
	11
	47

	Negativní
	0
	66
	66

	Celkem
	36
	77
	113


Senzitivita: 76,6 %

Specifita: 100 %

Shoda: 90,3 %

	
	Influ A&B Respi-Strip
	Celkem

	TR-FIA
	Pozitivní
	Negativní
	

	Pozitivní
	32
	1
	33

	Negativní
	0
	56
	56

	Celkem
	32
	57
	89


Senzitivita: 97 %

Specifita: 100 %

Shoda: 98,9 %

C. Přesnost

Přesnost mezi šaržemi: 

Několik  pozitivních vzorků  bylo testováno  3x   různými šaržemi.

Ředicí pufr byl paralelně testován 3x s  pozitivním vzorkem.

Výsledky byly stejné ve 100 %.

U všech  testovaných šarží  vyšly pozitivní vzorky chřipky A pozitivně, objevily se obě barevné linky.

Ředicí pufr byl negativní.

Přesnost v rámci šarže:
Několik pozitivních vzorků  bylo  testováno  15x jednou šarží.

Ředicí pufr byl paralelně 15x  testován s pozitivním vzorkem.

Výsledky byly shodné ve 100 %.

D. Interference

Zkřížená reaktivita byla prověřena testováním pozitivních vzorků:

Adenovirus, HSV, RSV, Enterovirus, Rhinovirus, Nocardia asteroides, Streptococcus pneumoniae, Moraxella catarrhalis, Streptococcus pyogenes, Aspergillus niger, Legionella pneumophila, Candida albicans, Haeomophilus influenzae.

Ve všech případech byl výsledek testů vyšetřovaných vzorků negativní. 

Test zkřížené reaktivity byl také proveden na vzorcích Staphylococcus aureus a byl nalezen jako pozitivní až při koncentracích bakterií vyšších než 109 CFU/ml.

X. Limity vyšetření testu:

Influ A Respi-Strip je test pro screening v akutní fázi onemocnění. Nasofaryngeální výtěry odebrané později mohou mít titr antigenu chřipky A pod prahem senzitivity diagnostika. Vyšetření Influ A Respi-Stripem musí být porovnáno se všemi dostupnými klinickými a laboratorními informacemi. Pokud je výsledek testu negativní, přestože pacient jeví příznaky onemocnění, je třeba provést ověření kultivací vzorku.

Pozitivní výsledek testu nevylučuje možnost přítomnosti jiných patogenů. 
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