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RSV RESPI  – STRIP

Kód: C 1006, 25 testů v jednom balení

In vitro imunochromatografický test pro rychlou diagnostiku antigenu respiračního syncytiálního viru (RSV) v nasofaryngeálních výtěrech nebo buněčných supernatantech.

Pouze pro in vitro použití

Pouze pro profesionální použití
I. Úvod

Respirační syncytiální virus (RSV) je častou  příčinou respiračního onemocnění osob všech věkových  kategorií.

Vyskytuje se v každoročních epidemiích současně s ostatními akutními onemocněními respiračního traktu (ARI).

Každý rok je více jak 50 % dětí infikováno.Představuje nejčastější příčinu běžných respiračních infekcí u novorozenců a dětí mladších 4 let.

RSV je vysoce nakažlivé onemocnění přenosné kapénkovou cestou.

Klinický obraz onemocnění  horních i dolních cest dýchacích je rozmanitý v závislosti na věku a rizikových faktorech pacientů. Kromě běžného respiračního onemocnění může způsobit i závažné život ohrožující infekce. Onemocnění ohrožuje hlavně děti do dvou let a věkové skupiny nad  65 let. 
Infekce u starších dětí a u dospělých mohou mít lehčí průběh, obvykle spontánně mizející, projevující se rýmou a ucpaným nosem nerozpoznatelným od běžného nachlazení.
Nejčastějšími klinickými syndromy RSV infekcí dolních cest dýchacích je bronchiolitida (43 – 90%),  pneumonie (5 – 40%) a tracheobronchitida (10 – 30%). Příznaky bronchiolitidy se projevují kašlem, sípáním, ztíženým dýcháním, zvýšením počtu nádechů nad 40 za minutu a namodralým zbarvením okolo úst.

Onemocnění  RSV vyžaduje každoročně hospitalizaci zejména dětských  pacientů a pacientů s rizikovými faktory, u kterých  je prokázáno  zvýšené procento mortality. 

Do rizikových skupin patří především:

-nedonošené děti dvou let života 

-kojenci  mladší 6ti měsíců před  počátkem RSV sezony

-děti mladší dvou let s chronickým onemocněním plic nebo bronchopulmonární dysplasií a cystickou fibrozou  

-děti s vrozeným onemocněním srdce

-imunodeficientní jedinci

-imunosuprimované děti a ostatní pacienti po transplantacích 

-jedinci žijící ve špatných sociálně-ekonomických podmínkách

Mortalita v těchto skupinách je až 5% ze 125 000 ročně hospitalizovaných dětí, celkově 2%. Infekce u starších dětí a dospělých  mají mírnější průběh. 

RSV bývá i častou příčinou nozokomiálních infekcí respiračního traktu.

II. Princip testu

Test pro rychlou diagnostiku RSV antigenu v nasofaryngeálních výtěrech nebo buněčných supernatantech je založen na homogenním membránovém imunochromatografickém systému s koloidními zlatými částicemi. Na nitrocelulózovou membránu jsou navázány specifické monoklonální protilátky proti jednomu konci proteinu F RSV. Jiné monoklonální protilátky proti druhému konci proteinu F jsou konjugovány s částečkami koloidního zlata. Konjugát je imobilizován na polyesterové membráně.

Po ponoření stripu do tekutého extraktu nasofaryngeálního sekretu nebo do tekutého extraktu z buněčné kultury, oba rozpuštěné konjugáty i vzorek migrují pasivní difůzí. Jsou-li ve vyšetřovaném materiálu přítomny antigeny RSV, dochází při kontaktu s protilátkami proti RSV adsorbovanými na nitrocelulóze k vytvoření první červené linky.

Komplex vzorek-konjugát pokračuje v migraci stripem až dosáhne kontrolní linky jenž váže kontrolní konjugát.
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  RSV antigenu ve vyšetřovaném vzorku.

Výsledek je viditelný po 15 minutách.

III. Reagencie a materiály

Každé RSV Respi-Strip diagnostikum obsahuje:

a) 25 ks senzibilizovaných stripů
Každý strip je senzibilizován  myšími monoklonálními protilátkami proti jednomu konci proteinu F RSV. Reagencie jsou purifikovány a adsorbovány na nitrocelulózu. Anti-RSV konjugát  je připraven s myšími monoklonálními protilátkami proti druhému konci proteinu F lidského RSV antigenu.
Protilátka je purifikována  a  konjugována s částicemi koloidního zlata. 

Stripy jsou uloženy v lahvičce s desikantem.

b) Extrakční pufr (15ml)

Pufrovaný  solný roztok pH 7,5 , obsahující NaN3 (< 0,1%), detergent a doplněk proteinů.

Materiál potřebný k provedení testu, který není součástí diagnostika:

3 – 5 ml zkumavky, mikropipety

Doporučený materiál:  RSV pozitivní kontrola (možno objednat pod katal. č. C-1086) 

IV. Zvláštní opatření

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

· RSV Respi-strip je pouze pro použití in vitro.

· Dotýkat se prsty nitrocelulozy stripů se nesmí!

· 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.
· 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 RSV Respi-Strip  se skladuje při 4 – 37 oC. 

Doba použití je vyznačena na štítku obalu.

Neotevřené diagnostikum zůstane stabilní  při teplotě  4 –37 o C po celou dobu použití.

Otevřené balení se uchovává v uzavřené lahvičce v suchém prostředí při teplotě 4 – 37 oC. Při těchto skladovacích podmínkách zůstane stabilní 15 týdnů.

RSV Respi - Strip diagnostikum (stripy a pufr) nesmí zmrznout!

VI. ODBĚR VZORKŮ

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 RSV Respi-Strip uchovává  při teplotě 4o C je potřeba před použitím reagencie vytemperovat na pokojovou teplotu.

Zkumavky je třeba označit čísly vyšetřovaných vzorků.

Vzorky se nemají upravovat roztoky obsahující formaldehyd nebo jeho deriváty.

Provedení:

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

3.
Zkumavky se důkladně protřepou a inkubují 10 minut při pokojové teplotě.

4.
Pro kontrolu kvality testu je vhodné používat pozitivní RSV kontrolu (C-1086), která není součástí

diagnostika. Kontrola je v pracovním ředění, do zkumavky se kape 0,25 ml.

Extrakční  pufr se nepoužívá!!!

5. 
Diagnostický strip se do zkumavek ponoří směrem označeným šipkou.
(Aby nedošlo k rozpouštění koloidních částeček zlata v extrakčním pufru, nesmí se strip  ponořit

hlouběji  než po  čárku vyznačenou pod šipkami !!!)
6. 
Reakce proběhne během 10 maximálně 15 minut. 
VIII. Interpretace výsledků

Výsledky jsou interpretovány následovně:

1 linka = negativní 

2 linky = pozitivní 

0 linka = nelze hodnotit*

*Absence kontrolní linky (horní linka) - výsledek je neplatný.  Test je nutno opakovat.

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.

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

A. Senzitivita a Specificita 

Diagnostikum bylo validováno v Saint- Pierre Hospital v Bruselu (Belgie) srovnáním výsledků RSV Respi-Stripu s kultivačními testy.

Senzitivita a specifita byla testována na 500 vzorcích.

Výsledky jsou následující:

	
	Kultivačně
	

	RSV Respi -Strip
	Pozitivní
	Negativní
	Celkem

	Pozitivní
	153  
	22
	175

	Negativní
	17
	308
	325

	Celkem
	170
	330
	500


Senzitivita = 90,0 % (153/170)

Specificita = 93,3 % (308/330)

Přesnost (shoda) = 92,2 % (461/500)

(N = 500)
Diagnostikum bylo také validováno srovnáním výsledků s imunofluorescenčním vyšetřením (IF) metodou RT – PCR (Francie). Senzitivita a specificita byla testována na 100 vzorcích.
	
	IF
	

	RSV Respi -Strip
	Pozitivní
	Negativní
	Celkem

	Pozitivní
	48  
	0
	48

	Negativní
	2
	50
	52

	Celkem
	50
	50
	100


Senzitivita = 96 % (48/50)
Specificita = 100 % (50/50)

Přesnost (shoda) = 98 % (98/100)

(N = 100)

Diagnostikum bylo validováno v nezávislém výzkumném centru (Canada) ve srovnání s DFA, s nazofaryngeálními výplachy na 236 vzorcích.

	
	DFA

	Coris
	Pozitivní
	Negativní
	Celkem

	Pozitivní
	106
	2
	108

	Negativní 
	9
	119
	128

	Celkem
	115
	121
	236


Senzitivita = 92 % (108/119)

Specificita = 98 % (119/121)

Přesnost (shoda) = 96 % (227/236)

(N = 236)

Diagnostikum bylo validováno ve srovnání s enzymatickým testem.

	
	Enzymatický rychlý test

	Coris
	Pozitivní
	Negativní 
	Celkem

	Pozitivní
	40
	0
	40

	Negativní
	8
	34
	42

	Celkem
	48
	34
	82


Senzitivita = 83,3 % (40/34)

Specificita = 100 % (34/34)

Přesnost (shoda) = 90 % (74/82)

(N = 82)

B. Přesnost

  Přesnost mezi šaržemi: 

Jeden RSV pozitivní vzorek byl testován  3x  deseti různými šaržemi RSV Respi-Strip. 

Extrakční pufr byl paralelně testován  3x  s RSV pozitivním vzorkem.

Výsledky byly správné ve 100 %.

U všech  deseti  šarží  vyšly RSV pozitivní vzorky  v ředění 1:20 

pozitivně a extrakční  pufr  negativně.

 Přesnost v rámci šarže:
Jeden  RSV-pozitivní vzorek byl  testován  15x  jednou šarží

RSV Respi -Strip.

Extrakční pufr byl paralelně 15x  testován s pozitivním vzorkem  RSV.

Výsledky byly správné ve 100 %.

Všech 15 testů  RSV pozitivního vzorku bylo v ředění 1:20 pozitivních.

Všech 15 testů extrakčního pufru  bylo negativních.

C: Zkřížená reaktivita:

Byla provedena kontrola zkřížené reaktivity pozitivních vzorků k následujícím patogenům:

Adenovirus

HSV

Parainfluenza

Enterovirus

Influenza A

Influenza B

Rhinovirus

Moraxella catarrhalis

Streptococcus pyogenes

Aspergilus niger

Legionella pneumophilae

Candida albicans

Haemophilus influenzae

Výsledek byl 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.

D: Detekční limit
Detekční limit byl proveden s RS virem, druh A – 2 a vyčíslen na 3,7 x 105 vp/ml.

X. LIMITY KITU

Výsledky testu musí být srovnávány se všemi dostupnými klinickými a laboratorními informacemi.

Pozitivní výsledek testu nezaručuje, že nejsou přítomny jiné patogeny.

RSV Respi-Strip test je screeningový test, který se používá při akutní fázi onemocnění. Vzorky stolic, které jsou odebrané po této fázi, mohou obsahovat titry antigenů pod prahem citlivosti diagnostika.
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