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Influ-A Respi-Strip, Influ A-Respi-CIT C E

Test immunochromatograficzny in vitro

do wykrywania wirusa Influenza A

w wydzielinie nosowo-gardtowej (wymaz, wyptukiwani elub
aspirat).

TYLKO DO UZYTKU IN VITRO
Numer katalogowy: C-1010, 25 testéw w opakowaniu
C-1210, 20 testéow pakowanych indyw idualnie

. WPROWADZENIE

Influenza jest wysoce zakazng wirusowg infekcjg gérnych drég oddechowych,
ktéra cechuje zmienno$¢ antygenu, sezonowos$é oraz wptyw na catg
populacje.

Z dwoch gtéwnych typow (A i B) wiruséw grypy, podtypy wiruséw A
zr6znicowane sg przez zmienny antygen powierzchniowych glikoprotein
hemaglutynacyjnych (H, 15 podtypéw) i neuraminidazy (N, 9 podtypow).
Wirusy z grupy A sg najbardziej rozpowszechnione i wywotujg wigkszo$¢
powaznych epidemii.

Influenza moze powodowac¢ wiele komplikacji takich jak bronchity czy
zapalenie ptuc, szczegolnie u dzieci, starszych ludzi czy tez u 0os6b z
chronicznymi chorobami uktadu oddechowego. Najczesciej jest to tagodna
infekcja wirusowa przenoszona za pomocg wydzielin gérnych drég
oddechowych poprzez kichanie czy kaszel. Jest wiele innych wirusowych
infekcji nasladujacych grype, co powoduje koniecznosé uzycia testow
laboratoryjnych w celu rozr6znienia jej wéréd ostrych infekcji oddechowych.
Nowe skuteczne metody wykrywania wirusa pojawity sie ok.1990r. lecz daja
one efekty, jesli bedg zastosowane we wczesnym stadium choroby (przed
uptywem 48 h od wystgpienia objawow).

Do izolacji wirusa w celu diagnozowania grypy stosowana jest wcigz
standardowa metoda, z okoto 100% czutoscig osiagang po 3 dniach.
Ochrona zdrowia pacjentéw oraz zminimalizowanie kosztéw leczenia powinny
by¢ w powaznym stopniu wskazaniem do stosowania szybkich, specyficznych
i czutych dla wykrywania antygenu metod wykorzystujgcych nowe skuteczne
sposoby wykrywania wirusa.

1. ZASADA METODY

Test ten jest gotowy do uzycia i bazuje na zastosowaniu jednolitego
immunochromatograficznego systemu ze zlotym koloidem. Specyficzno$¢
testu jest gwarantowana przez monoklonalne przeciwciata, skierowane
przeciwko antygenom A grypy. Nitrocelulozowa membrana uczulona jest
przeciwciatami skierowanymi przeciwko antygenom A oddechowego wirusa
grypy. Inne przeciwciato, potaczeniu z czasteczkami ztota koloidalnego tworzy
staty konjugat na poliestrowej membranie.

Test ten jest nakierowany na wykrywanie wirusa A grypy w wydzielinie z nosa
i gardta lub kulturach nadsgczowych.

Kiedy pasek zostaje zanurzony w rozcienczonym roztworze WGN
(wydzielinie gardtowo-nosowej) lub roztworze kultur wirusa, rozpuszczony
konjugat wedruje z prébkg przez powierzchnige membrany, gdzie wchodzi w
kontakt z anty-Influenza A monoclonalnym przeciwciatem zaadsorbowanym
na nitrocelulozie. Jesli prébka zawiera wirusa A grypy, kompleks konjugat-
Influenza A bedzie wigzat sie z przeciwciatami anty-Influeza A
zaadsorbowanymi na nitrocelulozie. Rezultat - w postaci czerwonej linii
tworzgcej sie na pasku - pojawia sie w ciggu 15 minut.

Roztwoér kontynuujgc wedréwke, napotyka odczynnik (poliklonalne anty-kurze
1gY) i wigze konjugat kontrolny, tworzac w ten spos6b czerwona linie kontrolng,
potwierdzajgcg prawidtowe dziatanie testu.

l1l. ODCZYNNIKI | MATERIAL Y

Kazdy zestaw zawiera:

1. Paski Influ- A Respi-Strip

Kazdy pasek jest uczulony mysim anty-Influenza A monoclonalnym
przeciwciatem oraz kozig surowicg anty-kurze IgY. Konjugat zostat
utworzony z monoklonalnych przeciwciat skierowanych przeciw ludzkim
antygenom A grypy i kurzych przeciwciat, sprzezonych z czastkami zlota
koloidalnego. Koniugaty te wysuszono i umieszczono w dolnej czes$ci paska.
Paski umieszczone sg w pojemniku z saszetkg pochtaniajgcg wilgo¢.

2. Roztwor buforu (15 ml)

Roztwor soli buforowany do pH 7.5, zawierajgcy EDTA, NaN3 (<0.1%),
detergent i biatka uzupetniajace.

3.  Instrukcja u zywania (1)
4. Potrzebne materialy (dostarczane z zestawem C-15 10)
- 3 lub 5 ml probéwki testowe

- pojemnik do zbierania prébek
- statyw

ALPHA
DIAGNOSTICS

Autoryzowany przedstawiciel i dystrybutor
Alpha Diagnostics Sp. z 0.0.
Ul. Gabriela 2, 01- 347 Warszawa
Tel. (22) 631 40 13; fax (22) 632 42 11

Magazyn; Produkcja; Kontrola Jako$ci; Serwis
Ul. Stepinska 22/30, 00 -739 Warszawa
Tel. (22) 631 42 27; fax (22) 631 48 23

e-mail: ad@alphadiag.com.pl
www.alphadiag.com.pl

IV. SRODKI OSTROZNOSCI

- Wszystkie czynno$ci testu musza by¢ spetnione i wykonane zgodnie
z zasadami Dobrej Praktykyki Laboratoryjnej.

- Test Influ-A Respi-Strip jest przeznaczony tylko do diagnostyki in vitro.

- Nalezy unika¢ dotykania obszaréw testowych paska.

- Uzywac rekawiczek w czasie pobierania probki.

- Usuwac¢ rekawiczki, wymazoéwki, probowki, uzyte paski zgodnie z DPL.

- Nigdy nie nalezy uzywa¢ odczynnikéw pochodzacych z ré6znych serii.

- Pojemnik z paskami musi by¢ doktadnie zamkniety po kazdym wyjeciu
paskéw do badania, ze wzgledu na ich podatno$é na zawilgocenie.
Nalezy sie upewni¢ czy w $rodku jest saszetka pochtaniajgca wilgo¢.

- Jezeli paski przechowywane sg w opakowaniach indywidualnych, nalezy
otwiera¢ je ostroznie, by nie uszkodzi¢ paska.

- Dwie zielone linie wyznaczajg miejsce adsorpcji przeciwciata. Gérna linia
kontroluje przeptyw, a dolna jest linig testu Influ-A. Znikajg one w trakcie
badania.

- Nie uzywaé buforu zanieczyszczonego bakteryjnie lub pokrytego plesnia.

- Jakos$¢ odczynnikéw nie jest gwarantowana po przekroczeniu ich terminu
waznosci, lub gdy sg niewlasciwie przechowywane.

- Aby unikn g€ rozcie nczenia konjugatu ztota koloidalnego w roztworze,
nalezy uwa za¢, aby w czasie wykonywania badania nie zamoczy ¢
paska powy zej linii umieszczonej pod strzatkami.

V. USUWANIE ODPADOW

Kazdy uzytkownik jest odpowiedzialny za odpowiednie zagospodarowanie
wytworzonych odpadéw i musi mie¢ pewnosé, ze sg one usuwane zgodnie z
obowigzujgcymi przepisami prawnymi.

VI. PRZECHOWYWANIE

Nie uzywany zestaw Influ-A Respi-Strip przechowywany w temp. 4 - 30C, jest
trwaty do daty waznosci podanej na opakowaniu.

Po otwarciu, paski przechowywane (w tubie ) w temp. 4 - 30C i suchym
otoczeniu zachowuijg trwato$¢ przez 15 tygodni.

Zestawu Influ-A Respi-Strip nie wolno zamrazagé.

Trwajg badania nad petna diugotrwatlg stabilnoscia testu. Wyniki przejsciowe
sg dostepne w CORIS-BioConcept.

VII. PROBKI
Prébki do testowania nalezy pobra¢ i przygotowaé standardowymi metodami
pozyskiwania wydzieliny nosowo-gardtowej (wyptukiwanie, aspirat, wymaz).

1) Prébki z wydzieling musza by¢ badane jak najszybciej po
ich zebraniu. Jesli testu nie wykonujemy od razu, prébki
mozna przechowa¢ w temp. 2 - 8C przez 24 godziny, lub
przy diuzszym przechowywaniu, lecz nie dtuzej niz 1 miesigc,
zamrozi¢ do -20C. Nale zy sie upewni¢, ze probki nie byty
poddane dziataniu formaldehydu lub jego pochodnych.

2) Zabrania sie uzywania do badania plwociny.

3) Aby test byt prawidtowo wykonany, objetos$é prébki musi
wynosi¢ doktadnie 500 pl.

VIII. WYKONANIE

Przygotowanie:

Jesli zestaw Influ-A Respi-Strip byt przechowywany w temp. 4C, nale zy
przed rozpoczeciem badania doprowadzi¢ wszystkie odczynniki do
temperatury pokojowej. Napisa¢ nazwisko pacjenta lub numer prébki na
probéwce testowej (zaplanowac po jednej probéwce na prébke).
Umiesci¢ oznakowane probowki w statywie.

PROCEDURA PRZYGOTOWANIA PROBKI:

1. Wydzielina z nosogardzieli (poptuczyny i/lub aspirat. Zmiesza¢
0.25 ml ptynnej prébki z 0.25 ml czyli 8 kroplami roztworu buforu w
celu uzyskania dwukrotnego rozcienczenia.

2. Wymaz. Wymaz mozna przechowywac¢ w probéwce z podtozem
transportowym lub w pojemniku z zelem lub gabka.

a- Jezeli wymaz jest przechowywany w ptynnym podtozu transportowym,
nalezy wycisng¢ go poprzez obtarcie jego powierzchni o $cianki
probowki i nastepnie przygotowac roztwdr w sposéb opisany w punkcie 1.

b- Jezeli wymaz jest przechowywany w innym niz ptynne podtozu, to nalezy
umiesci¢ go w probéwce zawierajgcej minimum 0,5 ml soli fizjologicznej




lub wody destylowanej, zamiesza¢ i wycisng¢ wacik, obcierajgc go o
$cianki probowki. Nastepnie nalezy przygotowac roztwér w sposéb
opisany w punkcie 1. Jezeli jedyng drogg pobrania probki jest zrobienie
wymazu, zaleca si¢ pobranie 3 wymazoéw od jednego pacjenta.
3. Wymiesza¢ do uzyskania homogennej zawiesiny.
4. Zanurzy¢ uczulony pasek w kierunku wyznaczonym przez strzatki i
pozostawi¢ na 15 minut. Wyniki musza by¢ odczytane na mokrym pasku po
uptywie 15 minut inkubaciji.

IX. INTERPRETACJA WYNIKOW
Woyniki interpretowane sg nastepujgco:

1 g6rna linia = test ujemny
2 linie = test dodatni
brak linii = test niewa zny*

* Brak gornej linii, ktéra jest linig kontrolng, uniewaznia wynik testu.
W takim przypadku badanie nalezy powtérzyé.

Intensywno$¢ zabarwienia linii testowej moze by¢ proporcjonalna do ilosci
antygenow w probce. Nawet najdelikatniejsza linia testowa musi by¢
interpretowana jako wynik dodatni. Jednakze jest to test jakosciowy i nie
wskazuje na ilo$¢ antygenu w prébce. Przy stawianiu diagnozy nalezy bra¢
pod uwage objawy kliniczne i wyniki innych testow.

Wahania w intensywnosci zabarwienia linii kontrolnej sg dopuszczalne. Po
uptywie 15 minut lub po wyschnieciu paska, zadna ukazujgca sie nowa linia
nie powinna by¢ brana pod uwage.

W celu przechowania wykonanych testéw nalezy wysuszy¢ pasek po
usunieciu nadmiaru absorbentu, ktéry zbiera sie na dole paska.

Po wysuszeniu, wokét linii testowej moze pojawié sie stabo widoczny cien.

X. CHARAKTERYSTYKA TESTU

A.  Limit wykrywalno $ci:
Limit wykrywalnosci zbadano uzywajgc oznaczony ilosciowo szczep wirusa
Influenza A (strain HIN1) i okreslono na 7,2 x 10° vp/m.

B.  Czuto $¢ — Specyficzno $¢ (Korelacja)

C.

Dziatanie testu oceniono i sprawdzono na 113 mrozonych prébkach
wymazéw z WNG w poréwnaniu z technikg RT-PCR.

Ocene ta zostata przeprowadzona na nastepujgcych prébkach: 3 prébki
wymazéw z WNG przechowywano w 2,5 mL podtoza transportowego i
przygotowano do badania w sposéb opisany w punkcie 2-a rozdziatu VIII

Kolejng ocene przeprowadzono w Finlandii wykonujac badania na 89
prébkach wobec TR-FIA (Time-Resolved Fluoro-Immunoassay)

RT-PCR
Wyniki Wyniki Wyniki
Pasek dodatnie ujemne koncowe
Influ-A Respi
Wyniki dodatnie 36 0 36
Wyniki uiemne 11 66 77
Wyniki koncowe 47 66 113
Czutosé = 76,6% Przewidywane dodatnie wyniki = 100%
Specyficznos$¢ = 100% Przewidywane ujemne wyniki = 85,7%
TR-FIA
Wyniki Wyniki Wyniki
Pasek dodatnie ujemne koncowe
Influ-A Respi
Wyniki dodatnie 32 0 32
Wyniki uiemne 1 56 77
Wyniki kohcowe 33 56 89

Czuto$é = 96,97%
Specyficznos¢ = 100%

Przewidywane dodatnie wyniki = 100%
Przewidywane ujemne wyniki = 98,25%

C. Odtwarzalno $¢é

W celu zbadania precyzji wewnatrz serii, jedng dodatnig prébke i bufor (jako
ujemna probka kontrolna) przebadano 15 krotnie z uzyciem paskéw o tym
samym numerze serii i w tych samych warunkach eksperymentu. Wszystkie
wyniki byty prawidtowe i zgodne z przewidywaniami.

Oceniajgc precyzje migdzy seriami, te same prébki (materiat i bufor)
przebadano z zastosowaniem paskéw o trzech réznych numerach serii.
Wszystkie wyniki byty prawidtowe i zgodne z przewidywaniami.

D. Interakcje:

Nie stwierdzono oddziatywania na wyniki nastepujacych czynnikéw
patogennych: Adenoviruses, HSV, Entreovirus, RSV, Influenza B, Rhinovirus,
Nocardia asteroides, Streptococcus pneumoniae, Moraxella catarrhalis,
Streptococcus pyogenes, Aspergillus niger, Legionella phneumophila,
Candida albicans, Haemophilus influenzae.

Wykonano réwniez test na reakcje krzyzowg ze strony Staphylococcus
aureus i stwierdzono, ze wystepuje ona przy wysokich stezeniach tej bakterii
(ok. 10° CFU/mI).

Prébek zawieraj acych krew czy erytrocyty nie nale  zy testowa €,
poniewa z mozemy uzyska € fatszywie dodatni wynik.

XI. OGRANICZENIA

Wyniki testu Influ-A Respi-Strip muszg by¢ poréwnane z innymi dostepnymi
klinicznymi objawami i laboratoryjnymi informacjami. Pozytywny wynik testu
nie wyklucza mozliwosci obecnosci innych patogendéw.

Test Influ-A Respi-Strip jest skriningowym testem ostrej fazy. Probki WNG
zebrane po jej zakonczeniu mogg zawiera¢ miana antygenu ponizej progu
wykrywalnosci testu. Jesli uzyskamy negatywny wynik pomimo
zaobserwowanych objaw6w to w celu potwierdzenia prawidtowosci wyniku
powinny by¢ uzyte kultury bakteryjne.
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