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STREIFEN

VERWENDUNGSZWECK

BESTANDTEILE DER TESTPACKUNG

Der Secu®RSV Test ist ein immunchromatographischer invitro Test fur
die schnelle und qualitative Bestimmung des Antigens (F Protein) des
Respiratory Syncytial Virus aus Abstrichen (Nase, Nasopharyngeal),
Nasopharyngealspulwasser oder Uberstand von Kulturen.

EINLEITUNG UND
DIAGNOSTISCHE BEDEUTUNG

Das Respiratory Syncytial Virus (RSV] ist eine der Hauptursachen
von Atemwegserkrankungen aller Altersgruppen. Es ist in der
Padiatrie, besonders bei Kindern unter 4 Jahren, die haufigste
Ursache schwerer Infektionen des Respirationstraktes. Bei alte-
ren und immungeschwachten Menschen ist es verantwortlich far
ernste Verlaufe mit hoher Mortalitat. Die beiden schwersten Erkran-
kungen bei Kindern zwischen 2 und 6 Monaten sind Pneumonien
und Bronchiolitis. Bei alteren Kindern und Erwachsenen verlauft
die Erkrankung weniger schwer, ist im Allgemeinen selbst limitie-
rend und nicht von einer gewshnlichen Erkaltung zu unterscheiden.
In den USA infizieren sich jahrlich bis zu 50% der Kinder mit RSV.
70% aller Bronchiolitisfalle und von 80.000 bis 125.000 Kran-
kenhauseinweisungen sind auf RSV zurtckzufuhren. Betroffen sind
Neugeborene und Kinder, die unter Asthma, Lungen- oder Herzpro-
blemen leiden. Dartber hinaus ist eine im ersten Lebensjahr durch
das RSV ausgeloste Bronchiolitis einer der Hauptrisikofaktoren fur
spateres Asthma. Das RS-Virus ist sehr ansteckend. Die Ubertra-
gung erfolgt durch Tropfcheninfektion sowie durch direkten oder
indirekten Kontakt mit infektidsen Sekreten. Das RS-Virus beféllt
sowohl den oberen als auch den unteren Respirationstrakt, wobei
die vorherrschenden Erkrankungen des unteren Traktes Pneumonien
und Bronchiolitiden sind. Die Bronchiolitis wird mit Husten, Atemge-
rauschen, beginnender Dyspnoe, erhéhter Atemfrequenz mit bis zu
40 Atemzugen pro Minute und blaulicher Verfarbung der Haut um
den Mund diagnostiziert. Haufige Symptome der Pneumonie sind
Atemnot und auskultatorisches Knistern (Crepitatio).

TESTPRINZIP

Der Secu®RSV Test ist gebrauchsfertig. Der Test dient dem Nachweis
von RSV direkt aus Nasopharyngeal-Sekret. Um eine héhere Sensi-
tivitat zu erreichen, kann er auch mit dem Uberstand einer mehre-
re Tage alten Zellkultur durchgefuhrt werden. Er beruht auf einem
immunchromatographischen homogenen System mit kolloidalen Gold-
partikeln. Monoklonale Antikérper gegen ein Epitop des F Proteins von
RSV sind in der T-Region an die Nitrocellulosemembran gebunden.
Ein weiterer monoklonaler Antikarper ist an Goldpartikel gebunden
und fur ein zweites Epitop des F Proteins von RSV spezifisch. Dieses
Konjugat wird auf einer Polyestermembran im unteren Streifen des
Tests immobilisiert. Enthalt die Probe RS-Viren bindet das F Protein
an das Konjugat, welches anschlieBend mittels Kapillarkraften an der
Membran entlang wandert und mit den Anti-RSV Antikérpern in der
Testregion reagiert. Das Ergebnis ist innerhalb von 15 Minuten sicht-
bar und wird durch eine rote Testlinie auf dem Teststreifen angezeigt.
Bei der weiteren \Wanderung trifft die Losung auf ein Kontrollreagenz,
das den Konjugat-Uberschuss bindet und damit eine zweite rote Linie
hervorruft, die als Kontroll-Linie den ordnungsgemaBen Ablauf des
Tests bestatigt.
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Mitgelieferte Materialien:
e 10 einzeln verpackte Secu®RSV Teststreifen

e 1 Flasche Extraktionspuffer (15 ml) (gepufferte Kochsalzlésung
(pH 7,5), enthalt Borate, NaN3 (<0, 1%) und ein Detergens)

e 10 Testrohrchen

e GemaRB 93/42/EWG mitgeliefertes zusatzliches Material:
10 sterile Abstrichtupfer (Copan FLOQ Swabs) CE 0123

Copan Flock Technologies srl,
Via F.Perotti 18,
25125 Brescia - Italy

e Einwegpipetten
¢ 1 Rohrchenhalter

e 1 Gebrauchsanweisung

Zusatzlich benétigte Materialien
e Timer

e Secu®RSV Positivkontrolle (auf Anfrage lieferbar)

HALTBARKEIT UND LAGERUNG
DER REAGENZIEN

Der ungeodffnete Secu®RSV Test sollte bei 4-30°C gelagert werden
und kann bis zu dem auf der Verpackung angegebenen Verfallsdatum
verwendet werden. Die Secu®RSV Teststreifen und Extraktionspuffer
darfen nicht eingefroren werden.

WARNUNGEN UND
VORSICHTSMASSNAHMEN

Alle mit der Verwendung des Tests verbundenen Arbeitsschritte sollten
gemal GLP (Gute Labor-Praxis] erfolgen.

Der Secu®RSV Test ist nur fur den in-vitro-diagnostischen Gebrauch
bestimmt.

Beruhren Sie den Nitrozellulose-Teststreifen nicht mit den Fingern.
Tragen Sie bei der Handhabung der Proben Handschuhe.

Beseitigen Sie benutzte Handschuhe, Tupfer, Testréhrchen, und Test-
streifen gemal GLP.

Verwenden Sie keine Reagenzien aus anderen Test-Kits.

Offnen Sie die Folienbeutel mit Vorsicht, damit die Teststreifen nicht
beschadigt werden.

Die Absorptionsstellen der Immunreagenzien sind durch grine Linien
angezeigt. Die grune Farbe verschwindet wahrend des Testverlaufs.
Verwenden Sie keinen Extraktionspuffer, der mit Bakterien oder
Schimmelpilzen kontaminiert ist.

Nach Ablauf des Verfallsdatums oder bei nicht sachgemaBer Lagerung
der Reagenzien kann keine Qualitatsgarantie tbernommen werden.

Zur Vermeidung einer Verdunnung des kolloidalen Goldkonjugats in der
Lésung achten Sie darauf, dass der Teststreifen nicht tber die unter
den braunen Pfeilen markierten Linie eingetaucht wird.
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PROBENNAHME, -VORBEREITUNG
UND -LAGERUNG

Die zu testenden Proben sollen entsprechend der standardisierten
Methoden fur die Entnahme und Secu®RSV Test DE Handhabung von
Nasenrachenproben, Nasenrachenspulwasser und Nasenabstrichen
gewonnen und gelagert werden. Die Proben missen sobald wie
moglich nach der Entnahme getestet werden. Wenn sie nicht sofort
verwendet werden, sollten sie bis zu 24 Stunden bei 2-8°C oder bei
-20°C uber einen langeren Zeitraum aufbewahrt werden. Vergewis-
sern Sie sich, dass die Proben nicht mit Formaldehyd oder deren
Derivaten behandelt wurden.

Die folgenden Transportmedien sind getestet worden und haben
sich als kompatibel mit dem Secu®RSV Test erwiesen: M4 und M5
von Remel (Oxoid), Virocult-Medium (MWE), Hank's BSS in Vircell-
Medium, RPMI und Amies-Medium ohne Kohle. Stuart-Transport-
medium und Amies-Medium mit Kohle sind mit dieser Vorrichtung
nicht kompatibel.

Verwenden Sie fur Abstriche der Nasensekretionen nur die beige-
fugten Copan FLOQ Tupfer, um dieselbe Leistungseffizienz wie bei
der Verwendung von Nasenrachenspulungen bzw. -sekret zu garan-
tieren. Die Tauglichkeit von Abstrichtupfern anderer Marken bzw.
Hersteller fur den Secu®RSV Test ist nicht erwiesen. Die Verwen-
dung von Sputum oder Saliva ist unbedingt zu vermeiden, da die-
se zu ungultigen Ergebnissen fuhren kannen. Copan FLOQ Tupfer
mit Copan UTM kénnen vor der Testung bis 72 Stunden bei 2-8°C
gelagert werden.

TESTDURCHFUHRUNG

Testvorbereitungen:

Bringen Sie die Bestandteile des Secu®RSV Tests (in ungeoffneter
Verpackung) vor Testbeginn auf Raumtemperatur (15-30°C).
Nach dem Offnen sofort den Test durchfuhren. Die Rohrchen mit
der Probennummer beschriften. Die beschrifteten Testrohrchen in
einen Stander stellen.

Probenvorbereitung:

Die Leistung des Tests mit anderen Probenmaterialien als Nasen-
rachensekret wurde nicht untersucht. Fur optimale Testleistung
empfehlen wir die Verwendung von frischem Nasenrachensekret.

1a) Flussige Nasenrachenspulungen und/oder -aspirate oder
Kulturtberstand.

200 pL der flussigen Probe mit
7 Tropfen Extraktionspuffer mischen,
um ein Probenverdinnungsver-
haltnis von 1:2 herzustellen.

Tupfer, die nicht sofort nach
Probennahme getestet werden,
sollten in einem Ro6hrchen mit
Gel- oder Schwammatrix oder
einem Transportmedium aufbe-
wahrt werden.

Wahrend der Probenvorbereitung

sollte die Probe im Extraktions-

puffer aufgelost werden, indem 200
den Tupfer an der Rohrchenwand "M
grundlich ausgepresst wird und
die resultierende Lésung, wie im
Punkt |. beschrieben, weiterver-
arbeitet wird.
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1b) Trockene Tupfer:

Die mit dem Secu®RSV Test mitgelieferten
Tupfer sollten verwendet werden.

Tupfer, die sofort nach Probennahme getestet
werden, werden in 18 Tropfen Extraktionspuf-
fer getaucht und an der Réhrchenwand aus-
gepresst. Der Abstrichtupfer sollte nicht vor :
dem Ausdriicken der Probe gegen eine Flache ' 4
gedruckt werden, da dies zu einem Verlust

von Viren und zu einer Verringerung der Emp-

findlichkeit fuhren kénnte.

Grundlich umrthren, um die Lésung zu homo-

genisieren.

Durchfuhrung des Tests mit dem Teststreifen

Tauchen Sie den Teststreifen in Pfeilrichtung
in das Roéhrchen. Belassen Sie den Teststrei-
fen im Roéhrchen. Der Teststreifen darf nur
bis zur Markierungslinie unterhalb des Pfeils
in die verdunnte Probe eingetaucht werden.

Lesen Sie nach 15 Minuten das Ergebnis ab.
Positive Ergebnisse, die bereits vor Ablauf der
Zeit zu sehen sind kénnen bereits verwen-
det werden. Nach mehr als 15 Minuten keine

Ergebnisse mehr auswerten. 15 min

TESTAUSWERTUNG

POSITIV:

Zusatzlich zu der rotlich-violetten Linie in
der Kontrollregion (C) erscheint eine rétlich-
violette Linie in der Testregion (T). Die Inten-
sitat der Testlinie kann je nach der in der
Probe vorhandenen Antigenmenge variieren.
Jede rotlichviolette Linie (T), auch wenn sie
nur schwach sichtbar ist, sollte als positives
Ergebnis gewertet werden.

NEGATIV:

Eine rotlich-violetten Linie erscheint in der
Kontrollregion (C). In der Testregion (T) ist keine
Linie sichtbar.

UNGULTIG:

Das Nichtvorhandensein einer Kontrolllinie
weist auf ein Fehlschlagen des Testverfahrens
hin. Die Untersuchung sollte mit einem neuen C
Test wiederholt werden.

Nach dem Trocknen kann ein Schatteneffekt
im Bereich der Testlinie auftreten. Diese Linie
darf nicht als positives Testergebnis interpre-
tiert werden.
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QUALITATSKONTROLLE

Der Teststreifen beinhaltet eine interne Verfahrenskontrolle: Eine im
Kontrolllinienbereich (C) erscheinende farbige Linie wird als interne
Verfahrenskontrolle betrachtet. Sie bestatigt ausreichendes Proben-
volumen, eine korrekte Verfahrenstechnik und dass die Membran
ausreichend durchnasst ist.

In Ubereinstimmung mit der Guten Laborpraxis (GLP) empfehlen wir
die Leistung des Tests regelmaBig nach den Laborvorschriften zu
uberprufen. Dies kann mit der spezifischen Secu®RSV Test Positiv-
kontrolle erfolgen.
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GRENZEN DES TESTS

LITERATUR

Der Secu®RSV Test ist qualitativ und ist nicht in der Lage, die in der
Probe vorhandene Antigenmenge vorherzusagen. Die Ergebnisse des
Secu®RSV Tests mussen im Zusammenhang mit allen anderen ver-
fugbaren klinischen Informationen gesehen werden. Ein positives Tes-
tergebnis schliet die Moglichkeit nicht aus, dass andere Pathogene
vorhanden sein kénnten.

Bei dem Secu®RSV Test handelt es sich um einen Akutphasen-
Screeningtest. Proben, die nach dieser Phase gesammelt werden,
enthalten unter Umstanden Antigentiter, die unter der Empfindlich-
keitsgrenze des Reagens liegen. Wenn eine Probe trotz der beobach-
teten Symptome ein negatives Testergebnis liefert, sollte ein anderer
einschlagiger Test durchgefuhrt werden, um die Probe zu uberprufen.

LEISTUNGSMERKMALE DES TESTS

Nachweisgrenze

Nachweisgrenze von 3,7 x 10° vp/ml wurde anhand einer quanti-
fizierten Virus-Stammldsung (RSV-Stamm A-2) bestimmt und eva-
luiert.

Sensitivitdt und Spezifitat (Korrelation)

Der Secu®RSV Test wurde in zwei Labors (Belgien) im Vergleich zur
QPCR-Methode validiert.

QPCR

Positiv 121 4 125
Negativ 32 91 123
Total 183 95 248

Secu®RSV

Test

95 % Konfidenzintervall

Sensitivitat: 79,1 % (71,6 to 85,1%)

Spezifitat: 95,8 % (89,0 to 98,6%)

Positiver pradiktiver Wert: 96,8 % (91,5 to 99,0%)
Negativer pradiktiver Wert: 74,0 % (65,2 to 81,3%)
Gesamtubereinstimmung: 85,5 % (212/248)

Wiederholbarkeit und Reproduzierbarkeit

Um die Genauigkeit der Tests innerhalb einer Charge zu tuberprifen, wurde
die gleichen Positivproben und Puffer-Lésung unter gleichen Bedingungen
15 Mal mit Teststreifen aus einer Charge tuberpruft. Die Ergebnisse lagen
alle im erwarteten Bereich. Um die Genauigkeit unterschiedlicher Chargen
zu uberprifen, wurden gleiche Proben (Positiv und Puffer) mit Teststreifen
von drei unterschiedlichen Chargen gepruft. Auch hier lagen alle Ergebnis-
se im erwarteten Bereich.

Interferenz

Eine mdgliche Kreuzreaktivitdt wurde mit folgenden Krankheitserregern
untersucht: Adenovirus, HSV, Parainfluenza, Enterovirus, Influenza A,
Influenza B, Rhinovirus, Nocardia asteroides, Streptococcus pneumoniae,
Moraxella catarrhalis, Streptococcus pyogenes, Aspergillus niger, Legio-
nella pneumophilae, Candida albicans, Haemophilus influenzae.

Das Ergebnis war in jedem Fall negativ.

Mit  Staphylococcus aureus in sehr hoher Bakterienkonzentration
(10° cfu/ml) zeigte der Test eine positive Reaktion.
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