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Specialni imunologické metody — cviceni

Téma : Imunochromatografické stanoveni pritomnosti antigenu RSV viru

Teorie: Binax NOW"® RSV TEST je rychla imunochromatograficka metoda pro kvalitativni
stanoveni antigenu RSV (Respiracniho Syncycidlniho Viru) z nasalniho vyplachu nebo vytéru
znosohltanu u symptomatickych pacienti. RSV zpisobuje casto se vyskytujici onemocnéni
hornich 1 dolnich cest dychacich, nejcastéji bronchitid a pneumonii novorozencii a déti. Infekce
RSV nejcastéji propukd v podzimnich, zimnich a jarnich mésicich. Pfestoze miize RSV zptisobit
onemocnéni u vétSich déti a dospélych, jejich priibéh je mirnéjsi nez u malych déti.

Rychlé odhaleni a diagnéza RSV piispiva k lepsimu vybéru antimikrobialni terapie. Rychla
identifikace mlze vést také ke zkraceni doby hospitalizace, ke snizeni spotfeby antimikrobialnich
chemoterapeutik a také ke snizeni ceny nemocniéni péce.

Pozn: Tento test je v klnické praxi uréen pro in vitro diagnostiku Respira¢niho syncycialniho viru
u novorozencu a déti pod 5 let. Negativni vysledek by mél byt potvrzen kultivaci na bunécné
kultufe.

Cil: Zjisténi ptitomnosti RSV viru

Metoda: imunochromatograficka metoda v podob¢ kazetového testu (precipitace)

Material: Binax NOW® RSV kazetovy TEST, vzorek znasalniho vyplachu & vytéru
z nosohltanu.

Principy stanoveni

- ] Anti-RSV protilatka je absorbovéana na nitrocelulosovou membranu

VZORKOVA LINIE

) Y ve vzorkové linii. Kontrolni protilatka je absorbovana na druhou -
KONTROLNI LINIE

- kontrolni linii, kterd ma u nepouzité¢ho testu vzdy modrou barvu (viz
obr.). Ob¢ protilatky jsou konjugovany a vysuSeny na inertnim vlaknitém nosi¢i. Ten spolu
s membranou vytvaii testovaci prouzek. Testovaci prouzek je umistén na pravé strané testovaci

kazety.

Postup:
Vzorky vytéru znosohltanu vyzaduji pied testovanim pfipravu. Ta se provadi namocenim

tamponu do elu¢niho roztoku. Nasalni vyplachy tento krok nevyzaduji a pracuje se s nimi piimo.



Vytér z nosohltanu:

Vytiete nos tamponem a tampon ponoite do vialky s eluénim roztokem. Ptitisknéte tampon k jeji
sténé a otfete ho o ni otd€enim. Pokracujte krokem ¢. 2.

Kontrolni tampony:

1. Ve vicku ampule je drobna jehla. Vicko nesSroubujte, ale stlacte proti ampuli. Jehla slysitelné
probodne jeji horni ¢ast. Odstrante vicko a cely obsah vylijte do vialky.

2. Namocte tampon do roztoku ve vialce a n¢kolikrat s nim otocte.

3. Pti tisknéte tampon ke sténé vialky a otfete ho o ni otaceni. Vytlacite tim vzorek do roztoku.

4. Tampon vyhod’te.
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. Co nejdtive pokracujte krokem ¢. 2.

—_—

. Ochrannou folii odstrafite tésné pred testovanim. Kazetu poloZte na stiil vodorovné.
2. Stlacte siln¢ horni ¢ast pipetky, ponoite ji do vialky a uvolnénim roztok nasajte.

Ujistéte se, ze v dolni ¢asti pipetky neni zaddna vzduchova bublina.
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. Cely obsah pipetky pomalu naneste na horni ¢ast testovaciho prouzku, tak aby se cely

obsah vsaknul.
4. Odstrante adhezivni pasku na pravé strané testovaci kazety a zaviete kazetu.

Vysledek prectéte po 15 min. Vysledky odectené diive mohou byt neptesné!

Nasalni vyplach:
Nasalni vyplach nepotiebuje ptipravny krok, pokracujte krokem ¢.2
Pti provedeni testu je vzorek aplikovan na horni ¢ést testovaciho prouzku a systém je poté
uzavien. RSV-antigen je vazan konjugovanou anti-RSV protildtkou na mebrané a vytvaii rizovy
prouzek ve vzorkové linii. Kontrolni imobilizovana protilatka je zachycena konjugatem a vytvari
ruzovy prouzek v kontrolni linii. Pokud kontrolni linie zstala modra, nelze test hodnotit.
Test je hodnocen na zaklad¢ ptritomnosti nebo nepfitomnosti detekcnich riizovo-¢ervenych linii.
Pozitivni vysledek je Citelny do 15 minut a zahrnuje detekci vzorkové 1 kontrolni linie. Negativni
vysledek je Citelny za 15 minut, je prezentovan pouze kontrolni linii a indikuje, ze RSV-antigen
neni ve vzorku pacienta pfitomen. Selhani kontrolni linie nebo jeji modra barva ukazuje na
chybny nebo Spatné provedeny test.
Interpretace vysledkii:
Negativni vysledek - modra kontrolni linie se zméni na rizovo-¢ervenou v dolni ¢asti

Pozitivni vysledek - modra kontrolni linie se zméni na riiZzovo-¢ervenou a nad ni se objevi



druha rizovo-Cervena linie vzorku.
Chybny vysledek - pokud kontrolni linie zlistane modra nebo neni-li pfitomna zadna

kontrolni linie, je test chybny a m¢l by byt opakovan na nové desticce.

Vysledky:

kontrola 1. testovany vzorek 2. testovany vzorek
Zavér:
Jak miZeme pozorovat, na obou testovanych vzorcich je vysledek negativni, jelikoZ je pfitomna
pouze kontrolni linie a RSV antigen neni ptitomen. U kontroly je patrny pozitivni vysledek, je

pritomna kontrolni i vzorkova linie, ktera je vSak Spatné patrna kviili rozmazané fotografii.



