IMAGEN™ Adenovirus
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Teste de imunofluorescéncia direta para a deteccao de Adenovirus.

ASSISTENCIA AO CLIENTE

Contatar a filial ou distribuidor local Oxoid para informag¢des necessarias.
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1 INTRODUCAO

IMAGEN™ Adenovirus é um teste qualitativo por imunofluorescéncia direta para a deteccdo do antigeno de
adenovirus em amostras clinicas, bem como para a confirmacéao de adenovirus em culturas celulares.

2 UTILIZACAO

Adenovirus sao virus de ADN ou DNA (&cido desoxirribonucleico) ndo encapsulados de simetria
icosaédrica. A familia Adenoviridae € constituida por 2 géneros: os adenovirus de mamiferos
(Mastadenovirus) e os adenovirus de aves (Aviadenovirus).! Foram identificados pelo menos 47 sorotipos
conhecidos de adenovirus humanos, tendo sido caracterizados por hemaglutinacdo, neutralizagéo,
hibridizacdo de ADN e andlise de restricio da endonuclease do ADN adenoviral.'#3*

Os adenovirus humanos estdo associados a varias doengas clinicas, tanto em individuos
imunocompetentes, como imunocomprometidos, incluindo infeccées das vias respiratérias, da conjuntiva e
do sistema gastro-intestinal.>® As infeccdes sdo comuns nas criancas e podem ocorrer esporadicamente
ou em surtos.

Aproximadamente 5% das doengas respiratdrias agudas em criangas e 10% das doencas febris e
pneumonias infantis foram associadas a infecgdes por adenovirus.*>®’

As infecgbdes por adenovirus dos olhos podem provocar febre faringo-conjuntival, conjuntivite folicular ou
queratoconjuntivite epidémica.®®

Os sorotipos 40 e 41 do adenovirus estdo frequentemente associados a gastrenterite viral em bebés e ha
registos de que sdo responsaveis por 4 a 15% das infeccdes nosocomiais em enfermarias pediatricas.®*
Em doentes imunocomprometidos (por exemplo, doentes transplantados ou doentes de AIDS), podem
ocorrer infeccdes sistémicas graves potencialmente fatais.®

O diagnéstico laboratorial da infecgao por adenovirus desempenha um papel importante no tratamento dos
doentes e permite um tratamento eficaz e o controle dos surtos. Os métodos de diagndstico envolvem a
detecgéo direta do virus ou de proteinas virais em amostras clinicas (como aspirados nasofaringeos),
isolamento de virus viaveis em monocamadas de culturas celulares inoculadas com amostras respiratorias,
conjuntivais ou fecais e detecgao de imunoglobulinas especificas para os adenovirus.®®

O isolamento de adenovirus de amostras clinicas pode ser efetuado em linhagens celulares continuas,
sobretudo de origem epitelial, incluindo as linhas celulares HelLa, HEp-2, KB e 293, nas quais o0s
adenovirus podem exibir um efeito citopatico caracteristico.>®

Foram utilizadas diversas técnicas para confirmar a identificagdo dos isolados de adenovirus, incluindo
testes de neutralizagao, radicimunoensaio, hibridizacdo de ADN, microscopia electronica e tipagem de
ADN por electroforese.'"'#131415 Estas técnicas podem ser complexas, laboriosas e, muitas vezes, pouco
apropriadas para a utilizacdo de rotina.

Descreveu-se recentemente o uso de testes de imunofluorescéncia direta ou imunoensaios enzimaticos
(por exemplo, o IDEIA™ Adenovirus), que utilizam anticorpos monoclonais ou policlonais especificos do
género, para a detecgao direta de adenovirus em amostras clinicas ou monocamadas de culturas
celulares.”™'®"’

Os testes de imunofluorescéncia direta que utilizam anticorpos monoclonais especificos proporcionam um
método sensivel e especifico para a deteccao direta de adenovirus em amostras clinicas, como aspirados
nasofaringeos e esfregagcos conjuntivais, ou para a confirmacdo de isolados de adenovirus em
monocamadas de culturas celulares.
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IMAGEN™ Adenovirus é um teste de imunofluorescéncia direta para a deteccdo e identificacdo de
sorotipos de adenovirus humanos em amostras clinicas ou culturas celulares. O teste utiliza um anticorpo
monoclonal especifico para detectar um epitopo das proteinas hexona do adenovirus, expressadas em
todos os sorotipos conhecidos do adenovirus humano.'®

3 PRINCIPIO DO TESTE

O teste IMAGEN™ Adenovirus contém um anticorpo monoclonal conjugado com isotiocianato de
fluoresceina (FITC). O reagente conjugado liga-se especificamente a um epitopo comum na proteina
hexona, que se encontra em todos os sorotipos do adenovirus humano. O reagente € utilizado em uma
técnica de imunoflurescéncia direta unifasica. Incubam-se as amostras com o reagente do anticorpo
conjugado com FITC durante 15 minutos e, em seguida, lava-se 0 excesso de reagente com soro
fisiologico com tampao fosfato (PBS). Montam-se as areas coradas e observam-se ao microscopio
utilizando iluminagdo por epifluorescéncia. Caso o adenovirus esteja presente, observa-se uma
fluorescéncia verde-macga brilhante no citoplasma e/ou no ndcleo das células, que contrasta com a
coloracéo vermelha de fundo das células nao infectadas.

Agradecimento

O anticorpo monoclonal utilizado neste teste foi criado pela Division of Microbiological Reagents and
Quality Control, Central Public Health Laboratory, Colindale, Londres, Reino Unido.

4  DEFINICOES

Os simbolos a seguir foram utilizados em todas as informagdes sobre o produto.

REF Cddigo do produto e nimero de catalogo
[1i] Consultar as instrugdes de uso
/N Contetdo suficiente para <n> ensaios
pow | Fabricante
Para diagnéstico in vitro
o Validade
LOT Lote
pcd Limites de temperatura de armazenamento

5 REAGENTES FORNECIDOS

\/50 — Cada kit contém material suficiente para 50 preparacdes de culturas celulares. g A validade do kit
esta indicada no rétulo da embalagem externa.

5.1 REAGENTES DO IMAGEN™ ADENOVIRUS

(1 Um folheto de Instrugdes de uso.

|POSITIVE CONTROL SLIDE| L&mina de controle positivo com 2 cavidades contendo células epiteliais
humanas fixadas com acetona (Hep-2) e infectadas com adenovirus.
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Um frasco de cada um dos seguintes reagentes:

[MOUNTING FLUID| 3mL de fluido para montagem. O fluido para montagem contém um inibidor de
fotobranqueamento em solugao de glicerol (pH 10,0).

1,4mL de reagente IMAGEN™ Adenovirus. O reagente contém anticorpos
monoclonais purificados de murinos (ratos) especificos para um epitopo comum
da proteina hexona do adenovirus, conjugados com FITC. O conjugado é
preparado numa solugdo tampao estabilizada da proteina (pH 7,5), contendo o
corante azul Evans como contracorante e azida sédica a 15mmol/L como
conservante.

5.2 PREPARACAO, ARMAZENAMENTO E REUTILIZACAO DOS COMPONENTES DO KIT

Para que o kit tenha um desempenho 6timo, € importante que os componentes que ainda nao tenham sido
utilizados sejam armazenados de acordo com as instrugdes abaixo.

5.3 LAMINAS DE CONTROLE POSITIVO - [POSITIVE CONTROL SLIDE |

As laminas de controle positivo séo fornecidas individualmente em envelopes laminados contendo
nitrogénio. Armazenar as laminas que ainda nao foram utilizadas entre 2°C e 8°C. Deixar o envelope em
temperatura ambiente (15°C a 30°C), durante 5 minutos antes de abrir.

Corar a lamina imediatamente apds a abertura.

5.4 FLUIDO PARA MONTAGEM - [MOUNTING FLUID|

Pronto para ser utilizado. Armazenar o fluido para montagem entre 2°C e 8°C. O fluido para montagem
deve ser deixado a temperatura ambiente (15-30°C), durante 5 minutos, antes de o usar.

55 REAGENTE -

Pronto para ser utilizado. Armazenar o reagente, antes da abertura, entre 2°C e 8°C. O reagente deve ser
armazenado no escuro, entre 2°C e 8°C e deixado a temperatura ambiente (15°C a 30°C), durante 5
minutos, antes do uso.

6 REAGENTES ADICIONAIS

6.1 REAGENTES

Acetona preparada no dia de utilizacao (para a fixagao).

Soro fisiologico com tampéao fosfato (PBS), pH 7,5, para lavar as amostras coradas e para a preparacao
das amostras.

6.2 ACESSORIOS

O produtos abaixo indicados devem ser utilizados em conjunto com o IMAGEN™ Adenovirus. Contatar a
filial ou o distribuidor local da Oxoid para obter mais informacdes.

Laminas de microscépio de vidro revestidas com teflon com uma unica cavidade de 6mm de diametro (100
lAminas por caixa), disponibilizadas pela filial ou pelo distribuidor autorizado Oxoid (cédigo S6114).

Lamina de controle positivo - IMAGEN™ Adenovirus positive contorl slide (cédigo S6113).
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7 MATERIAIS

Os seguintes materiais sdo necessarios:

Pipeta de precisao e pontas descartaveis para medir 25pL.
Recipiente de lavagem.

Laminula adequada para caviades de 6mm de didmetro.
Oleo de imerséo nao fluorescente.

Microscépio de epifluorescéncia com sistema de filtracdo para FITC (comprimento de onda 490nm,
comprimento médio de onda 520nm) e ampliagdo de x200 a x 500

Incubadora a 37C.
Centrifuga de baixa velocidade.

Para amostras diretas
Zaragatoas estéreis

Extrator de muco (apenas amostras nasofaringeas).
Para confirmacao de culturas
Zaragatoas estéreis, meio de transporte viral (VTM) e recipiente adequado para coleta, transporte e cultura

de adenovirus.

Linhagens celulares recomendadas para a cultura e isolamento de adenovirus.

8 PRECAUCOES

- Apenas para uso em diagnéstico “in vitro”. Os testes feitos com este produto devem ser
manuseados por pessoal treinado em procedimentos de laboratdrio.

8.1 PRECAUCOES DE SEGURANCA

8.1.1 Os reagentes IMAGEN™ Adenovirus contém azida sodica a 15mmol/L, que € venenosa. A azida
sédica pode reagir com a tubulagcao de chumbo e cobre, formando azidas metalicas altamente explosivas.
Descartar sempre 0s materiais que contém azida lavando com grandes quantidades de agua.

8.1.2 Demonstrou-se que os adenovirus da lamina de controle positivo ndo séo infecciosos em cultura
celular. Contudo, a lAmina deve ser considerada potencialmente infecciosa, processar e descartar com o
devido cuidado.

8.1.3 O reagente contém o corante azul Evans, o qual pode ser carcinogénico, evitar o contacto com a
pele.

8.1.4 O técncio deve manusear o fluido para montagem com cuidado, pois 0 mesmo pode causar
irritacdo da pele. Caso ocorra 0 contato com a pele, lavar repetidamente com agua.

8.1.5 Na&o comer ou beber, ndo armazenar ou preparar alimentos, tao pouco aplicar cosméticos dentro da
area de trabalho designada.

8.1.6 Na&o utilizar a boca para pipetar os materiais.
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8.1.7 Utilizar luvas descartaveis ao manusear as amostras clinicas e células infectadas, lavando sempre
as maos depois de trabalhar com materiais infecciosos.

8.1.8 Descartar todas as amostras clinicas em conformidade com os regulamentos locais.
8.1.9 Encontra-se disponivel aos profissionais, mediante pedido, a folha de dados de seguranca.

8.2 PRECAUCOES TECNICAS

8.2.1 Os componentes ndao podem ser utilizados apds a data de validade impressa nos rotulos. Nao
misturar ou trocar lotes diferentes do reagente.

8.2.2 Os reagentes sdo fornecidos em concentragcdes operacionais fixas. O desempenho do teste é
afetado negativamente se os reagentes forem modificados ou armazenados sob condigées que nao as
indicadas na Seccéo 5.

8.2.3 Preparar a quantidade necessaria de soro fisiologico com tampao fosfato (PBS) no préprio dia.

8.2.4 A lavagem tem de ser efetuada em PBS. A utilizagdo de outras solugdes de lavagem, como agua
da torneira ou agua destilada, compromete os resultados do teste.

8.2.5 Evitar a contaminacdo microbiana dos reagentes.

8.2.6 Os reagentes nao podem ser congelados.

9  COLETAE PREPARACAO DAS AMOSTRAS'"

A coleta e a preparacdo das amostras € de importancia fundamental para o diagnéstico de adenovirus por
imunofluorescéncia direta e para os métodos de cultura celular. As amostras devem ser coletadas do local
da infecgao durante o periodo de propagacao viral maxima, para que contenham tanto material infectado
guanto possivel, sendo preparadas de forma a preservar as células intactas sem muco aderente, etc, para
microscopia direta das amostras, ou a viabilidade dos virus nas amostras a cultivar.

9.1 AMOSTRAS CLINICAS

9.1.1 Amostras oftalmoldgicas

Coleta

Aplicar um anestésico local no olho, expondo em seguida a conjuntiva superior e inferior. Utilizando uma
zaragatoa de ponta de algodac ou de Dacron™, esfregar vigorosamente as superficies superior € inferior
da conjuntiva, rodando a zaragatoa durante o processo de amostragem para que toda a superficie da
conjuntiva seja abrangida.

Preparacao das laminas

Girar a zaragatoa com a amostra, exercendo uma ligeira presséo, no interior da area do pog¢o de 6mm da
lamina do microscopio. Assegurar que toda a ponta da zaragatoa é usada para preparar a lamina. Deixar a
amostra secar bem ao ar, a temperatura ambiente (15°C a 30°C), fixando em acetona preparada no préprio
dia durante 10 minutos. Deixar a lamina secar ao ar. Se a amostra ndo for corada imediatamente,
armazenar a 4°C até ao dia seguinte.
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