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Teste de imunofluorescéncia direta para a detecgao do Virus Sincicial Respiratério (RSV).

ASSISTENCIA AO CLIENTE

Contatar a filial ou distribuidor local Oxoid para informagdes necessarias.
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1 INTRODUGCAO

IMAGEN™ Respiratory Syncytial Virus (RSV) é um teste qualitativo por imunofluorescéncia para a
deteccgao direta do Virus Sincicial Respiratério em amostras clinicas.

2 UTILIZACAO

O virus sincicial respiratério € um virus encapsulado, esférico, de ARN (acido desoxirribonucleico) familia
Paramyxoviridae, classificado no género Pneumovirus. Este género € constituido por quatro membros: o
RSV humano, o RSV bovino, o virus da pneumonia de ratos e o virus da rinotraqueite do peri'?.

O RSV representa a principal causa de doengas das vias respiratorias inferiores em bebés e criangas
pequenas, provocando epidemias de doencas respiratérias todos os anos®!. O RSV é disseminado
através de goticulas carregadas de virus provindas de secrecdes respiratérias de individuos infectados.

A infeccdo pode se manifestar sob diversos sintomas, desde a rinite a pneumonia, sendo influenciada por
factores como a idade, o sexo e a situagio socioecondmica dos individuos infetados®. Aproximadamente
50% dos bebés infectados durante o primeiro ano de vida podem contrair a doenga das vias respiratérias
inferiores, envolvendo bronquite, bronquiolite, broncopneumonia e crupe, podendo necessitar de
internamento®.

Os bebés com complicacdes subjacentes, como doenca cardiaca congénita, displasia broncopulmonar e
imunodeficiéncias congénitas ou outras, podem ser suscetiveis a infeccao grave por RSC, a qual pode ser,
por vezes, potencialmente fatal”®. As infeccdes menos graves e recorrentes ocorrem em todos 0s grupos
etarios, resultando ocasionalmente em pneumonia nas criancas e nos idosos”'®. As co-infeccbes de RSV
com outros microorganismos podem resultar num aumento da gravidade da doenca respiratéria®'"'?. Os
surtos nas enfermarias geriatricas foram associados a uma morbilidade consideravel, com mortalidade
ocasional. A transmissdo nosocomial do RSV ocorre em enfermarias pediatricas e unidades para bebés,
resultando num internamento prolongado e tratamento das criancas infectadas'®'*151617.18,

O diagnéstico laboratorial do RSV desempenha um papel importante no tratamento dos pacientes e ajuda
a controlar os surtos™'®""1?,

Os métodos normalmente utilizados no diagnéstico laboratorial da infecgdo por RSV incluem a deteccao
direta do virus ou das proteinas virais em amostras clinicas, como aspirados nasofaringeos, bem como o
isclamento de virus viaveis em monocamadas de culturas celulares inoculadas com secrecdes

respiratorias®?'.

O isolamento do RSV a partir de amostras clinicas pode ser efetuado em linhagens celulares continuas,
como as constituidas por células HelLa e Hep2, nas quais se pode desenvolver um efeito citopatico (ECP)
caracteristico, a formagao de sincicios. Um diagnéstico eficaz através do isolamento do virus € moroso,
podendo o ECP caracteristico necessitar entre 5 e 20 dias para se desenvolver. O isolamento do RSV é
complicado pela labilidade do virus e pela insensibilidade de algumas culturas celulares®. As técnicas de
cultura celular sao dispendiosas, laboriosas e inadequadas ao diagnéstico rapido das infecgdes por RSV.

O teste por imunofluorescéncia direta com anticorpos monoclonais especificos proporciona um método
rapido, sensivel e especifico para a detecgao direta do RSV em amostras clinicas, como aspirados
nasofaringeos.

O IMAGEN™ RSV € um teste de imunofluorescéncia direta para a rapida detecgao e identificagcao de RSV

em amostras clinicas humanas. O teste recorre a trés anticorpos monoclonais para detectar proteinas
estruturais especificas expressadas em todas as cepas do virus sincicial respiratério.
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3 PRINCIPIO DO TESTE

O teste IMAGEN™ RSV contém anticorpos monoclonais conjugados com isotiocianato de fluoresceina
(FITC). Os anticorpos conjugados se ligam especificamente a antigenos virais presentes em todas as
cepas de RSV humano. O reagente é utilizado na técnica de imunoflurescéncia direta unifasica. las
amostras sao incubadas com o reagente que contém os anticorpos conjugados com FITC durante 15
minutos e, em seguida, € lavado o excesso de reagente com soro fisiolégico com tampao fosfato (PBS). A
area corada é montada e observada ao microscopio utilizando iluminagao por epifluorescéncia. Caso o
antigeno do RSV esteja presente, é observada uma fluorescéncia verde-maga granular brilhante nas
células infectadas, que contrasta com a coloragdo vermelha de fundo das células nado infectadas.

Agradecimento

Os anticorpos monoclonais usados neste teste foram produzidos no The Institute for Research on Animal
Diseases, Compton, Berkshire, Reino Unido.

4 DEFINICOES

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

Cédigo do produto e nimero de catélogo
[l Consultar as instrucdes de uso

/N Conteldo suficiente para <N> ensaios

pov | Fabricante

Para diagndstico in vitro

o Validade

Lote

o o Limites de temperatura de armazenamento

5 REAGENTES FORNECIDOS

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

5.1 REAGENTE DO IMAGEN™ RSV

[1d] Um folheto de Instru¢des de uso.

[POSITIVE CONTROL SLIDE|  Lamina de controle positivo de 2 cavidades contendo células epiteliais humanas
fixadas com acetona (Hep2) e infectadas com RSV.

Um frasco de cada um dos seguintes:

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

1,4mL de reagente do IMAGEN™ RSV. O reagente contém anticorpos
monoclonais purificados de murinos (ratos) especificos para o RSV e
conjugados com FITC. Os anticorpos monoclonais ligam-se especificamente a
proteina de fusao e a nucleoproteina do RSV.
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5.2 PREPARACAO, ARMAZENAMENTO E REUTILIZAGAO DOS COMPONENTES DO KIT

Para que o kit tenha um desempenho étimo, é importante que os componentes que ainda n&o tenham sido
utilizados sejam armazenados de acordo com as instrugdes abaixo.

5.3 LAMINAS DE CONTROLE POSITIVO - [POSITIVE CONTROL SLIDE

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

Corar a lamina imediatamente apds a abertura.

5.4  FLUIDO PARA MONTAGEM - [MOUNTING FLUID|

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

5.5 REAGENTE -

Pronto para ser utilizado. Antes da abertura, armazenar o reagente no escuro entre 2-8°C. O reagente
deve ser deixado a temperatura ambiente (15-30°C), durante 5 minutos, antes de usar.

6 REAGENTES ADICIONAIS

6.1 REAGENTES

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

Soro fisiolégico com tampao 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™ RSV. Contactar a filial ou o
distribuidor autorizado local da Oxoid para obter mais informagées.

Laminas de microscopio de vidro revestidas com teflon com uma Unica cavidade de 6mm de diametro (100
ldminas por caixa), disponibilizadas pela filial ou pelo distribuidor local da Oxoid (cédigo S6114).

Lamina de controle positivo - IMAGEN™ RSV positive control slide (codigo S6108).

7 MATERIAIS

Os seguintes materiais sao necessarios:

Pipeta de precisao e pontas descartaveis para medir 25uL
Recipiente de lavagem

Laminula adequada para cavidade de 6mm de didmetro

Oleo de imersio n3o fluorescente
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Microscépio de epifluorescéncia com sistema de filtracdo para FITC (comprimento de onda 490nm,
comprimento médio de onda 520nm) e ampliacao de x200 a x400

Incubadora a 37°C
Centrifuga de baixa velocidade

Extrator de muco (apenas amostras nasofaringeas)

8 PRECAUCOES

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

8.1 PRECAUCOES DE SEGURANCA

8.1.1 Os reagentes IMAGEN™ RSV contém azida sodica a 15mmol/L, que é venenosa. A azida sodica
pode reagir com a tubulagdo 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 RSV 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 contato com a
pele.

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

8.1.5 Nao comer ou beber, ndo armazenar ou preparar alimentos, tdo pouco aplicar cosméticos dentro da
area de trabalho designada.

8.1.6 Nao utilizar a boca para pipetar os materiais.

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 PRECAUGCOES TECNICAS

8.2.1 Os componentes ndo podem ser utilizados apds a data de validade impressa nos rétulos. Nao
misturar ou trocar diferentes lotes dos reagentes.

8.2.2 Os reagentes sao fornecidos em concentracoes operacionais fixas. O desempenho do teste &
afetado negativamente se os reagentes forem modificados ou armazenados sob condicdes que nao as
indicadas na Seccao 5.

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

8.2.4 Evitar a contamina¢ao microbiana dos reagentes.

8.2.5 Os reagentes nao podem ser congelados.
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9 COLETA E PREPARACAO DAS AMOSTRAS?

A coleta e preparacdo das amostras é de importdncia fundamental para o diagnéstico de RSV por
imunofluorescéncia direta e para os métodos de cultura celular. As amostras tém de ser coletadas no local
de infecgao durante o periodo de propagacéao viral maxima, sendo preparadas de forma a preservar células
intactas sem muco aderente.

A amostra respiratdéria recomendada € o aspirado nasofaringeo que, quando coletado corretamente,
devera fornecer um grande numero de células epiteliais respiratorias.

9.1 ASPIRADOS/SECREGCOES NASOFARINGEOS

Coleta

As secregdes da regido nasofaringea devem ser recolhidas por um extrator de muco por meio de uma
sonda de alimentagéao de tamanho 8. O extrator de muco e a sonda devem ser enviados para o laboratério
para processamento assim que possivel. Sao necessarias técnicas de separacao celular para a coloracao
por imunofluorescéncia direta. Pode utilizar-se amostras ou material sobrenadante proveniente de técnicas
de separagao celular para a inoculagao de culturas de virus.

Separacao das células

Se necessario, adicionar 2mL de soro fisiologico com tampao fosfato (PBS) a amostra antes da
centrifugag@o para reduzir a viscosidade e diluir o muco. Centrifugar o extrator de muco a temperatura
ambiente (15 a 30°C), durante 10 minutos, a 380g. Remover 0 sobrenadante, que pode ser utilizado para
cultura de células. Suspender o depdsito de células em 2mL de PBS e pipetar com cuidado as células,
para cima e para baixo, com uma pipeta de ponta larga, ou agitar no vortex com cuidado, até que o muco
se degrade e o material celular seja libertado. Evitar pipetar/agitar no vértice com forga, para nao danificar
as células. Apds a obtengdo de uma suspensdo homogénea, adicionar mais PBS, conforme necessario,
pipetando ou agitando no vértex apds a adicdo do volume suplementar para lavar melhor as células.
Remover e descartar quaisquer vestigios visiveis de muco que ainda subsistam nesta altura. O excesso de
muco tem de ser removido, j& que impede a penetracdo adequada do reagente e pode resultar em
fluorescéncia ndo especifica.

Se todas as secregdes permanecerem na sonda de alimentagdo e nenhuma atingir 0 extrator de muco,
remover todas as secre¢des da sonda lavando com PBS. A melhor forma é introduzir uma pipeta de
Pasteur na extremidade da sonda que estava ligada ao extrator de muco. Sugar o fluido necessario para
dentro da sonda e expelir repetidamente, até as secrecdes se desprenderem da parede do tubo. Pipetar a
suspensao para cima e para baixo até o muco estar suficientemente degradado.

Preparacao das laminas

Apbs efetuar o processo de separacdo das células, centrifugar a suspensao celular resultante a
temperatura ambiente (15-30°C), durante 10 minutos, a 380g e descartar o sobrenadante. Ressuspender o
deposito de células numa quantidade de PBS suficiente para diluir qualquer muco que ainda esteja
presente, mas mantendo, simultaneamente, uma densidade celular elevada. Pipetar 25uL do depdsito de
células ressuspendido para a area do cavidade na ldmina. Deixar a amostra secar bem ao ar, a
temperatura ambiente (15-30°C) e fixar com acetona preparada no prépria dia, a temperatura ambiente
(15-30°C), durante 10 minutos. Se a amostra nao for corada imediatamente, armazenar a 4°C durante a
noite ou a -20°C no caso de periodos de armazenamento mais longos.

10 PROCEDIMENTO DE TESTE

CONSULTAR A SECAO 8.2 DAS PRECAUGCOES TECNICAS ANTES DO TESTE
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