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Teste de imunofluorescéncia direta para a detecgao dos virus da Influenza A e B.

ASSISTENCIA AO CLIENTE

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

O IMAGEN™ |Influenza A e B & um teste qualitativo por imunofluorescéncia direta para a deteccao e
diferenciagdo dos virus da influenza A e da influenza B em amostras clinicas éu para a confirmacao e
diferenciagdo dos virus da influenza A e B em culturas celulares.

2 UTILIZACAO

Os virus da influenza A e B s&o membros do género Influenza virus classificados na familia
Orthomyxoviridae'. As cepas cépas do virus influenza A afetam diversos animais, incluindo seres
humanos, cavalos, porcos, mamiferos marinhos e aves, enquanto que o virus da influenza B parece
apenas infectar seres humanos®.

Nos seres humanos, as infecgdes pelos virus da influenza A e B podem provocar doencas respiratorias
agudas e, por vezes, graves tanto em individuos imunocompetentes, como imunocomprometidos. As
infecgbes virais por influenza A e B ocorrem em epidemias anuais, sendo frequente surgirem e
disseminarem com rapidez. Estas epidemias podem ocorrer sob a forma de pequenos surtos localizados
ou epidemias mundiais, dependendo do tipo de cépa que prevalece®. Periodicamente, em resultado da
continua evolugao dos virus da influenza A, ocorrem epidemias da doenga que podem ter um impacto
significativo na satide mundial®*.

A transmissdo das infecgdes pelo virus da influenza ocorre através da inalagao de goticulas carregadas de
virus provenientes de secregdes de portadores sintomaticos ou assintomaticos. As condi¢gdes ambientais,
como o excesso de individuos em um mesmo local, facilitam a transmissao da infeccao. A replicacao do
virus ocorre nas ceélulas epiteliais colunares ciliadas das vias respiratorias superiores e inferiores,
resultando em necrose e exsudagao das celulas. O periodo de maior propagacéo viral ocorre entre um dia
antes e 3 a 4 dias ap6s o inicio da doenca.

Durante uma epidemia de influenza, a cépa viral prevalente pode estar associada entre 15 a 50% das
infecgbes respiratérias que ocorrem em adultos e criangas. O espectro de doengas respiratorias que
ocorrem pode variar desde a doenca leve das vias respiratérias superiores até & pneumonia grave®. A
pneumonia aguda provocada pelos virus A ou B pode ser fatal, especialmente quando esta associada a
infeccdes microbianas concomitantes ou secundarias em pacientes idosos ou imunocomprometidos.

Os virus da influenza foram associados a surtos nosocomiais de infecgcdes das vias respiratorias em
enfermarias pediatricas e geriatricas, resultando na hospitalizagao prolongada e no aumento da
morbilidade e da mortalidade.

O diagnostico laboratorial rapido das infecgbes pelos virus da influenza A ou B desempenha um papel
importante no tratamento do paciente, influenciando a aplicacdo da terapéutica antiviral e permitindo o
tratamento e o controle efetivos dos surtos®°. Os métodos de diagnéstico incluem a deteccdo direta do
virus ou das proteinas virais em amostras clinicas (por exemplo, aspirados nasofaringeos), isclamento de
virus viaveis em monocamadas de culturas celulares inoculadas com secregdes respiratorias e deteccao
de imunoglobulinas especificas do virus da influenza. O isolamento de virus da influenza a partir de
amostras respiratérias pode ser efectuado em linhagens celulares, como as de células renais primarias do
macaco rhesus, ou de células renais caninas Madin-Darby (MDCK), usando técnicas como a hemadsorcao
ou a hemaglutinagédo para identificar a presenca da cépa do virus. Utilizaram-se diversas técnicas para
confirmar a identificagdo de isolados do virus da influenza, incluindo a inibigdo da hemadsorgao, a inibigdo
da hemaglutinacdo, testes de neutralizagdo, a microscopia electrénica ou a imunofluorescéncia. Estas
técnicas sdo laboriosas, demoradas e requerem um grau de especializacdo técnica que pode ndo estar
disponivel em todos os laboratérios.

Os testes de imunofluorescéncia direta que utilizam anticorpos monoclonais especificos proporcionam um
método rapido, sensivel e especifico para a deteccao direta dos virus da influenza A e B em amostras
clinicas, como aspirados nasofaringeos, ou para a confirmagdo de virus da influenza isolados em
monocamadas de culturas celulares®. IMAGEN™ Influenza A e B é um teste de imunofluorescéncia direta
para a detecgao e a identificacdo das cépas A e B do virus da influenza em amostras clinicas ou culturas
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celulares. O teste utiliza anticorpos monoclonais especificos da espécie para detectar epitopos das
glicoproteinas e proteinas de fusdo de virus da influenza, os quais sdo especificos para o virus de tipo A
ou do tipo B.

3 PRINCIPIO DO TESTE

IMAGEN™ Influenza A e B contém anticorpos monoclonais conjugados com isotiocianato de fluoresceina
(FITC) especificos para o virus da influenza A ou para o virus da influenza B. Estes anticorpos séo
utilizados na técnica de imunofluorescéncia direta unifasica. As amostras s&o incubadas com os reagentes
contendo anticorpo conjugado com FITC durante 15 minutos, lados o0 excesso de reagente com soro
fisiologico com tampéao fosfato (PBS). Montar as areas coradas e observar ao microscopio utilizando
iluminacao por epifluorescéncia. Caso o virus da influenza A ou B esteja presente, observa-se uma
fluorescéncia verde-maca brilhante caracteristica com o reagente correspondente, no citoplasma e no
nucleo das células, que contrasta com a coloragcido vermelha de fundo das células ndo infectadas.

Os anticorpos monoclonais utilizados neste teste sao provenientes do Department of Health and Human
Services, Public Health Service, Centers for Disease Control (CDC), Atlanta, Georgia, EUA.

O imunogénio utilizado para obter os anticorpos anti-influenza A incluiu as cépas A/Puerto Rico/8/34

(H1N1) e A/Bangkok/1/79 (H3N2). O imunogénio utilizado para obter os anticorpos anti-influenza B incluiu
as cépas B/Lee/40 e B/Singapore /-222/79.

4 DEFINICOES

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

Codigo do produto e nimero de catalogo
[Ti) Consultar as instrucdes de uso
/N Conteudo suficiente para <N> ensaios
pov | Fabricante
IvD Para diagndstico in vitro
o Validade
Lote
pcd Limites de temperatura de armazenagem

5 REAGENTES FORNECIDOS

\/50 — Cada kit contém materiais suficientes para testar 50 preparagbes de culturas celulares. g A
validade do kit é indicada no rétulo da embalagem externa.

5.1 REAGENTES DO IMAGEN™ INFLUENZA AE B

[1i] Um folheto de Instrucdes de uso.

2/15 K610511-2 PT



[POSITIVE CONTROL SLIDE] Laminas de contr_ole positivo d_e 2 x 2 cavidades conten,do célu!as renais de
macaco verde africano (Vero) fixadas em acetona com virus da influenza A e
virus da influenza B, em areas de cavidades separadas.

Um frasco de cada um dos seguintes:

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

1,4mL de reagente teste IMAGEN™ Influenza A virus. O reagente contém
anticorpos monoclonais purificados de murinos, especificos para o virus da
influenza A, conjugados com FITC. Os anticorpos monoclonais ligam-se
especificamente a proteina da matriz € a nucleoproteina do virus da influenza A.

REAGENT B 1,4mL de reagente teste IMAGEN™ Influenza B virus O reagente contém
anticorpos monoclonais purificados de murinos, especificos para o virus da

influenza B, conjugados com FITC. Os anticorpos monoclonais ligam-se
especificamente a nucleoproteina e a proteina hemaglutinina do virus da
influenza B.

5.2 PREPARAGCAOQ, ARMAZENAGEM E REUTILIZACAO DOS COMPONENTES DO KIT

Para que o kit tenha um desempenho 6timo, é importante que todos 0s seus componentes que ainda ndo
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 sdo fornecidas individualmente em envelopes laminados contendo
nitrogénio. Armazenar as laminas que ainda ndo foram utilizadas entre 2-8°C. A lamina deve ser deixada
dentro do envelope durante 5 minutos, a temperatura ambiente (15-30°C), antes da abertura.

Corar a lamina imediatamente apoés a abertura.

5.4 FLUIDO PARA MONTAGEM - [MOUNTING FLUID |

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

5.5 REAGENTES DO IMAGEN™ INFLUENZA A E B - |[REAGENT A ||REAGENT B|

Prontos para ser utilizados. Armazenar o Reagent A e o Reagent B, antes da abertura, entre 2-8°C. Os
reagentes devem ser armazenados no escuro, entre 2-8°C e deixados a temperatura ambiente (15-30°C),
durante 5 minutos, antes da utilizacao.

6 REAGENTES ADICIONAIS

6.1 REAGENTES

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

Soro fisiologico com tampao fosfato (PBS), pH 7,5, para lavar as amostras coradas e para a preparagao
das amostras.
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6.2 ACESSORIOS

Os produtos abaixo indicados destinam-se a utilizagao em conjunto com IMAGEN™ Influenza A e B.
Contactar a filial ou o distribuidor local da Oxoid para obter mais informagdes.

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

Laminas de controle positivo - IMAGEN™ Influenza A e B Positive Control Slide (codigo S6112).

7 MATERIAIS

Os seguintes materiais s40 necessarios:

Pipeta de precisao e pontas descartaveis para dispensar 25}IL.
Recipiente de lavagem.

Laminulas adequadas para cobrir uma cavidade de 6mm de diametro.
Oleo de imerséo no fluorescente.

Microscopio epifluorescéncia com sistema de filtro para FITC (comprimento de onda de 490nm,
comprimento de onda médio de 520nm) e ampliagao de x200-x500.

Incubador a 37°C.
Centrifuga de baixa velocidade.

Para amostras diretas
Extrator de muco (apenas amostras nasofaringeas)

Para confirmacao de culturas
Zaragatoas estéreis, meio de transporte viral (VTM) e recipiente adequado a coleta, transporte e cultura de
virus da influenza

Linhagens celulares recomendadas para a cultura e isolamento de virus da influenza

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 PRECAUGOES DE SEGURANGCA

8.1.1 Os reagentes IMAGEN™ Influenza A e B contém azida sodica a 15mmol/L, que é venenosa. A azida
sodica pode reagir com a tubulacdao 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 Os virus influenza A e B foram processados no controle positivo por métodos de fixacdo de forma a

nao conter microrganismos vivos detectaveis; esta Idmina deve contudo, ser processados e descartados
como se fossem infecciosos.
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8.1.3 Com base nos atuais critérios de rastreabilidade clinica e epidemiolégica recomendadas pelas
autoridades de saude publica, se suspeitar de uma infec¢gdo provocada por um novo virus influenza A,
devem ser colhidas amostras, seguindo as devidas precaucdes de controle de infeccbes para novos virus
influenza virulentos, em seguida, ser enviadas para laboratérios centrais de referéncia, para serem
testadas. Nestes casos, ndo se deve tentar proceder a cultura viral, a ndo ser que estejam disponiveis
instalacdes de segurancga biolégica de nivel 3 ou superior para receber e cultivar as amostras.

8.1.4 O reagente contém o corante azul Evans. Este pode ser carcinogénico, deve evitar o contacto com
a pele.

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

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

8.1.7 Nao utilizar a boca para pipetar os materiais.

8.1.8 Utilizar luvas descartaveis ao manusear as amostras clinicas e células infectadas, lavando sempre
as méaos depois de trabalhar com materiais infecciosos.

8.1.9 Descartar todas as amostras clinicas em conformidade com os regulamentos locais.
8.10 As fichas sobre dados de seguranga estéo disponiveis aos profissionais, mediante a solicitagao.

8.2 PRECAUGOES TECNICAS

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

8.2.2 Os reagentes sdo fornecidos em concentracdes operacionais fixas. O desempenho do teste é
afetado negativamente se os reagentes forem armazenados sob condi¢cdes que nao as indicadas na Secao
5.

8.2.3 Preparar a quantidade necessaria de Soro fisiolégico com tampao fosfato (PBS) no proprio dia.

8.2.4 A lavagem deve ser feita em PBS. A utilizacdo de outras solu¢des 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 estar congelados.

9  COLETAE PREPARAGAO DAS AMOSTRAS’®

A coleta e a preparagdo das amostras é de importancia fundamental para o diagnostico de virus de
influenza por imunofluorescéncia direta e métodos de cultura celular. As amostras tém de ser coletadas do
local principal da infecgcao, sendo preparadas de forma a preservar ou células intactas sem muco aderente,
etc, para microscopia direta das amostras, ou a viabilidade dos virus nas amostras a cultivar.
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