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Teste de imunofluorescéncia indireta para a detec¢éo do Virus Sincicial Respiratorio,
Influenza A e B, Parainfluenza 1, 2 e 3 e Adenovirus.

ASSISTENCIA AO CLIENTE

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

IMAGEN™ Respiratory Screen é um teste de imunofluorescéncia qualitativa indireta para a deteccao
presuntiva do virus sincicial respiratorio (RSV), virus influenza A e B, virus parainfluenza 1, 2 e 3 em
amostras respiratérias (aspirados nasofaringeos) e culturas celulares. O ensaio ndo pode diferenciar entre
os virus. Os virus individuais devem ser identificados e confirmados utilizando os reagentes monoclonais de
anticorpos, imunoespecificos e marcados FITC, tais como a linha IMAGEN™ ou outros métodos. Os
resultados das amostras respiratorias diretas devem ser confirmados pela cultura celular.

2 UTILIZAGAO

As infecgOes dos virus respiratorios sdo associadas com 0s principais surtos de doencas respiratorias,
tém impacto significativo na satide mundial"*°. Os virus podem causar doenca em todos os grupos etarios,
mas as infeccoes sao mais severas em lactantes, idosos e populagdes imunocomprometidas levam a
hospitalizacdo dos pacientes®. Os surtos hospitalares ocorrem em enfermarias pediatricas e geriatricas
resultando na hospitalizacao longa, tratamento prolongado de pacientes e aumento da morbidade e
mortalidade®®. As infeccdes em criangas, pelo virus respiratorio podem causar obstrugio das vias aéreas e
levar a disfungao respiratéria

Os virus responsaveis principalmente pela infeccdo das vias aéreas inferiores incluem os virus RSV,
influenza A e B, virus parainfluenza 1, 2 e 3 e adenovirus. Taxas de prevaléncia para virus individuais sao
detalhadas na seg&o 13 (com referéncias), Valores Esperados.

Os virus RSV e parainfluenza ocorrem sazonalmente e sdo as causas principais da doenca das vias
aéreas inferiores em lactantes e criangas de pouca idade. Causam freqlentemente bronquiolite, laringite,
bronquite e ocasionalmente pneumonia”®®.

Os virus influenza A e B, causam epidemias sazonais a nivel mundial de doencas respiratdrias em adultos
e lactantes com um espectro de doenga variando de sintomas leves nas vias aéreas respiratorias
superiores até pneumonia grave'®'". A pneumonia aguda em idosos ou pacientes imunocomprometidos
pode ser potencialmente fatal associados a infecgcdes microbianas secundarias.

As infeccdes do adenovirus estdo associadas com as doencas ocular, entérica e, respiratéria’®. Os
adenovirus sdo reportados como responsaveis por 5% da insuficiéncia respiratéria aguda nas criangas,
com idade inferior a 4 anos e sao uma causa comum de faringite em criangas.

O diagnéstico rapido das infeccdes respiratérias virais € uma ajuda importante no tratamento de
pacientes, na prevencdo e controle de surtos e ao influenciar a utilizagcdo de terapia antiviral,
particularmente para infecgdes virais por Influenza A e RSV #'*1°7°,

Os métodos utilizados para o diagnéstico das infeccées agudas por virus incluem o teste direto das
amostras tais como os aspirados nasofaringeos por imunofluorescéncia e/ou imunoensaio enzimaticos
para a deteccdo das proteinas virais, isolamento e identificagdo do virus nas monocamadas da cultura
celular ou deteccédo de imunorespostas pelas técnicas sorolégicas.

Os testes de imunofluorescéncia tais como IMAGEN™ Respiratory Syncytial Virus e IMAGEN™ Influenza
A e B virus sao agora amplamente utilizados para a detec¢ao direta das proteinas do virus respiratorio nas
preparagdes das células dos aspirados nasofaringeos ou das monocamadas da cultura celular'”'® Os
testes de imunofluorescéncia que utilizam anticorpos monoclonais especificos, sdo rapidos e permitem
controlar a qualidade da amostra®'’. A centrifugagdo aumenta o isolamento dos virus da respiracdo na
cultura celular e quando usados em conjunto com os testes de imunofluorescéncia permitem o diagndstico
rapido da infeccdo respiratéria pela cultura celular'®.
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Em qualquer populagdo uma variedade de virus respiratério podem circular causando simultaneamente,
infeccoes com sintomatologia clinica similar. A prevaléncia da amostra positiva para os virus respiratérios
varia de acordo com a distribuicAo demografica, estacbes do ano, o tipo de amostras testadas da
populagcao, e o0 momento em que as amostras sao coletadas durante o curso da infecgdo. O teste de
selecdo da imunofluorescéncia para os virus respiratérios fornece um método econdémico e rapido para a
detec¢do da infeccdo do virus respiratdério. Os virus individuais podem entdo ser identificados e
confirmados utilizando os anticorpos monoclonais marcados FITC nao especificos.

IMAGEN™ Respiratory Screen € um teste de imunofluorescéncia indireto para a detec¢do de virus
respiratérios incluindo o virus sincicial respiratorio, virus influenza A e B, virus parainfluenza 1, 2 e 3 e
adenovirus nas amostras clinicas e nas monocamadas da cultura celular. A presenga de um virus
respiratorio € indicada pelo resultado de selegao positiva. Qualquer virus presente pode ser identificado
pela imunofluorescéncia direta utilizando reagentes de anticorpos monoclonais conjugados FITC
especificos para os virus respiratorios individuais (consultar as Secgoes 6.1 e 11.4).

3 PRINCIiPIO DO TESTE

IMAGEN™ Respiratory Screen contém anticorpos monoclonais cada um dos quais tem uma especificidade
para os virus sincicial respiratério, virus influenza A ou B, virus parainfluenza 1, 2 ou 3 ou adenovirus. O
reagente de selegdo do anticorpo é utilizado na técnica de coloragdo da imunofluorescéncia indireta de
duas etapas. O reagente de controle negativo é utilizado para monitorar a especificidade da coloragéo.
As amostras sao coradas com o reagente de selecao e/ou o reagente de controle negativo por 15 minutos.
O excesso de reagente, ndo ligado, é entdo removido lavando com solug¢ao salina tamponada de fosfato
(PBS). As amostras sdo coradas com um conjugado FITC secundario por 15 minutos. O excesso de
reagente, nao ligado, & removido pela lavagem com PBS. As areas coradas sdo montadas e vistas
usando a iluminagédo epifluorescente. Um resultado positivo é indicado pela presenca da fluorescéncia
intracelular verde, caracteristica, dentro das células infectadas que contrastam com a coloragéo de fundo
vermelha das células ndo infectadas. O virus respiratorio presente pode ser especificamente identificado
utilizando os reagentes IMAGEN™ individuais (consultar a Secao 11.4).

Agradecimentos
Os anticorpos monoclonais utilizados neste teste s&o provenientes:

Departamento de Virus Entérico e Respiratério, Servico de Saude Publica, Centro para Controles de
Doencga, Atlanta, Gedrgia, EUA (CDC)

Instituto para Pesquisa sobre Doengas Animais, Comptom, Berkshire, GB

Dvisdo de Reagentes Microbiologicos e Controle de Qualidade, Laboratério de Saude Publica Central,
Colindale, Londres, GB

Fundacao de Pesquisa de Washington, Washington, EUA
Embora alguns dos anticorpos utilizados no presente teste sdo originarios do Centro para Controle de

Doencas (CDC), ndo deve ser interpretado que o teste é de qualquer forma endossado pelo CDC ou o
Departamento de Saude e Servicos Humanos dos EUA
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4 DEFINICOES

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

Codigo do produto e nimero de catalogo
[1i] Consultar as instrucdes de uso
/N Conteudo suficiente para <N> ensaios
ad Fabricante
IvD Para diagnéstico in vitro
2 Validade
Lote
ped " Limites de temperatura de armazenamento

5 REAGENTES FORNECIDOS

\/100 — Cada kit contém materiais suficientes para testar 100 amostras ou preparacdes de cultura celular.
a- O prazo de validade do kit esta indicado no rétulo externo do produto.

5.1 IMAGEN™ RESPIRATORY SCREEN

()

POSITIVE AND NEGATIVE
CONTROL SLIDE

Um folheto com Instrucdes de uso.

Laminas de controle positivo e negativo com 5 laminas com 14 cavidades.
Cada lamina consiste de 7 cavidades com células fixas em acetona infectadas
com o virus sincicial respiratério (cepa de amostra clinica), virus da influenza A
(cepa CDC V7-002), B (cepa CDC V4-004), virus parainfluenza 1, 2 e 3 (cepas
CDC V6-004, CDC V7-003 e CDC V5- 003 respectivamente) e adenovirus
(cepa CDC V5-002), uma cavidade especifica para cada virus (cavidades de
controle negativo) e 7 cavidades com células ndo infectadas, fixadas com
acetona (cavidades de controle negativo).

Um frasco de cada um dos seguintes reagentes:

[MOUNTING FLUID |

| SCREENING REAGENT |

3 x 3mL de fluido de montagem. O fluido de montagem contém inibidor de
fotobranqueamento em solugao de glicerol (pH 10,0).

4,4mL de reagente de selecdo. O reagente consiste de anticorpos monoclonais
de rato purificados especificos para o virus sincicial respiratorio, virus da
influenza A e B, virus da parainfluenza 1, 2 e 3 e adenovirus. O reagente é
preparado em solugdo de tampao estabilizada contendo 15mmol/L de azida
sodica como conservante.

Os anticorpos monoclonais utilizados no IMAGEN™ Respiratory Screen

apresentaram reacao com o0Ss epitopos conservados das proteinas virais
presentes nos virus respectivos conforme descritos abaixo:

3/22 K612011-2 PT



Virus Especificidade de anticorpo monoclonal

Virus sincicial respiratorio Proteina de fusdo e nucleoproteina

Virus Influenza A Proteina de fusdo e nucleoproteina

Virus Influenza B Proteina de hemaglutinina e
nucleoproteina

Virus da parainfluenza 1 Proteina de fuséo

Virus da parainfluenza 2 Proteina da hemaglutinina

Virus da parainfluenza 3 Proteina da hemaglutinina

Adenovirus Proteina hexon*

*Este anticorpo monoclonal detectou todas as cepas de adenovirus
normalmente associadas com infecgcdes do trato respiratério. As cepas
testadas incluiram o adenovirus 1 - 41.

[CONTROL[-] 2.6mL de reagente de controle negativo. O reagente consiste de anticorpos
monoclonais de rato sem atividade antiviral (ndo sensibilizado). O reagente é
preparado em solugdo tampao estabilizada contendo 15mmol/L de azida sddica
como conservante.

[FITC CONJUGATE] 2 x 3,5mL de anticorpo conjugado FITC anti-camundongo. O reagente consiste
de um fragmento F(ab'), conjugado FITC de imunoglobulinas de coelho anti-
camundongo, diluida em solugdo salina tamponada de fosfato com proteinas
estabilizantes, corante azul Evans como contraste e 15mmol/L de azida sodica
como conservante.

5.2 PREPARAGAO, ARMAZENAGEM E RE-UTILIZACAO DOS COMPONENTES DO KIT

Para assegurar o desempenho ideal do Kit, € importante que todos os componentes ndo utilizados do kit
sejam armazenados de acordo com suas instrugées.

. POSITIVE AND NEGATIVE
5.3 LAMINAS DE CONTROLE POSITIVO - [CONTROL SLIDE

As laminas sao fornecidas individualmente em envelopes individuais e laminados, contendo nitrogénio.
Armazenar as laminas nao utilizadas a 2-8°C. A lamina deve ser deixada no envelope durante 5 minutos
em temperatura ambiente (15-30°C) antes de ser aberta.

Corar a lamina imediatamente apos a abertura.

5.4 FLUIDO DE MONTAGEM - [MOUNTING FLUID |

Pronto para utilizar. Armazenar o fluido de montagem néo utilizado no escuro a 2-8°C. O fluido de
montagem deve ser mantido em temperatura ambiente (15-30°C) por 5 minutos antes de ser utilizado.

55 REAGENTE DE SELECCAOQ — [SCREENING REAGENT]|

Pronto para utilizar. Armazenar os reagentes nao utilizados no escuro a 2-8°C. O reagente deve ser
mantido em temperatura ambiente (15-30°C) por 5 minutos antes de ser utilizado.

56 REAGENTE DE CONTROLE NEGATIVO-

Pronto para utilizar. Armazenar o reagente de controle negativo, nao utilizado, no escuro a 2-8°C. O
reagente deve ser mantido em temperatura ambiente (15-30°C) por 5 minutos antes ser utilizado.
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5.7 REAGENTE CONJUGADO FITC ANTI-CAMUNDONGO - [FITC CONJUGATE |

Pronto para utilizar. Armazenar o reagente conjugado FITC anti-camundongo nao utilizado no escuro a 2-
8°C. O reagente deve ser mantido em temperatura ambiente (15-30°C) durante 5 minutos antes do uso.

6 REAGENTES E MATERIAIS ADICIONAIS NECESSARIOS

6.1 REAGENTES

Acetona fresca (para fixagao).

Solucéo salina com tampéao de fosfato (PBS), pH 7,5 para lavagem de amostras coradas e preparagao de
amostras.

Reagentes IMAGEN™ para confirmagdo dos resultados positivos disponiveis nos distribuidores
autorizados ou filial Oxoid:

IMAGEN™ Adenovirus N® de codigo K610011-2
IMAGEN™ Respiratory Syncytial Virus (RSV) N? de cdédigo K610211-2
IMAGEN™ Parainfluenza Virus Types 1,2,3 (Typing) N de cddigo K610411-2
IMAGEN™ Influenza A e B Virus N® de codigo K610511-2

6.2 ACESSORIOS E MATERIAIS

Os seguintes produtos sao indicados para uso em conjunto com IMAGEN™ Respiratory Screen. Contatar
a filial ou distribuidor Oxoid local para obter mais informagées.

Laminas de microscopio de vidro revestido com nailon e com cavidades de didmetro de 6mm (100 IAminas
por caixa) disponivel na subsidiaria ou distribuidor Oxoid local, (codigo S6114).

Laminas de controle positivo e negativo - IMAGEN™ Respiratory Screen Positive and Negative Control
Slides (cédigo S6121).

7 MATERIAIS

Os seguintes materiais s&o necessarios:

Pipetas de precisdo e pontas descartaveis para dispensar 20 e 25uL
Recipiente de lavagem

Tampa para as cavidades de didmetro de 6mm ou laminulas para 14 cavidades
Oleo de imersao nao fluorescente

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

Incubador a 37°C

Centrifugar a velocidade baixa
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