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Teste de imunofluorescéncia direta para a detecgdo do metapneumovirus humano (hMPV).

ASSISTENCIA AO CLIENTE

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

O teste do metapneumovirus humano IMAGEN™ hMPV é um ensaio de imunofluorescéncia qualitativa
para deteccao direta do hMPV em amostras clinicas.

2 UTILIZACAO

O metapneumovirus humano (hMPV) é um virus de ARN envolto, esférico, da familia dos Paramyxoviridae,
subfamilia dos Paramyxovirinae, sendo classificado dentro do género dos Metapneumovirus'. O hMPV é o
unico membro do género que infecta o ser humano, sendo que 0s outros membros incluem os pneumovirus
aviarios A, B, C e D*°,

O virus foi descrito pela primeira vez em 2001, nos Paises Baixos, tendo sido determinado,
subsequentemente, que se encontra distribuido pelo mundo inteiro e que estd associado a uma percentagem
significativa das infeccdes respiratorias na primeira infancia e na infancia, mas que esta presente em todos os
grupos etarios*>.

Tal como outros virus respiratérios comuns, incluindo o virus sincicial respiratério ou RSV e o virus da
influenza, o hMPV provoca epidemias sazonais concentradas nos meses do inverno, e os seus sintomas séo
muito parecidos com os que sofrem os pacientes infectados com o RSV, incluindo freqlientemente a febre e
sintomas afetando o sistema respiratorio superior, como tosse e congestéo nasal®®. Porém o hMPV também
tem sido associado a doencas e sintomas mais graves do trato respiratério inferior, como pneumonia e
bronquiolite®”. O hMPV tem também sido associado a uma exacerbagdo da asma e respiraco sibilante nos
individuos infectados, embora exista evidéncia de que ndo seja uma causa tdo comum da respiragéo sibilante
como 0 RSM e os rinovirus®®. Foi ja demonstrado que o hMPV est4 associado a co-infecgdes, em especial
com o RSV™.

Os métodos de diagnéstico tém-se baseado em PCR, ja que o hMPV se desenvolve lentamente na maior
parte das linhagens celulares normalmente usadas para isolamento dos virus respiratérios'''2. Porém j&
foram descritos anticorpos monoclonais que tém a capacidade de detectar o hMPV em aspirados
nasofaringeos, e o conceito de um ensaio imunofluorescente tradicional foi agora comprovado®.

Um ensaio de imunofluorescéncia direto, utilizando anticorpos monoclonais especificos, constitui um
meétodo rapido, sensivel e especifico na deteccao direta do hMPV em amostras clinicas tais como os
aspirados nasofaringeos.

IMAGEN™ hMPV é um ensaio de imunofluorescéncia direta para a deteccao e identificagdo rapida do

hMPV em amostras clinicas humanas. O ensaio utiliza dois anticorpos monoclonais para detectar
proteinas estruturais especificas expressadas em todas as cepas de metapneumovirus humano.

3 PRINCIPIO DO TESTE

IMAGEN™ hMPV contém anticorpos monoclonais conjugados com isotiocianato de fluoresceina (FITC).
Os anticorpos conjugados ligam-se especificamente aos antigenos virais presentes em todas as cepas do
hMPV. O reagente € utilizado na técnica de imunofluorescéncia direta com uma Unica etapa.

As amostras sdo incubadas com o reagente contendo anticorpos conjugados com FITC durante 15 minutos,
e depois 0 excesso de reagente é lavado com solugao salina tamponada fosfatada (PBS). A area corada é
montada e examinada microscopicamente com iluminagéo epifluorescente. Caso o antigeno do hMPV se
encontre presente, visualiza-se nas células infectadas, a presenga de uma fluorescéncia caracteristica, de
cor verde maga, cor essa que contrasta com a contra-coloracao vermelha das células nao infectadas.
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4 DEFINICOES

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

Cédigo do produto e niimero do catélogo

(13 Consultar as instrugdes de uso

/N Contém o suficiente para <N> testes

pov | Fabricante

Para uso em diagndstico in vitro

o Validade

Lote

pecd Limitagbes da temperatura de armazenamento

5 REAGENTES FORNECIDOS

\/50 — Cada kit contém materiais suficientes para 50 amostras diretas. woA validade do kit encontra-se
indicado na embalagem externa.

5.1 REAGENTES do IMAGEN™ hMPV

(i Um folheto de Instrugdes de uso.

[POSITIVE CONTROL SLIDE| 2 laminas de controle positivo com 1 cavidade contendo células de macaco verde
africano (VERO) fixadas com acetona e infectadas com hMPV.

Um frasco de cada um dos seguintes produtos:

[MOUNTING FLUID] 3mL de fluido de montagem. O fluido de montagem contém um inibidor de foto-
branqueamento em solugao de glicerol (pH 10,0).

1,4mL do reagente IMAGEN™ hMPV. O reagente contém uma mistura de
anticorpos monoclonais de murino (rato) purificado, especificos para hMPV e
conjugados com FITC. Os anticorpos monoclonais sdo direcionados contra a
proteina de fusdo e nucleoproteina do hMPV.

5.2 PREPARAGAO, ARMAZENAGEM E REUTILIZACAO DOS COMPONENTES DO KIT

Para assegurar o melhor desempenho do kit, € importante que todos os seus componentes nao utilizados
sejam conservados em conformidade com as instrugdes que se seguem:

5.3 LAMINAS DE CONTROLE POSITIVO - [POSITIVE CONTROL SLIDE|

As laminas de controle positivo sdo fornecidas individualmente, fechadas em envelopes laminados com
nitrogénio. Armazenar as laminas nao utilizadas a uma temperatura de entre 2-8°C. As laminas devem
permanecer dentro dos envelopes durante 5 minutos, a temperatura ambiente (15-30°C) antes de serem
abertos.

Corar imediatamente a lamina depois de abrir o envelope.
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5.4 FLUIDO DE MONTAGEM - [MOUNTING FLUID |

Pronto para uso. Conservar o Fluido de Montagem nao utilizado em temperatura entre 2-8°C. O Fluido de
Montagem deve ser mantido em temperatura ambiente (entre 15-30°C) durante 5 minutos antes de ser
utilizado.

5.5 REAGENTE -

Pronto para uso. Conservar o reagente nao utilizado em local escuro, em temperatura entre 2-8°C. O
reagente deve ser mantido em temperatura ambiente (entre 15-30°C) durante 5 minutos antes de ser
utilizado.

6 REAGENTES ADICIONAIS

6.1 REAGENTES

Acetona fresca (para a fixagao).

Solugédo salina tamponada fosfatada (PBS) pH 7,5 para lavar amostras coradas € para a preparagao de
amostras.

6.2 ACESSORIOS

Os produtos seguintes devem ser utilizados em conjunto com o produto IMAGEN™ hMPV. Contatar a
subsidiaria ou distribuidor autorizado Oxoid para obter mais informagoes.

Laminas para microscépio, em vidro revestido de teflon, com cavidades individuais de 6mm de di&dmetro (100
laminas por caixa) disponiveis na subsidiaria ou distribuidor autorizados local Oxoid (codigo n® S6114).

Lamina de controle positivo - IMAGEN™ hMPV positive control slide (codigo n.? S6128).

7 MATERIAIS

Os seguintes materiais sao necessarios:

Pipeta de precisao e ponteiras descartaveis para dispensar 25pL.
Recipiente de lavagem.

Laminulas adequadas para cobrir uma cavidade de 6mm de didmetro.
Oleo de imersao n&o fluorescente.

Microscopio epifluorescéncia com sistema de filtro para FITC (comprimento de onda de 490nm,
comprimento de onda médio de 520nm) e ampliagdo de x200-x1000.

Incubador a 37°C.
Centrifuga de baixa velocidade.

Extrator de muco (apenas para as amostras nasofaringeas)
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8 PRECAUCOES

- Apenas para utilizacdo em diagndsticos in vitro. Os testes feitos com este produto devem ser
manuseados por pessoal treinado em procedimentos de laboratério.

8.1 PRECAUCOES DE SEGURANGCA

8.1.1  IMAGEN™ hMPV contém 15 mmol/l de azida sddica, considerada venenosa. A azida sédica pode
reagir com a tubulacdo 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 O hMPV localizado na lamina de controle positivo tem demonstrado nao ser infeccioso em culturas
celulares, contudo, a lamina deve ser manipulada e descartada como se fosse potencialmente infecciosa.

8.1.3 Encontra-se presente corante azul Evans no reagente. Evitar o contacto com a pele.

8.1.4 Ter cuidado ao utilizar o Fluido de Montagem, o qual pode causar irritagées de pele. Caso ocorra o
contacto com a pele, lavar a mesma com jatos de agua.

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

8.1.6 Nao pipetar materiais com a boca.

8.1.7 Utilizar luvas descartaveis ao manipular amostras clinicas e células infectadas, e lavar sempre as
maos depois de trabalhar com materiais infecciosos.

8.1.8 Descartar todas as amostras clinicas em conformidade com a legislacéo local.
8.1.8 As fichas de segurancga estao disponiveis aos profissionais, mediante solicitagao.

8.2 PRECAUGOES TECNICAS

8.2.1 Os componentes ndao devem ser utilizados apdso prazo de validade impresso nos rétulos. Nao
misturar diferentes lotes e grupos de reagentes.

8.2.2 Os reagentes sdo fornecidos a concentracées fixas adequadas. O desempenho dos ensaios sera
afetado negativamente caso os reagentes nao sejam armazenados nas condigdes indicadas na se¢ao 5.

8.2.3 Preparar solucao salina tamponada fosfatada (PBS) fresca conforme seja necessério no dia da sua
utilizagéo.

8.2.4 Evitar a contaminag&o microbiana dos reagentes.

8.2.5 Os reagentes nao devem ser congelados.

9 COLETAE PREPARACAO DE AMOSTRAS

A coleta e preparagdo de amostras é de importancia fundamental para o diagnéstico do hMPV por
imunofluorescéncia direta. As amostras devem ser coletadas do local da infeccao durante a fase de
maxima propagacao viral, e devem ser preparadas de forma a conservar intactas as células que se
encontrem livres de muco aderente.

A amostra respiratéria recomendada é aspirado nasofaringeo, o qual, quando correctamente recolhido,
deve viabilizar grandes numeros de células epiteliais respiratérias.
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9.1 ASPIRADOS/SECRECOES NASOFARINGEOS

Coleta

Recolher secrecdes da regido nasofaringea para um extrator de muco, através de uma sonda de
alimentacao de tamanho 8. O extrator de muco e a sonda devem ser enviados para o laboratério logo que
possivel, para serem processados. SA0 necessarias técnicas de separacdo celular para a coloragcado por
imunofluorescéncia direta. O material da amostra ou sobrenadante das técnicas de separacao celular para
inoculagéo da cultura viral.

Separacao celular

Se necessario, adicionar 2mL de solucdo salina tamponada fosfatada (PBS) a amostra antes de
centrifugar, para reduzir a sua viscosidade e diluir o muco. Centrifugar o extrator de muco a temperatura
ambiente (15-30°C) durante 10 minutos a 380g. Remover o sobrenadante, que pode ser empregado para a
cultura celular. Suspender o depésito celular em 2mL de PBS e pipetar cuidadosamente as células para
cima e para baixo com uma pipeta de didmetro grande, ou processar cuidadosamente no vortex até o
muco se desfazer, liberando o material celular. Evitar pipetar vigorosamente ou processar fortemente no
vortex, para ndo danificar as células. Quando se tiver uma suspensdo homogénea, adicionar mais PBS,
conforme necessario, pipetando a mistura ou processando no vortex apos cada adicao do volume adicional,
para lavar melhor as células.

Remover e descartar qualquer presenca de muco que permanecam visiveis. Remover 0 excesso de muco,
0 qual prejudica a penetracdo adequada do reagente, podendo resultar em fluorescéncia ndo especifica.

Se todas as secrecoes permanecerem na sonda de alimentag¢ao, nao alcancando o extrator de muco, lavar
a sonda, fazendo passar todas as secrecdes para o PBS. A melhor maneira de fazer isso é inserir uma
pipeta Pasteur na extremidade da sonda que se encontra ligada ao extrator de muco. Sugar o fluido
apropriado para dentro do tubo e expelir o mesmo repetidamente, até ter deslocado as secre¢des coladas
as paredes da sonda. Pipetar a suspensdo para cima e para baixo, até desfazer devidamente o muco.

Preparacao das laminas

Apos concluir o processo de separagao celular, centrifugar a suspensao celular resultante a temperatura
ambiente (15-30°C) durante 10 minutos a 380g e descartar o sobrenandante. Ressuspender o deposito
celular em suficiente PBS para diluir o muco que restar, ao mesmo tempo que se mantém uma alta
densidade celular. Colocar 25ul do depdsito celular ressuspenso numa cavidade de 6mm na lamina.
Deixar a amostra secar completamente por exposicao ao ar, a temperatura ambiente (15-30°C) e fixar em
acetona fresca, a temperatura ambiente (15-30°C) durante 10 minutos. Se a amostra ndo for corada
imediatamente, armazenar até ao dia seguinte a 4°C ou, se for necessario armazena-la durante mais
tempo, congelando a -20°C.

10 PROCEDIMENTO DO TESTE

CONSULTAR A SECAO 8.2, PRECAUCOES TECNICAS, ANTES DO TESTE.

10.1 ADICAO DO REAGENTE

Adicionar 25uL de reagente IMAGEN™ hMPV a preparacao celular fixada na lamina (ver a secéo 9) ou na
lamina de controle positivo. Certificar-se de que o reagente cubra toda a area d cavidade.
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10.2 PRIMEIRA INCUBAGAO

Incubar as IAminas com reagente em camara umida durante 15 minutos a 37°C. Nao permitir que o
reagente seque por cima da amostra, o que causaria a formacao de uma coloracdo nao especifica.

10.3 LAVAGEM DA LAMINA

Lavar o excesso do reagente com solucdao salina tamponada fosfatada (PBS) e depois lavar
cuidadosamente a lamina em banho, com PBS, durante 5 minutos. Escorrer o PBS e deixar a lamina
secar ao ar, a temperatura ambiente (15-30°C).

10.4 ADICAO DO FLUIDO DE MONTAGEM

Adicionar uma gota de Fluido de Montagem IMAGEN™ hMPV ao centro de cada cavidade e colocar uma
laminula sobre o Fluido de Montagem e a amostra, tendo o cuidado de nao prender nenhumas bolhas de
ar.

10.5 LEITURA DA LAMINA

Examinar toda a é&rea da cavidade contendo a amostra corada, utilizando um microscopio de
epifluorescéncia. A fluorescéncia (ver a secao 11) deve ser visivel a uma ampliagao de 400x. (Para obter
0s melhores resultados, examinar as amostras imediatamente apds a coloragdo. Contudo as mesmas
podem ser armazenadas a uma temperatura de entre 2-8°C, em local escuro, durante um maximo de 2
horas, sem reduzir a fluorescéncia).

Devido a natureza variavel da célula infectada com o hMPV, recomenda-se que as amostras que resultem

em pequenas areas de fluorescéncia especifica, de cor verde maga, a uma ampliacdao de 400x, sejam
visualizadas a uma ampliacdo de 1000x, utilizando um banho de éleo para confirmar o seu estado.

11 INTERPRETAGCAO DOS RESULTADOS DAS ANALISES

11.1  CONTROLES

11.1.1 Laminas de controle positivo

Apos corada e visualizada (ver a secdo 10) a lamina de controle deve apresentar células com granulos ou
filamentos citoplasmaticos intracelulares fluorescentes de cor verde maca, contrastando com o fundo
vermelho da amostra contra-corada. Estas células sdo de tamanho levemente maior que o das células
epiteliais respiratérias, mas exibem uma fluorescéncia citoplasmatica semelhante quando estéo infectadas
com o hMPV. As laminas de controle positivo devem ser utilizadas para verificar se o processo de
coloracao foi adequadamente executado.

11.1.2 Controle negativo

Se for necessario um controle negativo, recomenda-se a utilizacdo de células intactas nao infectadas, do
tipo usado para a cultura e isolamento de virus respiratérios. As células devem ser preparadas, fixadas e
coradas (ver a se¢ao 10).

11.2 AMOSTRAS CLINICAS

11.2.1 Aparéncia das células infectadas com hMPV

Verifica-se a presenca de granulos ou filamentos citoplasmaticos intracelulares fluorescentes nas células
epiteliais respiratérias infectadas com o hMPV.
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