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Uso propuesto

El Kit de Light Diagnostics™ SimulFluor® RSV/Flu DFA esta pensado para
uso en las muestras respiratorias tales como tasudd la garganta, nasal y
nasofaringe, lavados de la garganta, aspiradosddev broncoalveolares de
pacientes con enfermedad respiratoria febril y désple la amplificacion del
virus en cultivos celulares. Las muestras negatragl examen directo deben
confirmarse con el cultivo.

Resumen y explicacion

El virus respiratorio sincitial (RSV) ocupa el gém@&neumovirusen la familia
Paramyxoviridae Es un virus pleomorfico, de 100-300 nm de didmetr
aproximadamente, con un ARN lineal, no segmentadmocatenario de sentido
negativo. La envoltura contiene proyecciones en slgerficie externa
compuestas por dos glucoproteinas altamente aitéger- y G, y una proteina
estructural principal, N, en la nucleocapside. pasteinas estructurales F, G, y
N dividen al VRS en dos grupos antigénicos impaesinlas cepas “prototipo”
son Long (grupo A) y CH-18537 (grupo B) (1-4). ERS causa epidemias
importantes de enfermedad respiratoria grave deilastestaciones de invierno
y primavera en todo el mundo. Ya que la inmunidatumral al VRS es débil,
estas epidemias tienden a ocurrir cada afio o aslaftbs.

El VRS se puede aislar de aspirados nasofaringeosxudados nasales o
faringeos, o de muestras de pulmén tomadas deattosdprimeros dias de la
enfermedad. El virus crece en las células epiesdiumanas tales como HEp2,
células primarias del rifion del mono Rhesus (RMWKR49, MRC-5, y
NCI-H292. Los analisis rapidos y directos en masstrlinicas convenientes
sirven de diagnéstico para las infecciones de \ARSnpre y cuando se utilicen
el reactivo estandardizado y los testigos adecu&lempre que sea posible, es
preferible la confirmacién por el aislamiento dieus.

La ribavirina, administrada como aerosol, ha resldtun tratamiento con éxito
para lactantes hospitalizados infectados. Sin egobagsto requiere cuidado
especializado, y no se administra de forma rutn@). La inmunoglobulina esta
también disponible para el tratamiento. Las vacu@ad/RS tienen una larga
historia de fracasos, pero todavia estan sufriendiesarrollo intenso.

El virus de la influenza A es un miembro de la fan®rthomyxoviridae Es un
virus grande, con envoltura, de 110 nm de didmejue contiene un ARN
segmentado, monocatenario y que presenta proyescamhemaglutinina (HA)
y neuraminidasa (NA) que sobresalen a través detabrana glucoproteica (5-
7). El virus de la influenza A presenta una alectfiencia de mutacién y causa
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epidemias peridédicas mundiales de gripe. Las epaterson particularmente
graves cuando las mutaciones han tenido como adsuttambios drasticos en la
estructura de la HA o de la NA, de modo que logaetpos circulantes en una
comunidad de personas no reconocen las cepas des ests (6-8). La
especificidad en los virus de la influenza viengedainada por las diferencias
antigénicas en dos de las proteinas estructuraiesigales: la nucleoproteina
interna (NP) y la proteina de la matriz (M) (5-8).

Las infecciones por el virus de la influenza se actrizan por
traqueobronquitis, faringitis, mialgia, fiebre, dode cabeza y malestar (5,6,9).
Una rinitis minima a menudo distingue la gripe dea® enfermedades
respiratorias virales. Es altamente contagiosaedag adultoy se propaga por
gotitas de Pfliigge y fomites. Como ocurre con eBYBn periodo de incubacion
de 1 a 4 dias ayuda al virus a propagarse rapidardentro de las comunidades
y dentro de las plantas hospitalarias. La complicaenas significativa de la
gripe es la neumonia, que ocurre sola o se pueabicar con una neumonia
bacteriana. La neumonia ocurre con méas frecuentito® ancianos, en los
pacientes con sistemas inmunes debilitados, o snpézientes con alguna
patologia subyacente como diabetes, cardiopatiaagatia o enfermedad renal
cronica. Los nifios tienen mayores probabilidadesexigerimentar sintomas
adicionales de dolor gastrointestinal, vomitos,siis, otitis media, conjuntivitis
y crup.

El aumento de las muertes por neumonia durantemapbrada de la gripe” se
supone que es debido al virus de la influenza wtdza para rastrear las
epidemias de gripe y comprobar la eficacia de &=inas contra la gripe. Las
complicaciones menos comunes en los adultos incleysindrome de Reyes u
otra implicacion del SNC, sintomas cardiacos, $isug otitis media.

La amantadina y su analogo, la rimantadina, saaedis en la prevencion de
hasta el 90% de las infecciones por el virus deflaenza A y el 100% de las
enfermedades si se toma en forma profilactica J536n también eficaces en la
terapéutica, ya que reducen la duracion de la mef@ad si se toman en los
primeros 2 dias de la misma. La ribavirina puedesfieaz en el tratamiento de
la gripe por virus de la influenza A cuando se asiia por medio de un
aerosol. Las vacunas contra el virus de la inflaefzconstituyen un esfuerzo
importante de la salud publica a medida que setifiam nuevas cepas. Las
vacunas actuales contra el virus de la influerez@eti generalmente un indice de
eficacia entre 70% y 90% (5,7).

Los virus de la influenza pueden cultivarse en RMKQCK (rifion canino de
Madin-Darby), y de vez en cuando otras estirpeslams, dependiendo de la
estirpe particular del virus (11-13). La tripsirgegada al liquido de cultivo con



una concentracion de &/ml ayuda mucho en el aislamiento del virus de la
influenza en células de MDCK.

Se pueden utilizar tanto los cultivos estandar cdososhell vials. Analisis
directos, incluyendo la inmunofluorescencia, (FA)epzimoinmunoanalisis
(EIA) (11,14-17).

Las muestras adecuadas incluyen lavados nasaletados faringeos y lavados
broncoalveolares. Cualquier analisis directo comctieos estandardizados es
diagnostico para la infeccion por influenza, esglenente si se confirma por el
aislamiento del virus.

Principio del analisis

El Kit deLight Diagnostics™ SimulFluor® RSV / Flu A DFA utiliza un solo
reactivo para la deteccion y la identificacion didmeas de VRS y del virus de
la influenza 3. El componente primario, especifima VRS, se unira a los
antigenos de VRS F y de G en las células infectpda®/RS. El componente
secundario, especifico para el virus de la inflaenk, se unird a la
nucleoproteina del virus de la influenza A en lékilas infectadas por éste. El
reactivo que no se ha unido se elimina mediantadiaxcon PBS (phosphate-
buffered saline, solucién salina tamponada corafo¥f EI complejo antigeno-
anticuerpo se puede visualizar por microscopidudedscencia. El complejo del
antigeno-anticuerpo del VRS mostrara una fluoresaerolor verde manzana y
el complejo antigeno-anticuerpo del virus de lduigriza A sera de color
amarillo oro. Las células no infectadas se tifiemmeolor rojo palido debido a
la presencia en el reactivo de azul de Evans.

Componentes del kit

1.  SimulFluof RSV/Flu A Reaqent, 5245: Un (1) frasco cuentagotas
de 5 ml que contiene un componente primario espegiara el antigeno
VRS y un componente secundario especifico paréws de la influenza
A, estabilizador de las proteinas, azul de Evafs(l5% y azida sddica al
0,1% (conservante).

La cantidad suministrada es suficiente para 125 phas. Estimacion se basa en
las pruebas de caida de 4l0; el nimero real de las pruebas pueden variar.

2. RSV Control Slides, 5012: Dos (2) portaobjetos que contienen un
pocillo para células infectadas por VRS y un pocjtlara células no
infectadas.




Influenza A & B Control Slides, 5010: Dos (2) muestras que
contienen un pocillo para células infectadas parsvile la influenza A, un
pocillo para células infectadas por virus de ldugriza B y dos pocillos
para células no infectadas.

4. Phosphate Buffered Saline (PB 5087: Un (1) envase de las sales

para preparar 1 litro de soluciéon salina tamponedia fosfato tras su
disolucion en agua destilada. Guardar en un ensmgado y limpio, a la
temperatura ambiente.

Tweef® 20/Sodium Azide Solution (100X), 5037: Un (1) frasco de
10 ml que contiene monolaurato de polioxietilenbgan (Tween 20) y
azida sodica (Naf) concentrada, para diluir 1:100 en PBS.

Mounting Fluid; 5013: Un (1) frasco cuentagotas de 10 ml que
contiene glicerina tamponada con Tris, un ampliatiia fluorescencia y
azida sodica al 0,1% (conservante). Guarde a teriysa entre 2°C y
25°C.

Materiales necesarios no suministrados

Acetona, grado reactivo o mejor; en envase deovidri
Agua destilada o desionizada

Testigos de cultivo del virus (las cepas de logs/WRS y de la influenza 3
de referencia estan disponibles en ATG8merican Type Culture
Collection, Coleccién Americana de Cultivos Tipelanassas, VA.

Solucidn de hipoclorito de sodio al 0,05% (lejiangstica diluida 1:100)

Estirpes celulares susceptibles a los virus VR8lgeinza A como HEp-2,
MRC-5, PMK, estirpes celulares MDCK (14,15,16) tastestirpes
celulares susceptibles al virus de la influenz@d@r gjemplo LLC-MK2,
etc). Se pueden obtener estirpes celulares apiapide ATCE (American
Type Culture Collection, Coleccién Americana det®ak Tipo),
Manassas, VA.

Medio para cultivo de tejidos como RPMI o EMEM (EggyMinimum
Essential Medium, medio esencial minimo de Eagie)fBS (fetal bovine
serum, suero bovino fetal) y antibioticos o equenats



Medio de transporte viral que no sea inhibitoricap®RS o para virus de la
influenza A (solucién salina equilibrada de HarikB$§S) con antibiéticos, o
equivalente)

Portaobjetos de vidrio limpiados con acetona, noréscentes
Cubreobjetos del N° 1
Dispositivo aspirador con pipetas Pasteur estélidsgchables

Centrifugadora capaz de alcanzar 700 a 950 x goufretas de riesgo
biolégico y adaptadores para shell vials

Microscopio de fluorescencia con una lampara decungr o halégena de
100 vatios, la combinacion de filtros adecuada B&F& (pico de excitacion
= 490 nm, pico de emisibn = 520 nm) con un aumexd®
160-200x y 400x (objetivo seco)

Opcional: combinacion de filtros para TRITC (pio® @xcitacién = 550 nm,
pico de emisién = 570 nm)

Pinzas
Camara himeda
Incubadora a 37 + 1°C

Una jeringa y aguja u otro instrumento para extrelecubreobjetos del
shell vial

Bafio de agua con ultrasonido

Vértex o agitador por ultrasonido

Advertencias y precauciones

La azida s6dica usada como conservante en elivea®imulFluor®, el
disolucion PBS/Tween 20 y el liquido de montajédasca si se ingiere. La
azida sédica puede reaccionar con tuberias de poowbre para formar
azidas metalicas altamente explosivas. Al desedwos materiales,
enjuagar con agua abundante para evitar su acugnlat las tuberias.

La mezcla o alteraciéon de cualquiera de los reastipuede ocasionar
resultados erréneos.

No sustituir con los reactivos de otros fabricante



e Si los tiempos y temperaturas de incubacion somrafites de los
especificados se pueden obtener resultados erréBtossuario debera
validar estos cambios.

* No permita que los shell vials o los portaobjeses sequen en ningln
momento durante el proceso de tincion.
* Manipule todas las muestras y los materiales ouere en contacto con

ellas como materiales potencialmente infecciosodegéchelos con las
precauciones adecuadBgscontamine con 0,05% de hipoclorito de sodio.

» La acetona es sumamente inflamable y su ingestifimalacion es nociva
para la salud. Conserve este producto alejado alef,achispas o llamas.
Evite la inhalacion de los vapores. Utilice unatitacion apropiada.

* No pipetee los reactivos con la boca.
« Evite el contacto con el azul de Evans (presenta esactivoSimulFluor®

RSV/Flu A Reagen 5245), ya que se trata de un posible carcindégeno.
Si entrara en contacto con la piel, enjuague coa ayundante.

* El Mounting Fluid 5013 contiene un amplificador de fluorescencia
gue puede resultar destructivo para las mucosdte Elcontacto directo
con la piel o las mucosas. Si ocurriera el contaetguague con agua
abundante.

Estabilidad y almacenamiento

Si se almacena entre 2° y 8°C,Kit de Light Diagnostics™ SimulFluor®
RSV/Flu A DFA es estable hasta la fecha de caducidad que gstésanen la
etiqueta del kit. No congele ni exponga a tempesatlevada. Deseche los
restos de reactivos después de la fecha de cadutad &it.

Obtencion de muestras

La extraccion, el transporte, el procesamiento glelacenamiento apropiados
de la muestra son de importancia fundamental paialamiento y confirmacion
de las infecciones por VRS y por el virus de lduriza A. Los aspirados de las
secreciones respiratorias son las muestras dei@e@unque también pueden
utilizarse las torundas nasofaringeas o de la gtadas).

Los lavados nasales y los aspirados nasofaringé@sjoeales son ideales para
el examen directo de la muestra ya que proporcicalaindantes células

epiteliales. Las muestras de lavados nasofaringeabtienen poniendo de 3 a
5 ml de suero salino en la ventana de la narizet@aciente en posicion supina.



Se succiona suavemente el suero salino usandenimgaj, una pera de goma o un
catéter conectado a un atrapador de moco.

Las torundas nasofaringeas, de la garganta o sasald€recuencia no contienen
una  cantidad adecuada de células  epiteliales adiad o
cilindricas, que son esenciales para la detecdréntd del VRS o del virus de la
influenza A.

Transportar la muestra al laboratorio, en hielo m wn paquete frio,
inmediatamente después de la obtencién. Las meegt@ se van a procesar
para el examen directo no se deben congelar yalqueceso de congelacion y
descongelacion rompe las células e inutiliza lasgtmas. La muestra para VRS
se debe procesar e inocular en los cultivos cesllauanto antes tras recibirla.
Las muestras que se van a utilizar para el aistamien cultivo se deben
congelar a -70 C si el proceso no se realiza en un plazo de 7astaespués de
la obtencidn. Evitar los ciclos repetidos de coagéin y descongelacion.

La informacion detallada sobre las técnicas dernmliide de las muestras se
puede encontrar en el Manual of Clinical MicrobgjpBalows, Aet al, eds. 52
ed. (1991).American Society for Microbiology, Washington, D.@fluenza
Viruses, Ch. 81; Respiratory Syncytial Virus, CB; &nimal and Animal Cell
Culture Systems, Ch. 19 and Clinical Microbiologyoéedures Handbook,
Volume 2, Isenberg, H.D. ed. (1992). American 8tycifor Microbiology,
Washington, D.C., Selection, Collection and Tramspd Specimens for Viral
and Rickettsial Cultures, Section 8.2.

Para el transporte apropiado de las muestras, Itand@ CFR (Code of Federal
Regulations) part 72.

Proceso de muestras

Antes de procesar las muestras, comprobar que haighn obtenidas y
transportadas correctamente. La manipulacion iectarde las muestras puede
causar resultados erroneos.

Procesamiento de las muestras para el examen direct

1. Saque la muestra del envase original y colégerelan tubo de centrifugar
estéril de 10 a 15 ml.

2. Centrifugue entre 300 y 500 x g, a 2° y 8°Cadte 10 minutos.
3. Extraiga el sobrenadante para los procedimietgagslamiento virico.

Nota: Consultar en “Procesamiento de las muestras pardtivo /
aislamiento” las instrucciones completas.



10.

11.

12.

(Ij_avarsel sedimento celular mediante suave pesison en 4 a 8 ml
e PBS.

Centrifugue entre 300 y 500 x g, a 2° y 8°Cadte 10 minutos.

Si la muestra contiene moco, éste formara upa cabre el sedimento
celular. Retirar cuidadosamente el sobrenadantenyoeo con una pipeta
Pasteur. Si todavia hay moco, repetir los paso6 Aasta que desaparezca.

Resuspenda las células sedimentadas en 0,1 ral @& PBS estéril para
obtener una suspension ligeramente turbia. La adlide la preparacion
depende de la concentracion de células en la ssi§perhas suspensiones
densas son dificiles de leer y no proporcionangreagiones de alta calidad.
Las suspensiones que no contienen suficientesaséain lugar a pérdida de
sensibilidad.

Ponga una gota de la suspension celular sobmirekro deseado de
pocillos en los portaobjetos previamente limpios.

Espere a que el portaobjetos se seque al aire.

Fije los portaobjetos en acetona fria (2° y)&@ante 10 minutos. No deje
gue la acetona se contamine con agua y sales.pasile producir una
tincién nebulosa.

Espere a que los portaobjetos se sequen altraisela fijacién. Los
portaobjetos deben tefirse lo antes posible. Shex®sario guardarlos,
coloque los portaobjetos en un contenedor con dagees -20° C.

Proceda con la seccion del “Procedimiento denmaunofluorescencia”
después de terminar la seccion de la “Prepara@@bredctivo”.

Procesamiento de las muestras para cultivo/aislarmito:

Aspirado nasofaringeo, aspirado tragueal, lavadalpkvado bronquial:

1.

Saque la muestra del envase original y coloaarlan tubo de centrifugar
estéril de 10 a 15 ml

Agregue suficiente PBS frio para alcanzar unmein de 2,0 a 2,5 ml

Mezcle agitando en el vortex. Si la muestra tdizas Gnicamente para el
aislamiento viral, proceda con la etapa 4.

Nota: Las muestras que se van a utilizar para exameectiro para el
aislamiento virico deben centrifugarse entre 30800 x g, a2° y 8°C
durante 10 minutos. Se extrae el sobrenadante queisara para el
aislamiento virico. Si el sedimento celular es@efitemente grande, una
porcion del mismo se puede agregar al sobrenadaam aumentar la
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recuperacion virica. Consultar, por favor, en “Pmgamiento de las
muestras para el examen directo” las instrucciooesipletas.

Sonique la muestra de 8 a 12 Kc/seg durante 3D segundos para
disgregar las células y liberar las particulacagi

Centrifugue la muestra entre 300 y 500 x g, & 8°C durante 10 minutos,
para sedimentar los restos celulares.

Separe el sobrenadante de los restos celulares.

El sobrenadante se puede mezclar con soluctdndita, 10X, y dejarlo a
2° y 8°C durante 30-60 minutos antes de la inoculacion pasigar el
sobrecrecimiento bacteriano.

Torundas nasofaringeas, de la garganta y nasales:

1.

Agite la muestra vigorosamente, o en el vopexa separar las células de la
torunda.

Para una mayor recuperacion virica, agregarnalgierlas de vidrio
estériles a la muestra y agitar en el vortex derantminuto, o sonique de 8
a 12 Kc/seg, durante 30 a 60 segundos.

Deseche la torunda en una solucion de hipoelddtsodio.
Centrifugue la muestra entre 300 y 500 x g, @ °C durante 10 minutos.

Utilice el sobrenadante como material de inaziala

Aislamiento y preparacion de los cultivos para tindn:

Siembra de tubos estandar o de shell vials:

1.

Examine los cultivos celulares inmediatamentéesande sembrar las
muestras para verificar que la morfologia sea aatbtu

Aspire el medio del crecimiento de los tuboseolas shell vials que se
inocularan.

Agregue entre 0,2 y 0,5 ml del inéculo en catha to shell vial.
Inocule las muestras en las estirpes celulgnepm@mdas.

Centrifugue los shell vials a temperatura antBiglurante 30 minutos entre
500y 700 x g.

Fije el in6culo por adsorcion sobre las monosagel tubo estandar por la
incubacién en un soporte inclinado a 35-37°C derartiora.
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10.

Después de la adsorcion o centrifugacion, aspirendculo y agregue
suficiente medio de mantenimiento para cubrir cetaphente la monocapa
de células.

Incube a 35-37°C en tambores giratorios o sepdijbs.

La monocapa se puede enjuagar suavemente 2eate% won medio de
mantenimiento previamente equilibrado si la mugstidiera resultar toxica
para la monocapa.

Renueve el medio de cultivo cada 3 a 5 dias.

Nota: Se debe sembrar una muestra de cada lote de tmpesscelulares
empleadas para el cultivo celular con cepas repregéras de VRS y del
virus de la influenza A para establecer la susd#dad a la infeccién por
influenza y el desarrollo posterior de CPE. Lostisok celulares no
inoculados también deben crecerse y examinarséatii@nte en busca de
virus y micoplasma. Estos funcionaran como testigola morfologia
celular normal y pueden resultar Utiles para des¢ain CPE temprano. A
menos que estos cultivos celulares testigo tengasrecimiento adecuado,
los resultados del aislamiento en cultivo celulagbdn considerarse
invalidos.

Preparacién de cultivo tisular para tincion:

1.

4.

Examine los tubos de cultivo tisular o los skills diariamente en busca de
efecto citopatico. Los shell vials pueden tefiinsenclo el CPE esta presente
0 a los tiempos optimos que determine cada lahdoat®i se observa CPE,
las células se pueden raspar o tripsinizar del (alde los shell vials) y un
portaobjetos multipocillos y prepararlas para saidin.

Para preparar portaobjetos multipocillos, aspirenedio del tubo (o del
shell vial). Guarde el medio de cultivo que no aaibado a 2-8 °C hasta que
se haya terminado la prueba. Si fuera necesariireg analisis, se puede
intentar aislar al virus de este medio.

Lave el cultivo celular suavemente, tres veass) 1-2 ml de HBSS.
Deseche todos los lavados en una solucién de ligtnctie sodio.

Agregue un décimo del volumen de cultivo origina tlipsina y deje
reposar durante 30 segundos. Golpee suavemenégzipiente de cultivo
para desprender las células. Suspenda nuevamsentélldas con 2 ml de
HBSS. Centrifugue la suspension de células entfey3600 x g durante
10 minutos. Resuspenda las células sedimentad@sg3enl de PBS estéril
para obtener una suspension ligeramente turbiaa Bar considerados
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adecuados para la deteccion, los portaobjetos dedr@aner al menos dos
células por campo a un aumento de 250x.

Nota: Una alternativa es simplemente despegar la moreckpcélulas del
tubo con una varilla de vidrio o una pipeta estéBlspenda nuevamente y
centrifugue las células segun lo descrito anteriente.

5. Manche con la suspensiéon celular un portaobjetopidido con acetona y
dejarlo secar. Fije el portaobjetos en acetona (@fay 8°C) durante
10 minutos y séquelo al aire completamente. Guirdgeportaobjetos no
utilizados con desecante<a2(® C.

Procedimiento de tincién
Preparacién del reactivo:

Solucion de PBS/ Tween 20Disolver el contenido del paquete de PBS en 950
ml de agua desionizada o destilada. Agregar ekodt del frasco de Tween
20/azida sédica al PBS. Mezclar a fondo; c.s.fittmcon agua desionizada o
destilada. Transferir a un envase para almacen&mianpio y etiquetado,
cerrarlo bien y guardarlo a la temperatura ambidisechar el PBS/Tween si

se torna turbio o presenta precipitados.

El resto de los reactivos se suministran listos @a&u uso.

Procedimiento (de tincién) inmunofluorescente dire sugerido:

1. Permita que los portaobjetos de testigo fijagloacetona, la muestra y los
reactivos alcancen la temperatura ambiente.

Nota: No permita que se sequen los portaobjetos en ningmento
durante el proceso de tincion.

2. Agregue suficient8imulFluor® RSV/Flu A Reagent 5245 para
cubrir las células: 1 gota por mancha celular y64gatas para los shell
vials.

Incube el portaobjetos a“€7durante 15 minutos en una camara humeda.

4. Enjuague el portaobjetos suavemente con untaplsePBS/Tween 20
durante 10 a 15 segundos para eliminar el excesoldeién de anticuerpo
monoclonal, tenga cuidado de dirigir el chorro $eji@l pocillo. Para shell
vials: aspire el reactivo del frasco y lave suavemeada shell vial 3 veces
con 1 ml de PBS/Tween 20.

5. Sacuda el exceso de reactivos del portaobjetos.
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6. Prepare bajo un cubreobjetos con Mounting Fgigbso pH 8,!, 5013
0 equivalente). Para shell vials: aspire el PB®&@wde los shell vials.
Levante cada cubreobjetos con una aguja dobladdafip una jeringa
pequefia y saquelo cuidadosamente con pinzas. Brepda cubreobjetos
con el LADO DE LAS CELULAS HACIA ABAJO sobre un paobjetos
de vidrio con liquido de preparacion.

7. Seque el exceso de liquido de los bordes d&qiujetos.

Nota: Para obtener los mejores resultados, examine logpbjetos
inmediatamente después de preparar. Si los por&dodjtuvieran que
almacenarse después de la tincion, guardelos éitse8°Cen un envase
seguro y protegidos de la luz.

9. Examine los portaobjetos, con un microscopifiudgescencia a 100-200x,
en busca de células que presenten fluorescen@deRgalizarse un examen
detallado a 400x.

Nota: El buen funcionamiento del microscopio de fluoresce tiene una
importancia crucial para lograr resultados de arsd$ satisfactorios. Dado
qgue los objetivos, la intensidad y potencia de dmpara y los filtros
pueden afectar a los resultados, el empleo de stigtepositivo verificara
el funcionamiento de los reactivos, la metodologia cultivo y el
microscopio.

Interpretacion de los resultados
Control de calidad

Con cada lote de muestras hay que probar los fijetas de testigo. Los
portaobjetos de testigo proporcionados en el kitpgara demostrar el
funcionamiento apropiado de los componentes dgi ¢té&l procedimiento de
tincion inmunofluorescente.

También se pueden probar preparaciones de testigréldlas infectadas por
VRS o por el virus de la influenza A y de célulasimfectadas para asegurar la
idoneidad de los procedimientos de tincion pammélisis directo de la muestra.
Ademés, hay que mantener y probar tubos estanslaelbvials inoculados con
cepas de referencia de VRS y del virus de la infftaeA, y cultivos no
inoculados para asegurar la idoneidad de los phméetos de cultivo,
aislamiento y tincion.

Nota: Examinar bien en todo el portaobjetos la preseni@dluorescencia
asociada a las células.
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Muestra directa:

Se deben examinar los shell vials o los portaobjetstigo preparados a partir
de células infectadas por VRS, virus de la inflaeAzy células no infectadas
para asegurar procedimientos de tincion apropiddcente el andlisis directo de
la muestra.

Cuando se visualiza con un microscopio de fluomsee una fluorescencia
color verde manzana brillante en el nicleo y/o ptitema de las células
infectadas indica una reaccién positiva para VR8a Wuorescencia color
amarillo oro en el nicleo y/o citoplasma de lasileél infectadas indica una
reaccion positiva para el virus de la influenza A.

Una reaccion de tincién positiva para el VRS o ielisy de la influenza A
requiere la presencia de al menos 2 o célulastagtapie presenten fluorescencia
especifica. Un resultado presumiblemente negasté iadicado por la ausencia
de fluorescencia en un muestreo minimo de 20 cEkpéeliales. Una muestra
gue contiene menos de 20 células epiteliales ssidara inadecuada, y la
prueba invalida.

Precaucion: Debe ignorarse la fluorescencia de fragmentos eetd debida a
atrapamiento del reactivo en dichos restos. Stés$igos positivo y negativo no
pueden ser claramente distinguidos, la prueba $& densiderar invalida.

Si se desea, puede utilizarse un sistema de fifimos TRITC para confirmar la
reaccion de tincion. Las células infectadas por MRSno seran visibles,
mientras que las células infectadas por el virutadefluenza A exhibiran una
tincion de fluorescencia color rosa brillante.

Aislamiento y confirmacién del cultivo celular:

Hay que mantener y probar tubos estandar o stad Wmoculados con cepas de
referencia de VRS vy del virus de la influenza Agujtivos no inoculados para
asegurar la idoneidad de los procedimientos déevoulislamiento y tincion.

Cuando se visualizan con un microscopio de fluemsa con un sistema de
filtros para FITC, una fluorescencia color verdeng@na brillante en el nicleo
y/o citoplasma de las células infectadas indicarnea&cion positiva para VRS.
Una fluorescencia color amarillo oro en el nicléo gitoplasma de las células
infectadas indica una reaccién positiva para eisvite la influenza A.

Una reaccion de tincion positiva para el VRS o ielisy de la influenza A
requiere la presencia de al menos 2 o célulastagaie presenten fluorescencia
especifica. La ausencia de fluorescencia y la po#sale un color rojo palido
debido a la tincion de contraste con azul de Evadfgan una reaccion negativa
provisional.
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Un resultado negativo no descarta una infeccion\fiR& o por el virus de la
influenza A o ambos. Un resultado negativo puedeedse a diversos factores
como: una muestra inadecuada, incorrecta obtengidnanipulacion de la
muestra, técnica de cultivo incorrecta, estirpelaelo temperatura inadecuadas
durante el aislamiento u otros factores mencionadosla seccion de
“Resolucién de problemas”. Todos los resultadostiegs provisionales deben
informarse como “No se observa ningln virus”.

Limitaciones

Un resultado negativo en la muestra directa noattsda infeccion por

VRS, por el virus de la influenza A o ambos. Uruteslo negativo puede
deberse a diversos factores como: momento de abterdurante la

infeccion, muestra inadecuada, tipo de muestra, aloiancion y manejo
inadecuados de la muestra y otros factores quesseioman en la seccion
“Resolucién de problemas”. Hay que inocular la nmaesl cultivo celular y

monitorizar la infeccidn.

Un resultado negativo en los cultivos celularegslescarta una infeccién por
VRS o por el virus de la influenza A o ambos. Usuitado negativo puede
deberse a diversos factores como: momento de émabh en el curso de la
infeccién, incorrecta obtenciéon y manipulacion denuestra, técnica de
cultivo incorrecta, estirpe celular o temperatunadecuadas durante el
aislamiento u otros factores mencionados en lai@ede “Resolucion de

problemas”.

El uso de un objetivo de 10x (ampliacion 100x) puad proporcionar los
suficientes aumentos para visualizar la morfolatgidas células y el patron
de la tincion, particularmente en las células itsfdas por el virus de la
influenza A.

Los anticuerpos monoclonales usados en este gitepararon con una cepa
prototipo y es posible que no detecten todas lamntas antigénicas o
nuevas cepas de VRS o del virus de la influenza A.

Los anticuerpos monoclonales pueden no detectarelpas de VRS y del
virus de la influenza A que hayan experimentadaupégs cambios en los
aminoécidos de la region diana del epitopo.

Los procedimientos de tincion directa de la muedétectan el antigeno de
VRS o del virus de la influenza A y no pueden zgitse para determinar la
viabilidad de estos virus.

La proteina A, producida por determinadas bacteegasne a la porcién de
Fc de los anticuerpos monoclonales usados ehigéit Diagnostics™
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SimulFluor® RSV / Flu A DFA Kit. Se podria identificar una
contaminacién bacteriana en un aislado de cultitales muestras se deben
eliminar del analisis. Sin embargo, la tincion paddiferenciarse por el
tamafio y la morfologia. La presencia dahphylococcus aureu@ue
produce la proteina A) daréa lugar a la fluores@edei la pared de la célula
que es brillante, pequefia (0,8 a
1,0um) y esférica.

e El buen funcionamiento del microscopio de fluoresi® tiene una
importancia crucial para lograr resultados de aisabatisfactorios. Dado
gue los objetivos, la intensidad y potencia déitadara y los filtros pueden
afectar a los resultados, el empleo de los testiglesuados verificara el
funcionamiento de los reactivos, la metodologiaulBvo y el microscopio.

* No se han establecido las caracteristicas deldoaaiiento de esta prueba
para la monitorizacion del tratamiento.

* No se han establecido totalmente las caractedstiehfuncionamiento de
esta prueba para tipos de muestras tales comspira@os nasofaringeos o
muestras de biopsia del aparato respiratorio.

Especificidad y reactividad cruzada

Los anticuerpos monoclonales conjugados usadod esaetivo SimulFluor®
RVS/Flu A se probaron contra una variedad de virus y desliastencontrados
en las vias respiratorias, y las estirpes celuiizado cominmente para aislar
los virus RVS e influenza A. En la tabla siguiesgeindican los resultados.
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Tabla 1a.Reactividad cruzada contra virus comunes

Microorganismos

SimulFluor® RSV/Flu A

Virus

Adenovirus; AD-75 CDC V5-002

Coxsackievirus A9; ATCC VR-186

Coxsackievirus B1; NIH

Citomegalovirus; aislado clinico

Enterovirus 70; ATCC VR-836

Enterovirus 71; ATCC VR-784

Echovirus 4; ATCC VR-34

Echovirus 6; ATCC VR-36

Echovirus 9; ATCC VR-39

Echovirus 11; ATCC VR-41

Echovirus 30; ATCC VR-322

Virus del herpes simple tipo 1; aislado
clinico

Virus del herpes simple tipo 2; aislado
clinico

Influenza A:

H1IN1: 6 cepas
H2N2: 1 cepa
H3N2: 8 cepas

Influenza B; 6 cepas

Virus de la parotiditis;

Virus del sarampion

Parainfluenza 1; CDC V6-004

Parainfluenza 2; CDC V7-003

Parainfluenza 3; CDC V5-003

Parainfluenza 4A; VR1378 cepa M-25

Virus respiratorio sincitial;
aislados clinicos - 6
Cepa Long
Cepa ‘B’

Pneumocystis carinipulmén de rata

Virus varicela-zoster; aislado clinico
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Tabla 1b. Reactividad cruzada contra las bacterias y kagpes celulares

comunes

Microorganismos

SimulFluor® RSV/Flu A

Bacterias

Bordetella bronchisepticegATCC 10580

Bordetella pertussjsATCC 9340

Branhamella catarrhalisATCC 25238

Chlamydia trachomatjsATCC

Chlamydia pneumoniae

Corynebacterium diptheriae®d TCC 13812

Legionella micdadeiATCC 33204

Legionella pneumophildATCC 33156

Mycobacterium tuberculosiggTCC 25177

Mycoplasma hominisATCC 23114

Mycoplasma pneumonia@&TCC 15531

Neisseria meningitidisATCC 13077

Estirpes celulares

HEp-2

RMK

MRC5

A549

Vero

LLC-MK2
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Valores esperados

Se recibieron quinientas veintisiete muestras gitids entre septiembre de 1997
y marzo de 1998, 253 de la region sureste de Estddulos y 274 del noreste.

En el sureste, se identifico el VRS por muestraaté o cultivo en 52 muestras
con una frecuencia del 20,6%, mientras que el deul influenza A se aislé en
31 muestras (12,3% de frecuencia). Todos los pesiern los que se identifico
el VRS eran menores de 3 afios de edad. Por elacontd9 de 31 (61,3%)

pacientes positivos para el virus de la influenza efan mayores de

10 afios de edad.

En el noreste, se identificd el VRS en 111 mueg#@ss% de frecuencia) y el
virus de la influenza A en 23 muestras (8,4% deukecia). A excepcion de
11 exudados faringeos tomados de adultos en umaaclie reposo, todas las
muestras eran aspirados nasofaringeos de nifi@hsBevd para las infecciones
por VRS y por el virus de la influenza A una disicion similar, en cuanto a la
edad, a la que se hall6 en el otro sitio del estutfidos los pacientes en los que
se identifico el VRS eran menores de 3 afios de, edititras que 3 de los 23
aislados de virus de la influenza A perteneciaaceptes mayores.

Tabla 2. Frecuencia de VRS y del virus de la influenzerfel este de Estados
Unidos en nifios menores de 3 afios de edad.

Sureste de EE.UU. Noreste de E.E.U.U.

Total | Positiva |% < 3 afios | Total |Porcentaje| % < 3 afios

VRS 52/253| 20,6% 100% 111/244 40,5% 100%
Influenza | 31/253| 12,3% 38,7% 23/274 8,4% 13,0%
A

Se recibieron cinco tipos diferentes de muestras pEalizar analisis en los dos
sitios del estudio. Los nimeros de las muestras ladasa de positividad para
VRS o para el virus de la influenza A se resumeprainuacién. Los exudados
nasales y aspirados nasofaringeos resultaron sandgores tipos de muestra
para el aislamiento del virus.
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Tabla 3. Muestras recibidas para deteccion de VRS y das\de la
influenza A

TS NS TW NPA | Sput | Bronch Otro
Ne° de 63 137 17 263 37 2 3
muestras
N° positivas 15 70 4 134 13 0 0
% positivas 23,8 | 51,1 23,5 50,9 35,1 0 0

TS = exudados faringeos; NS = exudados nasales; l&ados faringeos; Sput =
esputo; Bronch = lavados bronquiales; O = otro

Caracteristicas del funcionamiento
SITIO 1

Se recibieron doscientas cincuenta y tres mueptes la deteccién de VRS y
del virus de la influenza A en un laboratorio dierencia del sudeste de Estados
Unidos. Las muestras, que incluyeron exudados emsakudados faringeos,
lavados nasales, etc., fueron tanto de nifios coen@diiltos. Se prepararon
portaobjetos con cada muestra y se tifleron coneattivo SimulFluor®
RSV/Flu A y los resultados se compararon con los de un Bithpm
previamente evaluado y registrado para analisia fleorescencia. Las muestras
también se inocularon en el cultivo para el aistmiu del virus. Se prepararon
portaobjetos de los cultivos inoculados y se tifieron el reactivé&@imulFluor®
RSV/Flu A y un Dispositivo previamente evaluado y registradea el andlisis
de la fluorescencia.

Se aislaron veintiséis virus distintos del VRS Y deus de la influenza A,
incluyendo rinovirus (9), CMV (6), adenovirus (€nterovirus (2) y 1 virus de
la parainfluenza 2. También se identificaron cuatfecciones duales, una por
cada una de las siguientes combinaciones CMV/aderfloenza A/adeno,
CMV/VRS y CMV/parainfluenza 3.

Deteccion de VRS

Se detectd VRS en 52 muestras de pacientes mediaatisis directo de la
muestra y aislamiento en cultivo. De éstos, séldukBon positivos Unicamente
mediante cultivo. El reactivaSimulFluor® RSV/Flu A coincidia con el
Dispositivo previamente evaluado y registrado tartcel analisis directo de la
muestra como en la confirmacién del cultivo.

19



La sensibilidad y la especificidad relativas delateso SimulFluor® RSV/Flu A
fueron del 100% respectivamente para la confirnmadigl cultivo, mientras que
la sensibilidad y la especificidad relativas deptaeba directa de la muestra
fueron del 100% y del 83,8% respectivamente en esagdn con el cultivo.

Tabla 4. Deteccidn del VRS en muestras directas y eivoult

SimulFluor® RSV/Flu A/ Positivo | Negativo | Positivo | Negativo
Dispositivo previamente por por por por
evaluado y registrado m_uestra m_uestra cultivo cultivo
directa directa
Positivo por SimulFluor® 52 0 13 0
RSV/Flu A
Negativo por SimulFluor® 0 201 0 240
RSV/Flu A
Total 52 201 13 240
Sensibilidad relativa de la Muestra direegaCultivo = 100% (13/13)
(Intervalo de confianza del 95%: 33,5 -95,9%)
Especificidad relativa de la Muestra direetaCultivo = 83,8% (201/240)
(Intervalo de confianza del 95%: 83,7 -91,8%)
Sensibilidad relativa de la confirmacion del cdtiv = 100% (13/13)
(Intervalo de confianza del 95%: 27,6 -86,2%)
Especificidad relativa de la confirmacion del adti = 100% (240/240)

(Intervalo de confianza del 95%: 91,4 -97,2%)

Deteccion del virus de la influenza A

El virus de la influenza A se aislé en cultivo dé & las 253 muestras. El
SimulFluor® RSV/Flu A y el Dispositivo previamente evaluado y registrado
tuvieron una correlacion completa para la confiidraade el cultivo. De las
muestras positivas por cultivo, solamente 16 eaanbién positivas por prueba
por muestra directa con &imulFluor® RSV/Flu A y 15 con el Dispositivo
previamente evaluado y registrado.
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Tabla 5 Deteccidn del virus de la influenza A en muestliasctas y en cultivo

SimulFluor® RSV/Flu A/ Positivo | Negativo | Positivo | Negativo
Dispositivo previamente por por por por
evaluado y registrado m_uestra m_uestra cultivo cultivo
directa directa
Positivo por SimulFluor® 15 1 31 0
RSV/Flu A
Negativo por SimulFluor® 0 237 0 222
RSV/Flu A
Total 15 238 31 222
Sensibilidad relativa de la Muestra direggaCultivo = 48,4% (15/31)
(Intervalo de confianza del 95%: 33,5 -95,9%)
Especificidad relativa de la Muestra direetaCultivo = 100% (222/222)
(Intervalo de confianza del 95%: 89,7 — 96,3%)
Sensibilidad relativa de la confirmacién del cudtiv 100% (31/31)
(Intervalo de confianza del 95%: 82,1 -163%)
Especificidad relativa de la confirmacion del audti= 100% (222/222)
(Intervalo de confianza del 95%: 83,7 -91,8%)

SITIO 2

Se recibieron doscientas setenta y cuatro muestras laboratorio hospitalario
desde noviembre de 1997 a marzo de 1998. A excemi#o1l exudados
faringeos tomados de adultos en una clinica desegfiodas las muestras eran
aspirados nasofaringeos de nifios. Se preparardaopf@tos a partir de las
muestras y se analizo la presencia de VRS y das$ de la influenza A mediante
el SimulFluor® RSV/Flu A y para VRS mediante un EIA de membrana
disponible comercialmente. Las 11 muestras de @glskt analizaron en busca
del virus de la influenza A mediante una membran& Hisponible
comercialmente. Cada muestra también se inoculéukivos celulares para el
aislamiento y la deteccidn del virus de la infledzy de VRS por medio de un
reactivo de inmunofluorescencia disponible coméra@ate.

Se aislaron de las muestras veintidés virus dagtiaiel VRS y del virus de la
influenza A. Entre éstos se encontraron 9 CMV (ipehdo una coinfeccién con
el virus influenza A y 4 con VRS), 8 adenovirus cluyendo
3 coinfecciones con VRS), 3 enterovirus (2 coinf@oes con VRS) y 1 HSV.
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Deteccién de VRS

Treinta y dos muestras fueron inadecuadas parasiandirecto de la muestra
mediante elSimulFluor® RSV/Flu A; 4 fueron posteriormente positivas para
VRS por cultivo y 1 fue positiva para el virus ageihfluenza A. El VRS se
identificé por tincién directa coBimulFluor® RSV/Flu A en 106 muestras. De
éstas, 36 eran positivas segln la prueba de mealwtl@anEIA previamente
evaluada y registrada, pero negativas en cultivo.

Tabla 6. Comparacion d8imulFluor® RSV/Flu A vs.la Membrana de EIA

previamente evaluada y registrada

SimulFluor® RSV/Flu A/ Positivo Negativo Total
Dispositivo previamente evaluado| POr EIA por EIA
y registrado
Positivo por SimulFluor® RSV/Flu A 82 (97) 24 (9)* 106
(108)
Negativo por SimulFluor® RSV/Flu A 2 122 124
Total 82(99) 146(131) 230

*15 muestras negativas segun la prueba de la memlii# resultaron positivas

en cultivo

() indica valores ajustados después de la conignadel cultivo

Sensibilidad relativa: (97/99) 98,0% (intervaloatmfianza del 95%:

92,9-99,7%)

Especificidad relativa: (122/131) 93,1% (intervekconfianza del 95%:

87,4-96,8%)

Tabla 7. Comparacion d8imulFluor® RSV/Flu A vs.la Dispositivo

previamente evaluado y registrado

SimulFluor® RSV/Flu A/ Positivo Negativo Total
Dispositivo previamente evaluado| POr cultivo | por cultivo
y registrado
Positivo por SimulFluor® RSV/Flu A 88 2% 90
Negativo por SimulFluor® RSV/Flu A 0 183 184
Total 88 185 274

*1 muestra también resultd positiva mediante la brama EIA
Sensibilidad relativa: (88/90) 97,8% (intervaloatmfianza del 95%:

92,2-99,7%)

Especificidad relativa: (183/185) 98,9% (intervekconfianza del 95%:

96,1-99,9%)
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Cuatro muestras fueron positivas para los virus YR8 la influenza A. Tres de
ellas se identificaron mediante el reacti@mulFluor® RSV/Flu A en la
muestra directa, y los cuatro VRS se identificamediante ambos reactivos en
el cultivo.

Deteccion del virus de la influenza A

Veintitrés muestras fueron positivas para el vitada influenza A mediante el
Dispositivo previamente evaluado y registrado efiivmy una muestra fue
positiva mediante el reactivBimulFluor® RSV/Flu A en andlisis directo y en
cultivo, pero negativa por cultivo mediante el ispivo previamente evaluado
y registrado. Tres muestras resultaron positivaa p&S y para el virus de la
influenza A en el cultivo, y se identificé 1 infédn dual con CMV. De las 32
muestras, que fueron inadecuadas para un andlisiante SimulFluor®
RSV/Flu A, sélo 1 fue positiva para el virus de la influedzan cultivo.

Tabla 8. Deteccion del virus de la influenza A en muestliesctas y en cultivo

SimulFluor® RSV/Flu A/ Positivo | Negativo | Positivo | Negativo
Dispositivo previamente por por por por
evaluado y registrado muestra | muestra | cultivo cultivo
directa directa
Positivo por SimulFluor® RSV/Flu 20 4 23 1
A
Negativo por SimulFluor® 2 216 0 250
RSV/Flu A
Total 22 220 23 251
Sensibilidad relativa de la Muestra direggaCultivo = 83,3% (20/24)
(Intervalo de confianza del 95%: 62,6-95,3%)
Especificidad relativa de la Muestra direetaCultivo = 98,1% (216/220)

(Intervalo de confianza del 95%: 95,4-99,5%)

Sensibilidad relativa de la confirmacién del cudtiv 95,8% (23/24)
(Intervalo de confianza del 95%: 78,9-99,9%)

Especificidad relativa de la confirmacion del audti 99,6% (250/251)
(Intervalo de confianza del 95%: 97,8-100%)
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Se examinaron once torundas de la garganta deoadyle eran residentes de
una clinica de reposo mediante una Membrana depEdiamente evaluada y
registrada para la presencia del virus de la inftaeA. El reactivdSimulFluor®
RSV/Flu A coincidia completamente con el cultivo e idenfified virus de la
influenza A en 3 muestras, mientras que la Membm@@maEIA previamente
evaluada y registrada identificd 1 muestra corirebwde la influenza A.

Tabla 9. Comparacion d&8imulFluor® RSV/Flu A vs.la Membrana de EIA
previamente evaluada y registrada

SimulFluor® RSV/Flu A/ Positivo por Negativo Total
Dispositivo previamente evaluado y| ~muestra por muestra
registrado directa directa
Positivo por SimulFluor® RSV/Flu A 1(3) 2%(0)
Negativo por SimulFluor® RSV/Flu A 0 8
Total 1(3) 10 11

*Ambas se confirmaron positivas para el virus deflaenza A en cultivo

() indica valores ajustados después de la confidnadlel cultivo

Sensibilidad relativa: (3/3) 100% (intervalo de ftamza del 95%: 29,2-100%)
Especificidad relativa: (11/11) 100% (intervaloamfianza del 95%:
71,5-100%)
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Resolucién de problemas

La preparacion de las muestras depende muchdétmiea y puede afectar a los
resultados que se obtengan. Para poder soluciosiatgs problemas de eficacia, es
necesario examinar todos los pasos del proceso.

Una disminucién muy marcada de la fluorescenciaipaddicar:

1) Un deterioro de los reactivos

2) Problemas relacionados con la microscopia

3) Otros problemas del equipo o de la técnica

» Verifique la fecha de caducidad de todos los reaeempleados.

» Silos reactivos no hubieran caducado, verifiuareionamiento del
microscopio y vuelva a examinar los portaobjetagrod.

e Siauln no se determinara el problema, verifiquepkeracion de todo el
equipo segun el folleto y repita el analisis.

Para solicitar asistencia, llame al Servicio TéamieEMD Millipore
Corporation. Para encontrar la oficina mas cercana, visite
www.millipore.com/offices

La seccion de “Bibliografia” de este folleto infativo de IVD deLight
Diagnostics™ aparece solamente en la version completa en infg@sulte esta
version acerca de los detalles especificos deluatod
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GARANTIA Y LIMITACION DE RESPONSABILIDAD

1. Millipore garantiza que sus productos cumpliran sos especificaciones publicadas cuang
sean usados de acuerdo con sus instrucciones euraperiodo de un afio desde el envio
los productos.

2. El Cliente inspeccionara los Productos cuantiséds sean entregados. Cualquier reserva
relativa a defectos obvios o a falta de Productebjdos a una posible falta por Millipore
Iberica, S.A, debe ser notificada inmediatamenteeporito al transportista y por correo
certificado a Millipore Iberica, S.A, durante laeg (3) dias laborables siguientes a la entregd
como muy tarde, durante los diez (10) dias natsisiuientes a la fecha de facturacion, en e
caso de que se trate de una falta de Productos.

3. No puede devolverse un producto sin el previeeato de Millipore Iberica, S.A, y sin segui
sus indicaciones al respecto. Cualesquiera dertmhiPtos devueltos sin previo acuerdo de
Millipore Iberica, S.A no seran abonados en la taelel Cliente.

4. Millipore Iberica, S.A no sera responsable pateterioro de los Productos adquiridos por §
Cliente como consecuencia de las incorrectas ciomdis de almacenamiento. A este efecto, §
Cliente se obliga a respetar las especificaciormmyliciones de uso de dichos Productos; en
caso de incumplimiento, no sera aplicable ningunkas garantias otorgadas por Millipore
Iberica, S.A.

5. En el supuesto de incumplimiento de dicha géahtillipore inicamente estara obligado a
reparar o reemplazar, a su eleccion, el produgiarie de éste. Si después de realizar esfuerz
razonables al efecto Millipore no es capaz de eepmreemplazar el producto o parte de éste,
entonces Millipore debera devolver al cliente tefldinero satisfecho por dicho producto o p4
de éste.

6. Con caracter general, cualquier garantia otargad Millipore Iberica, S.A no es aplicable ¢

los siguientes casos:instalacién, uso y mantenimiento incorrectos defmductos, sin cumplif

con las instrucciones dadas por Millipore Iberf8a. | desgastes ocasionados por uso ordin
de los Productos o falta del adecuado mantenimiento

7. Millipore no sera reputado responsable por pegs indirectos como perjuicio comercial,
pérdida de clientela, pérdida de Pedidos, otrosl@mtas comerciales, dafio emergente, dafio.
su propiedad o marcas, sufridos por cualquier telieomo consecuencia del uso de los
productos.

8. Cualesquiera acciones dirigidas contra el Gli@orr un tercero constituye un perjuicio
indirecto y no produce derecho alguno a compensacio

9. En cualquier caso, las multas y sanciones gadguser atribuidas a Millipore Iberica, S.A
supuestos en que la responsabilidad de ésta sedwaywcido, quedarian limitadas a una
cantidad igual a las sumas efectivamente satiséeztMillipore Iberica, S.A por el Cliente en
concepto de la compra del producto del que seeal&ivesponsabilidad de Millipore Iberica,
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S.A.

TweerP es una marca comercial de ICI Americas Inc.

ATCC® es una marca comercial de la American Type Culbaléection Corporation.

02012 EMD Millipore Corporation, una division de M&rKGaA, Darmstadt, Alemania. Todos

los

derechos reservados. EMD, EMD Millipore, Millipota,marca M, Light Diagnostics, SimulFluor y
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texto como perteneciente a un tercero, son progiddaMerck KGaA, Darmstadt, Alemania.
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Verwendungszweck

Der Light Diagnostics™ SimulFluor® RSV/Flu A DFA Kit ist fir
respiratorische  Einzelproben, z.B. Rachen-, Nasdm@mraum- und
Nasenabstriche, Rachenspuilungen, Absaugungen und B#onchoalveoléare
Lavagen) von Patienten mit fiebrigen respiratorscherkrankungen und die
anschlielende Amplifikation des Virus in Zellkultkdonzipiert. Wenn Proben
bei direkter Untersuchung als negativ befunden wemrdnuss das Ergebnis
durch Zellkultur bestétigt werden.

Zusammenfassung und Erlauterung

RSV (respiratory syncytial virus) gehdrt dem GeRagumovirusn der Familie
der Paramyxoviridaean. Es handelt sich um ein pleomorphes Virus @i his
300 nm Durchmesser und einer linearen, unsegmeamijeeinzelstréngigen
Antisense-RNA. Die AuRRenflache der Hiille weist Bkbjonen auf, die aus den
beiden Antigen-Glykoproteinen F und G sowie dem pistuukturprotein N im
Nukleokapsid bestehen. RSV wird durch die Strukitgine F, G und N in
zwei Antigen-Hauptgruppen unterschieden: Die Pypt@tdmme sind Long
(Gruppe A) und CH-18537 (Gruppe B) (1-4). RSV veasht im Winter und
Frihjahr in der ganzen Welt Epidemien schwerwiegentespiratorischer
Erkrankungen mit gro3er Verbreitung. Da die nattidi Immunitat gegen RSV
schwach ist, pflegen diese Epidemien jedes Jahr jerles zweite Jahr erneut
aufzutreten.

RSV kann aus nasopharyngealen Absaugungen, NasdnRachenabstrichen
oder Lungenproben isoliert werden, die innerhalltr @esten Tage der
Erkrankung entnommen wurden. Das Virus vermehrth sin humanen
Epithelzellen wie HEp2, primaren RMK-Zellen (rhesusonkey kidney,
Rhesusaffenniere) A549-, MRC-5- und NCI-H292-ZelldRSV-Infektionen
kénnen mithilfe schneller und direkter Tests miteigaeten klinischen
Einzelproben diagnostiziert werden, wenn ein Stedr@agenz und angemessene
Kontrollen verwendet werden. Wann immer moglichltsokine Bestétigung
durch Virusisolierung erfolgen.

Stationdr eingewiesene, RSV-infizierte Sauglingerden erfolgreich mit
Ribavirin behandelt, das als Spray verabreicht eurBiese Behandlung
erfordert jedoch besondere Sorgfalt und erfolghtnfoutineméaRig (4). Fur die
Behandlung steht auch Immunglobulin zur VerfuguR&V-Impfstoffe weisen
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eine lange Geschichte von Fehlschlagen auf, doahdi@ Entwicklung intensiv
weiterverfolgt.

Das Influenza A-Virus gehdrt zur Familie derthomyxoviridaeEs handelt sich
um ein grol3es, behiilltes Virus mit 110 nm Durchmesdas eine segmentierte
einzelstrangige RNA sowie HA-Projektionen (Hamagigin) und NA-
Projektionen (Neuraminidase) enthalt, die durch @ilgkoprotein-Membran
dringen (5-7). Influenza A mutiert mit einer hohErequenz und verursacht
weltweit periodische Grippeepidemien. Die Epidemiesind besonders
schwerwiegend, wenn die Mutationen zu drastischetdiefungen der HA- oder
NA-Struktur gefiihrt haben, so dass die in einerdarungsgruppe im Umlauf
befindlichen Antikérper den Virusstamm nicht erkenn(6-8). Bei Influenza-
Viren wird die Spezifitdtt durch Antigen-Unterschéed in  zwei
Hauptstrukturproteinen bestimmt, dem internen Naotetein (NP) und dem
Matrixprotein (M) (5-8).

Influenza-Infektionen sind durch TracheobronchitBharyngitis, Myalgie,

Fieber, Kopfschmerzen und Unwohisein gekennzeichi®$,9). Influenza
unterscheidet sich haufig durch minimalen Schnupfeon anderen
respiratorischen Viruserkrankungen. Sie ist unterwdghsenen hochst
ansteckend und wird durch Sprihtropfchen und Iidektrager Ubertragen. Wie
bei RSV erleichtert eine Inkubationszeit von 1 HisTagen die schnelle
Verbreitung des Virus in Gemeinden und Krankenhd@usBie signifikanteste
Komplikation bei Influenza ist Pneumonie, die alkioder zusammen mit
bakterieller Pneumonie auftritt. Pneumonie tritt draufigsten bei &lteren
Personen, bei Patienten mit geschwachtem Immumsystier bei Patienten auf,
die schon an Diabetes, Herz- oder Lungenerkrankungger chronischen
Nierenerkrankungen leiden. Bei Kindern ist die Wsaheinlichkeit hdéher, dass
sie an zusatzlichen Symptomen mit Schmerzen im KiEm-Trakt,

Erbrechen, Myositis, Mittelohrentziindung, Konjurkts und Krupp leiden.

Die hohere Anzahl an Todesféllen durch Pneumonibrevil ,Grippezeiten”
wird auf das Influenza-Virus zuriickgefiihrt und ladikator zum Verfolgen von
Grippe-Epidemien sowie zum Uberpriifen der Wirksaimkeon Grippe-
Impfstoffen verwendet. Zu den weniger haufigen Kokapionen bei
Erwachsenen zahlen das Reye-Syndrom und andere Békdigungen,
Herzsymptome, Nebenhohlen- und Mittelohrentziindung.

Wenn Amantadin und dessen Analog Rimantadin pr@gigch eingenommen
werden, kdnnen sie bis zu 90 Prozent der InflueAzinfektionen und
100 Prozent der Erkrankungen verhindern. Sie siruth gherapeutisch wirksam,



da sie die Dauer der Erkrankung verringern, wearnrsierhalb der ersten zwei
Tage der Erkrankung eingenommen werden. Ribavaimkoei der Behandlung
von Influenzua A wirkungsvoll sein, wenn es als&§pverabreicht wird. Die mit
der Identifizierung neuer Stamme einhergehende iEkltmg von Impfstoffen
gegen Influenza A stellt einen wesentlichen Besthdler Aktivitdten des
staatlichen Gesundheitswesens dar. Die Wirksamtteit aktuellen Grippe-
Impfstoffe liegt im Allgemeinen bei 70-90 Prozebfn).

Influenza-Viren kénnen je nach dem Stamm des VirusRMK-, MDCK-
Zelllinien (Madin-Darby canine kidney, Madin-Darlbjunde-Nierenzellen) und
zuweilen auch in anderen Zelllinien angezichtetderr(11-13). Die Isolierung
des Influenza-Virus in MDCK-Zellen wird durch Hirfiigen von Trypsin in
einer Konzentration von2 pg/ml stark unterstiitzt.

Es konnen sowohl Standard-Kulturen als auch Shiels\sowie direkte Tests,
einschlieBlich FA (fluorescence assay, Fluoresastgtund EIA (enzyme
immunoassay, Enzym-Immunassay) (11,14-17), verwiem€elen.

Geeignete Einzelproben sind Nasenspilungen, Raosegithe und BALs
(bronchoalveolare Lavagen). Die Diagnose eineuérfza-Infektion kann durch
jeden direkten Test mit Standard-Reagenzien enfiplgesbesondere, wenn er
durch Virusisolierung bestatigt wird.

Testprinzip

In Light Diagnostics™ SimulFluor® RSV/Flu A DFA Kit wird ein einziges
Reagenz eingesetzt, um gleichzeitig RSV und Inftaeh nachzuweisen und zu
identifizieren. Die primére, fur RSV spezifische i{ponente bindet sich an
RSV F- und G-Antigene in RSV-infizierten Zellen.eDsekundare, fir Influenza
A spezifische Komponente bindet sich an das In#taeA-Nukleoprotein in
Influenza A-infizierten Zellen. Ungebundener moraridler Antikérper wird
durch Waschen mit PBS (phosphate-buffered salinegsghatgepufferte
Kochsalzldsung) entfernt. Der Antigen-Antikdrperfi{plex kann mithilfe von
Fluoreszenzmikroskopie sichtbar gemacht werden. [RBV-Antigen-
Antikdrper-Komplex weist eine apfelgrine Fluoreszemd der Influenza A-
Antigen-Antikérper-Komplex eine goldgelbe Fluoreszeauf. Aufgrund des im
Reagenz vorhandenen Evans-Blau weisen nicht infiziellen eine mattrote
Farbung auf.



Kit-Komponenten

1.

4.

SimulFluoP RSV/Flu A Reagent 5245: Ein (1) 5 ml-
Tropfflaschchen mit einer priméaren, fur RSV spezifien und einer
sekundaren, fur Influenza A spezifischen Komponenterotein-
Stabilisator, 0,005% Evans-Blau und 0,1 %  Natriuthaz
(Konservierungsmittel).

Bereitgestellte Betrag ist ausreichend fir 125 Tesschatzung basiert auf Tests
von 40 ul Tropfen beruhen; tatséachliche Anzahl déests kdnnen variieren.

RSV _Control Slides 5012: Zwei (2) Objekttrager, die eine
Vertiefung mit RSV-infizierten Zellen und eine MViefung mit nicht
infizierten Zellen aufweisen.

Influenza A/B Control Slides 5010: Zwei (2) Objekttrager, die eine
Vertiefung mit Influenza A-infizierten Zellen, ein&/ertiefung mit
Influenza B-infizierten Zellen und zwei Vertiefungenit nicht infizierten
Zellen besitzen.

Phosphate-Buffered Saline (PBi 5087: Ein (1) Packung Phosphate

Buffered Saline-Salze ergibt nach Auflésen in diestiem Wasser 1 Liter.
In einem sauberen, verschlossenen Behalter bei Renpwratur lagern.

Tweeft 20/Sodium Azide Solution (100X)5037: Ein (1) 10 ml-
Flaschchen mit einem Konzentrat von Polyoxyethyenbitanmonolaurat
(Tween 20) und Natriumazid (Na) in PBS 1:100 zu verdunnen.

Mounting Fluid -5013: Ein (1) 10 ml-Tropfflaschchen mit Tris-
gepuffertem  Glyzerin, einem Fluoreszenz-Enhancerd um®,1 %
Natriumazid (Konservierungsmittel). Bei temperdaigern bei 2°C - 25°C.



Zusatzlich erforderliche, nicht mitgelieferte Materialien

Azeton, chemisch rein oder besser; in Glasbehalter
Deionisiertes oder destilliertes Wasser

Viruskulturkontrollen (Referenz-RSV und InfluenzaS&mme, die von der
American Type Tissue Culture Collection AT€Manassas, VA, bezogen
werden kénnen).

Natriumhypochloritlésung, 0,05 % (1:100-Verdinnutmg@ndelsiblichen
Chlor-Bleichmittels)

RSV und Influenza-anfallige Zelllinien wie HEp-24RC-5-, PMK-
(primary monkey kidney, priméare AffennierenzelleMDCK-Zelllinien
(14,15,16pder andere Influenza-anféllige Zelllinien (z. B.A-MK2
usw.). Entsprechende Zelllinien kdnnen von der Acaer Type Tissue
Culture Collection ATCE , Manassas, VA, bezogen werden kénnen).

Gewebekulturmedien wie RPMI oder Eagle's Minimunsefsial Medium
(EMEM) mit fétalem bovinen Serum (FBS) und Antibat, oder Aquivalent

VTM (viral transport medium, Virustransportmediumflas sich nicht
hemmend auf RSV auswirkt (HBSS (Hank's balancetl salltion) mit
Antibiotika, oder Aquivalent)

Azeton-gereinigte Objekttrager aus Glas, nichtriisaierend
Deckglaser Nr. 1
Absauggerat mit sterilen Pasteur-Einwegpipetten

Zentrifuge mit max. Schwerefeld von 700-950 x g Biibgefahr-sicheren
Bechern und Adaptern fiir Shell-Vials.

Fluoreszenzmikroskop mit 100 Watt-Quecksilber- odetogenlampe und
fir FITC geeigneter Filterkombination (Anregungsimaxm = 490 nm,
Emissionsmaximum = 520 nm) mit 160- bis 200fached w0Ofacher
VergréRerung (Trockenobjektiv)

Optional: Filterkombination fir TRITC (Anregungsnigmam = 550 nm,
Emissionsmaximum = 570 nm)

Pinzette



Feuchte Kammer
Inkubator, 374 1°C

Spritze und Nadel oder anderes Hilfsmittel zum &mién des Deckglases
vom Shell-Vial

Ultraschall-Wasserbad

Vortex-Mischer oder Ultraschallgerat

Warnungen und VorsichtsmalRnahmen

Das im SimulFluorB-Reagenz, in PBS/Tween 20 -Lésung und der
Mounting Fluid zur Konservierung verwendete Natramia ist giftig, wenn

es verschluckt wird. Natriumazid kann mit Blei- uddpferrohren reagieren
und hoch explosive Metallazide bilden. Beim Entsorgnit viel Wasser
nachspilen, um die Anlagerung von Aziden zu verereid

Die gemeinsame Verwendung bzw. die Ab&nderungReagenzien kann
zu falschen Ergebnissen fuhren.

Keine Reagenzien anderer Hersteller verwenden.

Andere Inkubationszeiten oder -temperaturen als lde&@ angegebenen
kénnen zu falschen Ergebnissen fiihren. Jede diestgrungen muss vom
Benutzer Uberprift werden.

Shell-Vials und Objekttrager dirfen wahrend desbéigsverfahrens nicht
trocken werden.

Alle Einzelproben und Materialien, die damit in r€akt geraten, als
potenziell infektiése Materialien behandeln und nahtsprechenden
VorsichtsmalRnahmen entsorgerMit 0,05 % Natriumhypochlorit
dekontaminieren.

Azeton ist extrem entzindlich und schéadlich, wesnverschluckt oder
eingeatmet wird. Von Hitze, Funken oder Flammerfeent halten. Das
Einatmen der Dampfe vermeiden. Fir ausreichendéftBal sorgen.

Reagenzien nicht mit dem Mund pipettieren.

Kontakt mit Evans-Blau (inBimulFluor® RSV/Flu A Reagen, 5245
vorhanden) vermeiden, da es potenziell krebserteganBei Hautkontakt
mit groBen Mengen Wasser nachspiilen.



* Mounting Fluid 5013 enthélt einen Fluoreszenz-Enhancer, der die
Schleimhdute angreifen kann. Direkten Kontakt mitauH oder
Schleimhauten vermeiden. Wenn ein Kontakt erfaigt, groRen Mengen
Wasser nachsplilen.

Stabilitat und Lagerung

Bei Lagerung bei 2bis 8C ist derSimulFluor® RSV/Flu A DFA Kit bis zu
dem auf dem Etikett aufgedruckten Ablaufdatum &tafbicht einfrieren oder
hohen Temperaturen aussetzen. Nach dem Ablaufdatilen verbliebenen
Reagenzien entsorgen.

Sammlung von Einzelproben

Ordnungsgemalfe Verfahren bei Sammlung, Transpoetarbeitung und
Lagerung der Einzelproben sind fiir die Isolierung den Nachweis einer RSV-
und Influenza A-Infektion von grundlegender Bedegtu Absaugungen von
respiratorischen Sekreten sind die bevorzugtendProlasenrachenraum- oder
Rachenabstriche kénnen jedoch ebenfalls verwenelietem (18).

Nasenspulungen und nasopharyngeale bzw. trachdeaugungen sind fir die
direkte Untersuchung der Einzelproben ideal, daes® groRe Anzahl an
Epithelzellen gewonnen werden kann. Einzelprobem Wasenrachenraum-
Spllungen werden gesammelt, indem 3-5 ml Kochsalnlj in das Nasenloch
des Patienten getraufelt werden, wobei sich daefan einer zurlickgelehnten
Position befindet. Die Salzlésung wird mit eineni&e, einem Gummisaugball
oder einem Katheter, das an einer Schleimauffamgirung angebracht ist,
behutsam abgesaugt.

Nasenrachenraum-, Rachen- oder Nasenabstriche ltenthaftmals keine
geniigende Anzahl an Flimmer- oder sdulenférmigeith&gellen, die fur den
direkten Nachweis von RSV und Influenza A unbedavfiorderlich sind.

Proben sofort nach der Sammlung in Eiswasser odétkiésen in das Labor
transportieren. Fir die direkte Untersuchung zwanmitende Proben sollten
nicht eingefroren werden, da die Zellen durch diariéren und anschlieRende
Auftauen aufgebrochen und die Proben dadurch uobhbaw werden.

Einzelproben fir RSV sollten so schnell wie mégiietth Erhalt verarbeitet und
inokuliert werden. Proben fir die Kulturisolieruagllten bei =70 C eingefroren



werden, wenn die Verarbeitung nicht innerhalb vah Stunden nach der
Entnahme erfolgt. Wiederholte Einfrier-/Auftau-Zgkl vermeiden.

Weitere Informationen Uber Verfahren fiir die Pra@mmlung siehe The
Manual of Clinical Microbiology, Balows, Aet al, eds. 5th ed. (1991).
American Society for Microbiology, Washington, D.Mhfluenza Viruses,
Ch. 81; Respiratory Syncytial Virus, Ch. 83; Aninaid Animal Cell Culture
Systems, Ch. 19 und Clinical Microbiology Proceduktandbook, Volume 2,
Isenberg, H.D. ed. (1992). American Society for itdmology, Washington,
D.C., Selection, Collection and Transport of Spexrimfor Viral and Rickettsial
Cultures, Section 8.2.

Informationen Uber den fachgerechten TransportRieben sind dem 42 CFR
(Code of Federal Regulations), Part 72, zu entnehme

Probenverarbeitung

Vor der Verarbeitung der Einzelproben Uberpriifeb, sie ordnungsgeman
gesammelt und transportiert wurden. Eine unsach@emBehandlung der
Einzelproben kann zu falschen Ergebnissen fiihren.

Verarbeiten von Einzelproben fur die direkte Unteraichung:

1. Die Probe aus dem Originalbehélter nehmen und ein steriles
Zentrifugenréhrchen von 10 bis 15 ml geben.

2. 10 Minuten bei 300 bis 500 x g und einer Temjperaon 2 bis §C
zentrifugieren.

3. Den Uberstand fiir Verfahren zur Virusisoliersagnmeln.

Hinweis: Vollstandige Anweisungen sind dem Abschnitt ,Vieeéten von
Einzelproben fir die Kultur/lsolierung” zu entnehme

4. Das Zellpellet durch behutsame Resuspendieiong bis 8 ml PBS
waschen.

5. 10 Minuten bei 300 bis 500 x g und einer Temjperaon 2 bis §C
zentrifugieren.

6. Eventuell vorhandener Schleim bildet eine Scahitler dem Zellpellet. Den
Uberstand und den Schleim vorsichtig mit einer ®aglipette entfernen.
Wenn weiterhin Schleim vorhanden ist, die Schdttais 6 wiederholen, bis
der Schleim entfernt wurde.



10.

11.

12.

Das Zellpellet in 0,1 bis 0,2 ml PBS resuspemgicum eine leicht triibe
Suspension zu erhalten. Die Qualitdt des Objeldtsichangt von der
Zellkonzentration in der Suspension ab. Suspensiomit zu hoher
Zellkonzentration koénnen schwer gelesen werden engeben keine
qualitativ hochwertigen Objekttrager. Zellsuspensim, die nicht gentigend
Zellen enthalten, resultieren in einem Verlust ansRivitat.

Auf vorgereinigten Objekttragern einen Tropfesr dellsuspension in die
gewlinschte Anzahl von Vertiefungen geben.

Objekttrager an der Luft trocknen lassen.

Objekttrager in gekihltem Azeton®(Bis 8C) 10 Minuten lang fixieren.
Das Azeton darf nicht durch Wasser und Salze veinigt werden. Dies
kann eine tribe Farbung verursachen.

Die Objekttrager nach der Fixierung an der Liuficknen lassen. Die
Objekttrager sollten so schnell wie mdglich andeffaverden. Wenn eine
Lagerung erforderlich ist, die Objekttrager kei-20 °C in einen Behdlter
mit Trocknungsmittel legen.

Nach der Bearbeitung des Abschnitts ,Reagemhereitung” mit dem
Abschnitt ,Immunfluoreszenzverfahren* fortfahren.

Verarbeiten von Einzelproben fur die Kultur/Isolier ung:

Nasopharyngeale Absaugung, tracheale Absaugunglengdgpiilung, bronchiale

Spulung:

1.

Die Probe aus dem Originalbehélter nehmen und ein steriles
Zentrifugenréhrchen von 10 bis 15 ml geben.

Genugend kalte PBS hinzufigen, um das Volumen2au bis 2,5 mi
aufzufillen.

Zum Mischen vortexieren. Wenn die Einzelprobesahlie3lich fur die
Virusisolierung verwendet werden soll, mit Schiittortfahren.

Hinweis. Wenn die Einzelprobe sowohl fiir die direkte Usbehung als
auch fur die Virusisolierung verwendet werden sstllite sie mit 300 bis
500 x g bei 2bis 8 10 Minuten lang zentrifugiert werden. Der Uberstand
wird entfernt und fir die Virusisolierung verwend&tenn das Zellpellet
geniigend groR ist, kann ein Teil davon dem Ubedstanzugefiigt werden,
um die Virusgewinnung zu steigern. Vollstdndige éisungen sind dem
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Abschnitt ,Verarbeiten von Einzelprobéir die direkte Untersuchung” zu
entnehmen.

Bei 8 bis 12 kHz 30 bis 60 Sekunden mit Ultradichehandeln, um die
Zellen aufzuschliel3en und Viruspartikel freizusetze

Die Einzelprobe mit 300 bis 500 x g bél Bis 8C fur 10 Minuten
zentrifugieren, um Zelltrimmer abzuscheiden.

Den Uberstand von den Zelltrimmern abgieRen.

Der Uberstand kann vor der Inokulation mit 1@tacantibiotischer Lésung
gemischt und bei%2bis 8C 30 bis 60 Minuten stehen gelassen werden, um
ein Uberwachsen mit Bakterien zu verhindern.

Nasenrachenraum-Abstrich, Rachenabstrich, Naseiwbst

1.

Die Probe heftig vortexieren oder rihren, um délen vom Abstrich zu
trennen.

Der Einzelprobe zur gesteigerten Virusgewinnuranige sterile
Glaskigelchen hinzufligen und eine Minute lang wigten oder 30 bis
60 Sekunden mit Ultraschall bei 8 bis 12 kHz beledmd

Den Tupfer in Natriumhypochloritiésung entsorgen

Die Einzelprobe 10 Minuten mit 300 bis 500 x @i I#° bis &C
zentrifugieren.

Den Uberstand als Inokulationsmaterial verwenden

Kultur/Isolierung und Vorbereitung fur die Farbung

Inokulation von Standardrohrchen oder Shell-Vials:

1.

Zellkulturen unmittelbar vor der Inokulation miEinzelproben auf
ordnungsgemale Morphologie Uberprifen.

Das Wachstumsmedium aus den fur die Inokulatimrgesehenen
Standardréhrchen oder Shell-Vials absaugen.

Jedem Ro&hrchen oder Shell-Vial 0,2 bis 0,5 mkifhum hinzufiigen.

Einzelproben in die entsprechenden Zelllinieakidieren.
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5. Shell-Vials bei Raumtemperatur 30 Minuten bei05bis 700 x g
zentrifugieren.

6. Das Inokulum auf Standardréhrchen-Monolayer discen, indem das
Inokulum eine Stunde auf einem Gestell mit Neigheg35-37°C inkubiert
wird.

7. Nach der Adsorption oder Zentrifugierung daskidtom absaugen und
geniigend Aufbewahrungsmedium hinzufiigen, um den-NM@holayer
vollstandig zu bedecken.

8. Bei 35 bis —37C in Rolltrommeln oder auf statischen Gestellerubikren.

9. Der Monolayer kann 2 bis 3 Mal behutsam mit ewgrmtem
Aufbewahrungsmedium gespllt werden, wenn es derchfems hat, dass
sich die Einzelprobe zum Zellmonolayer mdglichesgeioxisch verhalt.

10. Das Zellkulturmedium alle 3 bis 5 Tage erneuern

Hinweis. Eine Einzelprobe jeder Menge der fiir die Zellhulverwendeten

Zelllinien sollte mit reprasentativen RSV- und uefiza A-Stammen inokuliert
werden, um die Anféalligkeit fir die Infektion unde ddarauf folgende

Entwicklung von CPE nachzuweisen. Es sollten awd®erdicht inokulierte

Zellkulturen angeziichtet und taglich auf kontamirele Viren oder

Mycoplasma untersucht werden. Dies dient als Kdletraler normalen

Zellmorphologie und kann bei der Erkennung von Zditigem CPE hilfreich

sein. Nur wenn diese Kontrollzellkulturen ein endgshendes Wachstum
aufweisen, koénnen die Ergebnisse der Zellkultuodieising als guiltig

betrachtet werden.

Vorbereitung von Gewebekultur zum Anféarben:

1. Die Gewebekultur-Réhrchen und/oder  Shell-Vialsaglith — auf
zytopathischen Effekt Uberprufen. Shell-Vials kémnengeféarbt werden,
wenn CPE vorhanden ist oder zu anderen optimal@&puféten, die durch
das jeweilige Labor bestimmt werden. Wenn CPE &s#dlt wurde,
kénnen die Zellen aus dem Rdhrchen (bzw. den Stielé) geschabt oder
trypsinisiert und ein Objekttrdger mit mehreren tildungen fur das
Anfarben vorbereitet werden.

2. Um Objekttrager mit mehreren Vertiefungen voergliten, das Medium aus
dem Rohrchen (oder Shell-Vial) absaugen. Nicht eaetes Medium bei
2° bis &C lagern, bis alle Tests durchgefiihrt wurden. Waegine
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Wiederholung der Tests erforderlich ist, kann dieustsolierung mithilfe
dieses Mediums versucht werden.

Die Zellkulturen behutsam drei Mal mit 1 bis 2 KBSS spulen. Alle
Spilungen in Natriumhypochloritldsung entsorgen.

Ein Zehntel des urspriinglichen KulturvolumensTaypsin hinzufiigen und
30 Sekunden stehen lassen. Leicht an das Kult@dgfgen, um die Zellen
zu lésen. Die Zellen mit 2 ml HBSS resuspendiei@ie. Zellsuspension
10 Minuten lang bei 300 bis 500 x g zentrifugier®as Zellpellet in 0,3 ml
steriler PBS resuspendieren, um eine leicht tribsp&nsion zu erhalten.
Die Objekttrager miissen bei 250facher VergréRermigdestens zwei
Zellen pro Feld aufweisen, um einen hinreichendaohweis darzustellen.

Hinweis:  Wahlweise hierzu kann der Zell-Monolayer einfacithitfe
eines Glasstabchens oder einer sterilen Pipettedans R6hrchen geschabt
werden. Die Zellen wie oben beschrieben resuspesrdieund
zentrifugieren.

Die Zellsuspension punktférmig auf einen Azeg@neinigten Objekttrager
auftragen und an der Luft trocknen lassen. Den Kiogger in gekihltem
Azeton (2 bis 8C) 10 Minuten lang fixieren und vollstandig an deift
trocknen lassen. Unbenutzte Objekttrager mit Trookel bei< -20 °C
lagern.

Farbungsverfahren

Reagenzvorbereitung:

PBS/Tween 20-Lésung -Ben Inhalt des PBS-Packchens in 950 ml destillierte
Wasser auflosen. Der PBS den Inhalt des Tween 20dNazid-Flaschchens
hinzufiigen. Grindlich mischen und deionisiertes aidstilliertes Wasser ad

1 Liter auffulllen. In einen sauberen, etikettiertexyerbehalter umfillen, diesen
fest verschlieBen und ihn bei Raumtemperatur ladgertsorgen, wenn sich
PBS/Tween eintribt oder sich ein Prazipitat entelick

Alle anderen mitgelieferten Reagenzien sind gebrhsfertig.
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Empfohlenes Verfahren fir Direkte Immunfluoreszenz(Anfarben):

1.

Warten, bis der mit Azeton fixierte Kontroll-dfoder Testobjekttrager und
die Reagenzien Raumtemperatur angenommen haben.

Hinweis: Die Objekttrager diirfen wahrend des Farbungsveréaisrnicht
trocken werden.

Genugen&imulFluor® RSV/Flu A Reagent 5245 zum Bedecken der
Zellen hinzufugen: Fur Zellauftrag 1 Tropfen und 8hell-Vials 4—-6
Tropfen.

Den Objekttrager 15 Minuten lang bei 37°C ireeifeuchten Kammer
inkubieren.

Den Objekttrager 10-15 Sekunden lang behutsdraingr Spritzflasche
spulen, die PBS/Tween 20 enthalt, um die Ubersaissonoklonale
Antikdrperldsung zu entfernen, und darauf achtessdaler Strahl nicht auf
die Vertiefung trifft. Bei Shell-Vials: Das Reagewam Vial absaugen und
jedes Shell-Vial 3 Mal behutsam mit 1 ml PBS/Tw@6nwaschen.

Uberschiissige Reagenzien vom Objekttrager atisthiund den Bereich
um den Zellauftrag sorgfaltig trocknen.

Das Produkt unter einem Deckglas mit wassrigemniing Fluid pH 8,5

5013 oder aquivalentes Produkt) eindecken. BeilStigls: Das
PBS/Tween von den Shell-Vials absaugen. Jedes [echkut einer an
einer kleinen Spritze befestigten gebogenen Nautedlzen und das Produkt
mit einer Pinzette entfernen. Jedes Deckglas MIRZELLENSEITE
NACH UNTEN auf einem glasernen Objekttrager mit Mg Fluid
bedecken.

Uberschiissiges Eindeckmittel von den KanterQdgskitragers abwischen.

Hinweis: Um optimale Ergebnisse zu erzielen, die Objektré@irekt nach
der Vorbereitung lesen. Wenn die Objekttrager ndetm Anfarben gelagert
werden sollen, sind sie b2i bis 8C in einem sicheren Behélter in
Dunkelheit zu lagern.

Die Objekttrager mit einem Fluoreszenzmikroskep100—200-facher
VergréRerung auf Zellen untersuchen, die Fluoresaefwveisen. Eine
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detaillierte Untersuchung kann bei einer 400factiergréRerung
ausgefihrt werden.

Hinweis: Die Leistung des Fluoreszenzmikroskops ist zuneErei
befriedigender Testergebnisse von entscheidendigBeng. Da sich
Objektive, Lampenstarke, Wattzahlen und FilterdiafErgebnisse
auswirken konnen, wird durch eine Positivkontralie Funktion von
Reagenzien, der Kulturmethodologie und des Miknpskdoerpruft.

Interpretation der Ergebnisse
Qualitatskontrolle

Kontroll-Objekttrager sollten bei jeder Gruppe Winzelproben mit getestet
werden. Die im Kit mitgelieferten Kontroll-Objekéiger sollen die
ordnungsgemale Funktion der Kit-Komponenten undrdesunfluoreszenz-
Farbungsverfahrens demonstrieren.

AuBerdem kdnnen Kontroll-Objekttrager getestet ward die aus RSV-
infizierten, Influenza A-infizierten und nicht izferten Zellen vorbereitet
wurden, um ordnungsgemafle Farbungsverfahren wahmded direkten
Einzelprobenanalyse zu gewahrleisten. Zuséatzlidu dallten Standardréhrchen
oder Shell-Vials, die mit RSV- und Influenza A-Staéen inokuliert wurden,
sowie nicht inokulierte Kulturen aufbewahrt und egét werden, um
ordnungsgemale Kulturisolierung bzw. Farbungsvesfaku gewahrleisten.

Hinweis: Den gesamten Objekttrdger grindlich auf das Vorlessein
zellassoziierter Fluoreszenz untersuchen.

Direkte Einzelproben:

Shell-Vials und/oder Kontroll-Objekttrager, die aBSV-infizierten, Influenza

A-infizierten und nicht infizierten Zellen vorbetei wurden, sollten getestet
werden, um ordnungsgemafe Farbungsverfahren wahaerd direkten

Einzelprobenanalyse zu gewéhrleisten.

Bei der Ansicht mit einem Fluoreszenzmikroskop withe RSV-positive
Reaktion durch eine Fluoreszenz im Kern und/oddpplgsma der infizierten
Zellen in hellem Apfelgriin gekennzeichnet. Einduehza A-positive Reaktion
ist durch eine goldgelbe Fluoreszenz im Zellkerrd/ader Zytoplasma der
infizierten Zellen gekennzeichnet.
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Eine positive Farbung fur RSV oder Influenza A tiegr, wenn mindestens
2 intakte Zellen die spezifische Fluoreszenz aigemi Auf ein voraussichtlich
negatives Ergebnis deutet hin, wenn in einer Mitmtebe von 20 Epithelzellen
keine Fluoreszenz vorhanden ist. Eine Probe mitigeerals 20 Epithelzellen
wird als nicht ausreichend und der Test somit atiltig betrachtet.

Vorsicht: Eine fluoreszente Farbung von Zellfragmenten, afiudch bedingt,
dass das Reagenz in solchen Zerfallsprodukten gefiawird, sollte ignoriert
werden. Wenn die positiven und negativen Kontrolleicht deutlich
unterschieden werden kdnnen, sollte der Test @éltig gelten.

Wenn gewunscht, kann ein TRITC-Filtersatz zum B&géa der Farbung
verwendet werden. Die RSV-infizierten Zellen sirichh mehr sichtbar, wéahrend
die Influenza A-infizierten Zellen eine fluoreszenEarbung in hellem Rosa
aufweisen.

Isolierung/Bestatigung der Zellkultur:

Standardréhrchen oder Shell-Vials, die mit RSV- unhdfluenza A-
Referenzstdmmen inokuliert wurden, sowie nicht idigkte Kulturen sollten
aufbewahrt und getestet werden, um ordnungsgemaferikolierung bzw.
Farbungsverfahren zu gewahrleisten.

Bei der Ansicht mit einem Fluoreszenzmikroskop writerwendung eines
FITC-Filtersatzes wird eine RSV-positive Reaktiamrgh eine Fluoreszenz im
Kern und/oder Zytoplasma der infizierten Zellen hellem Apfelgriin
gekennzeichnet. Eine Influenza A-positive Reaktishdurch eine goldgelbe
Fluoreszenz im Zellkern und/oder Zytoplasma derizieften Zellen
gekennzeichnet.

Eine positive Farbung fur RSV oder Influenza A tiegr, wenn mindestens
2 intakte Zellen die spezifische Fluoreszenz aidemi Eine voraussichtlich
negative Reaktion ist durch fehlende Fluoreszent eine mattrote Férbung
aufgrund der Evans-Blau-Gegenfarbung gekennzeichnet

Ein negatives Ergebnis schlief3t nicht aus, dass RBV- und/oder Influenza A-
Infektion vorliegt. Ein negatives Ergebnis kann atuwverschiedene Faktoren
verursacht worden sein, z. B.: unzuldngliche Prob@oht ordnungsgemalie
Sammlung und Behandlung von Einzelproben, falscheltuktechniken,

Verwendung unzutreffender Zelllinien oder Tempemxtu wahrend der
Isolierung oder andere Faktoren, die im Abschniroplembehandlung”
erwahnt werden. Alle voraussichtlich negativen Brgsse sollten als ,Kein
Virus beobachtet” berichtet werden.
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Einschrankungen

Ein negatives Ergebnis bei einer direkten Einzddprachlie3t nicht aus,
dass eine RSV- und/oder Influenza A-Infektion \egti Ein negatives
Ergebnis kann durch verschiedene Faktoren verursemtden sein, z. B.:
der Zeitpunkt der Sammlung wahrend der Infektiamuléngliche Proben,
die Art der Einzelprobe, nicht ordnungsgeméafRe Samgnund Behandlung
von Einzelproben oder andere Faktoren, die im Amigch
~Problembehandlung” erwahnt werden. Die Einzelpreblte in Zellkultur
inokuliert und auf Infizierung Gberwacht werden.

Ein negatives Ergebnis bei Zellkultur schlie3t nielus, dass eine RSV-
und/oder Influenza A-Infektion vorliegt. Ein negests Ergebnis kann durch
verschiedene Faktoren verursacht worden sein,:zd&. Zeitpunkt der
Sammlung wahrend der Infektion, unzulangliche Pmgbenicht
ordnungsgemalRe Sammlung und Behandlung von Eibspr falsche
Kulturtechniken, Verwendung ungeeigneter Zelllinieder Temperaturen
wahrend der Isolierung oder andere Faktoren, die Ainschnitt
»Problembehandlung” erwéhnt werden.

Die VergréRerung eines 10x-Objektivs (100fache YHBgrung) reicht
maoglicherweise nicht aus, um die Zellmorphologid dias Farbungsmuster
zu erkennen, besonders bei Zellen, die mit Inflaghnfiziert sind.

Die in diesem Kit verwendeten monoklonalen Antilgirgrurden mit einem
Prototyp-Stamm vorbereitet und erkennen mdoglichisevenicht alle
Antigen-Varianten oder neuen Stamme von RSV odardnza A.

Monoklonale Antikérper kénnen mdglicherweise keBgmme von RSV
und Influenza A nachweisen, bei denen geringfughgelerungen der
Aminoséaure in der Epitop-Zielregion aufgetreterdsin

Farbungsverfahren fir direkte Einzelproben erkerR8W- oder Influenza
A-Antigene und kénnen nicht zur Bestimmung der Ledféhigkeit von
RSV- oder Influenza A-Viren verwendet werden.

Das von bestimmten Bakterien produzierte Proteiwidd an den Fc-Teil
der monoklonalen Antikérper gebunden, die ioght Diagnostics™
SimulFluor® RSV/Flu A DFA Kit verwendet werden. Eine bakterielle
Kontaminierung wére in einem Kulturisolat erkennb&olche Proben
sollten von der Analyse ausgenommen werden. Dibur@r kann jedoch
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nach GrélRe und Morphologie unterschieden werdes. \Darhandensein
von Staphylococcus aureugerzeugt Protein A) resultiert in einer
Fluoreszenz der Zellwand, die hell, klein (0,8 bj8 um) und kugelférmig
ist.

e Die Leistung des Fluoreszenzmikroskops ist zum dieni befriedigender
Testergebnisse von entscheidender Bedeutung. Dh €lbjektive,
Lampenstarke, Wattzahlen und Filter auf die Ergedmiauswirken kénnen,
wird durch die entsprechenden Kontrollen die Furktion Reagenzien, der
Kulturmethodologie und des Mikroskops Uberprift.

» Die Leistungscharakteristiken fir diesen Test wuardeicht fir die
Therapietberwachung bestimmt.

» Die Leistungscharakteristiken fiir diesen Test warfle Probentypen wie
nasopharyngeale = Absaugungen oder Biopsieproben  alsm
Respirationstrakt nicht vollstandig bestimmt.

Spezifitat und Kreuzreaktionen

Die im SimulFluor® RSV/Flu A-Reagenz vorhandenen monoklonalen
Antikdrper wurden mit unterschiedlichen im Respaastrakt vorhandenen
Viren und Bakterien sowie mit haufig zum Isolieram RSV- und Influenza A-
Viren verwendeten Zelllinien getestet. Die Ergebaisind in der folgenden
Tabelle aufgelistet.

Tabelle 1a Kreuzreaktionen gegen verbreitete Viren

Mikroorganismen SimulFluor® RSV/Flu A
Viren
Adenovirus; AD-75 CDC V5-002 -
Coxsackie-Virus A9; ATCC VR-186 -
Coxsackie-Virus B1; NIH -
Zytomegalie-Virus; Klinisches Isolat -
Enterovirus 70; ATCC VR-836 -
Enterovirus 71; ATCC VR-784 -
ECHO-Virus 4; ATCC VR-34 -
ECHO-Virus 6; ATCC VR-36 -
ECHO-Virus 9; ATCC VR-39 -
ECHO-Virus 11; ATCC VR-41 -
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Mikroorganismen

SimulFluor® RSV/Flu A

ECHO-Virus 30; ATCC VR-322

Herpes-simplex-Virus Typ 1, klinisches
Isolat

Herpes-simplex-Virus Typ 2, klinisches
Isolat

Influenza A:
H1N1: 6 Stamme
H2N2: 1 Stamm
H3N2: 8 Stamme

Influenza B; 6 Stamme

Mumps;

Masern

Parainfluenza 1; CDC V6-004

Parainfluenza 2; CDC V7-003

Parainfluenza 3; CDC V5-003

Parainfluenza 4A; VR1378-Stamm M-25

Respiratory Syncytial Virus;
Klinische Isolate - 6
Stamm Long
Stamm ,B*

Pneumocystis cariniiRattenlunge

Varicella-Zoster-Virus; Klinisches Isolat
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Tabelle 11 Kreuzreaktionen gegen verbreitete BakterienZgitlinien

Mikroorganismen SimulFluor® RSV/Flu A
Bakterien
Bordetella bronchisepticadTCC 10580 -
Bordetella pertussisATCC 9340 -
Branhamella catarrhalisATCC 25238 -
Chlamydia trachomatisATCC -
Chlamydia pneumoniae -
Corynebacterium diptheriaegdTCC 13812 -
Legionella micdadeiATCC 33204 -
Legionella pneumophilaATCC 33156 -
Mycobacterium tuberculosisTCC 25177 -
Mycoplasma hominisATCC 23114 -
Mycoplasma pneumonia&TCC 15531 -
Neisseria meningitidisATCC 13077 -
Zelllinien
HEp-2
RMK -
MRC5 -
A549 -
Vero -
LLC-MK2 -

Erwartete Werte

Zwei Standorte erhielten zwischen September 199d uMarz 1998
527 Einzelproben aus dem Sudosten und 274 Einzspraus dem Nordosten
der Vereinigten Staaten.

Im Sidosten wurde RSV in 52 Einzelproben durchktireProben und/oder
Zellkultur mit einer Pravalenz von 20,6 % ideni#iz, wahrend Influenza A in
31 Einzelproben isoliert wurde (Pravalenz 12,3 #d}e Patienten, bei denen
RSV identifiziert wurde, waren jinger als drei Jahbagegen waren 19 von
31 (61,3 %) Influenza A-positiven Patienten alterzehn Jahre.
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Im Nordosten wurde RSV in 111 Einzelproben (Pravalel0,5 %) und
Influenza A in 23 Einzelproben (Pravalenz 8,4 %)enidfiziert. Von
11 Rachenabstrichen von Erwachsenen in einem Pfiddgeabgesehen, handelte
es sich bei allen Einzelproben um nasopharyngebiadgungen von Kindern.
Ein ahnliche Altersverteilung wurde fir RSV- undfllienza A-Infektionen
beobachtet, die am anderen Standort der Studigyefastlt wurden. Alle
Patienten, bei denen RSV identifiziert wurde, wajénger als drei Jahre,
wahrend 3 der 23 Influenza A-Isolate von dlteretiiRgen stammten.

Tabelle 2 Pravalenz von RSV und Influenza A in den OsdiclBundesstaaten
bei Kindern unter drei Jahren

Sidosten der USA Nordosten der USA

Gesamt | positiv % <3 | Gesamt | Prozent %<3
Jahre Jahre

RSV 52/253 20,6 % 100 % 111/274 40,5 % 100 %

Flu A 31/253 12,3 % 38,7 % 23/274 8,49 13,0 po

Beide Standorte erhielten finf verschiedene Prgipent zum Testen. Die
Anzahl der Einzelproben und positiven ErgebnisseR8YV und Influenza A

sind unten zusammengefasst. Nasenabstriche unghsyageale Absaugungen
erwiesen sich als optimale Probentypen fir die &fgnlierung.

Tabelle 3 Fur RSV- und Influenza A-Tests erhaltene Einzahan

RA NA RS NPA | Sput | Bronch | Andere
Anz. Proben 63 137 17 263 37 2 3
Anz. positiv 15 70 4 134 13 0 0
Anz. positiv 23,8 | 51,1 23,5 50,9 35,1 0 0

RA = Rachenabstrich; NA = Nasenabstrich; RS = Ragpéung;
Sput = Sputum; Bronch = Bronchienprobe mit end8skste; A = Andere
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Leistungsmerkmale
STANDORT 1

Ein Referenzlabor im Sddosten der Vereinigten Staat erhielt
zweihundertdreiundfinfzig Einzelproben fir RSV- umfluenza A Tests. Die
Einzelproben, bei denen es sich um NasenabstridRachenabstriche,
Nasenspulungen usw. handelte, stammten sowohl vadekh als auch von
Erwachsenen. Mit jeder Einzelprobe wurden Objegtirdangefertigt und mit
dem SimulFluor® RSV/Flu A-Reagenz angefarbt. Die Ergebnisse wurden mit
den Ergebnissen verglichen, die mit einem FluomsZessay-
Bestimmungsinstrument erzielt wurden. Die Einzefem wurden au3erdem zur
Virusisolierung in Kultur inokuliert. Mit den inolierten Kulturen wurden
Objekttrager hergestellt und mit deégimulFluor® RSV/Flu A-Reagenz sowie
einem Fluoreszenz-Assay-Bestimmungsinstrument arigfef

Es wurden sechundzwanzig andere Viren als RSV wfidehza A isoliert,
darunter Rhinovirus (9), CMV (6), Adenovirus (4)ntErovirus (2) und
Parainfluenza 2 (1). Es wurden auRerdem vier Dapfe&tionen identifiziert:
jeweils eine CMV-/Adenovirus-, Influenza A-/Adenoys-, CMV-/RSV- und
CMV-/Parainfluenza 3-Infektion.

Nachweis von RSV

RSV wurde bei 52 Patientenproben sowohl durch Mirekentests als auch
Kulturisolierung nachgewiesen. Von diesen warenIfiProben ausschlief3lich
durch Kulturisolierung positiv. Die mit de®imulFluor® RSV/Flu A-Reagenz

erzielten Ergebnisse stimmten sowohl beim Direliprdest als auch der
Kulturbestétigung vollkommen mit den Ergebnissererém, die mit dem

Bestimmungsinstrument erzielt wurden.

Die relative Sensitivitat und Spezifitat d8smulFluor® RSV/Flu A-Reagenz

betrug bei der Kulturbestatigung jeweils 100 %, reéld die relative Sensitivitat
und Spezifitdt beim Direktprobentest im Vergleieh Kulturbestatigung jeweils
100 % bzw. 83,8 % betrug.
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Tabelle 4 Nachweis von RSV in direkten Einzelproben undctu
Kulturbestétigung

SimulFluor® RSV/Flu A/ Direkt Direkt Kultur Kultur
Bestimmungsinstrument positiv negativ positiv negativ
SimulFluor® RSV/Flu A-positiv 52 0 13 0
SimulFluor® RSV/Flu A-negativ 0 201 0 240
Gesamt 52 201 13 240

Relative Sensitivitat direkter Einzelproben vergetikultur = 100 % (13/13)
(95 %-Konfidenzintervall 33,5-95,9 %)

Relative Spezifitat direkter Einzelproben versulikitur = 83,8 % (201/240)
(95 %-Konfidenzintervall 83,7-91,8 %)

Relative Sensitivitat der Kulturbestatigung = = 100 % (13/13)
(95 %-Konfidenzintervall 27,6—86,2 %)
Relative Spezifitat der Kulturbestatigung= = 03B (240/240)

(95 %-Konfidenzintervall 91,4-97,2 %)

Nachweis von Influenza A

Influenza A wurde bei 31 von 253 Einzelproben idlkatur isoliert. Die mit
SimulFluor® RSV/Flu A und dem Bestimmungsinstrument bei der
Kulturbestétigung erzielten Ergebnisse waren \étidig korreliert. Von den
durch Kulturbestéatigung positiven Einzelproben wamer 16 Proben auch durch
Direktprobentest miSimulFluor® RSV/Flu A und 15 durch Direktprobentest
mit dem Bestimmungsinstrument positiv.
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Tabelle 5 Nachweis von Influenza A in direkten Einzelprohend durch
Kulturbestétigung

SimulFluor® RSV/Flu A/ Direkt Direkt Kultur Kultur
Bestimmungsinstrument positiv negativ positiv negativ
SimulFluor® RSV/Flu A-positiv 15 1 31 0
SimulFluor® RSV/Flu A-negativ 0 237 0 222
Gesamt 15 238 31 222

Relative Sensitivitat direkter Einzelproben verZetikultur = 48,4 % (15/31)
(95 %-Konfidenzintervall 33,5-95,9 %)

Relative Spezifitat direkter Einzelproben versuliikitur = 100 % (222/222)
(95 %-Konfidenzintervall 89,7-96,3 %)

Relative Sensitivitat der Kulturbestatigung = 100 ¥31/31)
(95 %-Konfidenzintervall 82,1-163 %)

Relative Spezifitat der Kulturbestatigung = 100 % (222/222)
(95 %-Konfidenzintervall 83,7-91,8 %)

STANDORT 2

Ein Krankenhauslabor erhielt zwischen November 198 Marz 1998
zweihundertvoerundsiebzig Einzelproben. Von 11 [Raabstrichen von
Erwachsenen in einem Pflegeheim abgesehen, handsltsich bei allen
Einzelproben um nasopharyngeale Absaugungen vordekin Mit den
Einzelproben wurden Objekttrager vorbereitet untdSithulFluor® RSV/Flu A
auf RSV und Influenza A sowie mit dem Membran-Elites kommerziellen
Anbieters auf RSV getestet. Die 11 Einzelproben Eomachsenen wurden mit
dem Membran-EIA eines kommerziellen Anbieters anffuenza A getestet.
Jede Einzelprobe wurde auf3erdem fiir die Isolienund den Nachweis von
Influenza A und RSV in Zellkultur inokuliert, wobeaiin Immunfluoreszenz-
Reagenz eines kommerziellen Anbieters verwendedevur

In den Proben wurden zweiundzwanzig andere VirerR&V und Influenza A
isoliert. Hierzu zahlten 9 CMV (einschlieBlich 1 ikfektion mit Influenza A nd
4 Koinfektionen mit RSV), 8 Adenovirus (einschlieBl 3 Koinfektionen mit
RSV), 3 Enterovirus (2 Koinfektionen mit RSV) undiBV.
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Nachweis von RSV

Zweiunddrei3ig Einzelproben waren fiir den Direkimotest mit dem
SimulFluor® RSV/Flu A-Assay ungeeignet; 4 Einzelproben waren
nacheinander durch Zellkultur positiv fiur RSV undihzelprobe fur Influenza
A. RSV wurde in 106 Einzelproben durch direkte éudp mit SimulFluorD
RSV/Flu A nachgewiesen. Von diesen waren 36 Einzelprobemrthddas
Membran-ElA-Bestimmungsinstrument positiv, dochaiuzellkultur negativ.

Tabelle & Vergleich vonSimulFluor O RSV/Flu A und Membran-EIA-
Bestimmungsinstrument

SimulFluor® RSV/Flu A/ EIA- EIA- Gesamt
Bestimmungsinstrument positiv negativ
SimulFluor® RSV/Flu A-positiv 82 (97) 24 (9)* 106 (108)
SimulFluor® RSV/Flu A-negativ 2 122 124
Gesamt 82(99) 146(131) 230

*15 durch das Membran-EIA als positiv bestimmtezgiproben wurden durch
Zellkultur als negativ bestimmt

() gibt nach Kulturbestétigung korrigierte Werte a
Relative Sensitivitat: (97/99) 98,0 % (95 %-Konfidetervall: 92,9-99,7 %)
Relative Spezifitat: (122/131) 93,1 % (95 %-Konfidetervall: 87,4—96,8 %)

Tabelle 7 Vergleich vorSimulFluor® RSV/Flu A und Bestimmungsinstrument

SimulFluor® RSV/Flu A/ Kultur Kultur Gesamt
Bestimmungsinstrument positiv negativ
SimulFluor® RSV/Flu A-positiv 88 2% 90
SimulFluor® RSV/Flu A-negativ 0 183 184
Gesamt 88 185 274

*1 Einzelprobe war auch durch Membran-EIA positiv
Relative Sensitivitat: (88/90) 97,8 % (95 %-Konfidetervall: 92,2—99,7 %)
Relative Spezifitat: (183/185) 98,9 % (95 %-Konfidmtervall: 96,1-99,9 %)

Vier Einzelproben waren sowohl fiir RSV als aucHuleza A positiv. Drei
Einzelproben wurden durch d&mulFluor® RSV/Flu A-Reagenz in direkten
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Proben identifiziert, und alle vier RSV wurden durbeide Reagenzien in
Zellkultur identifiziert.

Nachweis von Influenza A

Dreiundzwanzig Einzelproben wurden durch das Bestingsinstrument als
positiv fur Influenza A bestimmt. Eine Einzelprobeurde sowohl beim
Direktprobentest als auch in Zellkultur durch dgisnulFluor® RSV/Flu A-
Reagenz als positiv, doch durch das Bestimmungamsit in Zellkultur als
negativ bestimmt. Drei Einzelproben waren in Zdtiliu sowohl fir RSV als
auch Influenza A positiv, und eine Doppelinfektimit CMV wurde festgestellt.
Von den 32 fur den Test miSimulFluor® RSV/Flu A ungeeigneten
Einzelproben war in Kultur nur 1 Probe positiv fiiffluenza A.

Tabelle & Nachweis von Influenza A in direkten Einzelprohem durch
Kulturbestétigung

SimulFluort® RSV/Flu A/ Direkt Direkt Kultur Kultur
Bestimmungsinstrument positiv | negativ | positiv | negativ
SimulFluor® RSV/Flu A-positiv 20 4 23 1
SimulFluor® RSV/Flu A-negativ 2 216 0 250
Gesamt 22 220 23 251

Relative Sensitivitat direkter Einzelproben verZedikultur = 83,3 % (20/24)
(95 %-Konfidenzintervall: 62,6—95,3 %)

Relative Spezifitat direkter Einzelproben versuiikitur = 98,1 % (216/220)
(95 %-Konfidenzintervall: 95,4-99,5 %)

Relative Sensitivitdt der Kulturbestatigung = 95,8 % (23/24)
(95 %-Konfidenzintervall: 78,9-99,9 %)
Relative Spezifitat der Kulturbestéatigung = 99,6 % (250/251)

(95 %-Konfidenzintervall: 97,8—-100 %)
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Elf Rachenabstriche von Erwachsenen in einem Rikeige wurden durch ein
Membran-EIA-Bestimmungsinstrument auf Influenza Ategtet. Durch das
SimulFluor® RSV/Flu A-Reagenz wurde in drei Einzelproben Influenza A
identifiziert. Dieses Ergebnis stimmte vollstandigit dem Ergebnis durch
Zellkultur Gberein. Das Membran-EIA-Bestimmungsinstent identifizierte
hingegen 1 Einzelprobe mit Influenza A.

Tabelle 9 Vergleich vonSimulFluor® RSV/Flu A und Membran-EIA-
Bestimmungsinstrument

SimulFluor® RSV/Flu A/ Direkt Direkt Gesamt
Bestimmungsinstrument positiv negativ
SimulFluor® RSV/Flu A-positiv 1(3) 2*(0)
SimulFluor® RSV/Flu A-negativ 0 8
Gesamt 1(3) 10 11

* Beide wurden durch Zellkultur als positiv fur lnénza A bestatigt

() gibt nach Kulturbestétigung korrigierte Werte a

Relative Sensitivitat: (3/3) 100 % (95 %-Konfidemzrvall: 29,2—100 %)
Relative Spezifitat: (11/11) 100 % (95 %-Konfidertervall: 71,5-100 %)
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Problembehandlung

Die Vorbereitung der Proben hangt von der jeweiltsvendeten Methode ab und
kann sich auf die erzielten Ergebnisse auswirkemRthgen zur Leistungsfahigkeit
zu beantworten, mussen alle Schritte des Verfalamgigsiert werden.

Eine deutliche Reduzierung der Fluoreszenz kargefale Ursachen haben:
1) Reagenzzerfall

2) Mikroskopische Probleme

3) Auswirkung anderer Gerate oder Methoden

e Das Ablaufdatum aller verwendeten Reagenzien tibfp.

* Wenn das Ablaufdatum eines Reagenz nicht Ubetsahivurde, die
Mikroskopleistung tberprifen und die die Positivikolte erneut lesen.

* Wenn die Ursache des Problems weiterhin nichtrgkfa werden kann, die
Arbeitsweise der gesamten Ausstattung anhand dpa8eettel
Uberprifen und den Test erneut durchfuhren.

Fur zusétzliche technische Hilfe wenden Sie sitie lin den Technischen
Kundendienst voiEMD Millipore Corporation. lhre nachstgelegene
Niederlassung finden Sie online untemww.millipore.com/offices

Die Abschnitte bezlglich der literaturen referendase Beipackzettel zur
Light Diagnostics VD sind nur in den vollstandigen englischsprachige
Versionen aufgefiihrt. Bitte enthnehmen Sie diesersigeen die produkt-
spezifischen Details.
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GEWAHRLEISTUNG UND HAFTUNG

1. Nur die Produkteigenschaften, welche von Milla den maf3geblichen Spezifikationen auf der \ebs
(www.millipore.com) verdffentlicht wurden, geltefsalie vertraglich vereinbarte Beschaffenheitsmerlknder
verkauften Waren. Andere offentliche Aussagen valiigdre tber die Produkteigenschaften, insbesomder
der Werbung, sind nicht Bestandteil der vertraglieteinbarten Beschaffenheitsmerkmale der verkaufte
Waren. Die Gewahrleistung entfallt, wenn die Waohingemaf? den Vorgaben hierfiir eingesetzt wurde. D
Anspriche des Kunden wegen eines Mangels verjatnerhalb von einem Jahr ab dem gesetzlichen
Verjahrungsbeginn. Jegliche weitergehende Gewatulgg wird ausgeschlossen.

2. Der Kunde hat die Ware bei Anlieferung unverinliggeméaf? § 377 HGB zu untersuchen. Der Kunde hat
etwaige offensichtliche Mangel zum Erhalt der Genetistungsanspriiche unverziglich, spatestens bis zu
Ablauf des 3. Werktages nach Anlieferung, schelitiMillipore und, sofern der Mangel auch auf derariBport
aufgetreten sein kann, auch dem Frachtfiihrer aigeize~ehlende Ware ist entsprechend spatestemsrbi®
Kalendertagen ab Rechnungsdatum anzuzeigen.

3. AuBRer im Falle einer berechtigten Riickabwickldeg Vertrages darf der Kunde Waren nicht ohne
ausdrickliche schriftliche Zustimmung von Millipazariicksenden.

4. Millipore haftet nicht fiir eine Wertminderungrd®m Kunden erworbenen Ware aufgrund unzureichende
Aufbewahrungsbedingungen. Der Kunde verpflichteh siiesbeziiglich, die Spezifikationen, Nutzungst un
Lagerbedingungen der relevanten Ware zu beriickggchtBei Nichtbeachtung dieser Spezifikationen,
Nutzungs- und Lagerbedingungen ist eine Gewahulgiston Millipore ausgeschlossen.

5. Sofern dem Kunden ein gesetzlicher AnspructiNaeherfiillung zusteht, kann Millipore als Nachduftig
nach eigener Wahl die Beseitigung des Mangels diéerieferung einer mangelfreien Sache anbietenfdBe-
und fristgerecht vorgebrachten, sachlich geredigfen Beanstandungen und Fehlschlagen der Nadbegi
hat der Kunde das Recht, angemessene Kaufpreismingleu verlangen, vorbehaltlich des Rechts von
Millipore, stattdessen die bemangelte Ware zure&kmen und den Kaufpreis zu erstatten.
Schadenersatzanspriche des Kunden wegen einesa@maehsnsind ausgeschlossen, es sei denn, esifiegt e
der in Abs. 7 genannten Félle vor.

6.Gewahrleistungsanspriiche des Kunden gegen Mélipestehen nicht im Falle:

fehlerhafter Installation, Nutzung oder Wartung déaren entgegen den entsprechenden Vorgaben von
Millipore;

normaler Abnutzung der Waren oder aufgrund feldenddnungsgeméaRer Wartung.
Gewabhrleistungsanspriiche des Kunden bestehen Bbeidht im Falle eines unerheblichen Mangels.

7. Millipore haftet bei Vorsatz oder grober Fahsig&eit unbeschrénkt. Ebenfalls unbeschrénkt hiftéipore
im Falle einer fahrlassigen Pflichtverletzung, sofanspriiche aus der Verletzung des Lebens, degek®oder
der Gesundheit betroffen sind. Im Ubrigen haftettiptire bei einfacher Fahrlassigkeit nur, wenn eine
wesentliche Vertragspflicht verletzt worden istdirsem Fall ist die Haftung von Millipore auf eine
Hoéchstbetrag, der dem Kaufpreis entspricht, undsalshe Schaden begrenzt, mit deren Eintritt bei
Vertragsschluss verninftigerweise zu rechnen wigr Haftung von Millipore fiir Verzug wird bei einfaer
Fahrlassigkeit ganz ausgeschlosggine Haftung von Millipore nach den Vorschriftersde
Produkthaftungsgesetztes, wegen Arglist oder €h@gantie bleibt unberihrt.

8. Millipore haftet nicht fiir Verlust oder Besch@gding der Waren auf dem Transport. Der Kunde haahée
resultierende Schadensersatzanspriiche gegen admfiineer zu richten.

Tweer? ist eine eingetragene Marke von ICI Americas, Inc.
ATCCP? ist eine Marke der American Type Culture Colleat@orporation.

02012 EMD Millipore Corporation, eine Sparte der bleKGaA, Darmstadt, Deutschland. Alle
Rechte vorbehalten. EMD, EMD Millipore, Milliporder Markierung M, Light Diagnostics,

SimulFluor und alle anderen Marken, sofern niclgdaticklich oben im Text identifiziert, wie die
Zugehorigkeit zu einer dritten Partei, von der Eriierck KGaA, Darmstadt, Deutschland gehort.
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Uso previsto

Light Diagnostics™ SimulFluor® RSV/Flu A DFA Kit & concepito per uso su
campioni respiratori, quali tamponi faringo-toreil]l nasali e nasofaringei,
lavaggi faringo-tonsillari, aspirati, lavaggi braadveolare di pazienti affetti da
una malattia respiratoria con stato febbrile egguito all'amplificazione virale

in coltura cellulare. | campioni che si dimostraregativi al controllo diretto si

devono accertare mediante la coltura cellulare.

Riassunto e spiegazione

L'RSV (Respiratory Syncytial Virus, virus respirato sinciziale) appartiene al
generePneumoviruglella famiglia deiParamyxoviridae E un virus pleiomorfo
con diametro variabile da 100 a 300 nm e un RNAdm®, non segmentato, a
singolo filamento negativo. L'envelope presentaigmoni sulla superficie
esterna composte da 2 glicoproteine altamente emitige, F e G, e
un’importante proteina strutturale, N, nel nuclqumide. Le proteine strutturali
F, G e N dividono I'RSV in 2 principali gruppi agénici: i ceppi “prototipo”
sono Long (gruppo A) e CH-18537 (gruppo B) (1-4)R&V provoca gravi
epidemie di malattie respiratorie acute d’inverndneprimavera in tutto il
mondo. Essendo debole Iimmunita naturale versdSVR queste epidemie
tendono a insorgere ogni anno e ad anni alterni.

L'RSV si puo isolare da aspirati nasofaringei, danponi nasali e faringo-
tonsillari 0 da campioni polmonari prelevati entrprimi giorni di malattia. Il

virus cresce in cellule epiteliali umane quali HE@2MK (rhesus monkey
kidney, rene di scimmia rhesus) primario, A549, MR@ NCI-H292. Test
rapidi e diretti su campioni clinici idonei sonaagnostici d'infezioni da RSV a
condizione che si usino il reagente standardizatadeguati controlli. La
conferma mediante isolamento virale & desideralmleinque sia possibile.

Lattanti ospedalizzati per infezione da RSV soradi $tattati con successo con
la ribavirina somministrata in aerosolterapia. @wvt questo trattamento
necessita di cure specializzate e non viene sorstratd come terapia di routine
(4). Anche l'immunoglobulina € disponibile per lardpia. | vaccini contro

I'RSV hanno alle spalle una lunga storia di fallittiena sono ancora oggetto di
ricerca.

I virus influenzale di tipo A appartiene alla faghia degliOrthomyxoviridaeSi
tratta di virus grandi con diametro di circa 110 mah envelope, un RNA



segmentato a singolo filamento e proiezioni di HAerfagglutinin,
emoagglutinina) e NA (neuraminidase, neuraminidesg sporgono attraverso
la membrana glicoproteica (5-7). Il virus influeleadi tipo A ha un’alta
frequenza di mutazione e da luogo a epidemie piehiedd’influenza in tutto il
mondo. Le epidemie sono particolarmente gravi goaled mutazioni hanno
portato a spostamenti significativi nella strutttd& o NA tali che gli anticorpi
presenti in una comunita d'individui non riconoseoinceppi virali (6-8). La
specificita dei virus influenzali & conferita datlifferenze antigeniche presenti
in 2 delle principali proteine strutturali, 'NP oleoprotein, nucleoproteina)
interna e I'M (matrix protein, proteina di matrigé)-8).

Le infezioni da virus influenzali sono caratteriezada tracheobronchite,
faringite, mialgia, febbre, emicrania e malessér6,9). Una lieve coriza spesso
distingue linfluenza dalle altre malattie virakgpiratorie. E molto contagiosa
fra adulti e si diffonde mediante goccioline aetizzate e fomiti. Come con
'RSV, un periodo d’incubazione da 1 a 4 giorni tidisce alla rapida
diffusione del virus all'interno delle comunita einreparti ospedalieri. La
complicazione piu significativa dell'influenza epalmonite, che insorge da sola
0 associata a una polmonite batterica. La polmasiitmanifesta con maggior
frequenza negli anziani, in pazienti con un sistémaunitario indebolito o in
pazienti affetti da diabete, patologia cardiacaotmpnare implicita 0 malattia
renale cronica. | bambini sono piu propensi a Beffranche di una
sintomatologia dolorosa a carico del sistema giséstinale, vomito, miosite,
otite media, congiuntivite e crup.

Si ritiene che 'aumento della mortalita da polnterdurante la ‘stagione delle
influenze’ sia dovuto al virus influenzale. Taldara viene usato per rintracciare
epidemie influenzali e per controllare I'efficactei vaccini antinfluenzali.
Complicazioni meno comuni negli adulti comprendtmaindrome di Reye o altre
patologie del CNS, sintomi cardiaci, sinusite ¢cotnedia.

L’amantadina e il suo analogo, la rimantadina, sefficaci nel prevenire fino al
90% delle infezioni da virus influenzale di tipoeAfino al 100% delle malattie,
se assunti in via profilattica (5,10). Sono ancbepeuticamente efficaci nel
ridurre la durata dell'infezione se vengono assemtiro i primi 2 giorni di
malattia. Somministrata per aerosolterapia, lavitba pud essere efficace nel
trattamento del virus influenzale di tipo A. | vadacontro il virus influenzale di
tipo A rappresentano un notevole sforzo da partia danitd pubblica tenendo
presente la continua identificazione di nuovi cefpiaccini antinfluenzali
attualmente disponibili hanno in genere un tassffidacia del 70-90% (5,7).



| virus influenzali si possono isolare nelle callRMK, MDCK (Madin Darby

canine kidney, rene canino Madin Darby) e talvattaaltre linee cellulari, a

seconda del ceppo virale specifico (11-13). L'agtiudi tripsina al liquido di

coltura a una concentrazione - pug/ml contribuisce molto all'isolamento del
virus influenzale nelle cellule MDCK.

Si possono usare colture standard, shell vial & destti, compresi I'FA
(fluorescent antibody assay, immunofluorescenza) I'EIA (enzyme
immunoassay, metodica immunoenzimatica ) (11,14-17)

| campioni idonei comprendono lavaggi nasali, tampfaringo-tonsillari e
lavaggi broncoalveolari. Ogni test diretto che usagenti standardizzati é
diagnostico dell'infezione influenzale, in partiacd se viene confermato
dall'isolamento virale.

Principio del test

Light Diagnostics™ SimulFluor® RSV / Para 3 DFA Kit utilizza un singolo
reagente per il rilevamento e lidentificazione tmporanea dellRSV e del
virus influenzale di tipo A. Il componente primarispecifico per I'RSV, si
leghera agli antigeni F e G dellRSV nelle celliréette da RSV. || componente
secondario, specifico per il virus influenzale dpot A, si leghera alla
nucleoproteina del virus influenzale di tipo A @ilale infette dallo stesso virus.
Il reagente che non si & legato viene rimosso méalid lavaggio con PBS
(phosphate buffered saline, soluzione fisiologiemponata con fosfato). Il
complesso antigene anticorpale pud essere ossengti@mnte la microscopia a
fluorescenza. Il complesso antigene anticorpale B®gentera una fluorescenza
verde mela e il complesso antigene anticorpalerides influenzale di tipo A sara
giallo oro. Le cellule non infette si colorano dinsso pallido per la presenza del blu
di Evans nel reagente.



Componenti del kit

1.

SimulFluoP RSV/Flu A Reagent -5245: Una (1) fiala con
contagocce da 5 ml contenente un componente pdnspécifico per
I'RSV e un componente secondario specifico peirilssinfluenzale di tipo
A, stabilizzatore proteico, blu di Evans 0,005% adis azide 0,1%
(conservante).

Importo previsto e sufficiente per 125 tests. Stisidasa su prove di caduta di
40uL; il numero effettivo dei tests possono variare.

RSV Control Slides 5012: Due (2) vetrini muniti di un pozzetto
con cellule infette da RSV e un pozzetto con celhdn infette.

Influenza A/B Control Slides 5010: Due (2) vetrini muniti di un
pozzetto contenente cellule infette dal virus ieflmale di tipo A, un
pozzetto con cellule infette dal virus influenzdletipo B e due pozzetti
con cellule non infette.

Phosphate Buffered Saline (PBESO87: Una (1) confezione di sali

di soluzione salina tampone fosfato da scioglianeun litro d'acqua
distillata. Conservare a temperatura ambientenincentenitore pulito e
chiuso.

Tweeft 20 / Sodium Azide Solution (100X) 5037: Una (1) fiala da
10 ml contenente Tween 20 (polyoxyethylene sorbitmonolaurate,
monolaurato di poliossietilene sorbitano) e sodime (NaN) concentrato
per una diluizione 1:100 in PBS.

Mounting Fluid - 5013: Una (1) fiala con contagocce da 10 ml
contenente glicerina in tampone Tris, un intenatfice della fluorescenza
e sodio azide 0,1% (conservante). Conservare aetatya entre 2°C-
25°C.

Materiali necessari, ma non forniti

Acetone reagent grade (a elevata purezza), consanveetro

Acqua deionizzata o distillata



Controlli delle colture virali (ceppi di riferimentdel’'RSV e del virus para 3
disponibili presso dalla American Type Tissue QutCollection ATCC,
Manassas, VA).

Soluzione d'ipoclorito di sodio 0,05% (diluizionelD0 di candeggina per
uso domestico)

Linee cellulari sensibili verso 'RSV e i virus lnénzali quali HEp-2, MRC-
5, PMK (primary monkey kidney, rene di scimmia paio), MDCK (14,

15, 16) o altre linee cellulari sensibili ai virugluenzali (ad es. LLC-MK2
ecc); si possono ottenere linee cellulari idondadamerican Type Tissue
Culture Collection ATCE, Manassas, VA).

Terreni di coltura tissutale quali 'RPMI o 'EMEMEagle's Minimum
Essential Medium, terreno essenziale minimo di &aglon FBS (fetal
bovine serum, siero fetale bovino) e antibiotitdbm equivalenti

Un mezzo di trasporto virale, che non inibisce KR&il virus influenzale di
tipo A [HBSS (Hanks balanced salt solution, solaeisalina equilibrata di
Hank) con antibiotici o loro equivalenti]

Vetrini di vetro puliti con acetone e non fluorestie
N. 1 vetrino coprioggetto
Aspiratore con pipette Pasteur sterili, monouso

Centrifuga con capacita 700-950 x g attrezzataaomenitori da biorischio
e adattatori per le shell vial

Microscopio a fluorescenza con lampada a mercuiatogena da 100 watt,
l'idonea combinazione di filtri FITC (picco d’ecaitione = 490 nm, picco
d’emissione = 520 nm) e 160-200x e 400x d'ingraratito (obiettivo
asciutto)

Opzionale: combinazione di filtri TRITC (picco d@tazione = 550 nm,
picco d’emissione =570 nm)

Pinze
Camera umida
Incubatore, 3% 1°C

Siringa e ago o altro strumento per rimuovere trime coprioggetto dalla
shell vial



Bagno ad acqua a ultrasuoni

Vortex o sonicatore

Avvertenze e precauzioni

La sodio azide usata come conservante SietulFluor® reagent, nel
soluzione PBS/Tween 20 e nel liquido dei suppottossica, se ingerita. La
sodio azide pud formare azidi di metallo potenzéite esplosivi a contatto
con tubature in piombo o ramBer lo smaltimento di questi materiali, far
scorrere abbondante acqua per evitare deposttidiirselle tubature.

Il pooling di un reagente o le sue modifiche possdare risultati errati.
Non sostituire con reagenti di altri produttori.

Tempi o temperature d’incubazione diversi da qusfiecificati possono
fornire risultati errati. E necessario che l'utiiore convalidi ogni

modifica di questo tipo.

Non permettere che le shell vial o i vetrini stiaghino in nessun momento
della procedura di colorazione.

Trattare tutti i campioni e i materiali che ne geno a contatto come
materiale potenzialmente infettivo e usare le ad&gyrecauzioni per lo
smaltimentoDecontaminare con ipoclorito di sodio 0,05%.

L'acetone & estremamente inflammabile e dannosangerito o inalato.
Tenere lontano dal calore, da scintille o da fiamBétare di respirare i
vapori. Ventilare in modo adeguato.

Non pipettare mai i reagenti con la bocca.
Evitare il contatto con il blu di Evans (presentel rSimulFluor®

RSV/Flu A Reagen15245) essendo potenzialmente carcinogeno. In
caso di contatto con la pelle, lavare con abbomrdactua.

. . [REF . . .
Il Mounting Fluid 5013 contiene un intensificatore della fluorescenza
che puo risultare dannoso per le mucose. Evitaceritatto diretto con la
pelle e con le mucose. In caso di contatto, laeareabbondante acqua.



Stabilitd e conservazione

Se conservato a 2 - 8°Cight Diagnostics™ SimulFluor® RSV/Para 3 DFA
Kit rimane stabile fino alla data di scadenza stamgdt@tichetta del kit stesso.
Non congelare né esporre a temperature elevatetaBcautti i reagenti rimasti
dopo la data di scadenza del kit.

Raccolta di campioni

Raccolta, trasporto, trattamento e conservazione&adnpioni adeguati sono
d'importanza fondamentale nell'isolamento e sudegess accertamento

d’'infezioni da RSV e virus influenzale di tipo A.liGaspirati dei secreti

respiratori sono i campioni preferiti, benché segano anche usare tamponi
nasofaringei o faringo-tonsillari (18).

Lavaggi nasali e aspirati nasofaringei o trachsatio ideali per I'esame diretto
dei campioni dal momento che permettono di ottenamerose cellule epiteliali.
Si raccolgono i campioni di lavaggi nasofaringeimeitendo da 3 a 5 ml di
soluzione fisiologica nelle narici del paziente,mne quest’ultimo & in posizione
supina. La soluzione fisiologica viene delicataraeagpirata mediante una siringa,
una pompetta di gomma o un catetere collegatdfitrarper il muco.

Tamponi nasofaringei, faringo-tonsillari 0 nasgliesso non contengono un
numero adeguato di cellule epiteliali ciliate e @oana, fondamentali per il
rilevamento diretto del’RSV e del virus influeneali tipo A.

Trasportare i campioni al laboratorio in ghiaccimidio o in un impacco freddo
subito dopo la raccolta. Non si devono congelazampioni da trattare per un
esame diretto in quanto il processo di congelanistogelamento pud
spaccare le cellule, rendendo il campione inulileampione per 'RSV si deve
trattare e inoculare nella coltura cellulare nompea@a possibile dopo averlo
ricevuto. | campioni da usare per I'isolamento d@ftura si devono congelare a —
70°C se non verranno trattati entro 72 ore dallecota. Evitare cicli di
congelamento/scongelamento ripetuti.

Si possono trovare ulteriori informazioni sullen@be di raccolta dei campioni
in The Manual of Clinical Microbiology, Balows, &t al, eds. 5th ed. (1991).
American Society for Microbiology, Washington, D.[®fluenza Viruses, Ch.
81; Respiratory Syncytial Virus, Ch. 83; Animal ardimal Cell Culture

Systems, Ch. 19 and Clinical Microbiology ProceduHandbook, Volume 2,
Isenberg, H.D. ed. (1992). American Society for idmology, Washington,



D.C., Selection, Collection and Transport of Spegimfor Viral and Rickettsial
Cultures, Section 8.2.

Per il trasporto adeguato dei campioni consulta#?i CFR (code of federal
regulations, codice dei regolamenti federali), se&i72.

Trattamento dei campioni

Prima di trattare i campioni accertarsi che siatati $accolti e trasportati in
modo adeguato. Il trattamento improprio dei camippad dare risultati errati.

Trattamento dei campioni per 'esame diretto:

1. Rimuovere il campione dal contenitore originagigporlo in una provetta
sterile da centrifuga da 10 a 15 ml.

2. Centrifugare a 300-500 x g per 10 minuti a 2C.8
3. Raccogliere il sovranatante per le procedursotiimento virale.

Nota: consultare la sezione “Trattamento dei campioni fg coltura e
l'isolamento” per istruzioni esaurienti.

4. Lavare il pellet di cellule risospendendoloickmente in 4-8 ml di PBS.
5. Centrifugare a 300-500 x g per 10 minuti a 2C.8

Se e presente del muco, formera uno strato sippallet di cellule.
Rimuovere con cura il sovranatante e il muco coa pipetta pasteur. Se e
ancora presente del muco, ripetere le fasi da 4fiacGé il muco non sia
stato rimosso.

7. Risospendere il pellet di cellule in 0,1-0,2 dil PBS per ottenere una
sospensione leggermente torbida. La qualita delingetdipende dalla
concentrazione cellulare della sospensione. Leesispni concentrate sono
di difficile lettura e non danno vetrini d’alta dita. Le sospensioni cellulari
che non contengono un numero sufficiente di celdgano a una perdita
di sensibilita.

8. Porre una goccia di sospensione cellulare rmeleno desiderato di pozzetti
nei pre-cleaned slides.

9. Lasciar asciugare il vetrino all’aria.

10. Fissare i vetrini con acetone freddo (2 - §€&) 10 minuti. Non permettere
allacetone di contaminarsi con acqua e sali. Quegstio dare una
colorazione indistinta.



11. Lasciar asciugare i vetrini all'aria dopo Isstzione. | vetrini vanno colorati

appena possibile. Se € necessaria la conservazgmies i vetrini in
contenitori essiccati & -20°C.

12. Passare alla sezione sulla “Procedura d'imnuofscenza” dopo aver

completato quella sulla “Preparazione del reagente”

Trattamento dei campioni per la coltura e I'isolamato:

Aspirato nasofaringeo e tracheale, lavaggio nasai®nchiale:

1.

Rimuovere il campione dal contenitore originagigorlo in una provetta
sterile da centrifuga da 10 a 15 ml.

Aggiungere la quantita di PBS fredda necessapiartare il volume da 2,0 —
2,5ml.

Agitare con vortex per miscelare. Il campioned& usarsi solo per
l'isolamento virale. Procedere alla fase 4.

Nota: se il campione dev'essere usato per l'esame dirgdt per
l'isolamento virale, lo si deve centrifugare a 36800 x g a 2 - 8°C per 10
minuti. Il sovranatante viene rimosso e usato fisolamento virale. Se il
pellet di cellule & abbastanza grande, una suaeptto essere aggiunta al
sovranatante per aumentare il recupero virale. Gdt@se la sezione
“Trattamento dei campioni per I'esame diretto” pistruzioni esaurienti.

Sonicare il campione a 8-12 Kc/sec per 30-6Mrsdicper disgregare le
cellule e liberare le particelle virali.

Centrifugare il campione a 300-500 x g a 2 - &€ 10 minuti per far
sedimentare i detriti cellulari.

Rimuovere il sovranatante dai detriti cellulari.

Il sovranatante pud essere miscelato con unaisok antibiotica 10X e
lasciato riposare a 2 - 8°C per 30-60 minuti prisiedl’'inoculo per evitare
un’eccessiva crescita batterica.

Tampone nasofaringeo, nasale e faringo-tonsillare:

1.

Agitare il campione energicamente con il vonpex staccare le cellule dal
tampone.



Per aumentare il recupero virale, aggiungerd@@alline sterili di vetro al
campione e agitare col vortex per un minuto o soei@ 8-12 Kc/sec per
30-60 second..

Scartare il tampone in una soluzione d’'ipoctodt sodio.
Centrifugare il campione a 300-500 x g a 2 - &€ 10 minulti.

Usare il sovranatante come materiale d’inoculo.

Coltura/isolamento e preparazione per la colorazioe:

Inoculo in provette standard o in shell vial:

1.

S

Poco prima d'inoculare i campioni, controllarbecle colture cellulari
presentino una corretta morfologia.

Aspirare il terreno di crescita dalle provettanslard o dalle shell vial in
attesa d’inoculo.

Aggiungere da 0,2 a 0,5 ml dell'inoculo a ciastprovetta o shell vial.
Inoculare i campioni nelle linee cellulari idene
Centrifugare le shell vial a temperatura ambigeatr 30 minuti a 500-700 x g.

Far assorbire linoculo su monostrati standand provetta mediante
incubazione su griglia inclinata a 35-37°C perd.or

Dopo l'assorbimento o la centrifugazione, aspirtinoculo e aggiungere
una quantita sufficiente di un terreno di mantemtoe da coprire
completamente il monostrato cellulare.

Incubare a 35-37°C roller drum (agitatore atpiattante)o su griglie fisse.

Si pud lavare delicatamente il monostrato 2-&eva@on un terreno di
mantenimento preriscaldato se il campione si rit@$aico per il monostrato
cellulare.

10. Rinnovare il terreno di coltura cellulare o giorni.

Nota: un campione di ciascun lotto di linee cellulari tesger la coltura
cellulare dev'essere inoculato con ceppi rappreatwit del’RSV e del virus
influenzale di tipo A per dimostrarne la sensiilill'infezione e la conseguente
insorgenza del CPE. Anche le colture cellulari riooculate si devono crescere
e controllare ogni giorno per rilevare la presengi virus contaminanti o
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micoplasmi. Questo fungera da controllo della miofiga cellulare normale e
puo essere utile nel riconoscimento precoce del (F&queste colture cellulari
di controllo non dimostrano un’adeguata crescitaisultati dell'isolamento di

colture cellulari sono da ritenersi non validi.

Preparazione di colture tissutali per la colorazioe:

1.

Controllare le provette con la coltura tissutale le shell vial ogni giorno
per la presenza del CPE (cytopathic effect, effeitimpatico). Le shell vial
si possono colorare in presenza del CPE o in tattphali stabiliti dai

singoli laboratori. Se si nota la presenza del CleEgellule si possono
raschiare o tripsinizzare dalla provetta (o dallells vial) e da un
multi-welled slide allestito per la colorazione.

Per preparare i multi-welled slide, aspiraretetreno di coltura dalla
provetta (o dalla shell vial). Conservare terremitilizzati a 2-8°C finché

non si sono concluse le analisi. Se dovesseroeesseessarie altre analisi,
si potra tentare I'isolamento virale da questoeieor

Lavare delicatamente la coltura cellulare 3 evaibn 1-2 ml di HBSS.
Scartare tutti i liquidi di lavaggio in una solua@d’ipoclorito di sodio.

Aggiungere tripsina corrispondente a un decimovdiime originario della
coltura e lasciar riposare per 30 secondi. Pictaretdelicatamente il
recipiente della coltura per staccare le celluliso&endere le cellule in 2
ml di HBSS. Centrifugare la sospensione cellularg08-500 x g per 10
minuti. Risospendere il pellet di cellule in 0,3 dilPBS sterile per ottenere
una sospensione leggermente torbida. | vetrini deyiresentare almeno 2
cellule per campo a 250x d’ingrandimento per essézauti idonei per il
rilevamento.

Nota: in alternativa si puo raschiare il monostrato cgdire dalla
provetta con una bacchetta di vetro o una pipettmile. Risospendere e
centrifugare le cellule secondo la spiegazioneudisopra.

Punteggiare la sospensione cellulare su un vefuldo con acetone e
lasciar asciugare all'aria. Fissare il vetrino emetone freddo (2 - 8°C) per
10 minuti e asciugare completamente all’aria. Comse i vetrini
inutilizzati con un agente essiccante a20°C.
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Procedura di colorazione

Preparazione del reagente:

PBS/Soluzione di Tween 20 Sciogliere il contenuto della confezione di PBS
in 950 ml d’acqua deionizzata o distillata. Aggiengil contenuto della fiala di
Tween 20/sodio azide al PBS. Miscelare bene e aggine acqua deionizzata o
distillata quanto basta per raggiungere 1 litrads$@re su un contenitore per la
conservazione pulito e etichettato e chiudere b€naservare a temperatura
ambiente. Scartare, se la soluzione PBS/Tween @iterbida o qualora si
formasse un precipitato.

Tutti i reagenti sono forniti pronti all’'uso.

Procedura d’'immunofluorescenza diretta (coloraziongsuggerita:

1.

Permettere al vetrino di controllo fissato cortane e/o al vetrino di prova
e ai reagenti di raggiungere la temperatura ambient

Nota: non permettere che i vetrini si asciughino in nesswomento della
procedura di colorazione.

AggiungereSimulFluor® RSV/F lu A Reagent 5245 in quantita
sufficiente da coprire le cellule: 1 goccia perggpt di cellule e 4-6 gocce
per le shell vial.

Incubare il vetrino a 3T per 15 minuti in camera umida.

Lavare delicatamente il vetrino con un flacoar spruzzatore di
PBS/Tween 20 per 10-15 secondi per rimuovere lazgmie anticorpale
monoclonale in eccesso, facendo attenzione a divaz il getto lontano
dal pozzetto. Per le shell vial: aspirare il redganlavare delicatamente
ciascuna shell vial 3 volte con 1 ml di PBS/Tweén 2

Scrollare dal vetrino il reagente in eccessoseiugare con cura l'area
circostante lo spot cellulare.

Montare sotto un vetrino coprioggetto usand®laninting Fluid pH 8,5

5013 o un suo equivalente) liquido. Per le shall\aspirare
PBS/Tween dalle shell vial. Sollevare ciascun wetdoprioggetto con un
ago piegato fissato a una piccola siringa e rimrdowen attenzione con le
pinze. Usare il Mounting Fluid per montare ciaseatrino coprioggetto su
un vetrino di vetro con il LATO CELLULARE RIVOLTON BASSO.
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7. Pulire il liquido in eccesso dai lati del vetrin

Nota: per ottenere risultati ottimali, leggere i vetrisubito dopo
l'allestimento. Se si devono conservare i vetrimipd la colorazione,
mantenerli a 2 - 8°C in un contenitore a tenutabaio.

8. Esaminare i vetrini con il microscopio a fluaresza a 100-200x per
rilevare la presenza di cellule fluorescenti. Sh pffettuare un controllo
dettagliato a 400x d'ingrandimento.

Nota: le prestazioni del microscopio a fluorescenza safimportanza
fondamentale ai fini di risultati d’analisi soddéfenti. Mentre gli obiettivi,
l'intensita della lampada, la potenza e i filtri ggono influenzare i risultati,
'uso di un vetrino di controllo positivo verificke il funzionamento dei
reagenti, la metodologia di coltura e il microscopi

Interpretazione dei risultati
Controllo di qualita

| vetrini di controllo si devono testare con ciasdatch di campioni. | vetrini di
controllo forniti con il kit sono concepiti per dostrare il corretto
funzionamento dei componenti del kit e delle prareddi colorazione a
immunofluorescenza.

Anche i vetrini di controllo preparati con celluiefette dal’lRSV, dal virus
influenzale di tipo A e cellule non infette si poes testare per assicurare
corrette procedure di colorazione durante I'analiggtta dei campioni. Inoltre,
le provette standard o le shell vial inoculate ceppi di riferimento del’lRSV e
dei virus influenzali di tipo A e colture non indate si devono mantenere e
testare per assicurarsi che le procedure d’isolaamemrolorazione della coltura
siano corrette.

Nota: esaminare l'intero pozzetto del vetrino per ricooere la presenza di
fluorescenza associata alle cellule.

Campione diretto:

Le shell vial e/o i vetrini di controllo allestition cellule infette dal’lRSV e dal
virus influenzale di tipo A e le cellule non inkettsi possono testare per
assicurare corrette procedure di colorazione derdinalisi dei campioni

diretti.

All'osservazione al microscopio fluorescente unaziene positiva allRSV si
manifesta con una fluorescenza brillante verde meh nucleo e/o nel
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citoplasma delle cellule infette. Una reazione fsial virus influenzale di tipo
A si manifesta con una fluorescenza giallo oro m&tleo e/o nel citoplasma
delle cellule infette.La colorazione positiva p&3V o il virus influenzale di
tipo A é indicata dalla presenza di 2 o piu cellnlatte che evidenziano una
fluorescenza specifica. Un risultato diagnosticgati?o su base presuntiva &
indicato dall'assenza di fluorescenza in un campidiralmeno 20 cellule
epiteliali. Un campione contenente meno di 20 éeklypiteliali € da ritenersi

non idoneo e il test risulta non valido.

Avvertenza:non si deve tener conto della colorazione fluorageeli frammenti
cellulari, dovuta al trapping del reagente in taletriti. Se i controlli positivi o
negativi non si possono distinguere chiaramentetedt € da ritenersi non
valido.

Se lo si desidera, si puo usare un set di filtriTT&R per accertare la colorazione.
Le cellule infette dall’lRSV non saranno piu visiliientre quelle infette dal
virus influenzale di tipo A evidenzieranno una cakione fluorescente rosa
brillante.

Isolamento in colture cellulari con successivo acdamento:

Le provette standard o le shell vial inoculate ceppi di riferimento del’lRSV e
del virus influenzale di tipo A e colture non intmte si devono mantenere e
testare per assicurarsi che le procedure d'isoltomenla colorazione della
coltura siano corrette.

All'osservazione al microscopio a fluorescenza ewnset di filtri FITC, una
reazione positiva al’RSV si manifesta con una faszenza brillante verde mela
nel nucleo e/o nel citoplasma delle cellule infetlea reazione positiva al virus
influenzale di tipo A si manifesta con una fluosza giallo oro nel nucleo e/o
nel citoplasma delle cellule infette.

La colorazione positiva per 'RSV o il virus infioezale di tipo A € indicata dalla
presenza di 2 o piu cellule intatte che evidenziam fluorescenza specifica. Un
risultato diagnostico negativo su base presuntivindicato dall'assenza di
fluorescenza e dalla presenza di un colore roshnlg@aovuto al colorante di
contrasto blu di Evans.

Un risultato negativo non esclude la presenza dnfg@zione da RSV e/o dal
virus influenzale di tipo A. Un risultato negatipoid essere dovuto a molteplici
fattori, quali: un campione non idoneo, una norretta raccolta e trattamento
dei campioni, una non corretta tecnica colturateuso di una linea cellulare o
di una temperatura non idonea durante I'isolamerdtiri fattori accennati nella
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sezione “Problemi”. Tultti i risultati diagnosticegativi su base presuntiva vanno
riferiti come “Nessun virus osservato”.

Limitazioni

Un risultato negativo sul campione diretto non edelun’infezione da RSV
o da virus influenzale di tipo A. Un risultato néiga pud essere dovuto a
una molteplicita di fattori, quali: il momento delkaccolta del campione
durante l'infezione, un campione non idoneo, ibtigh campione, una non
corretta raccolta e trattamento dei campioni o #litori accennati nella

sezione “Problemi”. Il campione va inoculato netlaltura cellulare e

monitorato per rilevare la presenza di un’infezione

Una coltura cellulare negativa non esclude la praseali un'infezione da
RSV e/o da virus influenzale di tipo A. Un risuiabegativo pud essere
dovuto a una molteplicita di fattori, quali: il memto della raccolta del
campione durante l'infezione, un campione non idonga non corretta
raccolta e trattamento dei campioni, una non c@rreicnica colturale, un
uso di una linea cellulare o di una temperatura ionea durante
l'isolamento o altri fattori accennati nella sezdiProblemi”.

L'uso di un obiettivo 10x (100x dingrandimento) gowon fornire un
ingrandimento sufficiente per poter osservare lafohagia cellulare e il
pattern di colorazione, in particolare nelle cdluinfette dal virus
influenzale di tipo A.

Gli anticorpi monoclonali usati in questo kit sostati preparati con un
ceppo prototipo e potrebbero non riconoscere tattarianti antigeniche o
i nuovi ceppi del’RSV o del virus influenzale dpo A.

Gli anticorpi monoclonali potrebbero non riconosceeppi dellRSV e del
virus influenzale di tipo A che hanno subito minimeariazioni
aminoacidiche nella regione target dell’'epitopo.

Le metodiche di colorazione diretta dei campiorievano I'antigene
del’lRSV o del virus influenzale di tipo A e non pbssono usare per
determinare la vitalita dell’lRSV o del virus inflieale di tipo A.

La proteina A, prodotta da certi batteri, si leghatla porzione Fc degli
anticorpi monoclonali usati nelight Diagnostics™ SimulFluor® RSV /
Flu A DFA Kit . La contaminazione batterica € riconoscibile inisolato
colturale e tali campioni sono da eliminare daliksi. Tuttavia la
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colorazione si puo differenziare per dimensioneasfologia. La presenza

dello Staphylococcus aureug¢che produce la proteina A) dara una

fluorescenza luminosa, piccola (UBh) e sferica della parete cellulare.

» Le prestazioni del microscopio a fluorescenza sadiamportanza
fondamentale ai fini di risultati d’analisi soddisenti. Mentre gli obiettivi,
l'intensita della lampada, la potenza e i filtriggono influenzare i risultati,
'uso di un controllo positivo verifichera il fur@mamento dei reagenti, la
metodologia di coltura e il microscopio.

 Non si sono ancora stabilite le prestazioni di tudsest nella terapia di
monitoraggio.

* Non tutte le prestazioni di questo test sono stathilite per campioni, quali
aspirati nasofaringei o campioni bioptici prele\gdile vie respiratorie.

Specificita e reattivita crociata

Gli anticorpi monoclonali coniugati usati ri@imulFluor® RSV/Flu A reagent
sono stati testati contro vari virus e batteri r@peelle vie respiratorie e nelle
linee cellulari piu usate per I'isolamento del’R®\ei virus influenzali di tipo
A. | risultati sono riportati nella tabella seguent

Tabella 1a Reattivita crociata contro i virus comuni.

Microrganismi SimulFluor® RSV/Flu A
Virus
Adenovirus; AD-75 CDC V5-002 -
Coxsackievirus A9; ATCC VR-186 -
Coxsackievirus B1; NIH -
Citomegalovirus. Isolato clinico. -
Enterovirus 70; ATCC VR-836 -
Enterovirus 71; ATCC VR-784 -
Echovirus 4; ATCC VR-34 -
Echovirus 6; ATCC VR-36 -
Echovirus 9; ATCC VR-39 -
Echovirus 11; ATCC VR-41 -
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Microrganismi

SimulFluor® RSV/Flu A

Echovirus 30; ATCC VR-322

Virus dell’herpes simplex di tipo 1. Isolato
clinico.

Virus dell’herpes simplex di tipo 2. Isolato
clinico.

Virus influenzale di tipo A:
H1N1: 6 ceppi
H2N2: 1 ceppo
H3N2: 8 ceppi

Virus influenzale di tipo B. 6 ceppi.

Virus della parotite;

Virus del morbillo

Virus parainfluenzale di tipo 1; CDC V6-004

Virus parainfluenzale di tipo 2; CDC V7-003

Virus parainfluenzale di tipo 3; CDC V5-003

Virus parainfluenzale di tipo 4A; VR1378
ceppo M-25

Virus respiratorio sinciziale;
isolati clinici - 6
ceppo Long
ceppo ‘B’

Pneumocystis cariniPolmone di ratto.

Virus della varicella-zoster. Isolato clinico.
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Tabella 1b; Reattivita crociata contro batteri e linee dalfucomuni.

Microrganismi SimulFluor® RSV/Flu A
Batteri
Bordetella bronchisepticeATCC 10580 -
Bordetella pertussisATCC 9340 -
Bordetella catarrhalisATCC 25238 -
Chlamydia trachomatisATCC -
Chlamydia pneumoniae -
Corynebacterium diptheriae;ATCC 13812 -
Legionella micdadei; ATCC 33204 -
Legionella pneumophila;ATCC 33156 -
Mycobacterium tuberculosis,ATCC 25177 -
Mycoplasma hominis;ATCC 23114 -
Mycoplasma pneumoniaeATCC 15531 -
Neisseria meningitidis; ATCC 13077 -
Linee cellulari
HEp-2 -
RMK -
MRC-5 -
A549 -
Vero -
LLC-MK2 -

Valori attesi

Cinquecentoventisette campioni sono pervenuti Biti2dal settembre 1997 al
marzo 1998, 253 provenienti dagli Stati Uniti sutkiotali e 274 dal nord est.

Nel sud est I'RSV é stato identificato su campidinetti e/o mediante coltura
cellulare in 52 campioni con una prevalenza del6%), mentre il virus
influenzale di tipo A é stato isolato da 31 campipnevalenza del 12,3%). Tutti
i pazienti da cui si € identificato I'RSV eranotsoi 3 anni d’eta. Al contrario,
19 dei 31 pazienti (61,3%) che sono risultati pais#l virus influenzale di tipo
A, erano sopra i 10 anni d’eta.

Nel nord ovest I'RSV é stato identificato in 111mgaoni (prevalenza del
40,5%) e il virus influenzale di tipo A in 23 caropi (prevalenza dell'8,4%).
Con l'eccezione di 11 tamponi faringo-tonsillarief@vati da adulti in case di

18



cura, i campioni erano tutti aspirati nasofaringeelevati da bambini. La
distribuzione della fascia d’'eta era simile a cuefista negli altri siti di studio
per infezioni da RSV e da virus influenzale di tigoTutti i pazienti da cui si &
identificato I'RSV erano sotto i 3 anni d’eta, menB dei 23 isolati del virus
influenzale di tipo A erano anziani.

Tabella 2: Prevalenza dell’'RSV e del virus influenzale gotiA nei bambini
sotto i 3 anni d’eta negli Stati Uniti orientali.

Stati Uniti sud orientali Stati Uniti nord oriental i

Totale Positivi % <3 Totale |Percentuale % < 3
anni anni

RSV 52/253 20,6% 100%| 111/274 40,5% 100po

Influenza | 31/253 12,3% 38,7% 23/274 8,4% 13,0%
A

Sono pervenuti 5 tipi diversi di campioni da sotiop a test nei 2 siti di studio.
Il numero di campioni e il tasso di positivita verBRSV o verso il virus
influenzale di tipo A sono sintetizzati di seguifdi. e riscontrato che i tamponi
nasali e gli aspirati nasofaringei rappresentanmifglior tipologia di campioni
per l'isolamento virale.

Tabella 3: Campioni ricevuti da sottoporre a test per I'RSNwrus influenzale
di tipo A.

TS NS [ TW | NPA [ Espettorato [ Bronchiali | Altro
N. di o 63 | 137 | 17 263 37 2 3
campioni
N. positivi 15 70 4 134 13 0 0
% Positivi 23,8| 51,11 23,9 50,9 35,1 0 0

TS (throat swab, tampone faringo-tonsillare); N&s@l swab, tampone nasale);
TW (throat wash, lavaggio faringo-tonsillare); Sggputum, espettorato);
Bronch (bronchial brushings, brushing bronchiah){other, altro).
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Caratteristiche prestazionali
SITO 1

Duecentocinquantatre campioni sono stati ricevaitsaottoporre a test per I'RSV
e per il virus influenzale di tipo A in un laborato di riferimento nel sud-est
degli Stati Uniti. | campioni, compresi i tamponagali, faringo-tonsillari e
lavaggi nasali ecc. sono stati prelevati sia dabiainsia da adulti. | vetrini sono
stati allestiti da ciascun campione e colorati dosimulFluor® RSV/Flu A
reagent e i risultati sono stati comparati con lgdel Dispositivo accettato per il
test di fluorescenza. | campioni sono anche stadicilati in colture per
l'isolamento virale. | vetrini sono stati allestitbn colture inoculate e colorati con
il SimulFluor® RSV /Flu A reagent e con un Dispositivo accettato per il dést
fluorescenza.

Oltre al’lRSV e al virus influenzale di tipo A sorstati isolati altri 26 virus
compresi il rhinovirus (9), il CMV (6), 'adenovisu(4), I'enterovirus (2) e 1
virus parainfluenzale di tipo 2. Sono anche stdémtificate 4 infezioni duplici
ciascuna comprendente CMV/adenovirus, virus infraémdi tipo A/adenovirus,
CMV/RSV e CMV/Nirus parainfluenzale di tipo 3.

Riconoscimento del’lRSV

L’'RSV & stato rilevato nei campioni prelevati dafienti mediante I'analisi di

campioni diretti e mediante I'isolamento in coltuii questi, 13 sono risultati

positivi solo in coltura. 1ISimulFluor® RSV/Flu A reagent ha dimostrato una
totale corrispondenza con il Dispositivo accettsi@ per I'analisi diretta del

campione sia per I'accertamento in coltura.

La sensibilita e specificita relativa d8imulFluor® RSV/Flu A reagentsono
stati del 100% nell’accertamento in coltura, men#&resensibilita e specificita
relativa dell'analisi del campione diretto erangpsattivamente del 100% e
dell’'83,8% rispetto alla coltura.
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Tabella 4: Rilevamento del’RSV in campioni diretti e in tmia

SimulFluor® RSV/Flu A Positivi | Negativi | Positivi | Negativi
Dispositivo accettato diretti diretti in in
coltura coltura
Positivi con SimulFluor® 52 0 13 0
RSV/Flu A
Negativi con SimulFluor® 0 201 0 240
RSV/Flu A
Totale 52 201 13 240
Sensibilita relativa di campioni diretts coltura = 100% (13/13)
(intervallo di confidenza del 95%, da 33,5 a 95,9%)
Specificita relativa di campioni diretts coltura = 83,8% (201/240)
(intervallo di confidenza del 95%, da 83,7 a 91,8%)
Sensibilita relativa dell'accertamento in coltura = 100% (13/13)
(intervallo di confidenza del 95%, da 27,6 a 86,2%
Specificita relativa dell'accertamento in coltura = 100% (240/240)

(intervallo di confidenza del 95%, da 91,4 a 97,2%

Rilevamento del virus influenzale di tipo A

Il virus influenzale di tipo A & stato isolato inltura da 31 dei 253 campioni. Il
SimulFluor® RSV/Flu A e il Dispositivo accettato hanno dimostrato unaleot
corrispondenza per quanto riguarda l'accertamentaadltura. Dei campioni
positivi in coltura, solo 16 sono risultati anchesjivi all'analisi del campione
diretto conSimulFluor® RSV/Flu A e 15 con il Dispositivo accettato.
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Tabella 5: Rilevamento del virus influenzale di tipo A in gaioni diretti e in

coltura
SimulFluor® RSV/Flu A Positivi | Negativi | Positivi | Negativi
Dispositivo accettato diretti diretti in In
coltura coltura
Positivi con SimulFluor® 15 1 31 0
RSV/Flu A
Negativi con SimulFluor® 0 237 0 222
RSV/Flu A
Totale 15 238 31 222

Sensibilita relativa di campioni direttscoltura =  48,4% (15/31)
(intervallo di confidenza del 95%, da 33,5 a 95,9%
Specificita relativa di campioni direttscoltura =  100% (222/222)
(intervallo di confidenza del 95%, da 89,7 a 96,3%)

Accertamento colturale della sensibilita relativa =100%  (31/31)
(intervallo di confidenza del 95%, da 82,1 a 163%)
Accertamento colturale della specificita relativa =100%  (222/222)
(intervallo di confidenza del 95%, da 83,7 a 91)8%

SITO 2

Duecentosettantaquattro campioni sono pervenuthimaboratorio ospedaliero
dal novembre 1997 al marzo 1998. Con l'ecceziond ditamponi faringo-
tonsillari prelevati da adulti in case di cura, danpioni erano tutti aspirati
nasofaringei prelevati da bambini. | vetrini sonatisallestiti con i campioni e
testati per la presenza dellRSV e del virus infizede di tipo A con il
SimulFluor® RSV/Flu A e per 'RSV con un EIA su membrana disponibile in
commercio. Gli 11 campioni prelevati da adulti scstati testati per il virus
influenzale di tipo A con un EIA su membrana dispde in commercio.
Ciascun campione € anche stato inoculato in cottalalare per 'isolamento e
il rilevamento del virus influenzale di tipo A e IEtlRSV con un reagente
dell'immunofluorescenza disponibile in commercio.

Dai campioni sono stati isolati 22 virus oltre RBV e al virus influenzale di
tipo A. Questi comprendono 9 CMV (compresa una feaione con il virus

influenzale di tipo A e 4 con I'RSV), 8 adenoviritomprese 3 coinfezioni con
I'RSV), 3 enterovirus (2 coinfezioni con 'RSV) eHSV.
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Rilevamento del’RSV

Trentadue campioni sono risultati non idonei pandlisi diretta di campioni con
il SimulFluor® RSV/Flu A assay 4 sono poi risultati positivi al’lRSV e 1 al
virus influenzale di tipo A in coltura. L'RSV ¢ s$taidentificato mediante la
colorazione corsimulFluor® RSV/Flu A in 106 campioni. Di questi, 36 sono
risultati positivi al test EIA accettato, ma negain coltura.

Tabella 6: Comparazione fr&imulFluor® RSV/Flu A vsEIA su membrana

accettato
SimulFluor® RSV/Flu A Positivi Negativi Totale
Dispositivo accettato con 'EIA | con 'EIA
Positivi con SimulFluord 82 (97) 24 (9)* 106 (108)
RSV/Flu A
Negativi con SimulFluor@ 2 122 124
RSV/Flu A
Totale 82(99) 146(131) 230

*15 campioni negativi con I'EIA su membrana sorsuliati positivi in coltura.
() riporta i valori adattati in seguito all'accamento in coltura.

Sensibilita relativa: (97/99) 98,0% (intervallocdinfidenza del 95%: 92,9 — 99,7%)
Specificita relativa: (122/131) 93,1% (intervallocnfidenza del 95%: 87,4 —
96,8%)
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Tabella 7: Comparazione fr&imulFluor® RSV/Flu A vsDispositivo accettato

SimulFluord RSV/Flu A Positiviin | Negativi in Totale
Dispositivo accettato coltura coltura
Positivi con SimulFluord 88 2* 90
RSV/Flu A
Negativi con SimulFluord 0 183 184
RSV/Flu A
Totale 88 185 274

*Un campione € risultato positivo anche con I'Eldreembrana

Sensibilita relativa: (88/90) 97,8% (intervallocdinfidenza del 95%.: 92,2-99,7%)
Specificita relativa: (183/185) 98,9% (intervallocdnfidenza del 95%: 96,1-
99,9%)

Quattro campioni sono risultati positivi sia verBBRSV sia verso il virus
influenzale di tipo A. Tre sono stati identificatn il SimulFluor® RSV/Flu A
reagent nel campione diretto e i 4 positivi verRSV sono stati identificati da
entrambi i reagenti in coltura.

Rilevamento del virus influenzale di tipo A

Ventitre campioni sono risultati positivi versavitus influenzale di tipo A con il
Dispositivo, un campione era positivo corSimulFluor® RSV reagent sia nel
campione diretto sia in coltura, ma negativo intwal con il Dispositivo
accettato. Tre campioni erano positivi in coltuira gerso 'RSV sia verso |l
virus influenzale di tipo A. E stata anche ricorio&z un’infezione duplice con il
CMV. Dei 32 campioni che sono risultati non idongér I'analisi con
SimulFluor® RSV/FIu A, solo 1 & poi risultato positivo verso il virus
influenzale di tipo A in coltura.
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Tabella 8: Rilevamento del virus influenzale di tipo A in caioni diretti e in

coltura
SimulFluor® RSV/Flu A Positivi | Negativi | Positivi | Negativi
Dispositivo accettato diretti diretti in in
coltura coltura
Positivi con SimulFluor® 20 4 23 1
RSV/Flu A
Negativi con SimulFluor® 2 216 0 250
RSV/Flu A
Totale 22 220 23 251
Sensibilita relativa di campioni direttscoltura = 83,3% (20/24)

(intervallo di confidenza del 95%: 62,6-95,3%)
Specificita relativa di campioni direttscoltura =  98,1% (216/220)
(intervallo di confidenza del 95%: 95,4-99,5%)
Accertamento colturale della sensibilita relativa 95,8% (23/24)
(intervallo di confidenza del 95%: 78,9-99,9%)
Accertamento colturale della specificita relativa 99,6% (250/251)
(intervallo di confidenza del 95%: 97,8-100%)

Undici tamponi faringo-tonsillari prelevati da atlwlspedalizzati in case di cura
sono stati testati per la presenza del virus infla¢ge di tipo A con un EIA su
membrana accettato. BimulFluor® RSV/Flu A reagent ha dimostrato una
totale corrispondenza con il riconoscimento e lduca del virus influenzale di
tipo A in 3 campioni, mentre I'EIA su membrana atat® ha identificato un

campione infetto dal virus influenzale di tipo A.

25



Tabella 9: Comparazione fr&imulFluor® RSV/Flu A vsEIA su membrana

accettato
SimulFluor® RSV/Flu A Positivi Negativi Totale
Dispositivo accettato diretti diretti
Positivi con SimulFluord 1(3) 2%(0) 3
RSV/Flu A
Negativi con SimulFluor® 0 8 8
RSV/Flu A
Totale 1(3) 10 11

*Entrambi risultarono positivi al virus influenzadi: tipo A nell’accertamento in
coltura.

() riportare i valori adattati in seguito all'actamento in coltura.
Sensibilita relativa: (3/3) 100% (intervallo di dmenza del 95%: 29,2-100%)
Specificita relativa: (11/11) 100% (intervallo dirdidenza 95%: 71,5-100%)
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Ricerca e risoluzione dei problemi

La preparazione dei campioni dipende dalla tecaipao influenzare i risultati
finali. Per risolvere eventuali problemi relatiVieaprestazioni, & necessario
analizzare tutte le fasi del processo.

Una notevole riduzione della fluorescenza puo0 imdic
1) Il deterioramento del reagente

2) Un problema al microscopio

3) L'effetto di un altro strumento o tecnica.

» Verificare la data di scadenza di tutti i reagesstti.

* Seireagenti non sono scaduti, verificare latpzsne del microscopio;
rileggere il controllo positivo.

» Se il problema non é ancora stabilito, verific@tto il funzionamento della
strumentazione secondo quanto riportato sulle eimiee ripetere il test.

Per ulteriore supporto, contattare I'AssistenzaitstEMD Millipore
Corporation. L’indirizzo della sede EMD Millipore Corporatigriu vicina &
disponibile ¢/o www.millipore.com/offices.

| riferimenti bibliografici di questi foglietti ilistrativi per prodotti IVD della
Light Diagnostics™sono solo nella versione inglese. Consultare ttsione
per i dettagli specifici.
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Glossario dei simboli

REF

Numero di catalogo

Uso dea parte AAAA-MM-
GGo

AAAA-MM

Fabbricante

Representante autorizzato
della Communita europea

Attenzione, consultar la
documentazione allegata

Contenuto sufficient per <r.
> test

Nel dispositivo medico-
diagnostico in vitro

Temperature limite

Consultare leistruzion pel

'uso

Rischi biologici

| HEPE

Controllo

| &~ 4

Controllo positivo
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GARANZIE E LIMITAZIONI DELLA RESPONSABILITA

1. Millipore garantisce che i suoi Prodotti sonafoomi alle specifiche indicate nel sito ad esq
riferibili, purché utilizzati secondo le istruzioapplicabili, per un periodo di un anno dalla
spedizione dei Prodotti. Millipore non forniscepesssamente o tacitamente, alcuna ulteriore
garanzia.

2. Il Cliente & tenuto a controllare i Prodottn@mento della consegna. Qualunque riserva in
relazione a difetti evidenti per causa imputabildibipore , deve essere comunicata
immediatamente per iscritto al corriere e tranetéeka raccomandata a Millipore , al massimg
entro tre (3) giorni lavorativi dal ricevimento @ro, in caso di mancata consegna dei Prodotfi,
entro i dieci (10) giorni di calendario successila data di fatturazione.

3. L'eventuale restituzione dei Prodotti dovra anive solamente con il preventivo consenso d
Millipore , e secondo le modalita dalla stessaibtebEventuali restituzioni dei Prodotti senza |l
preventivo consenso di Millipore non saranno adtagzlal Cliente.

4. Millipore non rispondera del deterioramento Biedotti acquistati dal Cliente dovuto alle
inadeguate condizioni di stoccaggio. A tal fineClilente si impegna a rispettare le specifiche
le condizioni d’uso di tali Prodotti. In caso dailempimento a tale obbligo, non sara applica
alcuna garanzia fornita da Millipore.

5. Nel caso di violazione della suddetta garariiflipore sara esclusivamente obbligata a
riparare o sostituire, a sua discrezione, il Pradiot questione o una parte dello stesso. Nel cdso
in cui, in seguito a sforzi ragionevoli, Milliporen fosse in grado di riparare o sostituire il
Prodotto o parte del Prodotto, Millipore dovra iteste al Cliente tutte le somme versate per tdle
Prodotto o parte del Prodotto.

6. In generale, le garanzie cui Millipore e di fegnuta, non si applicano in caso di:
installazione, uso o manutenzione scorrette daidti, eseguiti in violazione delle istruzioni
fornite da Millipore.

normale usura dei Prodotti o mancanza di consiemwao manutenzione adeguata.

7. Millipore non rispondera di ogni eventuale daimdiretto - quali il danno commerciale, la
perdita della clientela, la perdita delle Ordinazjdl danno alle cose o al marchio - che
dovessero essere subiti da chiunque in relazidns@bdei Prodotti.

8. Eventuali danni ai Prodotti o la perdita deidditi dovuti al trasporto non comportano la
responsabilita di Millipore . Ogni richiesta inaglone a detti danni o perdita dovra essere
inoltrata dal Cliente al corriere.

9. Eventuali azioni promosse nei confronti del @geda parte di terzi costituiscono danni
indiretti e pertanto non danno luogo a risarcimento

10. In ogni caso, eventuali multe o sanzioni impilita Millipore , nell'ipotesi in cui sia
accertata una responsabilita di quest'ultima, donitate alle somme effettivamente versate a
Millipore dal Cliente per I'acquisto originario defrodotto che ha dato luogo alla responsabili
di Millipore.

%

e

N2

Tweer? & un marchio registrato di ICI Americas, Inc.

ATCC® & un marchio di American Type Culture Collection.

02012 EMD Millipore Corporation. una divisione di k& KGaA, Darmstadt, Germany. Tultti i
diritti riservati. Nessuna parte di queste oper@ @ssere riprodotta in alcuna forma senza permesso
scritto. EMD, EMD Millipore, Millipore, M marcal.ight Diagnostics, SimulFluor € un marchio
registrato di Merck KGaA, Darmstadt, Germany.
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Application

La Trousse DFA SimulFluo® RSV/Flu A de Light Diagnostics™ est destiné
a étre utilisé dans des échantillons respiratdiets que les écouvillonnages
pharyngés, nasaux et nasopharyngés, les lavagesigés, les aspirations et les
lavages broncho-alvéolaires de patients présentiast détresse respiratoire
fébrile, suite a une amplification du virus dans dalture cellulaire. Les
échantillons s'avérant négatifs lors de I'examesctidoivent étre confirmés par

une mise en culture.

Résume et explication

Le virus respiratoire syncytial (RSV) appartient ganrePneumovirusdans la
famille desParamyxoviridae Il s'agit d'un virus pléomorphe d'un diameétre de
100 a 300 nm, qui contient un ARN a simple brirééine non segmenté de
polarité négative. La surface externe de son eppel contient des projections
de glycoprotéines F et G, aux propriétés extrémenaatigéniques, et une
protéine structurale principale, N, dans la nuciside. Les protéines
structurales F, G et N divisent le RSV en deux gesuantigéniques principaux ;
les souches « prototypes » sont les Long (groupet &H-18537 (groupe B) (1-
4). Le RSV provoque d'importantes épidémies dtndas respiratoires graves
en hiver et au printemps dans le monde. Commenlinité naturelle contre le
RSV est faible, ces épidémies ont tendance a stujpeochaque année ou tous
les deux ans.

Le RSV peut étre isolé a partir d'aspirations naapmgées, d'écouvillonnages
nasaux ou PHARYNG2S, ou d'échantillons pulmonapeslevés durant les
premiers jours de la maladie. Le virus se dévedagams les cellules épithéliales
humaines telles que les HEp2, les RMK (primary ukesionkey kidney), les
A549, MRC-5 et les NCI-H292. Des tests rapidedirtcts sur des échantillons
cliniques adéquats permettent de diagnostiquerinfextions par le RSV a
condition que le réactif normalisé et les contré@déquats soient utilisés. Une
confirmation par isolement viral est souhaitablagia mesure du possible.

Le traitement & la ribavirine, administrée sousrierd'aérosol, de nourrissons
infectés par le RSV et hospitalisés, a réussis'agit toutefois d’'un traitement
inhabituel qui nécessite des soins spéciaux (4).imnhwnoglobuline est
également disponible pour ce traitement. Les wacdontre le RSV sont
Iégendaires pour leurs échecs, mais ils sont tosijen phase de développement
intense.



Le virus Influenza A est membre de la famille @@shomyxoviridae C'est un
virus de grande taille, d'environ 110 nm de diamé&trotégé par une enveloppe,
dont les projections d'hémagglutinine (HA) et daraeninidase (NA) traversent
la membrane de glycoprotéines, et qui contient RNAimple brin segmenté (5-
7). L'Influenza A subit une mutation tres fréquest est la cause d'épidémies
d'influenza périodiques dans le monde. Les épidénsiont particulierement
graves lorsque les mutations ont entrainé des emaewts de structure de I'HA
ou de la NA si radicaux que les anticorps circukntsein d'une collectivité ne
reconnaissent pas les souches du virus (6-8). vices influenza tiennent leur
spécificité de différences antigéniques dans deux des protéinestistles
principales : la nucléoprotéine interne (NP) qirlatéine de matrice (M) (5-8).

Les infections par l'influenza se caractérisent gas trachéo-bronchites, des
pharyngites, des myalgies, de la fievre, des ma&utétk et des malaises (5,6,9).
Un léger coryza distingue souvent l'influenza dares maladies respiratoires
virales. Il est extrémement contagieux parmi bhdtas car il se propage par des
gouttelettes d'aérosols et des fomites. Comme lgacss du RSV, une période
d'incubation de 1 a 4 jours permet au virus derspgger rapidement au sein
des collectivités et des salles d'hopitaux. Lamlaration la plus significative de
l'influenza est la pneumonie, qui se produit d-eime ou peut étre confondue
avec une pneumonie bactérienne. La pneumonieostiipte plus souvent chez
les personnes agées, les patients dont le systdmenitaire est affaibli ou chez
les patients présentant un diabéte sous-jacent, ngladie pulmonaire ou
cardiaque ou une maladie rénale chronique. Lesnenfont plus susceptibles
d'étre sujets a des symptdmes supplémentaireqqtielsdes douleurs gastro-
intestinales, des vomissements, des myosites, dias omoyennes, des
conjonctivites et des croups.

L'augmentation des déces dus a la pneumonie peledarsaison de la grippe »,
dont la cause présumée est le virus de l'influepeanet de suivre les épidémies
d'influenza et de vérifier l'efficacité des vacciosntre linfluenza. Des
complications moins courantes chez les adultesiémtlle syndrome de Reye ou
les lésions du SNC, les symptdmes cardiaquesirlesites et otites moyennes.

L'amantadine et son analogue, la rimantadine, sfficaces pour la prévention
d'un maximum de 90 % des infections par l'influenxaet de 100 % des
maladies lorsque ces derniéres sont prises aptibghylactique (5,10). Elles
exercent également une efficacité thérapeutiquaéenisant la durée de la
maladie lorsqu'elles sont prises dans les 2 prenjarrs de la maladie. La
ribavirine peut étre efficace pour le traitement ldefluenza A lorsqu'elle

administrée en aérosol. Les vaccins contre lemha A constituent un effort de



santé publique important au fur et a mesure quentes/elles souches sont
identifiées. Les vaccins contre l'influenza quistent actuellement présentent
généralement d'un taux d'efficacité de 70 a 90 %9 (5

Les virus Influenza peuvent étre cultivés dansaddisles RMK, MDCK (Madin
Darby canine kidney) et, a l'occasion, dans d'autrgnées cellulaires, en
fonction de la souche du virus en question (11-18)ajout de trypsine au
liquide de culture a une concentration avoisinapg/2nl facilite énormément
l'isolement du virus de I'influenza dans les celfuMDCK.

Des flacons de culture standard et des flacons hnéitons cylindriques
peuvent étre utilisés. Des tests directs, y cosnmair immunofluorescence, (FA)
et des dosages immuno-enzymatiques (EIA) (11,14-17)

Les échantillons adéquats incluent les lavages urasas écouvillonnages
pharyngés et les lavages broncho-alvéolaires. Testt direct utilisant des
réactifs normalisés permet de diagnostiquer l'tidac par linfluenza, en
particulier s'il est confirmé par isolement viral.

Principe du test

La Trousse DFA SimulFluo® RSV/Flu A de Light Diagnostics™ utilise un
seul réactif pour la détection et lidentificati@multanées du RSV et de
linfluenza A. Le composant primaire, spécial RS¥,lie aux antigenes F et G
du RSV dans les cellules infectées par le RSV. camposant secondaire,
spécial influenza A, se lie aux nucléoprotéinedidétuenza A dans les cellules
infectées par linfluenza A. Le réactif non li¢ éiminé par rincage avec du
sérum physiologique tamponné avec du phosplR®S). Le complexe
antigénes-anticorps peut étre visualisé par miomsca fluorescence. Le
complexe antigenes-anticorps du RSV arbore unedhoence vert pomme et le
complexe antigénes-anticorps de l'influenza A esh¢ or. La coloration des
cellules non infectées est d'un rouge terne epmalse la présence de bleu Evans
dans le réactif.



Composants de la trousse

1.

SimulFluoP RSV/Flu A Reagent ‘5245: Un (1) flacon compte-
gouttes de 5 ml comportant un composant primaikxiap RSV et un
composant secondaire spécial influenza A, un s$takdlur protéinique,
0,005% du Bleu Evans et 0,1 % d'azide de sodiums@wateur).

Montant prévu est suffisant pour 125 tests. Estimation ess®a sur les tests de
goutte de 4@L; nombre réel de tests peut varier.

RSV Control Slides 5012: Deux (2) lames comportant un puits de
cellules infectées par le RSV et un puits de cedlulon infectées.

Influenza A/B Control Slides 5010: Deux (2) lames comportant un
puits de cellules infectées par l'influenza A, witpde cellules infectées
par l'influenza B et deux puits de cellules norabées.

Phosphate-Buffered Saline (PBSSO87: Un (1) sachet de sels pour
sérum physiologique tamponné au phosphate prodditrel aprés
dissolution dans de l'eau distillée. Conserver damgécipient propre et
fermé, a température ambiante.

Tweef® 20/Sodium Azide Solution (100X) 5037: Un (1)flacon de
10 mL contenant une solution concentrée de polggerB0 (Tween 20) et d'azide
de sodium (Nak) qui doit étre diluée au 1/100 dans du PBS.

Mounting Fluid - 5013: Un flacon compte-gouttes de 10 ml
contenant de la glycérine tamponnée au trométammblmplificateur de
fluorescence et 0,1 % d'azide de sodium (consamateConserver a une
température comprise entre 2°C -°25

Matériel requis mais non fourni

Acétone, de qualité réactif ou mieux ; conservéesdm flacon de verre

Eau déionisée ou eau distillée

Contréles de culture virale (souches référencd®3M et d'influenza A
disponibles aupres de I'American Type Tissue Calollection (ATCC),
Manassas, VA).



Solution d’hypochlorite de sodium 0,05 % (dilutian 1:100 d’eau de Javel
du commerce)

Lignées cellulaires sensibles au RSV et a l'infhzetelles que les lignées
HEp-2, MRC-5, PMK (primary monkey kidney), MDCK (14,16)ou
d'autres lignées cellulaires sensibles a l'inflagfar ex. les LLC-MK2,
etc.). Des lignées cellulaires appropriées peudeatobtenues aupres de
I’American Type Tissue Culture Collection (ATE; Manassas, VA).

Milieu de culture tissulaire comme RPMI ou le milieu essentiel minimum
d'Eagle (EMEM) avec sérum foetal bovin (FBS) etilaotiques ou
équivalent

Milieu de transport viral non inhibitoire du RSV de l'influenza A (HBSS
[soluté de base de Hanks] conjugué a des antibiegigu I'équivalent)

Lames de verre nettoyéesacktone, non fluorescentes
Lammelles couvre-objetrl
Dispositif d’aspiration et pipettes Pasteur stérjitables

Centrifugeuse pouvant atteindre 700 a 950 g, équigé réservoirs
permettant I'élimination des matiéres présentantdanger biologique et
d’adaptateurs pour flacons a échantillons cylingey

Microscope a fluorescence doté d'une lampe au meemuw halogéne de 100
W, combinaison de filtres appropriée pour FITC (@excitation = 490 nm,
pic d’émission = 520 nm) avec un grossissementGfeal200 x et de 400 x
(objectif sec)

Facultatif : Combinaison de filtres appropriée pole TRITC (pic
d’excitation = 550 nm, pic d’émission = 570 nm)

Forceps
Chambre humide
Incubateur, 3% 1°C

Seringue et aiguille ou autre instrument permet@iehlever la lamelle
couvre-objet du flacon a échantillons cylindrique

Bain a ultrasons

Vortex ou agitateur a ultrasons



Avertissements et précautions

L'azide de sodium utilisé comme conservateur daméactifSimulFluor®,

le solution PBS/Tween 20 et le liquide de montaas,toxique si ingéré.
L'azide de sodium peut réagir avec les conduitgad@nb et en cuivre pour
former des azides métalliques trés explosifs. derta mise au rebut, rincer
a grande eau pour éviter une accumulation darleduites.

Le regroupement ou l'altération de tout réactifitpeauser des résultats
erronés.

Ne pas remplacer par des réactifs d'autres fatisica

Des températures ou des durées d'incubation augres les valeurs
spécifiées sont susceptibles de conduire a dekaisserronés. L'utilisateur
doit valider tout changement de cette nature.

Ne jamais laisser sécher les flacons a échargilbgfindriques ou les lames
au cours de la procédure de coloration.

Manipuler tous les spécimens et les matériauxtadtgnen contact avec eux
comme s'il s'agissait de matiéres potentiellemeftdtieuses et les mettre
au rebut en prenant les précautions appropriéesicocéfer a une
décontamination avec de I'hypochlorite de sodiud(® %.

L'acétone est extrémement inflammable et nocivecan d'ingestion ou
dinhalation. A conserver a I'écart des étincgltiss flammes ou de toute
source de chaleur. Eviter de respirer les vapeulsliser une ventilation
appropriée.

Ne jamais pipeter a la bouche.

Eviter le contact avec le Bleu Evans (présent daSsmulFluor® RSV/Flu

A 5245) étant donné qu'il s'agit d'un carcinogénemt@l. En cas de
contact avec la peau, rincer a grande eau.

Le liquide de montag 5013 contient un amplificateur de fluorescence
qui peut détruire les muqueuses. Eviter tout atrdaect avec la peau ou
les muqueuses. En cas de contact, rincer a gemde



Stabilité et conservation

Lorsqu'il est conservé a une température compnsge & et 8C, la Trousse
DFA SimulFluor® RSV/Flu A de Light Diagnostics™ est stable jusqu'a la
date de péremption imprimée sur I'étiquette dusseau. Ne pas congeler ou
exposer a des températures élevées. Jeter tbaitdeséactif aprés la date de
péremption du trousseau.

Préléevement des échantillons

Le prélevement, le transport, le traitement et tmservation corrects des
échantillons sont des éléments d'une importanagafoentale pour l'isolement et
la confirmation de l'infection par le RSV et l'innza A. Les aspirations de
sécrétions respiratoires sont des échantillons réenipr ordre bien que les
écouvillonnages nasopharyngés ou pharyngés puissgailement étre
utilisés (18).

Les lavages nasaux et les aspirations trachéalessnpharyngées sont idéaux
pour un examen direct des échantillons étant dqaoliié permettent d'obtenir une
vaste quantité de cellules épithéliales. Les é&dlmrs de lavages
nasopharyngiens sont prélevés en placant 3 a ®meédim physiologique dans
la narine du patient pendant que ce dernier egiosition couchée. Le sérum
physiologique est délicatement aspiré a l'aide ed'saringue, d'un bulbe en
caoutchouc ou d'une sonde attachée a un piégeusmuc

Souvent les écouvillonnages nasopharyngés, phayngéasaux ne contiennent
pas le nombre adéquat de cellules épithélialeSesilet cylindriques, lesquelles
sont indispensables a la détection directe du RSM &influenza A.

Transporter I'échantillon au laboratoire sur degliace Iégerement fondue ou
dans une compresse froide tout de suite apre€léeyement. Les échantillons &
traiter en vue d'un examen direct ne doivent pas éongelés puisque le
processus de congélation-décongélation brise ldesen les ouvrant, ce qui
rend les échantillons inutilisables. Les échamidl pour le RSV doivent étre
traités et inoculés dans la culture cellulaire dés possible a réception. Les
échantillons a utiliser pour l'isolement en cultdavent étre congelés a -70

si le traitement n'est pas effectué dans un déai7éd heures suivant le
prélévement. Eviter les cycles de congélation-dgétation répétés.



Pour des informations supplémentaires concernarietdhniques de prélévement
des échantillons, consulter Manual of Clinical Misiology, Balows, Aet al,
eds. 5médition (1991). American Society for Microbiolagiashington, D.C.,
Influenza Viruses, Ch. 81; Respiratory Syncytiarugi Ch. 83; Animal and
Animal Cell Culture Systems, Ch. 19 and ClinicalcMbiology Procedures
Handbook, Volume 2, Isenberg, H.D. ed. (1992). Aozer Society for
Microbiology, Washington, D.C., Selection, Collecti and Transport of
Specimens for Viral and Rickettsial Cultures, sat8.2.

Pour un transport approprié des échantillons, &re€au 42 CFR (Code of
Federal Regulations), article 72.

Traitement des échantillons

Avant le traitement des échantillons, s'assureilsqunt été prélevés et
transportés correctement. Une mauvaise manipoladies échantillons peut
causer des résultats erronés.

Traitement des échantillons en vue d'un examen diot :

1. Retirer I'échantillon du récipient d'origineletplacer dans un tube stérile
pour centrifugeuse de 10 a 15 ml.

2. Centrifuger entre 300 et 500 x g pendant 10 tes& une température
comprise entre 2et 8C.

3. Prélever le surnageant pour les procéduredaitigmt du virus.

Remarque:Se référer a la rubrigue « Traitement des échlamtsl en vue de
la mise en culture / l'isolement » pour des indinrs complétes.

4. Laver l'agrégat de cellules en effectuant aveau une suspension délicate
dans 4 a4 8 ml de PBS.

5. Centrifuger entre 300 et 500 x g pendant 10 tes& une température
comprise entre 2et 8C.

6. La présence de mucus formera une couche ausielsu'agrégat de
cellules. Enlever soigneusement le surnageant etucus a l'aide d'une
pipette pasteur. S'il reste encore du mucus, eéjes étapes 4 a 6 jusqu'a la
suppression de ce dernier.



7. Suspendre a nouveau l'agrégat de cellules ddna 0,2 ml de PBS pour
réaliser une suspension légérement trouble. Lhtéuke la lame dépend de
la concentration cellulaire inhérente a la susmemsi Les suspensions
lourdes sont difficiles a lire et ne permettent pgasréaliser des lames de
qualité. Les suspensions cellulaires qui ne congat pas suffisamment de
cellules conduisent a une perte de sensibilité.

8. Placer une goutte de suspension cellulaireesnpimbre désiré de puits sur
les lames préalablement nettoyées.

9. Laisser la lame sécher a l'air.

10. Fixer les lames dans de l'acétone réfrigérétrg(e? et 8C) pendant
10 minutes. Veiller a ce que l'acétone ne soitqmtaminée avec l'eau et
les sels. Ceci peut donner une apparence volkedaoration.

11. Laisser les lames sécher a l'air aprés laidixat Les lames doivent étre
colorées aussitdt que possible. Si le stockagérganécessaire, placer les
lames dans un récipient comportant un dessiaatif20°C.

12. Passer a la section « Procédure d'immunofloeneg » aprés avoir terminé
la section « Préparation du réactif ».

Traitement des échantillons en vue de la mise enlaure/l'isolement:

Aspirations nasopharyngées, aspirations trachéddemges nasaux, lavages
bronchiques :

1. Retirer I'échantillon du récipient d'origineletplacer dans un tube stérile
pour centrifugeuse de 10 a 15 ml.

2. Ajouter suffisamment de PBS froid de maniéraieefmonter le volume a 2
a25ml

3. Vortexer pour mélanger. Si I'échantillon petre &utilisé pour l'isolement
viral uniqguement, passer a |'étape 4.

Remarque Si I'échantillon est destiné a un examen directitEme qu'a un
isolement viral, il doit étre centrifugé a 300 alb® g a une température
comprise entre 2et 8C pendant 10 minutes. Le surnageant est éliminé et
utilisé pour l'isolement viral. Si l'agrégat delledes est suffisamment
important, une partie de ce dernier peut étre aj@udu surnageant pour

optimiser la récupération du virus. Priere de s&érer a la rubrique



« Traitement des échantillons en vue d'un exameeactd» pour des
instructions complétes.

Agiter I'échantillon par ultrason a 8 a 12 Kc/sgendant 30 a 60 secondes
pour perturber les cellules et libérer les parésulirales.

Centrifuger I'échantillon entre 300 et 500 x gree température comprise
entre 2 et 8C pendant 10 minutes pour sédimenter les débllisiaies.

Retirer le surnageant des débris cellulaires.

Le surnageant peut étre mélangé a 10X de solatibiotique et laissé agir
a une température comprise entPee 8C pendant 30 a 60 minutes avant
l'inoculation pour éviter une croissance bactémesxcessive.

Ecouvillonnage rhinopharyngé, écouvillonnage phaéyrécouvillonnage nasal:

1.

Vortexer ou agiter I'échantillon énergiquementipdéloger les cellules de
I'‘¢couvillon.

Pour améliorer la récupération du virus, ajoufeelques perles de verre
stériles a I'échantillon et vortexer pendant uneute, ou agiter par
ultrasons entre 8 et 12 kc/sec pendant 30 a 6(hdeso

Jeter I'écouvillon dans la solution d'hypoclide sodium.

Centrifuger I'échantillon entre 300 et 500 x gree température comprise
entre 2 et 8C pendant 10 minutes.

Utiliser le surnageant comme inoculum.

Mise en culture/isolement et préparation en vue da
coloration

Inoculation de tubes standard ou de flacons a échélfons cylindriques :

1.

Juste avant l'inoculation des échantillons, fiegrique la morphologie des
cultures cellulaires est correcte.

Aspirer le milieu de culture des tubes standardes flacons a échantillons
cylindriques a inoculer.

Ajouter 0,2 & 0,5 ml de l'inoculum a chaque tobeflacon a échantillons
cylindrique.
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10.

Inoculer les échantillons dans des lignées leglés appropriées.

Centrifuger les flacons a échantillons cylindeq a température ambiante
pendant 30 minutes entre 500 et 700 x g.

Adsorber l'inoculum sur des couches uniquesube standard en incubant
sur un portoir incliné a une température compritteee35 et 37C pendant
1 heure.

Aprés l'adsorption ou la centrifugation, aspif@noculum et ajouter
suffisamment de milieu de maintenance pour recougamplétement
l'unique couche de cellules.

Incuber a une température comprise entre 35 & 3lans des cylindres a
rouleaux ou des portoirs stationnaires.

La couche unique peut étre rincée délicatemeén8Zois avec un milieu de
maintenance préalablement chauffé si I'échantijofsente un risque de
toxicité pour la couche unique de cellules.

Renouveler le milieu de culture cellulaire ttes3 a 5 jours.

Remarque Un échantillon de chaque lot de lignées celludaiutilisé pour
la culture cellulaire doit étre inoculé avec desusbes de RSV et
d’influenza 3 représentatives pour établir la skilgé a une infection et le
développement ultérieur de I'ECP. Les culturesutates non inoculées
doivent étre cultivées et examinées quotidiennemémtecherche de virus
contaminateur ou de mycoplasme. Ceci servira aréter la normalité de
la morphologie cellulaire et peut étre utile a latdction d'un ECP précoce.
A moins que ces cultures cellulaires témoins neefats preuve d'une
croissance adéquate, les résultats de lisolementadculture cellulaire
doivent étre considérés non valides.

Préparation de culture cellulaire pour la coloration :

1.

Examiner les tubes et/ou les flacons a échansiltylindriques de cultures
tissulaires quotidiennement a la recherche d'uet efftopathique. En
présence d'un ECP ou a des moments déterminés catame les plus
propices par chaque laboratoire, les flacons a rditloas cylindriques

peuvent étre colorés. Si un ECP se manifestecddiales peuvent étre
raclées ou trypsinisées du tube (ou des flacorchanéllons cylindriques)

et d'une lame multipuits et préparées pour la atilom.
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3.

4.

Pour préparer des lames multipuits, aspirerilieurdu tube (ou du flacon a
échantillons cylindrique). Conserver le milieu tiisé & une température
comprise entre 2 et ® jusqu'a la fin du test. S'il est nécessaireégpeter
le test, un isolement viral peut étre tenté a pedice milieu.

Rincer la culture cellulaire délicatement trédéss avec 1 a 2 ml d'HBSS.
Jeter tous les rincages dans la solution d’hypoithide sodium.

Ajouter un dixieme du volume de culture initial tigpsine et laisser agir
pendant 30 secondes. Tapoter délicatement leieétipe culture pour
délier les cellules. Suspendre les cellules a eauvdans 2 ml d'HBSS.
Centrifuger la suspension cellulaire entre 300 60 5 g pendant
10 minutes. Suspendre a nouveau l'agrégat ddesetians 0,3 ml de PBS
stérile pour obtenir une suspension légéremenbleoulLes lames doivent
comporter au moins deux cellules par champ groS8i @is pour étre
considérées adéquates pour la détection.

Remarque: Il est également possible de séparer la coucheueide
cellules du tube en utilisant une tige de verre une pipette stérile.
Suspendre a nouveau et centrifuger les cellulesnsial procédure décrite
ci-dessus.

Déposer la suspension de cellules sur une lameyéett I'acétone et laisser
sécher a l'air. Fixer la lame dans de l'acétofrigééée (entre 2 et &C)
pendant 10 minutes et laisser sécher a l'air cdmmpint. Conserver les
lames inutilisées avec un dessiccatif 20 °C.

Procédure de coloration

Préparation du réactif :

Solution PBS/Tween 20 Dissoudre le contenu du paquet de PBS dans 950 ml
d'eau déionisée ou distillée. Ajouter le conteadlaicon de Tween 20/d’azide

de sodium au PBS. Bien mélanger ; Q. S. d'undiex de I'eau déionisée ou
distillée. Transférer dans un récipient proprétigfueté destiné a la

conservation et bien le reboucher ; conserver adeature ambiante. Jeter sile
PBS/Tween se trouble ou qu'un précipité se développ

Tous les autres réactifs sont préts a I'emploi.
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Procédure d'immunofluorescence directe suggérée (ooation) :

1.

Laisser la lame de contrble fixée a l'acétoreuela lame de test et les
réactifs s'équilibrer a température ambiante.

Remarque: Ne laisser les lames sécher a aucun moment lordade
procédure de coloration.

Ajouter suffisamment d&imulFluor RSV/Flu A Reagen, 5245 de
facon a recouvrir les cellules ; 1 goutte pourtfehes de cellules et 4 a 6
gouttes pour les flacons a échantillons cylindreque

Incuber la lame a 37°C pendant 15 minutes daesbhambre humide.
Rincer la lame délicatement a l'aide d'un flapoivérisateur rempli de
solution PBS/Tween 20 pendant 10 a 15 secondeséiiminer l'exces de
solution d'anticorps monoclonaux, en prenant s@nddtourner le jet du
puits. Pour les flacons a échantillons cylindrgjuespirer le réactif du
flacon et laver délicatement chaque flacon a édharg cylindrique a 3
reprises avec 1 ml de solution PBS/Tween 20.

Agiter pour enlever tout excés de réactif diaae et faire sécher avec soin
la zone entourant la tache de cellule.

Monter sous une lamelle couvre-objet a l'aiden dnilieu de montage

aqgueux au pH de 8,!5013 ou équivalent. Pour les flacons a
échantillons cylindriques : aspirer le PBS/Tween flacons a échantillons
cylindriques. Soulever chaque lamelle couvre-objdtide d'une aiguille
tordue fixée a une petite seringue et la retirecgurécaution en utilisant les
forceps. Monter chaque lamelle couvre-objet COTELIGJLE TOURNE
VERS LE BAS sur une lame de verre avec du liquidendntage.

Essuyer I'exces de liquide des bords de la lame.

Remarque:Pour de meilleurs résultats, lire les lames tousdée aprés la
préparation. Siles lames doivent étre consera@ess la coloration, les
conserver a une température comprise enttetB<T, dans un récipient

s(r et dans l'obscurité.

Examiner les lames a l'aide d'un microscope wbrdlscence a un
grossissement de 100 a 200 x a la recherche detesdluorescentes. Un
examen détaillé peut étre effectué a un grossissgoae 400 x.

Remarque: La performance du microscope a fluorescence eshed'u
importance critique pour l'obtention de résultate dest satisfaisants.
L'utilisation d'un contr6le positif permet de véif le fonctionnement des
réactifs, de la méthode de culture et du microscalpes que les objectifs,
lintensité de l'ampoule, la puissance et les d#trpeuvent affecter les
résultats.
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Interprétation des résultats
Contrdle de la qualité

Les lames de contrdle doivent étre testées a cHatjd&chantillons. Les lames
de contr6le fournies dans ce trousseau sont compu@sdémontrer comment
utiliser correctement les composants du trousseda grocédure de coloration
par immunofluorescence.

Les lames de contréle préparées a partir de celinfectées par le RSV et

linfluenza A et de cellules non infectées peuvégalement étre testées pour
garantir des procédures de coloration correctesderl'analyse des échantillons
directs. En outre, des tubes standard ou desnffagcéchantillons cylindriques

inoculés avec des souches référence de RSV eluditdfa A et de cultures non

inoculées doivent étre maintenus et testés powmgamun isolement en culture

et des procédures de coloration correctes.

Remarque:Bien lire la lame entierement a la recherche deriscence liée
aux cellules.

Echantillon direct:

Les flacons a échantillons cylindriques et/ou E®ds de contrle préparés a
partir de cellules infectées par le RSV et linfiua A et de cellules non
infectées doivent étre testés pour garantir deséolures de coloration correctes
lors de I'analyse des échantillons directs.

Lorsqu'elle est visualisée a l'aide d'un microscag&iorescence, une réaction
positive au RSV est indiquée par une fluorescerezé pomme vif du noyau

et/ou du cytoplasme des cellules infectées. Uaetign positive a l'influenza A

est indiquée par une fluorescence jaune or du neyau du cytoplasme des
cellules infectées.

Une coloration positive pour le RSV ou linfluenZa est indiquée par la
présence d'au moins 2 cellules intactes présentantluorescence spécifique.
Un résultat présumé négatif est indiqué par l'absate fluorescence dans un
échantillon comportant un minimum de 20 cellulegh&tiales. Un échantillon
comportant moins de 20 cellules épithéliales esticiéré inadéquat et le test, de
ce fait, non valide.

Attention: La coloration fluorescente de fragments de cedluleelevant de
I'emprisonnement du réactif dans de tels débrist doe ignorée. Si les
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contrOles positifs et négatifs ne peuvent étrerefaent distingués, le test doit
étre considéré non valide.

S'il y a lieu, un jeu de filtres TRITC peut étreiligé pour confirmer la
coloration. Les cellules infectées par le RSV et plus visibles lorsque les
cellules infectées par linfluenza A présenterone coloration fluorescente
rose vif.

Isolement de culture cellulaire/confirmation :

Des tubes standard ou des flacons a échantilldmxldgues inoculés avec des
souches référence de RSV et d'influenza A et deuad non inoculées doivent
étre maintenus et testés pour garantir un isolemertulture et des procédures
de coloration correctes.

Lorsqu'elle est visualisée par microscope a flmmese a l'aide d'un jeu de
filtres FITC, une réaction positive au RSV est qndie par une fluorescence vert
pomme vif du noyau et/ou du cytoplasme des celluifectées. Une réaction
positive a l'influenza A est indiquée par une fegmrence jaune or du noyau et/ou
du cytoplasme des cellules infectées.

Une coloration positive pour le RSV ou linfluenZa est indiquée par la
présence d'au moins 2 cellules intactes présentantluorescence spécifique.
Une réaction présumée négative est indiquée [selee de fluorescence et par
la présence d'une coloration rouge terne due aaramttl de contraste, le bleu
Evans.

Un résultat négatif ne permet pas dexclure uneciidn par le RSV et/ou
l'influenza 3. Un résultat négatif peut étre diisers facteurs tels que : un
échantillon inadéquat, un prélevement et une méatipu incorrects de
I'échantillon, une technique de mise en culture effdctuée, I'utilisation d'une
lignée cellulaire ou d'une température inappropaéecours de l'isolement, ou
d'autres facteurs mentionnés sous la rubrique elién des problemes ».
Tous les résultats présumés négatifs doivent @pportés avec la mention
« Aucun virus observé ».

Limites

e Un résultat négatif directement sur I'échantilldexelut pas une infection
par le RSV et/ou linfluenza A. Un résultat né§ateut étre da a divers
facteurs tels que: le moment du prélévement pendlafiection, un
échantillon inadéquat, le type d'échantillon, urélgrement et une
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manipulation incorrects de I'échantillon, ou d'astfacteurs mentionnés
sous la rubrique « Résolution des problemes ».chhidillon doit étre
inoculé dans une culture cellulaire et le risqufettion surveillé.

Un résultat négatif dans la culture cellulaire renmet pas d’exclure une
infection par le RSV et/ou l'influenza A. Un régtlnégatif peut étre di a
divers facteurs tels que : le moment du préléverpentiant l'infection, un
échantillon inadéquat, un prélévement et une méatipn incorrects de
I'échantillon, une technique de mise en culture effdctuée, I'utilisation
d'une lignée cellulaire ou d'une température inappée au cours de
lisolement, ou d'autres facteurs mentionnés sauwsibrique « Résolution
des problémes ».

Il est possible que l'utilisation d'un objectif 1@}ossissement par 100) ne
fournisse pas un grossissement suffisant pour paenale voir la
morphologie et le modele de coloration, en parigcupour les cellules
infectées par l'influenza A.

Les anticorps monoclonaux utilisés dans ce troussed été préparés a
l'aide d'une souche prototype et il est possibldsgue détectent pas toutes
les variants antigéniques ou les nouvelles soutbd’SV ou d'influenza A.

Il est possible que les anticorps monoclonaux mesiésent pas a détecter
les souches de RSV et d'influenza A ayant subictiesgements mineurs au
niveau des acides aminés de la région de I'épditpe.

Les procédures de coloration d'échantillons dirpetsnettent de détecter
I'antigeéne du RSV ou de l'influenza A et elles reupent pas étre utilisées
pour déterminer la viabilité du RSV ou de l'influznA.

La protéine A, produite par certaines bactériesldipartie Fc des anticorps
monoclonaux utilisés dans TBrousse DFA SimulFluo® RSV/Flu A de
Light Diagnostics™. La contamination bactérienne est identifiablesdan
isolat de culture et de tels échantillons doivere éliminés de I'analyse. La
coloration peut toutefois étre différenciée pataiitle et la morphologie. La
présence deStaphylococcus aureufproducteur de protéine A) est a
l'origine d’'une fluorescence de la paroi cellulail@quelle est de couleur
vive, de petite taille (0,fm) et sphérique.

La performance du microscope a fluorescence esediuportance critique
pour l'obtention de résultats de test satisfaisanBomme les objectifs,
lintensité et la puissance des lampes ainsi gsediliees sont susceptibles
d'influencer les résultats, l'utilisation de corl#® appropriés permet de
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vérifier le bon fonctionnement des réactifs, dentethodologie de culture et
du microscope.

e Les caractéristiques de performance de ce test paanété établies pour la
surveillance du traitement.

* Les caractéristiques de performance de ce test pamété complétement
établies pour les échantillons tels que les aspimatasopharyngées ou les
échantillons de biopsie prélevés sur I'apparepiratoire.

Spécificité et réactivité croisée
Les anticorps monoclonaux utilisés dans le ré&itifulFluor® RSV/Flu A ont
été testés contre une série de virus et de baztémeivés dans l'appareil

respiratoire, et de lignées cellulaires courammueifisées pour isoler les virus
RSV et influenza A. Les résultats sont indiquéssda tableau ci-dessous.

Tableau r 1a : Réactivité croisée avec les virus courants

Micro-organismes SimulFluor® RSV/Flu A
Virus
Adénovirus ; AD-75 CDC V5-002 -
Coxsackievirus A9 ; ATCC VR-186 -
Coxsackievirus B1 ; NIH -
Cytomégalovirus ; isolat clinique -
Entérovirus 70 ; ATCC VR-836 -
Entérovirus 71 ; ATCC VR-784 -
Echovirus 4 ; ATCC VR-34 -
Echovirus 6 ; ATCC VR-36 -
Echovirus 9 ; ATCC VR-39 -
Echovirus 11 ; ATCC VR-41 -
Echovirus 30 ; ATCC VR-322 -
Virus de I'herpes simple type 1 ; isolat -
clinique
Virus de I'herpés simple type 2 ; isolat
clinique
Influenza A : +
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Micro-organismes

SimulFluor® RSV/Flu A

H1N1 : 6 souches
H2N2 : 1 souche
H2N2 : 8 souches

Influenza B ; 6 souches

Oreillons

Rougeole

Parainfluenza 1 ; CDC V6-004

Parainfluenza 2 ; CDC V7-003

Parainfluenza 3 ; CDC V5-003

Parainfluenza 4A ; souche M-25 VR1378

Virus respiratoire syncytial ;
isolats cliniques : 6
Souche : type Long
Souche « B »

Pneumocystis carinipoumon de rat

VirusVaricella-Zoster ; isolat clinique
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Tableau 1b : Réactivité croisée avec des bactéries et lignéefiudaires

courantes

Micro-organismes SimulFluor® RSV/Flu A
Bactérie
Bordetella bronchisepticaATCC 10580 -
Bordetella pertussisATCC 9340 -
Branhamella catarrhalis ATCC 25238 -
Chlamydia trachomatisATCC -
Chlamydia pneumoniae -
Corynebacterium diptheriaeATCC 13812 -
Legionella micdadei ATCC 33204 -
Legionella pneumophilaATCC 33156 -
Mycobacterium tuberculosisATCC 25177 -
Mycoplasma hominisATCC 23114 -
Mycoplasma pneumoniaédTCC 15531 -
Neisseria meningitidisATCC 13077 -
Lignées cellulaires
HEp-2 -
RMK -
MRC5 -
A549 -
Vero -
LLC-MK2 -

Valeurs escomptées

Cing cent vingt-sept échantillons ont été recus2saites entre septembre 1997
et mars 1998 ; 253 provenaient de la région sudiestEtats-Unis et 274 du
nord-est. Dans le sud-est, le RSV a été iderdifiénoyen d'échantillons directs
et/ou de culture dans le cas de 52 échantillordiguant une prévalence de
20,6 %, alors que l'influenza A a été isolé a pali 31 échantillons (prévalence
de 12,3 %). Tous les patients chez lesquels le &M identifié étaient agés de
moins de 3 ans. En revanche, 19 des 31 patiedt8 6) ayant été testés
positifs pour l'influenza A avaient plus de 10 ans.

Dans le nord-est, le RSV a été identifié dans 1dHasétillons (prévalence d\e
40,5 %) et linfluenza A dans 23 échantillons (pténce de 8,4 %). A
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I'exception de 11 écouvillonnages pharyngés préleug des adultes dans une
maison de soins, tous les échantillons étaientadpsations nasopharyngées
prélevées sur des enfants. Selon l'autre siteid#étune distribution d'age
similaire a été observée pour les infections p&3¥ et I'influenza A. Tous les
patients chez lesquels le RSV a été identifié Btadigés de moins de 3 ans alors
que 3 isolats d'influenza A sur 23 provenaient éiesgnnes agées.

Tableau no 2:  Prévalence de RSV et d'Influenza A dans la régiorseédes
Etats-Unis chez les enfants agés de moins de 3 ans

Sud-est des Etats-Unis Nord-est des Etats-Unis

Total Positif |% <3 ang Total |Pourcentagg% < 3 ans

RSV 52/253| 20,6 % 100% | 111/274 40,5 % 100 %

FluA |31/253| 123 % 38,7 % | 23/274 8,4 % 13 %

Cinqg types d'échantillons différents ont été rggosr des tests sur les deux sites
d'étude. Le nombre d'échantillons et le taux dsitipdé pour le RSV ou
linfluenza A sont récapitulés ci-dessous. Lesugitionnages nasaux et les
aspirations nasopharyngées se sont avérés étmeelfisurs types d'échantillon
pour l'isolement du virus.
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Tableau no 3: Echantillons recus pour les tests de RSV et d'Inflenza A

TS NS TW NPA | Sput| Bronch| Autres
Nombre 63 137 17 263 37 2 3
d'échantillons
Nombre de 15 70 4 134 13 0 0
positifs
% de positifs 23,8 | 51,1 23,5 50,9 35,1 0 0

TS = écouvillonnages pharyngés ; NS = écouvilloesatasaux ; TW = lavage
pharyngé ; Sput = sputum ; Bronch= lavages brongsq P = Autres

Caracteéristiqgues de performance
SITE No 1

Deux cent cinquante-trois échantillons ont été segour des tests de RSV et
dinfluenza A dans un laboratoire de référence uhirest des Etats-Unis. Les
échantillons, y compris les écouvillonnages nasales écouvillonnages
pharyngés et les lavages nasaux, etc., ont étévp=elsur des enfants et des
adultes. Les lames ont été réalisées a partirhdgue échantillon et ont été
colorées a l'aide du réac@imulFluor® RSV/Flu A, et les résultats ont été
comparés a ceux d'un dispositif de prédiction mmsage par fluorescence. Les
échantillons ont également été inoculés dans kareupour l'isolement du virus.
Les lames ont été réalisées a partir de culturesulges et ont été colorées a
l'aide du réactifSimulFluor® RSV/Flu A et d'un dispositif de prédiction pour
dosage par fluorescence.

Vingt-six virus autres que le RSV et linfluenzaoht été isolés, y compris le
rhinovirus (9), le CMV (6), l'adénovirus (4), I'émbvirus (2) et 1
parainfluenza 2. Quatre doubles infections ontledgent été identifiées, y
compris une de chacune des combinaisons suivai@&$v/adéno, influenza
Aladéno, CMV/RSV et CMV/parainfluenza 3.
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Détection du RSV

Le RSV a été dépisté dans 52 échantillons de patjar tests sur échantillons
directs et isolement en culture. 13 de ces édlmrgi uniquement se sont
révélés positifs par culture. Le réa@imulFluor® RSV/Flu A concordait avec

le dispositif de prédiction pour les tests sur é@tillans directs et la confirmation

bactériologique.

La sensibilité et la spécificité relatives du réa&imulFluor® RSV/Flu A
étaient respectivement de 100 % pour la confirmaltiactériologique alors que
la sensibilité et la spécificité relatives des sestir échantillons directs étaient
respectivement de 100 % et de 83,8 % en comparaisgamla culture.

Tableau no 4: Détection du RSV dans des échantillons directs ket
culture

Dispositif de prédiction Direct Direct | Culture | Culture
positif négatif positive | négative
SimulFluor® RSV/Flu A positif 52 0 13 0
SimulFluor® RSV/Flu A négatif 0 201 0 240
Total 52 201 13 240

Sensibilité relative de I'échantillon direarsusculture = 100 % (13/13)
(Intervalle de confiance a 95 % : 33,5 a 95,9 %)

Spécificité relative de I'échantillon direarsusculture = 83,8 % (201/240)
(Intervalle de confiance a 95 % : 83,7 a 91,8 %)

Confirmation bactériologique de sensibilité relativ = 100 % (13/13)
(Intervalle de confiance a 95 % : 27,6 a 86,2 %)
Confirmation bactériologique de spécificité relativ = 100 % (240/240)

(Intervalle de confiance a 95 % : 91,4 a 97,2 %)
Détection de I'Influenza A

L'Influenza A a été isolé en culture a partir de &hantillons sur 253. Le
SimulFluor® RSV/Flu A et le dispositif de prédiction corrélaient paeaient
pour la confirmation bactériologique. Sur les étthians positifs par culture,
16 uniqguement étaient également positifs par sestéchantillons directs avec le
SimulFluor® RSV/Flu A, et 15 avec le dispositif de prédiction.
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Tableau no 5 :Détection de I'Influenza A dans des échantillons dicts et la
culture

Dispositif de prédiction Direct Direct | Culture | Culture
positif négatif positive | négative
SimulFluorO RSV/Flu A positif 15 1 31 0
SimulFluor 0 RSV/Flu A négatif 0 237 0 222
Total 15 238 31 222

Sensibilité relative de I'échantillon direarsusculture = 48,4 % (15/31)
(Intervalle de confiance a 95 % : 33,5 a 95,9 %)

Spécificité relative de I'échantillon direatrsusculture = 100 % (222/222)
(Intervalle de confiance a 95 % : 89,7 a 96,3 %)

Confirmation bactériologique de sensibilité relativ 100 % (31/31)
(Intervalle de confiance a 95 % : 82,1 a 163 %)

Confirmation bactériologique de spécificité relativ 100 % (222/222)
(Intervalle de confiance a 95 % : 83,7 a 91,8 %)

SITE No 2

Deux cent soixante-quatorze échantillons ont étgusedans un laboratoire
hospitalier entre novembre 1997 et mars 1998. excéption de 11
écouvillonnages pharyngés prélevés sur des adidtes une maison de soins,
tous les échantillons étaient des aspirations rasypgées prélevées sur des
enfants. Les lames ont été réalisées a partinatdidons et la présence de RSV
et d'influenza A a été testée a l'aideSimulFluor® RSV/Flu A et d'un dosage
immuno-enzymatique de recherche du RSV sur la mameben vente dans le
commerce. Les 11 échantillons d'adultes ont &tésegour l'influenza A a l'aide
d'un dosage immuno-enzymatique de la membrane e dans le commerce.
Chaque échantillon a également été inoculé dansulire cellulaire pour
lisolement et la détection de linfluenza A et B$V a l'aide d'un réactif
d'immunofluorescence en vente dans le commerce.

Vingt-deux virus autres que le RSV et l'influenzaoAt été isolés a partir des
échantillons. Ces virus comprenaient 9 CMV (y camf co-infection avec

linfluenza A et 4 avec le RSV), 8 adénovirus (ynpois 3 co-infections avec le
RSV), 3 entérovirus (2 co-infections avec le RS¥) ¢ISV.
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Détection du RSV

Trente-deux échantillons étaient inappropriés plesr tests sur échantillons
directs a l'aide du dosa@mulFluor® RSV/Flu A ; 4 se sont avérés par la suite
positifs pour le RSV par culture et 1 pour l'infiza A. Le RSV a été identifié
par coloration directe a laide d&imulFluor® RSV/Flu A dans 106
échantillons. 36 de ces échantillons se sont @éév@bsitifs par dosage de
prédiction immuno-enzymatique de la membrane, méjgtifs en culture.

Tableauno8 Comparaison d8imulFluor® RSV/Flu A versus I'EIA de
prédiction de la membrane

Dispositif de prédiction EIA EIA Total
positif négatif
SimulFluor® RSV/Flu A positif 82 (97) 24 (9)* 106 (108)
SimulFluor O RSV/Flu A négatif 2 122 124
Total 82 (99) 146 (131) 230

*15 échantillons négatifs par EIA de la membranedmmné des résultats

positifs en culture

() indique les valeurs ajustées suite a la comfiiom par culture

Sensibilité relative : (97/99) 98 % (intervalle dmnfiance a 95 % : 92,9 a

99,7 %)
Spécificité relative : (122/131) 93,1% (intervadle confiance a 95 % : 87,4 a
96,8 %)
Tableau no 7 Comparaison d&imulFluor 0 RSV/Flu A versus le dispositif de
prédiction

Dispositif de prédiction pour Culture Culture Total

SimulFluor ORSV/Flu A positive negative
SimulFluor 0 RSV/Flu A positif 88 2* 90
SimulFluor O RSV/Flu A négatif 0 183 184
Total 88 185 274

*1 échantillon s'est également révélé positif pek &e la membrane
Sensibilité relative : (88/90) 97,8% (intervalle danfiance a 95 % : 92,2 a

99,7 %)

Spécificité relative : (183/185) 98,9 % (intervalle confiance a 95 % : 96,1 a

99,9 %)
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Quatre spécimens étaient positifs pour le RSVimftuénza A. Trois ont été
identifiés par le réactiSimulFluord RSV/Flu A dans des échantillons directs
et tous les quatre RSV ont été identifiés par @sxdéactifs en culture.

Détection de I'Influenza A

Vingt-trois échantillons se sont révélés positifsup l'influenza A avec le
dispositif de prédiction en culture ; un échantills'est révélé positif avec le
réactif SimulFluor® RSV/Flu A lors de tests sur échantillons directs et en
culture, mais il était négatif en culture avec Ispdsitif de prédiction. Trois
échantillons étaient positifs pour le RSV et lugfhza A en culture et 1 double
infection par le CMV a été identifiée. Sur les 82hantillons qui étaient
inappropriés pour les tests avecSienulFluor® RSV/Flu A, 1 seul s'est avéré
positif pour l'influenza A en culture.

Tableau no 8 Détection de I'Influenza A dans des échantilldirgcts et la
culture

Dispositif de prédiction Direct Direct Culture Culture
positif négatif | positive | négative
SimulFluor® RSV/Flu A positif 20 4 23 1
SimulFluor® RSV/Flu A négatif 2 216 0 250
Total 22 220 23 251

Sensibilité relative de I'échantillon direarsusculture = 83,3 % (20/24)
(Intervalle de confiance a 95 % : 62,6 a 95,3 %)

Spécificité relative de I'échantillon direarsusculture = 98,1 % (216/220)
(Intervalle de confiance a 95 % : 95,4 a 99,5 %)

Confirmation bactériologique de sensibilité relativ. = 95,8 % (23/24)
(Intervalle de confiance a 95 % : 78,9 a 99,9 %)
Confirmation bactériologique de spécificité relativ. = 99,6 % (250/251)

(Intervalle de confiance a 95 % : 97,8 a 100 %)
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Un dosage immuno-enzymatique de prédiction de imlmmane a été utilisé pour
tester la présence d'influenza A dans onze écouwitlges pharyngés prélevés
sur des adultes pensionnaires d'une maison de. shiegéactifSimulFluorH
RSV/Flu A était unanime avec la culture et a permis diifien l'influenza A
dans 3 échantillons alors que le dosage immunoreaizggue de prédiction de la
membrane a permis d'identifier 1 échantillon indéggar I'influenza A.

Tableau no 9 Comparaison d&imulFluor 0 RSV/Flu A versus I'EIA de
prédiction de la membrane

Dispositif de prédiction Direct Direct Total
positif négatif
SimulFluor® RSV/Flu A positif 1(3) 2* (0)
SimulFluor® RSV/Flu A négatif 0 8
Total 1(3) 10 11

*Tous les deux ont été confirmés positifs poufllienza A par culture

() indique les valeurs ajustées suite a la comfiion par culture

Sensibilité relative : (3/3) 100 % (intervalle dméiance a 95 % : 29,2 a 100 %)
Spécificité relative : (11/11) 100 % (intervalle clenfiance 2 95 % : 71,5 a

100 %)
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Dépannage

La préparation des prélévements repose sur des geshniques dont la bonne
réalisation détermine la qualité des résultatsnoisteAfin de résoudre les éventuels
problemes de performance, chacune des étapesahsgus doit étre analysée.

L'obtention d'une fluorescence nettement atténwgig ptre le signe :
1) d'une détérioration des réactifs,
2) de problémes liés au microscope,

3) d'autres défaillances matérielles ou techniques.
»  Vérifier la date de péremption de tous les résctiflisés.

» Siles réactifs n'ont pas dépassé leur date denggtron, vérifier les
performances du microscope ; faire une nouvelleifeales lames de
contrble positives.

e Sila cause du probléme n’a toujours pas pu &rerchinée, vérifier le
fonctionnement de tous les appareils comme indsguéa notice et répéter
'analyse.

Contacter les services techniques=di#D Millipore Corporation pour toute
assistance supplémentaire. Pour trouver les conédande la filiale la plus
proche, rendez-vous sur www.millipore.com/offices.

Les parties références bibliographiques de cese®tle produit de diagnostic in
vitro Light Diagnostics™ ne sont données en version intégrale qu’en anglais.
Consulter ces versions pour tout ce qui concemmdégails spécifiques a ces
produits.
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Glossaire des Symboles

Symboles Symboles
Utilisation par les
REF Le numéro de catalogue AAAA-MM-JJ ou AAAA-
MM
Représentant autorisé dat
Fabricant EC |REP la Communauté

européenne

> I

Attention, veuillez
consulter les documents
d’accompagnement

Contenu suffisant pour
<n> les tests

IVD

De diagnostic in vitro
dispositif médical

Limitation de la
température

Consulter les instructions
pour l'utilisation

W/

&~ <

Les risques biologiques

Controle

:

Contrdle Négatif

LA

Contrdle positif
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GARANTIE ET LIMITATIONS DE RESPONSABILITE

1.

10.

Millipore SAS s'engage a ce que ses produits cgporegent aux conditions applicables publiées par ell

sous réserve qu'ils soient utilisés conformémexiraiructions données. Cette garantie joue pendgant

délai d'un an a partir de I'expédition des proddéitecune autre garantie, expresse ou implicitest n'e

fournie.

Le client est tenu d'inspecter les produits lorgede livraison. Toutes les réserves relatives aviges

apparents ou a des produits manquants dus a utuéveranquement de la part de Millipore SAS doivg

étre notifiées immédiatement par écrit au trangporét par lettre recommandée avec avis de réoeptio

Millipore SAS au plus tard dans les trois (3) joatsrés suivant leur réception ou au plus tard dess

dix (10) jours calendaires suivant la date de fation, dans 'hypothese de produits manquants.

Un éventuel retour des produits ne peut étre gglikavec I'accord de Millipore SAS, et selon ses

instructions. Les produits renvoyés a Millipore Sgeiis son accord ne seront pas crédités au compte]

client.

Millipore SAS ne saurait étre tenue responsabli diétérioration des produits acquis par le cliznfait

de mauvaises conditions de stockage. A ce titrelidat s'engage a respecter les spécifications et

conditions d'utilisation desdits produits. A défaiatute garantie de Millipore SAS sera exclue.

En cas de non-respect de la garantie énoncée siislda seule obligation de Millipore SAS consiste

réparer ou remplacer, a sa discrétion, le produlagartie du produit en cause. Si, apres avitisés

meilleurs efforts, Millipore SAS est dans limpdskié de réparer ou remplacer le produit ou ldipaiu

produit en cause, Millipore SAS devra rembourselfient des sommes engagées pour l'achat de ce

produit ou de sa partie.

D’une maniere générale, toute garantie de MillifBAS est exclue en cas:

0 de mauvaise installation, utilisation ou entreties produits, en violation des instructions de
Millipore SAS ;

0 d'usure normale des produits;

Millipore SAS ne saurait étre tenue responsablepdésidices indirects qui seraient subis par wnclkdu

fait de I'utilisation du produit, tels qu'un préieel commercial, une perte de clientéle, une pete d

commandes, tout autre probleme de nature comnerciaé perte de profits, une atteinte aux biensneu|

atteinte au droit des marques.

Aucun dommage causé aux produits et aucune perewkeci résultant de leur transport n‘engage la

responsabilité de Millipore SAS. Le client doit esiser toutes les réclamations relatives a de tels

dommages ou perte au transporteur.

Toutes les actions engagées contre le client patierce partie constituent un préjudice indirdct e

n'ouvrent donc pas droit & réparation.

Dans tous les cas, les amendes et sanctions quéniedtre infligées a Millipore SAS dans le casau

responsabilité serait reconnue sont expressémeitéidis a un montant égal aux sommes effectivement]

versées a Millipore SAS par le client a 'occaglarpremier achat du produit qui a conduit a engkger

responsabilité de Millipore SAS.

Tweer? est une marque déposée de ICI Americas Inc.

ATCC® est une marque de American Type Culture Colladtic.

02012 EMD Millipore Corporation, une division de M&rKGaA, Darmstadt, Allemagne. Tous
droits réservés. EMD, EMD Millipore, Millipore, lmarque M, Light Diagnostics, SimulFluor et

toutes les autres marques, sauf indication coetraidessus dans le texte comme appartenant a un

tiers, sont la propriété de Merck KGaA, Darmstadlemagne.
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