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IDEIA Herpes Simplex
Virus

K605711-2 VBG PT

Um imunoensaio enzimatico amplificado para a detec¢do directa
do Virus Herpes Simplex nas amostras clinicas de doentes
sintomdticos.

1. INDICACAO DE USO

O teste IDEIA™ Herpes Simplex Virus (HSV) é um imunoensaio
enzimatico amplificado qualitativo para a detecgdo directa do
virus herpes simplex (HSV) nas amostras clinicas de humanos de
pacientes sintomaticos.

2. RESUMO

O HSV é um virus que contém DNA similar morfologicamente a
outros membros do género herpesviridae. Dois tipos distintos
antigenicamente sdo reconhecidos, tipos atribuidos 1 e 2.

Os tipos HSV 1 e 2 estdo frequentemente envolvidos nas infecgSes
superficiais da cavidade oral, pele, olho e genitais*2. As infecgbes
do sistema nervoso central (meningoencephalitis) e generalizadas
severas no neonatal e doentesimunocomprometidos sdo também
observadas, embora mais raramente. Logo que a infecg¢do primaria
for eliminada, o virus pode existir numa forma latente no tecido
nervoso, de onde pode emergir novamente sob certas condigdes
causando uma recorréncia dos sintomas.

Actualmente existem dois métodos principais de diagndsticos para
a deteccdo do HSV nas amostras clinicas. Primeiro, por isolamento
do virus viavel nas células cultivadas seguido de identificacdo do
agente por meios imunoldgicos ou por microscopia do eléctron;*?
e segundo, por demonstragdo directa do antigeno do virus nas
amostras clinicas usando um anticorpo monoclonal marcado por
fluorescéncia ou um imunoensaio enzimatico.

O isolamento viral nas monocamadas da cultura celular é
trabalhoso, consome tempo e investimento e requer um grau de
experiéncia técnica que talvez ndo esteja disponivel em diversos
laboratdrios.

O teste IDEIA HSV é considerado um diagndstico alternativo para
a detecgdo directa do antigeno do herpes nas amostras clinicas. O
teste usa anticorpos monoclonais para detectar o antigeno HSV 1
e HSV 2 e um sistema de amplificagdo enzimdtico para amplificar
o sinal do teste®. O teste enzimatico é simples e mais rapido de
realizar do que o isolamento viral para a detec¢do do HSV nas
amostras clinicas e culturas celulares.

O teste IDEIA HSV fornece todos os reagentes necessarios para
detectar o HSV nas amostras clinicas. O teste pode ser feito em
menos de duas horas usando a instrumentagdo e procedimentos
convencionais de imunoensaio enzimatico e oferece sensibilidade

geral excelente (93,6%) e especificidade (97,8%) relativas aos
métodos de referéncia da cultura celular.

3. PRINCIPIO DO TESTE

O teste IDEIA HSV wusa anticorpos monoclonais murinos
especificos do HSV e um sistema de amplificagdo enzimatico®. O
antigeno HSV (comum aos tipos 1 e 2), presente nas amostras
clinicas, é ligado pelo anticorpo monoclonal murino absorvido
na superficie do micropogo de pldstico. O anticorpo monoclonal
murino conjugado enzimatico liga o antigeno “capturado” e
subsequentemente a enzima catalisa a conversdo do substrato
para o produto. Este produto participa na segunda reacgdo
enzimdtica, que resulta na alteragdo da cor. O processo de
desenvolvimento da cor é interrompido pela adi¢do do acido.
Uma intensidade da cor significativamente acima dos niveis de
fundo é indicativo do antigeno HSV presente nas amostras clinicas
(consultar a Secgdo 9).

Reconhecimentos

Os anticorpos monoclonais foram criados no Departamento
de Patologia da Universidade de Cambridge, Cambridge, Gra
Bretanha®.

a, DEFINICOES

Os simbolos que se seguem foram utilizados em todas as
informagdes sobre o produto.

Codigo do produto e nimero de catdlogo
Consulte as instrugdes para uso

Contém o suficiente para os testes <N>
Fabricado por

Aparelho médico de diagndstico In vitro
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Utilizar até

5. REAGENTE FORNECIDO

Codigo de lote

Limite de temperatura de armazenagem

; 96 — Cada kit contém materiais para 96 determinagdes. g -
O tempo de armazenagem do kit é conforme indicado no rétulo
externo da caixa.

5.1. CONTEUDO DO TESTE IDEIATM HSV

MICROTITRATION PLATE

Instrugdes para livreto de uso.

Uma placa de 96 micropogos com tiras de
separagdo de 12, 8 micropogos cobertos com
anticorpo monoclonal murino anti HSV. Uma
embalagem de plastico novamente selada é
fornecida para armazenagem de micropogos
ndo usados.

é fornecido um frasco com cada um dos seguintes produtos:

Meio de transporte de 100mL: detergente
nonidnico em um tampao com tinta colorida,
agentes antimicrobiano e anti-espuma.

Controlo positivo de 3mL: um tecido
homogeneizado de células Hela infectadas
com HSV em solugdo tamp3do com proteina e

detergente.

12mL controlo negativo: solugdo tampao
contendo agente microbial, tinta colorida e
agente anti-espuma.

Conjugado de 7mL: anticorpo monoclonal

murino de fosfatase alcalina (fragmento Fab)
no tampado de estabilizagdo contendo corante
colorido e um agente microbiano.
125mL de concentrado de tampio de
lavagem (x10): solugdo tamp3o tris contendo

detergente e um agente antimicrobial.

13mL amplificador A: sais inorganicos e
solugdo de enzima tampdo contendo violeta
tetrazolium e agente antimicrobial.

13mL amplificador B: solugdo NADPH
estabilizada.

13mLsolucdo deinterrupc¢do: 1 mol/L de 4cido
fosférico.

5.2. PREPARACAO, ARMAZENAGEM E REUTILIZAGAO DOS

COMPONENTES DO KIT

O formato do kit IDEIA HSV permite testar até 12 lotes de amostras.
Para assegurar desempenho 6éptimo do kit,é importante que
todos os componentes sem uso do kit sejam armazenados de
acordo com suas instrugdes.

5.2.1 Micropogos revestidos com anticorpo monoclonal -

MICROTITRATION PLATE

Abra a embalagem da placa rompendo a vedagdo. Rompa o
nimero necessédrio de micropogos e recoloque-as no quadro.
Coloque os micropogos ndo usados em saquetas de pldstico com
fecho auto-adesivo e armazene-os a 2-8°C. Os micropogos podem
ser utilizados até 6 semanas apds a abertura, dado que sejam
armazenados desta forma.

5.2.2 Meio de transporte -
Pronto para usar. E importante misturar o meio de transporte
antes de usar.

Um agente anti-espuma no concentrado do meio de transporte
causa um meio de transporte a uma concentragdo adequada
apresentando-se nebuloso sem afectar o teste e improvavel que
seja devido a contaminagdo microbiana.

5.2.3  Controlo positivo -

Pronto para usar. Armazenar a 2-8°C.

5.2.4  Controlo negativo -

Pronto para usar. Armazenar a 2-8°C.

5.2.5  Conjugado -

Pronto para usar. Armazenar a 2-8°C.

5.2.6  Concentrado de tamp3o de lavagem -
Fornecido 10x concentrado. Preparar a quantidade de tampéo de
lavagem necessaria, a uma concentragdo adequada adicionando 1
parte do concentrado a 9 parte de dgua destilada ou desionisada
fresca. E fornecido concentrado suficiente para preparar até
100mL de tampdo de lavagem resistente ao trabalho para cada
lamina de 8 micropogos. Preparar a quantidade d tampdo de
lavagem, conforme requerido no dia da utilizagdo (consulte a
sec¢do 8.2.10) Armazenar a 2-8°C.

N3do armazenar o tampdo de lavagem, a uma concentragdo
adequada para utilizagdo subsequente (seccdo 8.1.12)

5.2.7 Amplificador A - [AMPLFER ]

Pronto para usar. Armazenar a 2-8°C.

5.2.8  Amplificador B -

Pronto para usar. Armazenar a 2-8°C.

5.2.9  Solugdo de paragem -
Pronto para usar. Armazenar a 2-8°C.

6. REAGENTES ADICIONAIS

6.1. REAGENTES

Agua desionisada ou destilada fresca para a preparagio do
tampao de lavagem.

6.2. ACESSORIOS

Os seguintes produtos sdo indicados para utilizagdo em conjunto
com IDEIA HSV. Contactar sua subsidiaria ou distribuidor Oxoid
para obter mais informagdes.

IDEIA HSV Extraction Buffer 10mL (n2 de cédigo S601230-2).
IDEIA HSV Blocking Reagents (n2 de c6digo S603330-2)

IDEIA PCE/HSV Wash Buffer Concentrate (x10) 125mL (n2 de
codigo. $S603930-2).

IDEIA HSV Transport Medium 100mL (n2 de codigo S605530-2).

7. EQUIPAMENTO
O seguinte equipamento é necessario:

Frascos com tampas de rosca, resistente ao calor (100°C) e limpos
Misturador de vortice

Papel absorvente limpo (onde os micropogos podem ser
secados)

Pipetas de precisdo e pontas de eliminagdo para transportar 50uL
1,000pL ou pastettes graduados para dispensar amostra de 200uL
(opcional)

Recipiente de eliminagdo de lixo com desinfectante fresco
adequado

Incubador 37°C

Lavador automatico de placa (opcional) ou equipamento
adequado para lavar 8 tiras de micropogo (secgdo 10.4.4).

Nota: Se lavar menos do que 8 micropogos de teste em uma
lamina usando um lavador automatizado com um 8 cabegotes

de micropogo, é importante completar o preenchimento da
lamina com os micropogos em branco.

O espectrofotdmetro ou leitor de placa EIA é capaz de ler uma
placa micropogo 96 de 8 Iaminas de micropogo com uma absorgdo
de 490nm com referéncia em 620-650nm. (Opcional, consultar a
sec¢do 10.5, Ler os resultados dos testes).

8. PRECAUCOES
IVD| - Para uso em diagnéstico in vitro. Qualquer pessoa

fazendo um ensaio com este produto deve ser treinado no seu
uso e ter experiéncia em procedimentos de laboratérios.

8.1. PRECAUGOES DE SEGURANGA

8.1.1 Os seguintes reagentes contém azida sédica (15mmol/L)
substancia considerada venenosa; meio de transporte,
conjugado controlos negativo e positivo, concentrado
de tampdo de lavagem, e reagente do amplificador A.
A azida sédica pode reagir com os sistemas de tubagem
de cobre e chumbo para formar as azidas metdlicas
explosivas. Elimine sempre os materiais que contém
azida lavando com grande quantidades de agua.

A solugdo de interrup¢do contém 1mol/L de &cido
fosférico. Evite contacto com o olho e pelo usando uma
roupa de protecgdo ou proteja o olho.

8.1.2



8.1.5

8.1.6

8.1.7

8.1.8

8.2.
8.2.1

8.2.3
8.2.4

8.2.9
8.2.10

O controlo positivo contém o antigeno HSV inactivo
considerado ndo infeccioso. Portanto, o controlo deve
ser manipulador e eliminado como se fosse material
potencialmente infeccioso. O controlo positivo contém
também um detergente (1%v/v). E necessério evitar o
contacto com a pele.
Ndo come, beba, fume, armazene ou prepare os
alimentos ou aplique cosméticos dentro da area de
trabalho designada.
Ndo use materiais de pipeta pela boca.
Use luvas descartaveis ao manipular amostras clinicas
e lave sempre as mdos depois de usar os materiais
potencialmente infecciosos.
Elimine todas as amostras clinicas e reagentes de acordo
com a legislagdo local.
Planilha de dados de seguranca disponiveis para usuarios
profissionais sob solicitagdo.

PRECAUCOES TECNICAS
Os componentes ndo devem ser usados apds a data de
validade impressa nos rétulos. Ndo mistures ou troque
os lotes/conjuntos diferentes de reagentes.
Os reagentes sdo fornecidos em concentragdes de
funcionamento fixas. O desempenho do teste serd
afetado adversamente se os regentes forem alterados
ou armazenados sob condigdes outras que ndo estas
detalhadas na secgdo 5.2.
Evite a contaminagdo de reagentes.
Ao usar o método do frasco conta-gotas certifique-se
de que todos os controlos e reagentes sdo adicionados
da mesma forma. (O desempenho do kit pode ser
adversamente afectado se uma combinagdo de pipeta
e métodos de conta gota forem usados).
Evite multiplicar as amostras dos reagentes de
amplificagdo. Transfira a quantidade necessaria em um
recipiente limpo adequado. Ndo devolva o excesso de
reagente no vidro de conta gota.
Use as pipetas de eliminagdo separadas ou pontas de
pipeta para cada amostra, controlo ou reagente (se ndo
estiver usando os vidros de conta gota) para evitar a
contaminagdo cruzada de ambos as amostras, controlos
ou reagentes que poderiam gerar resultados errados.
Armazenar agua destilada ou desionisada para diluir
os reagentes concentrados em recipientes limpos para
evitar a contaminagdo microbial.
Certifique-se de que ndo ocorra nenhuma contaminagdo
cruzada entre os micropogos em todos os estagios
do teste. E essencial que o conjugado de polimero
ndo permita a contaminagdo de outros reagentes ou
equipamento. Se o método de conta gota ndo for usado
reserve entdo uma pipeta separada para dispensar
o conjugado e uma pipeta separada para dispensar
os regentes de amplificacdo. Evite tocar ou derramar
o borda do conjugado com micropogo. O conjugado
permitido a secar na borda do micropogo pode
adversamente afectar o desempenho do teste.
Os micropogos ndo podem ser reusados.
Ndo armazene o tampdo de lavagem de resisténcia para
uso subseqliente. Quando ndo estiver em uso a lavagem
dos recipientes de tampdo devem ser lavadas com dgua
destilada ou desionisada e deixadas a secarem.

8.2.11 O sistema de amplificagdo da enzima é um detector
altamente sensivel de moléculas de fosfatase de alcalina.
E muito importante que o conjugado n3o ligado seja
removido através da lavagem de micropogos antes
de adicionar os reagentes de amplificagdo. Lavagem
cuidados de micropogos seja feita usando as técnicas
detalhadas na secgdo 10.4.4. A lavagem ineficiente pode
levar a resultados incorrectos.

8.2.12 O equipamento de lavagem automatizada ou manual
deve estar livre de contaminagdo microbiana, ser
correctamente calibrado e mantido de acordo com as
instrugdes do fabricante.

Ndo deve ser utilizada a salina tamponada com fosfato
(PBS) e outras solugbes de lavagem contendo fosfato com
0 ensaio para evitar a inibigdo do enzima conjugado que
pode afectar o desempenho do teste. O equipamento
de lavagem usado com solugGes de lavagem com base
fosfatica deve ser cuidadosamente enxaguado com agua
destilada ou desionisada antes do escorvamento com o
IDEIA PCE/HSV Wash Buffer Concentrate (n2 de cédigo
$603930-2).

9. RECOLHA E PREPARACAO DAS AMOSTRAS

As amostras recolhidas da seguinte forma podem ser testadas no
kit da IDEIA HSV:

Amostras recolhidas no meio de transporte IDEIA HSV
(consultar a sec¢do 9.3.1)
Amostras recolhidas no meio de transporte para isolamento
viral nas monocamadas da cultura celular (consultar a sec¢do
9.3.2).

9.1.  MEIO DE TRANSPORTE

Se o0 meio de transporte IDEIA HSV for usado para a recolha de
amostra, dispensar 1mL de aliquota do meio de transporte da
amostra em frascos limpos com tampa de rosca. As aliquotas
de 1mL podem ser armazenadas a 2-8°C por 12 meses ou de
acordo com a data de validade no rétulo do frasco. Armazenar
em temperatura ambiente (15-30°C) por 6 meses.

8.2.13

Nota: E importante processar num vértice ou misturar o meio de
transporte totalmente antes de dispensa-lo ou usa-lo. O meio
de transporte contém um agente anti-espuma que faz com que
0 meio pareca turvo. Isto ndo afecta o teste e ndo é gerado pela
contaminagdo microbiana do meio de transporte. O meio de
transporte contém um detergente forte que torna as amostras
inadequadas para a cultura celular.

9.2. RECOLHA DA AMOSTRA

Uma boa técnica de amostra é essencial para a detecgdo ideal do
HSV nas amostras clinicas. Asamostras de uma lesdo clinica devem
ser recolhidas por individuos qualificados usando uma zaragatoa
esterilizada. As amostras devem ser recolhidas para conter tanto
material infectado quanto for possivel. Sdo recomendadas as
zaragatoas esterilizadas de algoddo, ou com a ponta em Dacron®,
com hastes de papel comprimidas.

Cremes, 6leos, logdes, gelo, alcool, solugdo de betadina, zinco ou
um banho de assento reduzem significativamente o rendimento
viral®. O uso destes remédios deve ser evitado, se possivel, antes
da recolha das amostras ou deve ser relatado ao médico quando
for feita a amostra da lesdo.

9.2.1

As Ulceras devem ser firmemente esfregadas com a zaragatoa
para recolher as células infectadas e exsuda-las da suas bases. As
vesiculas devem ser cuidadosamente abertas, o fluido recolhido

Amostras clinicas

na zaragatoa e a base da lesdo esfregada com a zaragatoa.
Colocar a zaragatoa num frasco com tampa de rosca com meio
de transporte relevante. Lesdes pustulosas devem ser tratadas da
mesma foram que as vesiculaa, as crostas devem ser adicionadas
para o meio de transporte num frasco com tampa de rosca ou
enviadas a seco. As amostras podem ser armazenadas a 2-8°C por
ndo mais do que 3 dias.

Amostras rectal ou ano-rectal se contaminadas por material
fecal podem conduzir a resultados falsos positivos. Estes podem
ser confirmados usando os Reagentes de Bloqueio HSV IDEIA (n2
de cédigo S603330-2).

9.2.2

Esfregar a zaragatoa em quaisquer lesGes visiveis, caso contrario
esfregar a zaragatoa no colo uterino. Retirar a zaragatoa sem
tocar a superficie da vagina e colocé-la num frasco com tampa de
rosca com meio de transporte relevante. As amostras podem ser
armazenadas a 2-8°C por ndo mais do que 3 dias.

Amostras cervicais em doentes sintomaticos

9.3. PROCESSAR AS AMOSTRAS
9.3.1 Transporte de zaragatoas no Meio de Transporte IDEIA
HSV

Colocar as amostras no vértice antes de testa-las e continuar para
asecgdo 10.2.

9.3.2 Transporte das zaragatoas no Meio de Transporte para

o Isolamento Viral

O IDEIA Tampdo de Extracgdo HSV (n2 de cddigo S601230-2) é
necessario para processar as zaragatoas recolhidas no meio de
transporte do laboratério para isolamento viral. As amostras
devem apenas ser processadas para testar o IDEIA HSV apds a
inoculagdo das monocamadas da cultura celular, uma vez que,
o tratamento com tampdo de extracgdo concentrado torna a
amostra inadequada para o isolamento viral.

Adicionar 100uL de tampé&o de extracgdo (n2 de codigo S601230-2)
para 900uL do meio de transporte viral. Processar as amostras de
acordo com o procedimento definido na secgdo 10.2.

N&o usar o meio de transporte fornecido no kit para processar
as zaragatoas no meio de transporte viral, uma vez que isto ndo
proporcionara a extragdo ideal do antigeno HSV da zaragatoa.
10. PROCEDIMENTO DE TESTE

CONSULTAR A SECCAO “8.2 PRECAUCOES TECNICAS” ANTES DE
EFECTUAR O PROCEDIMENTO DE TESTE.

10.1. PREPARAGOES DOS CONTROLOS

Controlo negativo

Misturar o controlo negativo no vértice durante um minimo de
15 segundos. Adicionar o reagente directamente aos micropogos
apropriados.

Controlo positivo

Misturar o controlo positivo no vértice durante 1 minuto.
Adicionar o reagente directamente ao micropogo apropriado. Se
necessario, pode ser testado um controlo adicional com um nivel
inferior de reactividade, para monitorizar o desempenho do kit.

10.2. TRATAMENTO DAS AMOSTRAS E CONTROLOS

Misturar no vortice todas as amostras e controlos processados
(consultar a secgdo 9.3) durante15 segundos antes de os adicionar
QA0S Micropogos.

10.3. ARMAZENAGEM DE AMOSTRAS TRATADAS

As amostras podem ser armazenadas a -20°C até 4 semanas apds
0 processamento. Se testar as amostras congeladas, permita
que estas descongelem a temperatura ambiente (15-30°C) e

depois misture-as vigorosamente durante cerca de 1 minuto
imediatamente antes do teste.

10.4. PROCEDIMENTO DE TESTE

Rtecomenda-se que os métodos consistentes para adicGes
de reagentes aos micropogcos sejam utilizados através do
procedimento de teste, ex. pontas de pipetas, frascos conta-
gotas ou sondas automatizadas. Para lotes pequenos de testes
a utilizacdo de frascos conta-gotas com reagente evita a entrada
multipla de pontas de pipeta nos frascos dos reagentes.

10.4.1 Amostra e adigdo de controlo

Colocar o nimero necessario de micropogos no suporte. Adicionar
200pL de amostras aos micropogos apropriados. Adicionar 6
gotas (ou 200uL) de controlos negativo e positivo para separar os
micropogos. (Pelo menos trés micropogos de controlo negativo
e um de controlo positivo devem ser incluidos em cada lote de
amostras testadas).

10.4.2 Adigdo de conjugado

Apds a adigdo de todas as amostras e controlos adicionar 1 gota
(ou 50uL) do conjugado em cada micropogo. Evitar mergulhar
a pipeta ou ponta do frasco conta-gota nos micropogos ao
dispensar o conjugado, uma vez que pode causar contaminagao
cruzada entre os micropogos. Além disso, evitar tocar os topos
ou as bordas dos micropogos com o conjugado, uma vez que
pode afectar negativamente o funcionamento do teste.

10.4.3 Primeira incubagdo

Colocar uma tampa em cima das placas e incubar os micropogos
a 35-37°C numa caixa humida durante 90 minutos.

10.4.4

Os micropogos devem ser lavados usando um tampao de lavagem
a concentragdo adequada e preparados fresco (sec¢do 5.2.6).

Lavar os micropogos

Atécnica de lavagem é crucial para o desempenho do teste (secgdo
8.2.10) e deve ser realizada para assegurar o preenchimento
completo (com um minimo de 350uL de tampdo de lavagem a
concentragdo adequada) e esvaziamento os micropogos.

Sdo essenciais quatro ciclos de lavagem, quer através de técnicas
de lavagem manual ou automatizada, que devem incluir um
periodo de 2 minutos de imersdo durante a segunda lavagem, ou
uma imersdo total de 2 minutos durante o ciclo completo.

Lavagem manual

Se lavar os micropogos manualmente, aspire ou sacuda os seus
conteldos e use tampdo de lavagem fresco para assegurar
o preenchimento e esvaziamento completo dos pogos. Nos
intervalos entre as etapas de lavagem, remover completamente o
tampao de lavagem excedente invertendo os micropogos sobre o
papel absorvente limpo, dando-lhes leves pancadas. A eficacia da
lavagem manual é ainda mais acentuada se o tampdo de lavagem
for aplicado num angulo de tal forma que produza um vértice nos
micropogos. Depois da lavagem final, a placa deve ser invertida
sobre o papel absorvente para remover os Ultimos vestigios do
tampao de lavagem, dando-lhe leves pancadas.

Lavagem automatizada

Os lavadores automaticos devem ser programados para completar
4 ciclos de lavagem incorporando o equivalente a 2 minutos
de imersdo durante o ciclo completo. Os lavadores devem ser
correctamente calibrados para assegurar o preenchimento e
esvaziamento completo dos micropogos entre cada lavagem.
Depois de terminar a lavagem, a placa deve ser invertida sobre o
papel absorvente para remover os Ultimos vestigios do tampdo de
lavagem, dando-lhe leves pancadas.



10.4.5 Adicdo de amplificador

Adicionar 2 gotas (ou 100uL) de amplificador A para cada
micropogo.

Adicionar 2 gotas (ou 100uL) de amplificador B para cada
micropogo.

Evitar tocar os micropogos com as pontas do conta-gota ou da
pipeta ao dispensar o amplificador A e B, uma vez que isto pode
levar a contaminagdo cruzada entre os micropogos.

10.4.6 Segunda incubagdo

Colocar uma tampa por cima das placas e incubar os micropogos
a 35-37°C numa caixa humida durante 30 minutos.

10.4.7

Adicionar 2 gotas (ou 100uL) de solugdo de paragem em cada
micropogo. Assegurar a mistura completa nos micropogos.
O produto colorido fica estdvel por 30 minutos. Ndo expor a
luz solar directa, dado que pode ocorrer o branqueamento do
produto colorido.

10.5. LER OS RESULTADOS DO TESTE
10.5.1 Leitura visual

Os micropogos podem ser avaliados visualmente até 30 minutos
apods a adicdo da solugdo de paragem. Recomenda-se ler os
micropogos fotometricamente quando a intensidade da cor for
dificil de interpretar ao ser comparada com o controlo negativo
(consultar a sec¢do 10.5.2).

10.5.2

Os micropogos devem ser lidos fotometricamente dentro de
30 minutos ap6s a adicdo da solugdo de paragem. Misturar
o conteddo dos micropogos e ler a absorvéncia de cada um
utilizando um espectrofotometro adequado ou um leitor de
placas de EIA definido para 490nm. Assegurar que o fundo dos
micropogos esteja limpo antes de ler e verificar se existe algum
corpo estranho nos mesmos. O leitor deve ser branco em ar
(i.e. sem nenhuma placa no transportador) antes da placa ser
analisada.

Interromper a rec¢do

Leitura fotométrica

De forma alternativa, se o espectrofotémetro ou o leitor de placas
de EIA permitir a utilizagdo do uso de um comprimento de onda
de referéncia (620-650nm), a leitura de comprimento de onda
dupla deve ser feita, de forma a eliminar qualquer interferéncia
potencial causada por aberragGes tais como sujeira ou marcas nas
superficies éticas dos micropogos.

10.6. RESUMO DO PROCEDIMENTO DO TESTE IDEIA HSV

Assegurar que todos os reagentes alcancem a temperatura ambiente
(15-30°C) antes da utilizag&o.

Adicionar a amostra 200uL
Adicionar 6 gotas (200pL) de controlos
{ConTROL] ]
'
Adicionar 1 gota (50pL) de conjugado
Incubar 90 minutos a 35-37°C numa caixa
humida
Lavar (4x)

Adicionar 2 gotas (100uL) de amplificador A [AMPLIFER A]
Adicionar 2 gotas (100uL) de amplificador B
Incubar 30 minutos a 35-37°C numa caixa
i humida
Adicionar 2 gotas (100uL) de solugao de paragem

Ler a absorvéncia a 490nm

11. CONTROLO DE QUALIDADE E INTERPRETAGAO DOS
RESULTADOS DO TESTE

11.1. CONTROLO NEGATIVO

Como detalhado na secgdo 10.4.1 (amostra e adigdo de controlo),

devem ser incluidos em cada teste trés micropogos de controlo

negativo.

Determinagao visual

Todos os micropogos de controlo negativos devem ser incolores ou
apenas levemente rosados. Se ndo for este o caso, os resultados
do teste ndo devem ser determinados visualmente. Os resultados
devem ser lidos fotometricamente ou o teste repetido.

Determinagdo fotométrica

Os valores de absorvéncia do controlo negativo individual devem
ser menores ou iguais a 0,30 unidades de absorvéncia. Os valores
de absorvéncia do controlo negativo individual devem recair
nas +0,05 unidades de absorvéncia da média dos trés controlos
negativos. Se um valor de absorvéncia do controlo negativo cair
fora do limite aceite, exclua este valor e volte a calcular a média
dos dois restantes. Se dois valores de absorvéncia do controlo
negativo forem inaceitaveis o teste deve ser repetido.

Calculo do valor de corte

O valor de corte é calculado adicionando 0,15 ao valor de
absorvéncia do controlo negativo médio.

11.2. CONTROLO POSITIVO

Conforme detalhado na sec¢do 10.4.1 (amostra e adigdo de
controlo), deve ser incluido em cada teste um micropogo de
controlo positivo.

Determinagao visual

O micropogo de controlo positivo deve ter uma cor vermelha/
magenta claramente distinta dos controlos negativos. Se ndo for
este o caso, os resultados do teste ndo devem ser determinados
visualmente. Os resultados devem ser lidos fotometricamente ou
o teste repetido.

Determinagdo fotométrica

O micropogo de controlo positivo deve ter um valor de absorvéncia
maior do que as 0,50 unidades de absorvéncia. Se nao for o caso,
o teste deve ser repetido.

11.3. AMOSTRAS

Determinagao visual

Qualquer amostra com uma cor vermelha/magenta mais intensa
do que a dos controlos negativos é positiva. Qualquer amostra
com uma cor igual ou menos intensa a dos controlos negativos é
negativa. Qualquer amostra com uma coloragdo levemente rosada
proxima a dos controlos negativos deve ser lida fotometricamente
ou testada novamente. Em alternativa, o doente deve fazer um
novo teste.

Determinagdo fotométrica

As amostras clinicas que tém valores de absorvéncia maiores do
que o valor de corte sdo positivas (consultar a secgdo 11.1). Um
resultado dentro das unidades de absorvéncia 0,015 do valor de
corte deve ser cuidadosamente interpretado, e dever-se-a repetir
o teste ou recolher uma nova amostra do doente. Os resultados
do doente ndo devem ser relatados se os controlos ficarem fora
dos valores previstos.

11.4. INTERPRETACAO E VERIFICACAO DOS RESULTADOS DO
TESTE
11.4.1 Interpretagdo dos resultados do teste

A seguinte tabela é um resumo do método recomendado para a
interpretagdo e descrigdo dos resultados.

Tabela 11.4 Resumo da interpretagdo e descri¢do dos
resultados
Resultado Interpretacdo |Relatar recomendacdes
0D >CO +0,015 Positivo* Antigeno HSV hipotético
(N3o foi feito nenhum teste de bloqueio)
0OD=C0 0,015 Equivoco* N3o é possivel determinar o
resultado. Testar novamente
0D <C0-0,015 Negativo Nenhum antigeno HSV detectado

OD = Densidade dptica (unidades de absorvéncia)

CO = Corte = Média de controlos negativos + Unidades de
absorvancia +0,15

* Recomenda-se a verificagdo dos resultados equivocos e
positivos.

11.4.2 Verificacdo dos resultados do teste

Se a verificagdo das amostras consideradas reactivas no teste
IDEIA HSV for considerada necessaria, recomenda-se o uso do
IDEIA HSV Blocking Reagents (n? de cddigo S603330-2). O teste
de bloqueio para a verificagdo dos resultados oferece meios
adicionais de controlo de qualidade para a recolha de amostra.

12. LIMITES DO DESEMPENHO
12.1.

A qualidade das amostras é crucial para o sucesso de
todos os testes de diagndstico. As amostras recolhidas
devem conter tantos antigenos virais quanto possivel
(consultar a secgdo 9). Assim o resultado negativo ndo
exclui a possibilidade de uma infecgdo HSV.

Para obter o desempenho ideal do teste é necessario usar
o IDEIA HSV Transport Medium ou Extraction Buffer. As
caracteristicas do desempenho deste teste usando outro
meio de transporte de cultura ndo foram validadas.

As caracteristicas de desempenho deste teste para uso
nos doentes assintomaticos, fluido espinal cerebral,
bidpsia tecidular ou amostras exsudadas do olho e para a
confirmagdo da cultura tecidular ndo foram validadas.

Este teste detecta ambos os virus herpex simplex tipos 1 e
2, mas ndo diferencia qual é o tipo infeccioso.

Este teste ndo deve ser usado como o Unico meio para
diagnosticar o HSV quando for contemplada uma Secgdo
Cesariana. Devem prevalecer os resultados de cultura
anteriores (quando disponiveis) e a avaliagdo clinica.

Este teste pode detectar os antigenos HSV ou HSV de
cultura negativa ou ndo viavel.

Os resultados dos testes devem ser interpretados em
conjunto com as informagdes disponiveis dos estudos
epidemioldgicos, avaliagdes clinicas do doente e outros
procedimentos de diagndstico.

13. VALORES PREVISTOS

As taxas de positividade podem variar de acordo com a prevaléncia
do HSV em diferentes populagdes, localizagdo geografica, recolha
de amostra, manuseio, transporte das amostras, comportamento
sexual e o ambiente de saude geral da populagdo na qual se
integra o doente sob estudo.

O virus herpes simplex é uma infec¢do observada a nivel mundial
no homem e acima de 80% da populagdo adulta nos paises

ocidentais terdo experimentado uma infecgdo primaria, muitas
das quais terdo sido assintomaticas®. No seguimento da infecgdo
primaria, cerca de 45% de individuos infectados oralmente e
60% dos doentes com herpes genital experimentam infec¢des
recorrentes™.

As infecgdes do virus herpes simplex na vista sdo as maiores
causas de consultas nas clinicas de oftalmologia®. O HSV foi
isolado do tracto genital de 0,3 a 5,4% dos homens e 1,0 a
8,0% das mulheres, que eram tratados em clinicas de doengas
sexualmente transmissiveis'*2.

Na infecgdo recorrente e primaria assintomatica, as lesdes podem
ser observadas na derme, membranas da mucosa da boca, faringe
e 6rgdos genitais ou na vista. Durante as infecgdes neonatais ou
nos individuos imunocomprometidos, a infec¢do pode tornar-
se mais amplamente disseminada infectando érgdos tais como
pulmdo, cerébro, figado, bago, etc.

O antigeno HSV pode estar presente e o virus cultivado do fluido
das lesdes vesiculares, em micropogo, na saliva ou nas secre¢des
de outros locais infectados, ex. olhos, faringe e dérgdos genitais.
Além disso, o HSV pode ser cultivado a partir de tecidos infectados
no herpes disseminados, ex. bidpsia do cérebro de doentes com
encefalite causado por herpex simplex.

A probabilidade de detecg¢do do HSV diminui com o tempo apds o
inicio da doenca e o desenvolvimento das leses. A probabilidade
do isolamento viral diminui a medida que a lesdo ulcera, cria
crosta e cicatriza. As amostras devem ser recolhidas logo que
possivel depois do aparecimento das lesdes> °. Num estudo,
o virus foi recuperado em 94% das lesdes vesiculares, 87% das
lesdes pustulares, 70% das Ulceras e 27% das lesGes em crosta’.

14. CARACTERISTICAS ESPECIFICAS DE DESEMPENHO
Todos os resultados fornecidos assumem que os métodos da
cultura celular sdo 100% sensiveis e especificos.

14.1. ESTUDOS CLiNICOS

O teste IDEIA HSV foi avaliado em comparagdo com os sistemas
de cultura celular estabelecidos, em quatro laboratérios de
diagndstico de rotina independentes.

Um total de 1375 amostras clinicas humanas foi testado usando
o teste IDEIA HSV e os resultados foram comparados aqueles do
sistema de cultura celular empregado pelos centros de testes
(tabela 14.1). Nestes estudos a prevaléncia da infecgdo HSV (pela
cultura celular) foi de 12,7 a 36,9%.

Cada amostra foi marcada positiva no teste IDEIA HSV quando
a leitura de absorvéncia da amostra a 492nm foi maior do que
o valor de corte recomendado (consultar a secgdo 11.1). Uma
amostra foi marcada como positiva na cultura celular, quando o
efeito citopatico caracteristico do HSV foi observado.

As culturas celulares positivas foram tipadas usando
imunofluorescéncia directa em dois dos centros de testes. Das
37* amostras positivas tipadas no centro 1,15/37 (40,5%) eram
do tipo 1 e 22/37 (59,5%) eram do tipo 2. No centro 4, 14/71
(19,7%) eram do tipo 1 e 57/71 (80,3%) eram do tipo 2.

*(4 amostras positivas ndo estavam disponiveis para os estudos
de tipagem).

O resultado do teste IDEIA HSV concordou com o resultado da
cultura celular em 1302 de 1375 amostras, uma concordancia
geral de 94,7%.

Aresolugdo de 29 resultados de testes IDEIA HSV “falso positivos”
discrepantes, depois da consulta dos detalhes clinicos disponiveis
fornece uma concordancia geral final de 96,8% (1331/1375).



14.2. DESEMPENHO

Sensibilidade*

Em geral, a sensibilidade do teste IDEIA HSV foi de 93,6%
(307/328).

Especificidade*

Em geral, a especificidade do teste IDEIA HSV foi de 97,8%
(1024/1047).

Valores previstos*
Em geral, os valores positivos e negativos previstos do teste
IDEIA HSV foram de 93,0% (307/330) e 98,0% (1024/1045)
respectivamente.

*Apos a resolugdo de 29 resultados de teste IDEIA HSV “falso
positivos” discrepantes, (consultar a tabela 14.2).

Tabela 14.1: Comparagdo dos resultados do teste pelo
IDEIA HSV Teste e Cultura Celular
TESTE IDEIA HSV' VALORES PREVISTOS
%
ESTUDO  PREVALENCIA SENSIBILIDADE ESPECIFICIDADE POSITIVO NEGATIVO
POR CULTURA
1(UK) 35,3% 90,2% 90,2% 98,7% 98,7% 97,3% 97,3% 94,9% 94,9%
(41/116) (37/41) (37/a1) (74/75) (74/75) (37/38) (37/38) (74/78) (74/78)
2 (UK) 36,9% 89,9% 90,2% 1% 96,0% 89,9% ,: L1% 94,1%
(89/241) (80/89) (83/92) (143/152) (143/149) (80/89) (83/89) (143/152) (143/152)
3(UK) 12,7% 94,9% 95,5% 97,5% 99,4% 84,5% 96,4% 99,2% 99,2%
(98/774) (93/98) (106/111) (659/676) (659/663) (93/110)  (106/110) (659/664) (659/664)
4(us) 29,1% 95,8% 96,4% 85,5% 92,5% 73,1% 87,0% 98,0% 98,0%
(71/244) (68/71) (81/84) (148/173) (148/160) (68/93) (81/93) (148/151) (148/151)
Total X X » £ ,2% X ,0% 1
(278/299) (307/328) (1024/1076) (1024/1047) | (278/330) (307/330) (1024/1045) (1024/1045)
* Os dados nestas colunas sdo os recalculados apds a resolugdo

de 29 resultados IDEIA “falsos positivos”. Estas amostras
foram de doentes que ou foram testados positivos num local
adjacente, tinham parceiros positivos ao HSV ou tinham
histdria clinica anterior de HSV.
Tabela 14.2:
IDEIA HSV Teste

Intra e Inter-ensaios de reprodutibilidade do

Intra-ensaio (n=3)
Nivel de antigeno DIA1 DIA2 DIA3
Médio  SD  %CV | Médio SD  %CV | Médio SD  %CV | Médio SD  %CV

Negativo 0105 0005 49 | 0104 0006 54 | 0108 0005 46 | 0106 0005 50
Posivobaio | 0275 0010 35 | 0287 0010 37 | 0247 0003 12 | 0270 0019 70
Positivoelevado | 1279 0079 62 | 1,205 0080 66 | 1,100 0037 34 | 1195 0100 84

Inter-ensaio (n=9)

14.3. PRECISAO DO TESTE
A tabela 14.2 mostra os resultados dos estudos de precisdo do
teste para o teste IDEIA HSV.

As suspensdes do controlo de 3 niveis do antigeno HSV no
meio de transporte IDEIA HSV foram testadas em triplicado em
trés ocasides separadas (um total de 9 ensaios). Os resultados
sdo expressos nas unidades de absorvéncia a 492nm. As faixas
observadas para o CV intra- e inter-ensaios foram de 1,2 a 6,6% e
5,0 a 8,4% respectivamente.

14.4. REACTIVIDADE CRUZADA

Os organismos constantes na lista seguinte, na concentragdo
aproximada de 107 organismos/mL para culturas ndo virais e
aproximadamente 50-100% CPE para as culturas virais, foram
considerados ndo reactivos com o teste IDEIA HSV.

Acholeplasma laidlawii Mycoplasma spp
Acinetobacter spp Neisseria gonorrhoeae
Aeromonas spp Peptococcus spp
Bacteroides spp Peptostreptococcus spp

Campylobacter spp Proteus spp
Candida spp Pseudomonas spp
Citrobacter spp Salmonella spp

Chlamydia trachomatis Serratia spp

Clostridium spp Shigella spp

Citomegalovirus Staphylococcus aureus (cowan 1 estirpe)
Enterobacter spp Staphylococcus spp (coag.neg)
Virus Epstein Barr Staphylococcus spp (coag.pos)
Escherichia coli Streptococcus spp
Gardnerella spp Trichomonas spp
Haemophilus influenzae Ureaplasma urealyticum
Klebsiella spp Virus zoster da varicela
Lactobacillus spp Veillonella spp

Listeria spp
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