SYPHILIS TPHA LIQUID

METODO:
Hemoaglutinagéo.

FINALIDADE:
Teste de hemoaglutinagdo indireta para a determinagdo qualitativa e quantitativa de
anticorpos contra Treponema pallidum. Somente para uso diagndstico in vitro.

FUNDAMENTO:

TPHA é um teste de hemoaglutinagdo indireta para a detecgdo de anticorpos
especificos contra Treponema pallidum. Os eritrocitos avidrios revestidos com
antigeno de T. pallidum aglutinam-se na presenga de anticorpos da sifilis para
formar padrSes caracteristicos em placas de microtitulagdo. As células sdo
suspensas em um meio absorvente projetado para eliminar anticorpos contra
treponemas ndo patogénicos. Os eritrocitos avidrios revestidos sem o antigeno sdo
usados como controle para revelar reatividade ndo especifica. As amostras sdo
examinadas para anticorpos da sifilis usando o teste qualitativo. O titulo de
anticorpos reativos em amostras positivas é determinado no teste semiquantitativo.

SIGNIFICADO CLINICO:

A sifilis é uma infecgdo crbnica que progride por varios estdgios de infecgdo. Os
sintomas tipicos inicialmente sdo feridas (cancro), depois erupgdo cuténea sifilitica
seguida por longos periodos de dorméncia. A infecgdo ndo tratada pode resultar em
problemas cardiovasculares e neurossifilis. A infeccdo é causada pelo Treponema
pallidum subsp. pallidum espiroqueta e geralmente é adquirida por contato sexual,
embora a doenga também possa ser transmitida por transfusdo de sangue infectado
ou verticalmente no Gtero. O organismo tem se mostrado praticamente impossivel
de cultivar em meio artificial, e o diagndstico da infeccdo geralmente depende da
demonstragdo de anticorpos no sangue, que aparecem logo apos a infecgdo inicial.

IDENTIFICAGAO E ARMAZENAMENTO:
Conservar entre 2-8°C.

Reagentes:

STC - Células Teste TPHA: Pronta para uso.

Eritrécitos de aves cobertas com antigeno Treponema pallidum 0,4 %; Cloreto de
sodio 0,15 mol/L.

SCC - Células Controle TPHA: Pronta para uso.
Eritrocitos de aves ndo reativos com anticorpo anti- Treponema pallidum 0,4 %;
Cloreto de sédio 0,15 mol/L.

PC - Controle Positivo: Soro controle de matriz humana, liquido, estabilizado (pré-
diluido 1/20 pronto para uso), reativo com células teste. Potencialmente Infectante.

NC - Controle Negativo: Controle liquido estabilizado, ndo reativo com células
testes e células controle (pré-diluido 1/20 pronto para uso). Albumina bovina
0,25%, Tampao glicina 0,1 mol/L.

DIL - Diluente TPHA: Soro de coelho 0,4 %; Cloreto de sédio 0,15 mol/L.
Todos os reagentes e controles contem azida sédica 0,095%.

ESTABILIDADE:

Os reagentes sdo estaveis até o vencimento da data de validade impressa no rétulo,
se fechados e armazenados entre 2 e 8°C. N&o congelar. Apds a abertura dos
frascos os reagentes sdo estaveis por 6 meses. Evitar contaminagdo.

TRANSPORTE:

O transporte do kit deve ser feito pela rota mais direta evitando-se as chegadas nos
finais de semana e feriados no local de destino. O kit ndo é afetado pelo transporte
desde que seja entregue ao destinatadrio no periodo maximo de 7 dias e em uma
temperatura de até 37°C.

TERMOS E CONDICOES DE GARANTIA:
O fabricante garante a qualidade do produto, se este for armazenado como descrito
acima e em sua embalagem original.

PRECAUGOES:

e Os cuidados habituais de seguranca devem ser aplicados na manipulagdo dos
reagentes. Os reagentes e os controles contém azida sédica como conservante. Ndo
ingerir ou aspirar. Evitar contato com a pele e mucosa.

* O material proveniente de sangue humano utilizado para a manufatura deste kit
foi testado para a presenga de HBsAg e anticorpos anti-HCV e HIV encontrando-se
ndo reativo. Entretanto este material ainda deve ser considerado potencialmente
patogénico, e deve ser manuseado com cuidado. Recomenda-se seguir as normas de
biosseguranga.

* Todo material contaminado com amostras dos pacientes ou controles do kit devem
ser inativados por autoclavagdo (60 min. a 120°) ou por imersdo em solugdo de
hipoclorito de sodio a 10% por no minimo 60 minutos;

e Para o descarte seguro dos reagentes e materiais bioldgicos, sugerimos utilizar as
regulamentagbes normativas locais, estaduais ou federais para a preservagdo
ambiental.

« Ndo utilizar reagentes de lotes diferentes.

o Os riscos residuais do kit, de acordo com critérios pré-determinados, sdo aceitaveis
em comparagdo aos beneficios proporcionados pelo uso. A andlise de risco foi
realizada de acordo com a ISO 14971, relacionada a data final e levando em
consideragdo a atual informagdo de registro.

AMOSTRA:

¢ Utilizar somente SORO.

e A amostra deve ser livre de contaminagdo e hemdlise. Soro recente pode ser
armazenado por 7 dias entre 2 e 8°C e a -20°C por até 1 més. Amostras
descongeladas devem ser homogeneizadas antes do teste.

N&o congelar e descongelar repetidamente as amostras, pois isso causara resultados
falsos.

e O transporte da amostra bioldgica, quando necessario, deve ser feito pela rota
mais direta e evitando sua chegada nos finais de semana e feriados no local de
destino. A amostra bioldgica deve ser acondicionada em recipiente hermeticamente
fechado, em seguida embalada de forma a manté-la em temperatura recomendada
(2 a 8°C) desde o remetente até a entrega ao destinatario. Esta amostra deve ser
identificada com o simbolo de amostra bioldgica.

MATERIAL NECESSARIO E NAO FORNECIDO:

« Micropipetas ou microtitulador (10 pL, 25 pL, 75 pL, 100 pL, 190 pL).

o Placas de microtitulagdo com fundo em "U" (Ex.: placas de microteste de perfil U
Rotilabo 9291.1, Carl Roth GmbH).

METODOS DE ANALISE:

TESTE QUALITATIVO:

O teste requer 3 pogos em uma placa de microtitulagdo (1 pogo para diluigdo e 2
pogos para o proprio teste) e 50 pL de amostra diluida em 1 para 20 (25 pL de
amostra diluida por pogo).

1. Dilua a amostra em 1 para 20 misturando bem 190 pL e 10 pL de amostra no
pogo 1 (pogo de diluigdo). Nota: Ndo dilua e nesta etapa se o controle de
qualidade estiver sendo realizado.

2. Transfira 25 pL da amostra diluida (ou |P E e m ndo diluidos) para cada um dos
pogos, 2 (pogo de controle e 3 (pogo de teste).

3. Ressuspender e [STq balangando os frascos suavemente. Adicione 75 uL de
ISCC| ao pogo de controle e 75 pL de ao pogo de teste. A diluigdo final da
amostra apds a adigdo de células é de 1 para 80.

4. Bata suavemente na placa para misturar. Cubra e deixe descansar por 45-60
minutos em temperatura ambiente. Os padres de aglutinagéo sdo estaveis por até
uma hora se ndo forem perturbados.

5. Examine os padrdes de aglutinagéo.

TESTE SEMI-QUANTITATIVO:
O teste requer 10 pogos em uma placa de microtitulagdo (1 pogo para diluigdo e 9
pocos para o teste em si) e 50 pL de amostra diluida em [DIU para 1 em 20.

1. Dilua a amostra em 1 para 20 homogeinizando bem 190 pL - e 10 pL de
amostra no pogo 1 (pogo de diluigdo). Nota: N&ao dilua E e m nesta etapa se o
controle de qualidade estiver sendo realizado.

2. Dispense 25 pL nos pogos 4 - 10.

3. Transfira 25 pL de amostra diluida do pogo 1 (ou [PC] e [NC] ndo diluidos dos
respectivos frascos) para cada um dos pogos 2, 3 e 4 (pogo controle e pogos de
teste 1/80 e 1/160, respectivamente). Homogeinize bem o pogo 4.

4. Diluir a amostra do pogo 4 em série nos pogos 5 - 10 de forma duplicada:
transferir 25 pL do pogo 4 para o pogo 5, misturar o pogo 5, transferir 25 pL do pogo
5 para 0 pogo 6, homogeinizar o pogo 6, etc. excesso de 25 WL do Ultimo pogo.

5. Ressuspender m e E C| balangando os frascos suavemente Adicionar 75 L de
ISCC| ao pogo 2 (pogo de controle) e 75 pL de |S a cada um dos pogos 3 - 10
(pogos de teste). A diluigdo final da amostra apds a adigéo de células é de 1 para 80
no pogo de controle e de 1 para 80 a 1 para 10240, em etapas de duplicagdo, nos
pogos de teste.

6. Bata suavemente na placa para misturar. Cubra e deixe descansar por 45-60
minutos em temperatura ambiente. Os padres de aglutinagéo sdo estaveis por até
uma hora se ndo forem perturbados.

7. Examine os padrdes de aglutinagdo e determine o titulo (a diluigdo mais alta
mostra aglutinagao).

INTERPRETA(;I\O DO RESULTADO:
Resultado do teste semiquantitativo com [PC] como amostra.

QOOOOO

Positivo Positivo Positivo | Positivo | Negativo | Negativo

As células fortemente aglutinadas formam uma camada uniforme sobre o fundo do
pogo. As células fracamente aglutinadas formam um padrdo de anel caracteristico.
As células ndo aglutinadas formam um botdo compacto no centro do pogo.

Qualitativo: A auséncia de aglutinagdo indica que qualquer anticorpo reativo, se
presente, estd abaixo do limite de detecgdo do ensaio. Aglutinagéo (fraca ou forte)
de , mas ndo de indica a presenga de um anticorpo especifico para T.
pallidum. As amostras que induzem aglutinagdo devem ser reavaliadas qualitativa
ou quantitativamente e, se positivas, devem ser testadas por métodos adicionais
para confirmagdo. Os anticorpos ndo especificos podem induzir aglutinagdo de e
ISCC| e tornar o resultado invalido. Esses anticorpos podem ser absorvidos por pré-
incubagdo com (ver Nota Importante 2).

Semiquantitativo: O titulo é a diluigdo mais alta mostrando aglutinagdo (1/2560 no
exemplo acima).

CONTROLE DE QUALIDADE:

O desempenho correto de - - deve ser verificado com os soros de controle

positivo (PC) e negativo (NC) com cada lote de amostras de pacientes. faz

aglutinar para formar um padrdo caracteristico no fundo do pogo. Apds a titulagﬁo,

da um titulo de 1/1280 % 1 dilu

icdo de duplicagdo (ver imagem acima). O grau de aglutinagdo diminui a medida que

a diluigdo aumenta. Em contraste, ndo induz aglutinagdo com m - um botdo

compacto de células se forma no fundo do pogo. ndo induz aglutinagdo com

ou m Nota: @ e estdo prontos para uso e, ao contrario de uma amostra,
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eles ndo devem ser diluidos antes de serem combinados com ou [STd. Nota:
e @ estdo prontos para uso e, ao contrario de uma amostra, ndo devem ser
diluidos antes de serem combinados com ou [sTd.

NOTAS IMPORTANTES:

1- Amostras positivas devem ser retestadas com um teste confirmatério. Amostras
de pacientes com sifilis primaria, contendo principalmente anticorpos IgM
especificos, podem apresentar resultados negativos. Se a infecgdo por sifilis ainda
for suspeita nesses casos, o teste deve ser repetido apés cerca de 2 semanas com
uma amostra recém-colhida. Evidéncias clinicas devem sempre ser consideradas.
Devido a persisténcia a longo prazo de anticorpos especificos na circulagdo em
pacientes com sifilis tratada, um resultado positivo pode indicar infecgéo passada ou
presente. Embora o teste TPHA seja altamente especifico, sabe-se que resultados
falso-positivos ocorrem em pacientes com hanseniase, mononucleose infecciosa e
distlrbios do tecido conjuntivo. Anticorpos contra outros treponemas patogénicos
também podem causar resultados falso-positivos. O diagnéstico final, portanto, deve
considerar outros achados clinicos e diagndsticos.

2- Para eliminar da amostra anticorpos n&o especificos reativos contra e [SCC],
homogeinize 10 pL de amostra e 190 pL , incube por 30 - 60 minutos em
temperatura ambiente e centrifugue por 3 minutos_a 1500g. O sobrenadante é
equivalente a uma amostra diluida para 1 em 20 em [DIL. Como tal, deve ser usado
na etapa 2 do teste qualitativo ou na etapa 3 do teste semiquantitativo.

3- Cada unidade individual de sangue humano usada na fabricagdo deste kit de teste
foi testada no nivel de doador quanto a presenga de HBsAg, anticorpos para HCV e
HIV e considerada ndo reativa. No entanto, apesar dos resultados negativos, todos
os reagentes devem ser tratados como potencialmente infecciosos.

4- Os componentes do kit sdo combinados e ndo devem ser substituidos por
componentes de outros lotes.

Limitagoes
O teste ndo se destina a triagem de doadores de sangue ou de sangue doado para
uso no contexto de uma transfusdo de sangue.

ESTUDOS DE DESEMPENHO:

Especificidade e sensibilidade diagnéstica:

A especificidade e a sensibilidade diagndstica do Syphilis TPHA-test foi determinada
por trés estudos externos. O Syphilis TPHA-test foi comparado contra um teste
similar j& aprovado pelo German Paul-Ehrlich-Institut e contra um teste
confirmatorio (FTA-ABS). Soros positivos e negativos confirmados para Syphilis e
também soros de pacientes com alto potencial de reagBes cruzadas foram
empregados. Os soros positivos foram classificados, onde infecgGes
primarias/secundérias, e sifilis sem tratamento e com tratamento foram
encontradas. Adicionalmente, um painel com 50 soros selecionados em um
laboratério foram determinados com o Syphilis TPHA liquid e um teste de TPHA foi
empregado na rotina do laboratério.

Os resultados dos estudos individuais encontram-se sumarizados abaixo:

Estudo 1
Sensibilidade diagndstica 95,6%
Especificidade diagndstica 100%.

Estudo 2
Sensibilidade diagndstica de 92,7%
Especificidade diagndstica de 100%

Estudo 3
Sensibilidade diagnoéstica de 98,5%
Especificidade Diagnodstica de 100%

Precisdo e Exatiddo
Precisdo entre corridas (amostra de controle QC-1280, n = 10):% CV = 8,1%,
polarizagdo = 2,5%.

Sensibilidade Analitica

O kit é capaz de detectar 0,05 UI/mL de anticorpo anti-treponémico testando
diluigBes do 1© Padrdo Internacional da OMS para IgG e IgM de plasma sifilitico
humano (cédigo NIBSC 05/132). Nenhum efeito de gancho de alta dose (prozona)
foi detectado em amostras com concentragdes de anticorpos treponémicos em uma
faixa clinicamente relevante.

APRESENTAGAO DO KIT:

Cat. N° Reagente Volume N° Teste
STC 2x4,0mL
SCC 2x4,0mL
50101 PC 1x0,5mL 100
NC 1x0,5mL
DIL 1 x20 mL
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DEPARTAMENTO DE SERVIGCOS ASSOCIADOS:

Para esclarecimentos de dulvidas do consumidor quanto ao produto:

Telefone: 31-3067-6400 E-mail: invitroms@invitro.com.br )

N.© DO LOTE, DATA DE FABRICACZ\O, DATA DE VALIDADE VIDE ROTULO DO
PRODUTO.

Fabricante: Human GmbH Max-Planck-Ring 21, D 65205, Wiesbaden, Alemanha.
Regularizado por: In Vitro Diagndstica Ltda, Rua Cromita 278, Distrito Industrial,
Itabira/MG. CEP: 35903-053. CNPJ: 42.837.716/0001-98.

Telefone: 31-3067-6400 E-mail: invitroms@invitro.com.br

Resp. Téc.: Patricia C. C. Vilela - CRF 4463

ANVISA: 10303460223 Classe de Risco: IV

SIGNIFICADO DOS SIMBOLOS UTILIZADOS NOS ROTULOS DO PRODUTO

O conteldo é suficiente para <n> testes

Data limite de utilizagdo

Limite de temperatura (conservar a)

- Numero do Catalogo

Consultar Instrugdo de Uso

-
{

Numero do lote

Produto Diagnostico in vitro
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