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DIAGNOSTICOS IN VITRDO

Imunotest Sifilis VDRL

1. USO PRETENDIDO

O VDRL é um teste ndo treponémico que utiliza como
antigeno a cardiolipina, que ndo é especifico para os
antigenos do Treponema pallidum, mas apresenta-se
elevado na sifilis. O VDRL é uma reacdao de floculagao,
apresentando alta sensibilidade e baixa especificidade. A
sensibilidade varia de acordo com a fase da sifilis. E um teste
semiquantitativo cujas titulagdes sdo obtidas através de
diluicdes seriadas do soro, sendo o titulo final a ultima
diluicdo que apresentar reatividade no teste.

2. IMPORTANCIA CLINICA
A maior importancia clinica na reagdo de VDRL estd na
triagem soroldgica da sifilis, uma vez que, a exce¢do da fase
imediata ao contdgio, as demais fases da sifilis produzem
reaginas. Visto que outras patologias podem induzir a
formagdo de reaginas, toda e qualquer amostra reagente ao
VDRL deve ser submetida a provas confirmatdrias para
pesquisa de anticorpos treponémicos (especificos) antes de
se confirmar o diagndstico da sifilis.
A sifilis € uma doenca infecciosa humana produzida por uma
espiroqueta, o Treponema pallidum. Ela é primeiramente
uma doenga transmitida sexualmente. Outras possiveis vias
de transmissdo sdo a transfusdo de sangue infectado, hoje
praticamente eliminado através de triagem soroldgica de
rotina, e a perinatal, a sifilis congénita in utero, pelos
treponemas procedentes da mae infectada para o feto em
desenvolvimento.
Clinicamente apds um periodo de incubagdo que varia de 10
a 90 dias, pois é inversamente relacionada com a quantidade
de inoculo, ocorre, em 85% dos pacientes, o surgimento de
cancro, que é uma lesdo solitaria e indolor, caracterizando a
sifilis primaria. Aproximadamente 4 a 10 semanas apds o
aparecimento do cancro, surgem frequentemente sintomas
como perda de peso, cefaleia, anorexia, mialgia, artralgia,
mal estar, febre baixa, linfadenopatia generalizada e
exantema (presente em 75 a 100% dos casos), o que
caracteriza a sifilis secundaria. Podem ocorrer também neste
estagio manifestagbes de comprometimento do sistema
nervoso central. Apds as manifestacdes primarias e
secundarias ocorre o periodo conhecido como sifilis latente,
caracterizada por testes soroldgicos positivos e auséncia de
achados clinicos. Pode ter duragdo de 1 a 2 anos. Sem
tratamento, cerca de um tergo dos pacientes apresenta sifilis
tercidria, que pode manifestar-se como coma (15%), sifilis
cardiovascular (10%) ou neuro sifilis (8 a 10 %).
Os testes soroldgicos para sifilis sdo classificados como nao
treponémicos, usados mais comumente par triagem, como o
VDRL (Veneral Disease Reserch Laboratry) e os RPR (Papid
Plasma Reagin), e Treponémicos, usados como testes
confirmatdrios para os soros reativos nos testes de triagem,
como TPHA (Treponema pallidum Hemagglutination) e o
FTA-ABS (Fluorescent Treponemal Antibody-Adsorption). O
ImunoTest Sifilis € um teste de floculagdo, ndo treponémico,
para diagndstico da sifilis através da pesquisa de anticorpos
(reaginas) no soro, plasma ou liquor (LCR), com grande

vantagem sobre o VDRL cldssico por consistir de uma
suspensdo estabilizada e pronta para uso.

3. PRINCIPIO DO METODO
Quando a suspensdo antigénica do VDRL é misturada com
0 soro ou plasma que contenham anticorpos (reaginas), as
particulas de antigeno floculam e o resultado da reagdo é
observado ao microscdpio. Presenca de floculagdo indica
um resultado positivo e auséncia de floculagdo indica um
resultado negativo.

4. APRESENTAGOES

* 250 determinagdes
Suspensdo antigénica (5ml)

* 750 determinagdes
Suspensdo antigénica (5 mL) x 3
Controle positivo
Controle negativo

5. COMPOSICAO

Antigeno
Cardiolipina 0,003g
Lecitina 0,023g
Colesterol 0,090g
Agua Purificada 100mL

Soro controle posit vo

Soro controle de origem Humana g.5.p.
Agua Purificada 100mL

Soro controle negativo

Soro controle de origem Humana q.s.p.
Agua Purificada 100mL

e A formulagdo pode ser ajustada e/ou suplementada
conforme necessario para cumprir os critérios do
desempenho do produto.

6. MATERIAL NECESSARIO NAO FORNECIDO
Tubos de ensaio para diluicdo e titulagdo, pipetas
soroldgicas, estante para tubos e rack de ponteiras,
recipientes para descarte do material, placa escavada,
Agitador Orbital, Salina a 0,9%

7. PREPARACAO E ESTABILIDADE DOS REAGENTES

SUSPENSAO ANTIGENICA:

* A suspencgdo antigénica é pronta para uso.

* Antes de utilizar deixar que a suspeng¢do adquira
temperatura ambiente.

* Homogeneizar antes de usar.

* Estdvel entre 2-82C até a data do vencimento.

* O kit ndo é afetado pelo transporte desde que seja
entregue ao destinatdrio no periodo maximo de 7 dias

* Ndo congelar.
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Obs.: O Kit mantém o mesmo desempenho apds a primeira
utilizacdo e é estavel até a data de validade descrita no
rétulo, desde que seja mantido na temperatura indicada (2
a 8°C).

8. AMOSTRAS
Soro, plasma ou liquido cefalorraquidiano (LCR), livre de
hemdlise, lipemia e contaminagdo. Em caso de
necessidade, as amostras podem ser conservadas no
maximo por 4 a 6 semanas no freezer a -20 °C.

9. PROCEDIMENTO
a. Teste Qualitativo
Objetivo: para triagem e eliminagdo dos soros ndo
reagentes.
» Deixar os reagentes, os controles e as amostras atingirem
a temperatura ambiente antes de processar o teste;
e Homogeneizar a suspensdo antigénica cuidadosamente,
através de movimentos suaves de rotagdo, antes de
processar o teste;
¢ A amostra de soro serd processada “in natura” e diluida
para evitar o efeito prozona: Diluigdo do soro 1/8 em
salina: 350 pl de salina (NaCl 0,9%) + 50 pl de soro;
*Em uma placa Kline (fundo escavado), identificar a
sequéncia de adigdo da mistura nos pogos (do lado
esquerdo superior), conforme indicado no Quadro 1.

Controle |Controle |[Amostra Amostra
negativo |positivo 1 diluida (1/10)
CONTROLE (-) 50uL
CONTROLE (+) | - 071 IR U U —
S
Rt [P — 0] V1 IR —
in natura
Soro diluido (1/8) 50uL
Suspensdo antigénica 20pL 20puL 20puL 20pL

e Homogeneizar cada mistura (soro + suspensdo
antigénica) com a prépria ponteira;

e Colocar a placa em um agitador mecanico (Kline) e agitar
por 4 minutos a 180 rpm;

* Observar a reagdo ao microscépio de luz polarizada
dentro de 1 minuto, usando a lente objetiva com
aumento de 10x, considerando:

e Amostras ndo reagentes: apresentam uma mistura
homogénea de amostra e antigeno;

e Amostras reagentes: apresentam floculagdo de antigeno
visiveis ao microscépio e as vezes a olho nu;

¢ Os resultados reagentes devem ser quantificados, de
acordo com o item b).

b. Teste Quantitativo

* Em uma placa Kline (fundo escavado), identificar a
sequéncia de adicdo da mistura nos pocos (do lado
esquerdo superior), conforme indicado no Quadro 2.

* 1 2 3 4 5 6
Salina 50 plL 50 plL 50 plL 50 pL 50 uL 50 plL
(Nacl
0,9%)

Soro 50 pL 50 pL 50 pL 50 pL 50 uL 50 pL
1/2 1/4 1/8 1/16 1/32

W W W W WUy

Suspensdo | 20 plL 20 pL 20 pL 20 puL 20 uL 20 pL

antigénica

Diluigdo 1/2 1/4 1/8 1/16 1/32 1/64
Titulo 2 4 8 16 32 64

* Homogeneizar cada mistura (soro + suspensdo
antigénica) com a propria ponteira;

* Agitar por 4 minutos a 180 rpm em agitador de Kline;

* Observar a reagdo ao microscopio de luz polarizada
dentro de 1 minuto, usando a lente objetiva com
aumento de 10x;

* O titulo é considerado a mais alta diluigdo que apresenta
reatividade (exemplo: se a amostra é reativa até 1/16,
este sera o titulo).

Procedimento para amostra de LCR (liquor)

* Para amostras de liquor ndo é necessario realizar o teste
com LCR diluido na triagem. Para melhorar a
sensibilidade do teste, diluimos a suspensdo antigénica
na proporc¢do 1:1, 25ul da suspensao antigénica + 25ul de
NaCl 10% (10g de NaCl em 100 mL de agua destilada).
Caso haja forte indica¢do de neuro sifilis recomenda-se
preparar um maior volume para posterior titulacdo (80ul
da suspensdo antigénica + 80ul de NaCl 10%).
Homogeneizar  suavemente essa  mistura  por
aproximadamente 5
minutos;

Transferir 50ul de amostra e 20l da suspensdo
antigénica diluida para um poco da placa de Kline e
coloca-la no agitador por 4 minutos a 180 rpm;

Observar a reagdo ao microscopio de luz polarizada
dentro de 1 minuto, usando a lente objetiva com
aumento de 10x, considerando:

Amostras ndo reagentes: apresentam uma mistura
homogénea da amostra de LCR e antigeno;

Amostras reagentes: apresentam floculagdo de antigeno
visiveis a0 microscopio;

Caso a amostra seja reagente, determinar seu titulo de
acordo com o Quadro 3.

* 1 2 3 4 5 6
Salina 50 pL 50 pL 50 pL 50 plL 50 pL 50 pL
(NacCl
0,9%)

LCR 50 pL 50 pL 50 pL 50 pL 50 pL 50 pL
1/2 1/4 1/8 1/16 1/32

W ¥ W W Wuw w

Suspensdo | 20 pL 20 pL 20 pL 20 puL 20 pL 20 pL

antigénica

Diluigdo 1/2 1/4 1/8 1/16 1/32 1/64
Titulo 2 4 8 16 32 64

.

Homogeneizar cada mistura (soro + suspensdo
antigénica diluida) com a prépria ponteira;
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* Agitar por 4 minutos a 180 rpm em agitador de Kline;

* Observar a reagdo ao microscopio de luz polarizada
dentro de 1 minuto, usando a lente objetiva com
aumento de 10x; * O titulo é considerado a mais alta
diluicdo que apresenta reatividade.

10. CONTROLE DE QUALIDADE
Materiais necessdrios: Controles fornecidos com o
conjunto e amostras de controle da rotina com titulos
conhecidos;

Periodicidade: Recomenda-se que ao se abrir o conjunto,
os reagentes sejam testados utilizando-se os controles
que acompanham o conjunto e amostras de controle
conhecidas.

* A cada bateria de testes deve-se testar os controles que
acompanham o conjunto.

Interpretacdo e avaliagdo: Espera-se que os controles
negativos ndo apresentem floculagdo, e os positivos
deverdo apresentar floculagdo.

11. INTERPRETAGAO
Podem ocorrer reagdes falso-positivas com o VDRL em
condi¢Ges como: imunizagGes, infecgdes, gravidez, malaria,
doengas autoimunes (lUpus eritematoso sistémico e etc.),
doencas malignas etc. Se o VDRL for positivo deve-se realizar
um teste confirmatério, especifico para treponema.

12. DESEMPENHO DO TESTE
O ImunoTest Sifilis apresentou sensibilidade e especificidade
satisfatdrias, em 103 amostras verdadeiramente positivas, o
produto apresentou floculagdo de 1+ a 4+. Em 146 amostras
verdadeiramente negativas, o produto apresentou auséncia
de floculagdo.

13. LIMITACOES DO METODO

Caso as recomendagdes da bula n3do sejam seguidas

rigorosamente pelo usuario, interpreta¢des equivocadas ou

ainda riscos de acidentes com o produto podem ocorrer.

Algumas situagdes podem ser criticas e o usuario devera se

atentar, com a finalidade de evitar instabilidade do produto

e consequentemente resultados falso reagentes ou nao

reagentes.

* Os resultados obtidos com o Imunotest Sifilis VDRL devem
ser interpretados utilizando o microscépio
obrigatoriamente;

* A analise pode apresentar variacdo entre as leituras de

amostras, mesmo considerando a mesma amostra e lote de
reagente.

Dependendo da matéria-prima utilizada na fabricagao do
reagente, a aspereza pode sofrer variagao, por isto ndo se
recomenda comparar os resultados obtidos com o
Imunotest Sifilis VDRL com demais marcas do mercado por
método de floculagdo.

* A leitura da suspensdo pode apresentar visualizacdes mais
delicadas ou grosseiras, dependendo da caracteristica da
matéria-prima utilizada na fabricacdo do lote. Recomenda-

se sempre a andlise comparativa com os controles
negativos e positivos para exclusdo de qualquer duvida
interpretativa;

* Ndo se recomenda a utilizacdo de detergente glicerinado
no procedimento de limpeza das laminas, esta medida
pode gerar visualizagbes mais grosseiras dos resultados

negativos.
Interferentes

* Dentre os interferentes da reagdo de maior ocorréncia
estdo os fatores ligados a amostra, tais como hemdlise,
lipemia e contaminagdo;

Sensibilidade e Especificidade, conforme literatura:

Sensibilidade Especificidade
Sifilis primaria 80% -
Sifilis secundaria 100% -
Sifilis latente 95% -
N&o-Sifilis - 99%

Efeito prozona

« E a auséncia de reatividade em uma amostra que, embora
contenha anticorpos ndo treponémicos, quando testada
sem diluir, ou mesmo em baixas dilui¢des, apresenta
resultado ndo reagente. Esse fenémeno decorre da
relagdo desproporcional entre quantidade dos antigenos
e dos anticorpos presentes na rea¢do nao treponémica,
gerando resultados falso-negativos. Ocorre nas amostras
de doentes com sifilis, em virtude da elevada quantidade
de anticorpos presentes. Esse fenOmeno ndo é
observado nos testes treponémicos. E observado
principalmente na sifilis secundaria, fase em que ha
produgdo de grande quantidade de anticorpos.

Resultados falso-positivos nos testes

Podem ocorrer em diferentes situagées e tendem a

apresentar titulos baixos nos testes ndo treponémicos.

Resultados falso-positivos podem ser permanentes:

* Em portadores de llipus eritematoso sistémico;

* Na sindrome antifosfolipidica e em outras colagenoses;

* Na hepatite cronica;

* Em usuarios de drogas ilicitas injetaveis;

* Na hanseniase;

* Na malaria.

Resultados falso-positivos podem também ocorrer

transitoriamente:

* Em algumas infecgdes;

* Apds vacinagoes;

¢ Uso concomitante de medicamentos;

* Apos transfusGes de hemoderivados;

* Na gestacdo e em idosos.

Cicatriz soroldgica e baixos titulos

Cicatriz soroldgica é o termo utilizado para as situacGes nas

quais o usudrio, comprovadamente tratado, ainda

apresenta reatividade nos testes. Nestes casos, os testes
treponémicos sdo geralmente reagentes e os testes nao
treponémicos quantitativos apresentam baixos titulos.
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Pode ser um erro considerar titulos baixos apenas como
cicatriz soroldgica ou como reacgdo falsamente positiva. S6
é possivel determinar que se trata de cicatriz soroldgica
quando for comprovado que o usudrio teve sifilis e realizou
tratamento adequado.

Atencao titulos baixos também sao encontrados

* Na sifilis primaria, quando os anticorpos estdo circulando
em baixas concentragdes.

* Na sifilis latente ndo tratada.

Negativagdo dos testes nao treponémicos

Quanto mais precoce for o tratamento apds a infecgdo,
mais rapidamente havera desaparecimento dos anticorpos
circulantes, com a consequente negativacdo dos testes ndo
treponémicos ou ainda sua estabilizagcdo em titulos baixos.
Para a maioria dos usudrios tratados, espera-se que haja
reversdo dos resultados, e que os testes se tornem ndo
reagentes entre 6 e 30 meses apods o tratamento.
Entretanto, na sifilis tratada tardiamente os testes podem
nunca se negativar, persistindo a detecgao de anticorpos
em titulos baixos.

A sorologia quando se apresenta repetidamente reagente
em titulos baixos em usudrios corretamente tratados ndo
tem significado clinico.

Segundo a literatura, os titulos diminuem cerca de quatro
vezes apOs trés meses e oito vezes aos seis meses apos o
tratamento.

14. PRECAUGOES E ADVERTENCIAS

Conservar os reagentes entre 2-82C. Ndo congelar. A
suspensdo antigénica do VDRL contém timerosal como
conservante que pode ser téxica se ingerida. Somente para
diagndstico in vitro. Ndo usar apds data de validade.
Descartar o material conforme as regulamentacdes locais.
Seguir as boas praticas laboratoriais (BPLs) na conservacao,
manuseio e descarte dos materiais.

15. GARANTIA DA QUALIDADE:
A RenylLab obedece ao disposto na Lei 8.078/90

* Cadigo de Defesa do Consumidor. Para que o produto
apresente seu melhor desempenho, é necessario: - Que o
usudrio conheca e siga rigorosamente o presente
procedimento

Que os equipamentos e demais acessorios necessarios
estejam em boas condigdes de uso, manutencdo e limpeza.
Antes de ser liberado para venda, cada lote do produto é
submetido a testes especificos, que sdo repetidos
periodicamente conforme calendario estabelecido pela
empresa até a data de vencimento.

. Os certificados de andlise de cada lote podem ser
obtidos no site www.renylab.com.br. Em caso de duvidas ou
quaisquer problemas de origem técnica, entrar em contato
com o SAC - Servico de Assessoria ao Cliente através do
telefone (32) 3331-4489 ou pelo e-mail sac@renylab.ind.br.
Quaisquer problemas que inviabilizem uma boa resposta do
produto, que tenham ocorrido comprovadamente por falha

da Renylab serdo resolvidos sem 6nus ao cliente, conforme
o disposto em lei.

16. TERMO DE GARANTIA
A Renylab garante a troca deste conjunto diagnodstico, desde
gue o mesmo esteja dentro do prazo de validade e seja
comprovado por sua Assessoria Técnica que ndo houve
falhas na execug¢do, manuseio e conservagao deste produto.
A Renylab e seus distribuidores ndo se responsabilizam por
falhas no desempenho do kit sob essas condigGes.
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18. SIMBOLOGIA
- C lic
instrucao de uso
produto e
para utilizagao

Data maxima para
utilizagdo

Temperatura Produto para
de VD diagnostico in
armazenagem Vitro

ée\ Risco Biologico

Controle
F:IJNTFIJDLF .
] positivo

LOT Nuimero de lote

1 =

Quantidade
suficiente para
<n> ensaios

4

M Manter afastado
da luz solar e
longe do calor

" "L“,
/N

Controle
Negativo
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