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1.

Utilizacdo

Kit de teste Line Immunoblot para a comprovagado qualitativa de anticorpos IgG ou IgM especificos Treponema pallidum no
soro humano. O Kit pode ser utilizado como teste de confirmacdo num diagnéstico de sifilis alargado, quando o resultado do
teste de pesquisa for duvidoso ou positivo.

2.  Principio do teste
As proteinas do antigénio do agente infeccioso transferem-se para uma membrana de nitrocelulose mediante uma técnica
especial de pulverizagdo. A membrana de nitrocelulose €, em seguida, cortada em tiras separadas.
A incubacao das tiras de nitrocelulose que contém o antigénio com amostras de soro/plasma humano permite comprovar a
existéncia de anticorpos especificos. Estes anticorpos formam imunocomplexos juntamente com os antigénios fixados na tira
de teste. Depois de remover os anticorpos ndo ligados através de varios passos de lavagem, as varias tiras de nitrocelulose
sdo incubadas com anticorpos 1gG ou IgM anti-humanos conjugados a fosfatase alcalina. Depois de remover os anticorpos
conjugados néo ligados através de mais um passo de lavagem, procede-se a visualizagdo dos complexos antigénio/anticorpo
(dos anticorpos ligados), através da adigdo de um substrato incolor que durante a sua transformacé@o enzimatica produz
bandas azul/violetas (“bandas de antigénio”). A reacgédo enzima/substrato € parada pela lavagem das tiras de nitrocelulose
com agua destilada/desionizada. Em fungdo do padrdo que se observa na banda, podera concluir-se para a existéncia de
anticorpos IgG ou IgM especificos.
3. Conteldo da embalagem
3.1 Kit para 16 determinacgfes
1. Tiras de teste de IgG ou IgM nitrocelulose com antigénios aplicados,
reforgados com uma pelicula, organizadas numa caderneta, prontas a usar 1x  32tiras
2. Controlo cut off de IgG ou IgM, soro humano, pré-diluido 1x 1.0ml
3. Tampao de diluicao/lavagem, pH 7,3 (10x conc.), com tris e conservante 1x  50ml
4. Conjugado IgG ou IgM (100x conc.)
anti-humano, fosfatase alcalina (cabra), com conservante 1x  0.7ml
5. Substrato (BCIP/NBT), pronto a usar 1x 57 ml
6. Folhade registo e avaliagdo para registar e arquivar os resultados 1x 1 unid.
3.2 Kit para 32 determinagdes
1. Tiras de teste de IgG ou IgM nitrocelulose com antigénios aplicados,
reforcados com uma pelicula, organizadas numa caderneta, prontas a usar 2x  32tiras
2. Controlo cut off de IgG ou IgM, soro humano, pré-diluido 1x 1.0ml
3. Tampao de diluicao/lavagem, pH 7,3 (10x conc.), com tris e conservante 2x 50 ml
4. Conjugado IgG ou IgM (100x conc.)
anti-humano, fosfatase alcalina (cabra), com conservante 1x  0.7ml
5. Substrato (BCIP/NBT), pronto a usar 1x 57 ml
6. Folhaderegisto e avaliac&o para registar e arquivar os resultados 1x 1 unid.
3.3 Conjunto Ctrl (conjunto de controlo): Disponivel como acessorios
T. pallidum IgG LINE Ctrl-Set WN150K60
T. pallidum IgM LINE Ctrl-Set WN150K80
1gG ou. IgM controlos prontos a usar Abreviatura
0,5 ml IgG, ou neg. ctrl. / controlo negativo, soro humano/plasma com
0,5 ml IgM estabilizadores de proteinas e conservante, pronto a usar NEG
1,0 ml IgG, b ou Ctrl. /,Cut off control, soro humano/plasma com estabilizadores de co
1,0 ml IgM proteinas e conservante, pronto a usar
0,5 mlIgG, ou pos. Ctrl. / controlo positivo, soro humano/plasma com
0,5 ml IgM estabilizadores de proteinas e conservante, pronto a usar POS
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Bandas positivas > Banda cortada podem ser encontradas no certificado fornecido.
O controlo negativo ndo mostra nenhuma banda ou nenhuma banda relevante para a avaliagdo > Banda cortada.

4. Conservacao e prazo de validade do kit de teste e dos reagentes

Guardar o kit de teste a uma temperatura de 2 — 8 °C. O prazo de validade dos varios componentes é indicado na respectiva

etiqueta, o prazo de validade do kit consta no certificado de controlo de qualidade.

1. Nao congelar os varios reagentes e ndo expd-los a temperaturas elevadas.

2. Nao usar os reagentes se o prazo de validade estiver ultrapassado.

3. Evitar guardar os reagentes num ambiente de luz forte.

4. A solugdo de substrato BCIP/NBT é sensivel a luz e deve ser guardado num local escuro.

5. Tiras de teste de nitrocelulose: Usar as tiras imediatamente depois de as ter tirado do saco. Fechar bem novamente o
saco com as tiras ndo usadas e guarda-lo a uma temperatura de 2 — 8 °C. Para arquivar os resultados, é absolutamente
necessario guardar as tiras de teste de nitrocelulose protegidas da incidéncia directa da luz solar, a fim de evitar o
desvanecimento das bandas.

Material Estado Armazenamento Durabilidade
Amostras Néo diluido +2 a+8°C 1 semana
. . . + +8°
Tiras de teste Depois de abrir 22 +8°C (armazenam_ento 3 meses
dentro do saco fornecido)
Controlos Depois de abrir +2 a+8°C 3 meses
] Depois de abrir +2a+8°C 3 meses
Conjugado —
Diluido +2 a+8°C Aprox. 6h
. . + +8° i
Substrato Depois de abrir 2a+8°C (pl;StZ(;gldo contra a 3 meses
. . + +8° i
Depois de abrir 2a+8°C (pﬁgg'do contra a 3 meses
Solucao de lavagem Estado d|IU|Sg;|r;1al (pronto a +2 a+8°C 4 semanas
Estado diluido final (pronto a .
usar) ou temperatura ambiente 2 semanas
5. Medidas de precaucéo e avisos

1. Como soros de controlo sao usados apenas soros que foram testados e que se revelaram negativos em relacéo aos
anticorpos de HIV1, HIV2, HIV3 e ao antigénio de superficie de hepatite B. Mesmo assim, os soros de controlo, as
amostras, amostras diluidas, os conjugados e as tiras de teste de nitrocelulose devem ser considerados como material

potencialmente infeccioso e manuseados com o respectivo cuidado necessario. Sao aplicaveis as directivas para
trabalhos em laboratorio.

2. Para a realiza¢&o do imunoblot devem ser usadas luvas descartaveis e uma pinca de plastico.

3. A eliminacao ecoldgica dos materiais usados deve ser realizada de acordo com as directivas do respectivo pais.

4. As tinas de icubacéo foram concebidas pelo fabricante para o uso Gnico. Uma utilizacéo repetida das tinas de
incubacéo é da responsabilidade do utilizador. Se as tinas de incubagdo forem usadas vérias vezes, recomendamos
que depois do seu uso sejam desinfectadas durante varias horas numa solugéo de hipoclorito de sédio e depois
lavadas e passadas exaustivamente por agua proveniente da rede de abastecimento e agua destilada/desionizada.

6. Material adicionalmente necessario (ndo fornecido)
1. Tina de incubagao (se necessario pode ser adquirida com o n.° de art. WE300.08)
2. Agitador (vertical, ndo centrifugal)
3. Um frasco de lavagem para parar
4. Pipeta ou dispositivo de lavagem manual
5. Micropipetas 5 pl - 1500 pl
6. Pontas de pipeta
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10.

Tubos para amostras (tubes) 2 — 20 ml de volume
Pinga de pléastico

Agua destilada ou desionizada

Papel de filtro

7. Material de andlise

Como material de anélise podem ser usados soro e plasma (o tipo de anticoagulantes néo é relevante), mesmo se neste
folheto se refere apenas o soro.

8. Realizacdo do teste

O cumprimento exacto das normas de trabalho da VIROTECH Diagnostics € uma condigdo essencial para a obtengdo de
resultados correctos.

8.1 Preparagdo da amostra

1.
2.

8.2

8.3

Por cada amostra de paciente sdo necessarios 15 pl de soro ou plasma.

As amostras de sangue devem ser colhidas de forma asséptica por pungéo da veia. Apés a coagulagdo completa
deve ser separado o soro (ndo se aplica ao plasma). Para conservar 0s soros durante mais tempo, estes devem ser
congelados a —20°C.

N&o voltar a congelar e descongelar os soros.

N&o devem ser usados soros inactivados pelo calor ou lipemica, hemolitica ou microbianamente contaminados porque
podem originar resultados errados.

N&o usar amostras de soro turvas (sobretudo depois da descongelacéo), eventualmente centrifugar (5 min. a 1.000x
g), pipetar o sobrenadante limpido e usar no teste.

Preparacdo dos reagentes
Para a adaptacéo a rotina do laboratério, todos os LINEs e EcoBlots podem ser usados no mesmo teste com os
mesmos tempos de incubacé@o e componentes com parametros e lotes abrangentes. Os controlos cut off sdo utilizados
especificamente para os parametros e lotes.
Antes de diluir todos os reagentes do teste, o respectivo concentrado devera ter atingido temperatura ambiente. Usar
apenas agua destilada/desionizada de qualidade elevada e com temperatura ambiente.
Antes da preparagéo do teste misturar bem os diluentes.
Tampao de diluicdo/lavagem
O tampao de diluicao/lavagem existe numa concentracao de 10 vezes. Diluir o concentrado de diluicao/lavagem
1:10:00 com agua destilada ou desionizada (10ml/50ml/100ml de concentrado + 90ml/450mI/900mI de agua
destilada/desionizada), misturar bem.
Tanto o tamp&o de diluicdo/lavagem concentrado como o diluido podem apresentar, eventualmente, uma coloragao
amarela. Esta coloracdo amarela ndo tem influéncia sobre o prazo de validade do tampéao de diluicdo/lavagem nem
sobre a funcionalidade ou capacidade de expressao diagndstica do teste.
Conjugado de IgG ou IgM
Diluir o conjugado 1 + 100 com tampdao de diluicdo/lavagem no estado diluido final e misturar bem. Por cada amostra
de soro s&o necessarios 1,5 ml de solugédo de conjugado. Ver tabela de diluicdo do conjugado (ponto: “Esquema de
realizagéo do teste”).
Substrato
O substrato é fornecido pronto a usar.

Realizagéo do teste Imunoblot

Atencéo: As tiras de teste de nitrocelulose podem ser testadas apenas na respectiva classe Ig autorizada (ver

etiqueta na caderneta de blot e a designacdo que consta nas varias tiras de teste).

Para a realizac&o e avaliagédo correcta do LINE Treponema pallidum devera ser realizado em cada teste
também um controlo cut off especifico para cada parametro e cada lote.

Seite 5 von 9 REV 5
VIROTECH T. pallidum IgG & IgM LINE Immunoblot PT Freigabedatum: 17.11.2022 08:20



Para um diagnéstico seguro de Treponema pallidum, o LINE
deve ser efectuado no IgG e no IgM.

10.
11.

12.
13.
14.

15.

16.

O teste é realizado a temperatura ambiente.

Por cada amostra colocar 1 tira no sulco de uma tina de incubac¢&o limpa. Pegar as tiras apenas na ponta marcada
superior.

Pipetar sempre 1,5 ml de tampé&o de diluicdo/lavagem pronto a usar e colocar sobre o agitador. Verificar se a tira de
teste de nitrocelulose esta uniformemente coberta de liquido, pois enquanto se realiza o teste as tiras ndo podem
secar.

As tiras de teste de nitrocelulose reforcadas sdo humedecidas totalmente dentro de um minuto e podem ser incubadas
deitadas de costas, de barriga ou de lado.

Adicionar com a pipeta sempre 15ul de soro/plasma de paciente ou 100pl do controlo cut off / positivo / negativo,
se possivel no extremo superior marcado da tira. Incubar o soro de paciente e o controlo durante 30 minutos no
agitador. Ao pipetar e durante a seguinte remocao do liquido, estar com atencdo para que ndo haja contaminacdes
cruzadas das véarias amostras de paciente.

Aspirar totalmente o liquido dos sulcos ou deitar o liquido fora com muito cuidado. Ao deitar o liquido fora as tiras de
teste de nitrocelulose ficam agarradas ao fundo dos sulcos. Secar o liquido restante com um papel absorvente.

Lavar as tiras: Incubar sempre com 1,5 ml de tampao de diluicao/lavagem pronto a usar durante 3 x 5 minutos no
agitador. Aspirar o tampdao de lavagem sempre por completo ou deita-lo fora. Antes de proceder ao Ultimo passo de
lavagem preparar a quantidade necessaria de diluente de conjugado fresco (ver tabela).

Aspirar totalmente o liquido dos sulcos ou deita-lo fora (ver ponto 6)..

Pipetar sempre 1,5 ml do diluente de conjugado obtido para os respectivos sulcos de incubagéo e incubar durante 30
minutos no agitador.

Aspirar totalmente o liquido dos sulcos ou deita-lo fora.

Lavar as tiras: Incubar sempre com 1,5 ml de tampé&o de diluicao/lavagem pronto a usar durante 3 x 5 minutos no
agitador. Aspirar o tampéao de lavagem sempre por completo ou deita-lo fora. A seguir, lavar durante 1 x 1 minuto com
agua destilada/desionizada.

Aspirar totalmente o liquido dos sulcos ou deita-lo fora (ver ponto 6)..

Pipetar 1,5 ml da solug&o de substrato pronta a usar em cada sulco e revelar durante 10 + 3 minutos no agitador.
Parar a revelacéo da cor através da remogéao do substrato. A seguir, lavar as tiras 3 x com 1,5 ml de agua
destilada/desionizada, sem incubagé&o intermédia.

Deitar a agua destilada/desionizada fora e secar as tiras sobre um papel absorvente limpo. A coloragdo de fundo,
observada em tiras de teste de nitrocelulose humidas, desaparece totalmente quando as tiras estdo secas. Em
comparagao com as tiras de teste de nitrocelulose habituais, as tiras de teste de nitrocelulose reforgadas levam mais
tempo a secar.

Para a avaliagdo usar o registo de avalia¢cdo e a mascara especifica do kit que acompanham a embalagem. A escrita
nas bandas altamente especificas na folha de registo facilita a avaliagdo das amostras de paciente.

Esgquema do teste ver Ultima pagina

8.4

Utilizag&@o de processores Imunoblot

Para o processamento automatizado dos Blots e LINES estdo validados os seguintes aparelhos:
Apollo e Profiblot. Basicamente, sédo adequados todos os blots automaticos habituais.

9. Avaliacao do teste

Para uma avaliagdo segura, cada tira de LINE proporciona dois controlos:

1. Controlo do soro (= serum control):
A banda de incubacao do soro aparece apenas depois da incubacdo com soro de paciente, aparecendo por baixo da
linha de marcagéo (=markline).
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2. Controlo do conjugado (= conjugate control):
A tira LINE esta equipada com uma banda de controlo do conjugado que se torna visivel depois da incubagdo com o
respectivo conjugado.
O teste é valido se na tira de teste de nitrocelulose revelada estiver bem visivel tanto o controlo de soro como também o
controlo de conjugado interno.
A posicdo das bandas de soro e das bandas de controlo do conjugado consta na folha de registo.

9.1 Avaliacdo das amostras de paciente
Para a posicéo e designacéo das bandas reactivas, consulte a folha de registo.
Bandas IgG e IgM: TpN47, TmpA, TpN17, TpN15

9.2 Utilizag&o do controlo Cut off
As bandas cuja intensidade é mais fraca do que a banda cut off (Tpn 47) que s&o controlos cut off, ndo s&o incluidas na
avaliacdo. A banda TpN47 deve apresentar uma intensidade fraca.

Avaliacao das intensidades das bandas:
Banda TpN 47: A intensidade da banda TpN 47 do controlo Cut off determina a avaliagcdo de todas as bandas de

proteinas no
IgG e IgM do seguinte modo:

1
o

® |ntensidade menor do que banda TpN 47 do controlo Cut off
® |ntensidade igual a da banda TpN 47 do controlo Cut off =

® ntensidade mais forte do que banda TpN 47 do controlo Cut off = 2

A somadas intensidades de banda dé& a avaliagéo total.

9.3 Significado dos antigénios
Relag&o das proteinas recombinantes utilizadas do antigénio Treponema pallidum (5, 6).

Angénio / Significado dos antigénios Especificidade dos anticorpos no LINE
Designacao

TpN47
TmpA Marcador para uma sifilis priméaria, secundaria e
(TpN44,5) latente (5, 6)
TpN17
TpN15

Altamente especifico para todos os
estagios de infecgdo

Nota: A combinag&o dos antigénios altamente especificos apresentados no quadro orienta-se pelas especificagées
das patentes (proprietario S. Krell) N.°: DE 195 36 166 C1 e EP 0 855 032 B1, e as directrizes para o diagndstico
seroldgico da sifilis, MIQ 2001: sifilis (espinheiro-alvar) (4).

9.4 Critérios de avaliacdo
A interpretacéo dos resultados seroldgicos deve incluir sempre o quadro clinico, dados epidemioldgicos e outros resultados
analiticos disponiveis.

Avaliacéo I1gG Avaliacdo IgM
Soma da Interpretacéo Soma da Interpretagéo
intensidades de bandas intensidades de bandas
<3 Negativo <2 Negativo
=3 Notdrio(*) =2 Notério(*)
>3 Positivo >2 Positivo

(*): No caso de um resultado notério, deve solicitar-se um segundo soro e/ou consultar-se um outro processo de teste .
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9.5

Limites do teste
Um resultado rapido negativo ndo exclui completamente uma possivel infeccdo com Treponema pallidum. A amostra
pode ter sido colhida antes de surgirem anticorpos ou a concentragao de anticorpos fica abaixo do limite de
comprovagao do teste.
Em casos raros, os soros dos pacientes podem apresentar bandas “inversas (fundo escuro, bandas brancas); estes ndo
se destinam a ser avaliados, isto €, o Immunoblot ndo permite uma avaliag&o nestes casos. O soro deve ser verificado
com outros métodos seroldgicos.
N&o é possivel uma afirmacéo diagnéstica referente a neurosifilis e a sifilis de recém-nascido pois néo foram produzidos
0s respectivos soros ou amostras de liquido para avaliagdo.
Com base na elevada homologia DNA de T. pallidum subsp. pallidum (sifilis), endemicum (sifilis endémica Syphilis) e
pertenue (framboesiae, em ingl. yaws), em parte também Treponema carateum (Pinta?), deve esperar-se reactividades
cruzadas. Para a utilizagao de testes seroldgicos, isto significa que ndo é possivel uma delimitagdo de diagndstico
diferencial de treponematoses néo venéreas (4).
Em pacientes Lues latens em casos individuais pode ocasionar resultados discrepantes entre o 19S-IgM-FTA-ABS e
testes rapidos recombinantes ou também EIAs. A causa destas discrepancias permanece por esclarecer.
Na interpretacéo de resultados IgM isolados difusos ou positivos em gravidas, deve considerar-se a possibilidade de
presenca de anticorpos IgM multireactivos. Estes resultados devem ser esclarecidos mediante outros testes (19S-IgM-
FTA-ABS (IgM-ELISA) ou teste VDRL, ver “Significado diagnéstico®).
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11. Esquemade realizacdo do teste

Realizacdo do teste numa forma sucinta:

Incubagéo de amostras 30 minutos 15 pl de soro/plasma de paciente /100 pl de
controlo cada um em 15 ml de
diluicdo/lavagem

Lavar 3 x 5 minutos Com 1,5 ml tampé&o de diluicdo/lavagem

Incubacgéo do conjugado 30 minutos Com 1,5 ml de conjugado diluido (1 + 100)

Lavar 3 X 5 minutos Com 1,5 ml tampé&o de diluicdo/lavagem

1 x 1 minuto Com agua destilada/desionizada

Incubacgéo do substrato 10 £ 3 minutos Com 1,5 ml de substrato

Parar 3 x sem incubacdo intermédia Com 1,5 ml de &gua destilada/desionizada

Tabela de diluicdo do conjugado: (arredondado)

NUmero de tiras 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10

Tampdo de diluicao/lavagem| | o1 | 30m1 | 45ml | 60ml | 75mi | 9.0ml | 11.0ml | 12.0ml | 14,0mi | 15.0ml

Concentrado de conjugado | 45, |3 |45y |eoul |75 |9owl | 110 | 1204 | 140u | 1500l

Volume final 1,515ml| 3,03ml | 4,545ml| 6,06m!I | 7,575mlI| 9,09m! | 11,11mlI| 12,12ml1| 14,14ml1| 15,15m|

Namero de tiras 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20

Tampao de diluicao/lavagem| 1, o1 | 18.0mi | 20,0ml | 21,0ml | 23.0mi | 24,0ml | 26,0mi | 27.0ml | 29,0mI | 30,0ml

Concentrado de conjugado | 470, | 180 | 2004l | 2104 | 230u | 2404 | 260u | 27041 | 2004 | 3004l

Volume final 17,17ml| 18,18ml| 20,2m| | 21,21ml| 23,23ml| 24,24ml| 26,26ml| 27,27ml| 29,29mI | 30,3mlI

NUmero de tiras 21 22 23 24 25 26 27 28 29 30

Tampdo de diluicao/lavagem| 5, o1 | 33 omi | 35.0mi | 36.0ml | 38.0mI | 39.0mi | 41,0ml | 42,0ml | 44.0ml | 45.0ml

Concentrado de conjugado | 4,0, | 330, | 3504 | 360ul | 380ul | 390ul | 410u | 42041 | 440u | 4500l

Volume final 32,32ml| 33,33ml| 35,35ml| 36,36ml| 38,38ml| 39,39mI| 41,41ml| 42,42ml| 44,44ml| 45,45m|

NUmero de tiras 31 32 33 34 35 36 37 38 39 40

Tampdo de diluicao/lavagem| ,, o1 | 48 omi | 50,0mI | 51.0ml | 53.0ml | 54.0ml | 56,0ml | 57,0ml | 59,0ml | 60,0ml

Concentrado de conjugado | 1,0, | 450 | 5004 | 5104 | 530u | 5404 | 560u | 57041 | 590u | 600yl

Volume final

47,47ml | 48,48ml| 50,5ml | 51,51ml| 53,53ml | 54,54ml| 56,56ml| 57,57ml | 59,59ml| 60,6ml
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