Instrucdes de Uso

Inmunofluor FTA / Abs

Teste de imunofluorescéncia indireta para a determinacdo de anticorpos contra o Treponema pallidum
em soro humano e liquidos bioldgicos.

70 - 140 determinacdes
USO DIAGNOSTICO IN VITRO
Introducéao

A sifilis € uma doenca infecciosa sistémica causada pelo Treponema pallidum, que se caracteriza
clinicamente por uma lesdo priméaria, uma erupcdo secundaria que afeta a pele e as membranas
mucosas, largos periodos de laténcia e lesdes tardias na pele, 0ssos, visceras e sistema nervoso central e
cardiovascular. A lesdo primaria aparece cerca de 3 semanas depois da exposi¢do, em forma de papula
no local de invaséo inicial; depois se ulcera e apresenta diversas formas, entre as quais a mais tipica,
embora ndo seja a mais frequente, € um cancro duro.

A invasdo na corrente sanguinea precede o surgimento da lesdo priméaria e em geral esta é seguida por
uns botdes satélites duro, fixos e indolor. Ao final de 4 a 6 semanas, mesmo sem tratamento especifico,
comecga a involugdo do cancro e pode surgir uma erupcgdo secundaria generalizada acompanhada de
sintomas organicos leves. As manifestacfes secundarias desaparecem espontaneamente em um periodo
que varia desde algumas semanas até 12 meses, seguidas por um estado de laténcia clinica que pode
durar semanas ou anos. Nos primeiros anos pode ocorrer uma recorréncia de lesdes infecciosas na pele e
nas mucosas ou desenvolvimento de lesBes nos olhos e no sistema nervoso central. As vezes, este
estado de laténcia dura toda a vida; outras vezes ocorre uma cura espontanea. Em outros casos,
ocorrem de modo imprevisivel lesfes incapacitantes no sistema cardiovascular e no SNC. Podem surgir
lesdes destrutivas (ndo infecciosas), na pele, visceras, ossos e superficies mucosas.

A sifilis precoce adquirida ndo é mortal nem produz incapacidade grave, mas as manifesta¢des tardias
ameacam a vida, afetam a saude e limitam a produtividade do individuo.

As infeccdes fetais ocorrem com muita frequéncia no caso de infec¢do primaria materna ndo tratada. As
manifestacdes clinicas podem estar presentes no nascimento, mas em geral sdo observadas entre a
terceira semana e 6 meses de idade. Os sintomas de uma sifilis congénita precoce incluem uma erupcédo
cutanea, lesbes na membrana mucosa, anemia e osteocondrite dolorosa localizada nos ossos grandes. As
manifestacfes tardias da sifilis congénita incluem cegueira, deformac¢do de ossos e dentes, surdez e
goma.

A sorologia é um aspecto critico no diagndstico de sifilis. S&o utilizados dois tipos de testes diferentes:
a) provas com antigenos néo treponémicos (VDRL, RPR, etc.)
b) provas com antigenos treponémicos (FTA - Abs, imobilizagdo de T. Pallidum, hemoaglutinacao, etc.)

A reacdo Inmunofluor FTA / ABS é um método confirmatério para o diagndstico de sifilis. Sua alta
sensibilidade e especificidade ja foram demonstradas e € recomendada como técnica confirmatdria, em
investigagdes prévias a técnicas inespecificas.

Em 1941(1), Deancon, Falcone e Harris (2) investigaram antigenos do Pneumococo em tecidos e em
1957, desenvolveram uma prova de deteccdo de anticorpos treponémicos para sifilis, usando
imunofluorescéncia com anti-gamaglobulina humana marcada com isotiocianato de fluoresceina. Em
1960, Deacon e Col. (3) , minimizaram a incidéncia de falsos positivos do método, introduzindo na reagao
uma dilui¢do do soro 1/200 (FTA-200).

INTERLAB DISTRIBUIDORA DE PRODUTOS CIENTIFICOS S/A.
Praca Isaac Oliver, 342 - Sdo Paulo - SP - Brasil
Depto. Cientifico: Fone: (11) 5564-9527 - Fax: (11) 5564-9520
e-mail: interlab@interlabdist.com.br

infePIab



O atual procedimento de FTA-Abs foi desenvolvido em 1964 por Hunter e Col. (4), como uma
modificacdo do teste original FTA de Deacon. Hunter (4) demonstrou que a nao especificidade da prova
FTA era causada por antigenos comuns a muitos Treponemas e que a absorcao dos anticorpos comuns
de cultivos de Treponemas em individuos portadores de sifilis, conjuntamente com a diluicdo 1/5 do soro
problema, apresentava uma grande sensibilidade e especificidade.

Fundamentos do método

A técnica de anticorpos fluorescentes fundamenta-se na capacidade dos anticorpos de unir-se a
determinados corantes fluorescentes sem alterar suas propriedades imunoldgicas. Isto permitiu
desenvolver métodos de testes com grande aplicagdo no diagnéstico sorolégico de diversas
enfermidades. O teste de anticorpos fluorescentes Inmunofluor FTA / ABS utiliza o método indireto,
descrito por Weller e Coons em 1954. O procedimento é formado por duas reacfes. Na primeira etapa, o
soro do paciente é colocado em contato com o substrato antigénico. Se os anticorpos estiverem
presentes no soro, estes se ligam ao antigeno, formando um complexo antigeno-anticorpo. Se o soro
testado ndo contém anticorpos dirigidos contra este antigeno em particular, ndo se formara o complexo
antigeno-anticorpo e todos os componentes do soro serdo eliminados na etapa de lavagem. Na segunda
etapa adiciona-se uma antigamaglobulina humana marcada com isotiocianato de fluoresceina. Na
segunda etapa, se o complexo antigeno-anticorpo formou-se na primeira etapa, a antigamaglobulina
marcada fluoresceina adere-se ao mesmo. Podera ser observada uma reacao positiva, com fluorescéncia
verde maca brilhante, através de um microscopio de fluorescéncia.

Procedimento

1.Reconstituir o tampéo salina fosfato (PBS) por diluicdo em 1 litro de 4gua destilada. Conservar o
tampéao reconstituido entre 2-8° C.

2. Retirar as laminas necesséarias para trabalhar e deixar durante 15 minutos a temperatura ambiente.

3. Preparar uma diluicdo 1/5 dos soros controles e das amostras com o absorvente. Por exemplo: 10 pl
de amostra + 40 ul do absorvente.

4. Cobrir generosamente as areas reagentes com as respectivas diluicdes do controles positivo, negativo
e das amostras.

5.Incubar na camara umida 30 minutos a temperatura ambiente.
6.Lavar com PBS, em duas etapas de lavagem com durac¢ao de cinco minutos cada uma.

Colocar as laminas na jarra de Coplin contendo PBS, agitando suavemente durante as etapas de
lavagem.

7. Diluir a antigamaglobulina total humana marcada com isotiocianato de fluoresceina no PBS, de acordo
o titulo indicado no frasco (Por exemplo, Titulo: 1/100 - Colocar 0,01 ml de antigamaglobulina em 1 ml
de PBS).

Titulo:

8. Secar cuidadosamente as bordas laterais externas da lamina com papel absorvente, mantendo imidas
as areas reagentes.

9.Cobrir cada area reagente com a diluicdo de anti-gamaglobulina e incubar no cAmara imida 30 minutos
a temperatura ambiente.

10.Repetir os passos 7 e 9.

11. Colocar o meio de montagem sobre a lamina e cuidadosame nte cobrir a area reagente com a
laminula sem pressionar fortemente
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NOTA: Para obter bons resultados, recomenda-se ler imediatamente no microscoépio de fluorescéncia. Se
as laminas forem conservadas, selar suas para prevenir a secagem do meio de montagem e estocar
entre 2-8° C ao abrigo da luz.
Instrugbes de armazenagem

Os kits reagentes sao estaveis até data de validade marcada na embalagem, ndo podendo ser utilizados
apos a mesma.

Conservar o kit reagente entre 2-8°C.

Componentes do kit reagente

1. LAminas com 7 &reas reagentes cada uma, sendo 2 4reas para controles e 5 areas para amostras.
Cada area reagente contém suspensao de Treponema pallidum, cepa Nichols (aproximadamente
10.000 a 15.000 Treponemas por pogo, ou seja, 10 pl).

e 20 laminas - Para 140 determinacgdes

e 10 laminas - Para 70 determinacdes

2.Anti-gamaglobulina total humana marcada com isotiocianato de fluoresceina. Diluir de acordo com o
titulo 1/600, mas pode estar entre 1/3000 a 1/6000.

1 frasco x 0,30 ml - Para 140 determinacdes

1 frasco x 0,20 ml - Para 70 determinacdes

3. Soro humano controle positivo - Diluir como as amostras.

1 frasco x 0,30 ml - Para 140 determinacdes

1 frasco x 0,20 ml - Para 70 determinacdes

4. Soro humano controle negativo - Diluir como as amostras.

1 frasco x 0,30 ml - Para 140 determinacdes

1 frasco x 0,20 ml - Para 70 determinacdes

5. Absorvente preparado de cultivo de Treponema cepa Reiter para remover os anticorpos treponémicos
nos sifiliticos.

1 frasco x 5 ml - Para 140 determinacdes

1 frasco x 2,5 ml - Para 70 determinacdes

6. Tampao salina fosfato(PBS), pH 7,2 = 0,2. Frasco para reconstituir com 1 litro de agua destilada.

5 frascos para 70 determinacdes

3 frascos para 70 determinacdes

7. Meio de montagem (glicerina tamponada 9 partes, com tampéao fosfato pH 7.2 1 parte e azida sédica
0,01%) - 1 frasco x 5 ml. Pronto para uso.
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8. Laminulas

e 20 - Para 140 determinacfes

e 10 - Para 70 determinacdes

Estabilidade dos reagentes reconstituidos

O tampao fosfato salino reconstituido é estavel até 15 dias, se conservado entre 2-8°C.

Para periodos mais prolongados de armazenamento, adicionar 0,1% de azida sdOdica, para evitar
contaminacgdes.

Material necessario, mas n&o fornecido

1. Agua destilada ou deionizada para preparo do PBS

2. Tubos para hemolise (ou semelhantes) e estantes para tubos
3. Pipetas para preparar as diluicGes

4. Camara umida

5. Proveta de 1 litro

6. Jarras de Coplin ou semelhantes

7. Timer de O a 60 minutos

8. Microscopio de Fluorescéncia equipado adequadamente
9. Esmalte para unhas para selar as laminas

Coleta das amostras

1. O desempenho 6timo do teste IFI do kit reagente Inmunofluor FTA-Abs depende do uso de
amostras de soro frescas. Deve ser evitado o uso de soros hemolisados, lipémicos ou contaminados.

2. Se o soro for testado até 3 dias apo6s a coleta, estocar entre 2-8° C.

3. Para periodos de armazenamento mais prolongados, congelar a-20°C. Evitar ciclos de congelamento-
descongelamento repetidos das amostras, considerando que isto pode induzir a uma deterioracéo dos
anticorpos.

4. Ocasionalmente, as amostras podem conter enzimas proteoliticas, as quais digerem o substrato. Em
geral, isto ocorre com amostras contaminadas com microrganismos. A inativa¢cdo por calor a 56°C
durante 30 minutos, reduz a atividade enzimatica.

Interpretacédo dos resultados

Critérios de leitura e recomendacbes

Critério de positividade: Em caso de soros positivos os treponemas se observam corados com uma tipica
fluorescéncia verde macga.
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Critério de negatividade:

a) Auséncia total de fluorescéncia

As espiroquetas podem ser observados em campo escuro com a adi¢do de laranja de acridina sob
microscopio de fluorescéncia.

b) Coloracdo muito fraca

Reacdo Indeterminada: Existem reac¢8es FTA Abs com resultados indeterminados. Uma reacdo
indeterminada em amostra de um paciente significa que o resultado ndo pode ser interpretado como
positivo nem como negativo. Se for a primeira amostra, deve ser feito um novo teste FTA Abs em uma
segunda amostra do paciente. Se a segunda amostra apresentar o mesmo resultadoindeterminado, ndo
€ possivel estabelecer de modo definitivo se o paciente apresenta ou ndo, prova sorolégica de infeccéo
sifilitica. Neste caso sugere-se utilizar uma técnica alternativa (ELISA, MHATP) e realizar um estudo
cuidadoso do histérico do paciente e dos sinais fisicos, baseando-se no diagndstico em evidéncias
clinicas.

Gradientes de intensidade de fluorescéncia

A intensidade de fluorescéncia pode ser semiquantificada de acordo a seguinte norma, estabelecida pelo
CDC - "Centro de Controle de Doencas” de Atlanta, Georgia.

4 (+) Fluorescéncia maxima: verde maca brilhante.

3 (+) Fluorescéncia verde maca brilhante luminosa.

2 (+) Fluorescéncia verde maca definida clara.

1 (+) Fluorescéncia verde maca opaca, porém diferencavel.
0 Nao fluorescente ou sem fluorescéncia visivel.
Controle de qualidade

Devem ser incluidos controles positivos e negativo em cada teste. Para que o teste seja validado, deve
comprovar-se que os resultados para os controles estdo corretos.

Origem dos padrdes utilizados

*Fluorescein Isothiocyanate (FITC) labelled sheep anti-human Immunoglobulin for the demonstration of
specific antibodies in human serum/CLB, Amsterdam/WHO International Standard.

*The International standard for syphilitic human serum (1st International standard preparation / Statents
Serum Institut WHO/ Denmark).

Caracteristicas do sistema

Sensibilidade

A sensibilidade do teste Inmunofluor FTA / Abs é dependente do estidgio da doenca Podem ocorrer
resultados falsos negativos em laboratério no caso de infecgdo precoce, antes dos anticorpos se

desenvolverem. O teste Inmunofluor FTA / Abs torna-se positiva uma semana ap6s o surgimento da
lesé@o primaria, e os titulos permanecem altos na laténcia e apds o tratamento.
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Sensibilidade comparativa em diferentes métodos sorolégicos em sifilis ndo tratada (% de positividade)

ESTAGIO DA DOENGA PROVAS NAO PROVAS TREPONEMICAS
TREPONEMICAS
(VDRL-RPR) FTA-Abs MHA-TP
PRIMARIO 50-70% 80-90% 70-80%
SECUNDARIO 99% 99-100% 99-100%
TERCIARIO 60-75% 98% 98%

Especificidade

A absorcao do soro com cultivos de Treponemas nao sifiliticos remove anticorpos dirigidos contra outras
espécies de treponema, diferentes de T. Pallidum, outorgando alta especificidade ao Inmunofluor FTA
/ Abs.

Podem ser encontrados resultados falsos positivos biol6dgicos em pacientes com doencas crdnicas tais
como lepra, malaria, colagenopatias e doencas auto-imunes.

As recomendacdes da OMS séao de realizar o screening diagndstico com provas tais como VDRL e RPR e
utilizar o teste FTA Abs como uma técnica confirmatoria.

Poténcia

A poténcia das preparacgdes locais de antigamaglobulina total marcada com isotiocianato de fluoresceina
foi medida em relagcdo ao Padrao Internacional "Fluorescein Isothiocyanate (FITC) labelled sheep anti-
human immunoglobulin for the demonstration of antibodies in human serum” /CLB, Amsterdam /WHO
INTERNATIONAL STANDARD. Atividade das antigamaglobulinas totais FITC locais, em compara¢do com o
padrdo internacional: 4000-8000 IU/ml.

Através da padronizagdo com o padrao internacional, assegura-se a uniformidade do teste, estabelecendo
padrdes de trabalho internos positivos e negativos, Uteis em controle de qualidade da metodologia.

Estabilidade

Se a temperatura de estocagem for constante, os reagentes contidos no kit reagente sao estaveis até a
data de validade impressa nos rotulos internos e externos, ndo podendo ser utilizados apods esta data.

Precaucoes

1. Os componentes de soro humano utilizados na preparacdo dos controles deste kit reagente
apresentaram resultados ndo reagentes para a presenca de antigeno de superficie de Hepatite B
(HBsAQ), anticorpos anti-virus da imunodeficiéncia humana 1 (HIV-1) e Hepatite C. Considerando-se que
nenhum teste diagnéstico pode oferecer uma seguranca absoluta a respeito da auséncia dos virus HIV e
Hepatite B ou outros agentes infecciosos, as amostras e os reagentes fabricados com materiais de origem
humana devem ser tratados como potencialmente infectantes.

2. N&o usar os reagentes contidos no kit reagente apods a data de validade impressa na embalagem.

3. Todas as incubacgfes devem ser realizadas em camara Gimida.
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4. Devem ser mantidas Umidas as areas reagentes durante toda a técnica (evitar qualquer técnica de
secagem artificial como: secagem ao ar com estufa e/ou secadores). Apds as etapas de lavagem,
recomenda-se remover o0 excesso de umidade com papel absorvente; secar apenas nas bordas laterais
externas das laminas, sem secar entre as areas. Cobrir imediatamente, generosamente com a diluicdo
conveniente de antigamaglobulina e/ou com o meio de montagem, de acordo com a etapa
correspondente.

5. Alguns dos componentes deste kit reagente contém azida s6édica como conservante. Ha relatos que a
azida sddica pode reagir com o chumbo e o cobre das tubula¢gdes de dgua formando compostos
explosivos. Ao se descartar os reagentes, deixar fluir dgua em abundancia para evitar a formacao
destas azidas metalicas explosivas.

6. Nunca pipetar com a boca ou permitir que amostras de pacientes entrem em contacto com a pele.

7. Todos os materiais usados neste teste, incluindo-se os reagentes, amostras e materiais para limpeza
devem ser descartados de maneira que se inativem os agentes infecciosos. Recomenda-se utilizar na
descontaminacao, hipoclorito de sédio a 1%, durante um periodo de tempo igual ou acima de 30
minutos.

8. Somente para uso diagnostico in vitro.
Limitacdes

1. O usuério do kit reagente deve realizar uma cuidadosa leitura e compreensao destas instru¢gdes de
uso. O cumprimento exato do protocolo é indispensavel para se obter resultados confiaveis.

2. Existem reacOes FTA Abs com resultados indeterminados. Uma reacdo indeterminada em uma amostra
de paciente significa que o resultado n&o pode ser interpretado com reagente e nem como nao
reagentes. Se for a primeira amostra, deve ser feita uma nova reacdo FTA Abs em uma segunda amostra
do paciente. Se a segunda amostra também apresentar o mesmo resultado indeterminado, néo sera
possivel estabelecer de maneira definitiva se o paciente apresenta ou néo prova sorolégica de infec¢céo
sifilitica. Neste caso, sugere-se utilizar uma técnica alternativa (ELISA, MHATP) e realizar um estudo
cuidadoso do histdrico do paciente e dos sinais fisicos, baseando o diagndstico nas evidéncias clinicas.

3. O excesso de lipideos no soro a testar produz uma reacéo "filming" (pelicula que recobre a reacéo
especifica). Um técnico experiente e treinado com capacidade de diferenciar uma reacédo "filming"" de
uma reacgao especifica.

4. A intensidade e reatividade do ponto final de uma reacédo em técnica de IFI podem ser afetadas pelo
microscoépio de fluorescéncia utilizado.

5. Existem dois tipos de reag¢des falso positivo na técnica FTA Abs: umas relacionadas com fendmenos
biolégicos ocorridos no paciente e outras relacionadas com a condicdo clinica do paciente. Neste ultimo
grupo, as doencgas do tipo auto-imune, fundamentalmente o lupus eritematoso sistémico (LES), séo as
mais comuns. Em pacientes com LES, podem ser observados dois tipos de reac¢éo positiva com a técnica
FTA Abs, uma delas apresenta um padréo de coloracdo em forma de "contas de rosario" e a outra um
padréo de coloracdo homogéneo. Em todos estes casos, sugere-se realizar um outro teste, com técnicas
alternativas tais como MHATP ou ELISA.
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