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1. SCOP

Procedura descrie operatjunile necesare pentru executia testului TPHA, in scopul detectarii prezentei anticorpilor
antitreponemici in probe biologice, cu trusa . « syphagen TPHA » BioKit S.A.
Principiul testului : hematii de pui sensibilizare cu un extract antigenic de Treponema pallidum (Nichols)
aglutineaza in prezenta anticorpilor specifici din serul sau plasma pacientilor cu sifilis.
Reactiile nespecifice sunt detectate prin folosirea hematiilor martor nesensibilizate
Anticorpii fata de treponemele nepatogene, comensale, sunt absorbite printr-un extract de treponeme
Reiter, inclus in diluentul pentru probe.

2. DOMENIUL DE APLICARE

Procedura se aplica in diagnosticul sifilisului pentru confirmarea infectiei de catre personal autorizat in
Laboratorului ITS din  I.N.C.D.M.l. CANTACUZINO.. Se executa de rutina pe probe de ser si plasma, ocazional
se executa pe probe de LCR.

3. DOCUMENTE DE REFERINTA

3.1.Manualul Calitatii cod MC-EM-01

3.2.Bench-level Laboratory Manual for Sexually Transmited Diseases WHO/VDT/89.443
3.3. A Manual of Tests for Syphilis, 9t edition, ed. By S.A. Larsen et al., 1998

3.4. Ghid de Diagnostic si Tratament al Infectiilor Transmise Sexual, MSF 2001, Bucuresti
3.5. Prospectul utilizatorului, redactat de producator.

4. DEFINITII S| PRESCURTARI

4.1. Definitii
Test TPHA = test serologic treponemic (specific), confirma infectia cu Treponema pallidum, detectand
anticorpii specifici prin reactia de hemaglutinare indirecta.

4.2. Prescurtari

TPHA = Treponema pallidum HaemAgglutination
ITS = Infectii cu Transmisie Sexuala

ID/SN = numar de identificare/numar de serie

5. DESCRIEREA ACTIVITATII
5.1. Conditii prealabile

e Temperatura camerei de lucru trebuie sa fie de 20-25°C.

o Fiecare lot nou de truse se evalueaza comparativ cu lotul anterior. In afara de procedura de control al
calitatii reactivilor, recomandata de producator, se adauga si testarea unor seruri de reactivitate
cunoscuta. Daca se obtin rezultate discrepante (diferenta de mai mult de o dilutie binara in plus sau
minus) lotul nou se respinge.

e Probele de testat trebuie sa corespunda din punct de vedere cantitativ (min. 0.5ml) si calitativ. Nu se
testeaza probe de ser tinute mai mult de 5 zile la 2-8°C, probe de plasma tinute mai mult de 72h la 2-
80C sau congelate, probe hemolizate, lipemice, contaminate bacterian/fungic.

e Personalul desemnat sa execute testarile trebuie sa aiba calificarea/experienta necesara.
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5.2. Resurse necesare
e Trusa syphagen TPHA (reactivi listati in prospectul trusei)
Reactiv antigen = suspensie de hematii de pasare sensibilizate, gata de folosit
Reactiv martor = suspensie de hematii de pasare nesensibilizate, gata de folosit
Diluent = solutie de tampon fosfat salin continand continand componente solubile din T.Reiter si
agenti de stabilizare
Ser martor pozitiv = ser imun de iepure, prediluat 1/20; titrul este indicat pe eticheta, (o diferenta de o
dilutie in plus sau in minus este admisibila)
Ser martor negativ = ser normal de iepure, prediluat 1/20

* Toti reactivii contin < 0.1% azida de sodiu
Precautii : datorita azidei de sodiu, reactvii se arunca la canal sub jet puternic de apa.
Pastrare : reactivii NU se ingheata; raman stabili daca se pastreaza la 2-8°C

e Materiale suplimentare:
- pipete automate de 20- 200ul (ID)si conuri de prelevare galbene
- microplaci cu 96 godeuri, fund in U
- hartie de filtru
- vas cu dezinfectant (hipoclorit de sodiu 0.5-1%) /detergent pentru varfurile folosite
- manusi latex

5.3. Executia testului TPHA
Testul se executa pe probe de ser (proba de electie) sau plasma, calitativ (dilutie standard 1/80)
sau semicantitativ (dilutii binare incepand cu 1/80).

Executia operatiunilor in succesiunea lor, rezultatul verificarilor si calculele necesare se inregistreaza in
Fisa de Lucru cod F-PS-EM-03-01.

5.3.1. Etape preliminare

e Se pregateste spatiul de lucru pentru executarea procedurii i asigurarea masurilor de
biosiguranta:
Se elibereaza locul de obiectele care nu sunt necesare,
Se aduce vasul cu dezinfectant (ex. hipoclorit de sodiu 05-1%) pentru dispenserele si
tipsurile folosite ; stative potrivite
e Se scot reactivii, probele, din frigider (+2+8°C) si se lasa in repaos pe masa de lucru 30min.
e Se completeaza schema de lucru in Fisa de lucru, in functie de testul cardiolipinic (VDRL
respectiv RPR) care se executa pe aceleasi probe.

5.3.2. Pregatirea probelor pentru testare

e Se contoleaza aspectul probelor si, daca este nevoie, se clarifica prin centrifugare (5min
1200rpm).

5.3.3. Executia testului calitativ
Pentru fiecare proba sunt necesare 4 godeuri (in sens orizontal) de pe placa de microtitrare

e Se omogenizeaza suspensiile de hematii sensibilizate si martor (miscare de rotire, fara sa se

produca spuma)
e Se executa dilutia (exemplu pentru un ser) :
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e Sepun 25ul diluentin godeul 1, 3 si 4
e Se pun 100yl diluent in godeul 2
e Seadauga 25l de ser in godeul 1 (dilutie ser 1/2), se amesteca si se transfera 25ul in
godeul 2
e Se amesteca bine (dilutie ser 1/10) si in continuare se transfera 25ul in godeul 3 din care,
dupa amestecare, se arunca 25ul (dilutie ser 1/20)
e Se transfera alti 25ul din godeul 2 in godeul 4 din care, dupa amestecare, se arunca 25l
(dilutie ser 1/20)
Pentru martorii de trusa/reactie se repartizeaza, pe alte randuri, in godeurile corespunzatoare (3 si 4)
cate 25ul din serurile martor negativ si respectiv martor pozititiv, prediluate 1/20; in alte doua godeuri,
in aceeasi pozitie (3 si 4) se repartizeaza 25l diluent
Se omogenizeaza din nou, usor, pe rand suspensiile de hematii si se adauga :
75ul din suspensia de hematii martor pe verticala in godeurile 3 (si corespunzator pentru toate
probele)
75ul din suspensia de hematii sensibilizate pe verticala in godeurile 4 (si corespunzator pentru toate
probele)

Dilutia finala pentru toate serurile va fi 1/80

Se agita usor continutul godeurilor 30 sec., batand usor marginile placii

Placa se acopera cu capacul si se incubeaza la temperatura camerei 45-60min, pe o suprafata
plana, departe de orice sursa de caldura sau de vibratie
Citirea rezultatelor se face macroscopic, notandu-se gradul de aglutinare in Fisa de rezultate.

5.3.4. Executia testului semicantitativ

Fiecare test necesita 8 godeuri

Pregatirea dilutiilor de ser : se porneste de la dil 1/10 ramasa in godeul 2- vezi procedura pentru

testul calitativ

e Se pun cate 25ul diluent in goderile 1-8 (un sir orizontal separat)

o Se transfera in godeul 1, 25ul din dilutia 1/10 facuta anterior, se amesteca bine si se transfera
25ul in godeul 2, se amesteca si se repeta operatiunile pana la godeul 8, din care se arunca
25l

o In paralel se folosesc dilutiile binare de ser martor pozitiv, tinand cont de faptul ca este prediluat
1/20 (in godeul 1 nu se mai adauga diluent)

Se omogenizeaza suspensia de hematii sensibilizate si se adauga cate 75ul in fiecare godeu 1-8

Se agita continutul godeurilor 30 sec., batand usor marginile placii

Placa se acopera cu capacul si se incubeaza la temperatura camerei 45-60min, pe o suprafata

departe de o sursa de caldura si evitandu-se orice sursa de vibratie

Citirea rezultatelor se face macroscopic, notandu-se gradul de aglutinare in Fisa de rezultate.

5.3.5. Aprecierea rezultatelor

Citirea martorilor (test calitativ) Notare Interpretare
Diluent + hematii sensibilizate - Negativ
Diluent + hematii nesensibilizate - Negativ
Martor ser pozitiv + hematii sensibilizate 4+ Pozitiv
Martor ser negativ + hematii sensibilizate - Negativ
Martori (proba +hematii nesensibilizate) - Negativ
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Citirea probelor (test calitativ) Notare Interpretare
Reteaua de aglutinare acopera tot fundul godeului; 4+ Pozitiv
marginile pot uneori sa cada spre interior
Reteaua de aglutinare acopera partial fundul godeului 3+ prezenti anticorpi
Reteaua de aglutinare este inconjurata de un inel de 2+ anti -T.pallidum
hematii =
Retea de aglutinare de diametru redus, inconjurata de un 1+ Infectie activa
inel gros de hematii sau in
antecedente
Buton de hematii cu o deschidere in centru + La limita
nivel de anticorpi scazut
sau rezidual
(se repeta)
Buton de hematii cu / fara o foarte mica gaura in centru - Negativ
absenti anticorpi
anti -T.pallidum
(vezi limite test)
Citirea testului semicantitativ
Titrul aproximativ = cea mai mare dilutie cu rezultat 1+ Pozitiv

5.3.6. Utilizarea testului TPHA pentru probe de LCR
e Dilutii LCR:
o Dilutia 1/4 = 25ul LCR + 75ul hematii sensibilizate
e Dilutia 1/20 = 5ul LCR + 20pl diluent + 75l hematii sensibilizate
e Interpretarea rezultatelor :
Rezultatul este pozitiv numai daca dilutia 1/20 este pozitiva.
Probele care prezinta aglutinare la dilutia 1/20 trebuie repetate in
dinamica pentru a se verifica 0 eventuala evolutie.

5.3.7. Validarea testarii

o Rezultatele testarii se valideaza numai daca martorii pentru reactivil din kit (diluent, hematii
sensibilizate, hematii nesensibilizate, ser negativ, ser pozitiv) dau rezultatele specificate

e Pentru ca rezultatul unui ser sa fie validat si interpretabil, nu trebuie sa aglutineze hematiile
nesensibilizate

e Incazul in care un ser aglutineazi hematiile martor, rezultatul testului nu se ia in consideratie, se
repeta testul pe alta proba sau, de preferat, executarea unui alt tip de test treponemic (ex. FTA-Abs,
ELISA).

5.4. Limitele testului

S-au semnalat rezultate fals pozitive pe probe de plasma; pentru repetarea testarilor la probe de plasma
initial pozitive sau la limita trebuie sa se foloseasca specimene de ser.

Anticorpii anti-treponemici pot sa persiste perioade lungi de timp, chiar dupa tratament eficient. Din acest
motiv pentru evaluarea tratamentului se utilizeaza testele cardiolipinice (RPR / VDRL) semicantitative.
Testul TPHA semicantitativ este util doar pentru probabile cazuri de sifilis congenital ( a se vedea dg.
sifilisului congenital).
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In principiu, numai cu TPHA nu se poate diferentia intre o infectie activa si o infectie tratata sau nu in
antecedente; in acest scop este utila asocierea cu un test cardiolipinic

Datorita faptului ca sensibilitatea TPHA in sifilisul recent este mai scazuta cu 4-8% decat a FTA-Abs, pot
sa apara rezultate fals negative in unele cazuri de infectii primare f.recente.

Testul TPHA poate da reactii incrucisate cu alte forme de infectii treponemice. Deasemenea s-au descris
rezultate fals pozitive la unele cazuri cu mononucleoza infectioasa, lepra, tuberculoza, boli autoimune, la
persoane aparent sanatoase, dupa viroze sau care folosesc droguri

5.5. Surse de eroare

Erori de repartizare/pipetare

Contaminarea reactivilor sau mixarea reactivilor din truse diferite.

Nerespectarea conditiilor de pastrare a reactivilor

Utilizarea unor probe lipemice, puternic icterice sau contaminate

Utilizarea unor microplaci necorespunzatoare : cu godeuri zgariate, defecte sau, refolosite (dupa spalare )

6. RESPONSABILITATI

Procedura este efectuata de catre asistent medical.
Verificarea executiei procedurii este efectuata de catre seful de laborator.

7. FORMULARE / INREGISTRARI, DOCUMENTE CONEXE

7.1. FORMULARE / INREGISTRARI

7.1.1. FISA LUCRU TEST TPHA TRUSA "syphagen TPHA’ Cod :

7.1.2. FORMULAR INREGISTRARE REZULTATE TEST VDRL / RPRITPHA Cod :
7.2. DOCUMENTE CONEXE

7.2.1. PROCEDURA SPECIFICA DETECTAREA ANTICORPILOR ANTICARDIOLIPINICI PRIN
MICROREACTIA VDRL Cod :

7.2.2. PROCEDURA SPECIFICA DETECTAREA ANTICORPILOR ANTICARDIOLIPINICI PRIN
TESTUL RPR Cod :

8. ANEXE

Anexa 1. Model FISA LUCRU TEST TPHA TRUSA "syphagen TPHA” Cod :
Anexa 2. Model FORMULAR INREGISTRARE REZULTATE TEST VDRL / RPR/TPHA Cod
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ANEXA 1
IN.C.D.M.I. FISA DE LUCRU
CANTACUZINO Nr. din data de :
LNR [TS TEST TPHA
cod:

Tip probe de analizat:ser [ ] D probe de analizat :
Plasma[ ]

Reactivi : Trusa “Syphagen TPHA” Lot : Expira la : Temp. camera: 0C

Etape de lucru

1. Pregatirea postului de lucru [ ]

2. Reactivi trusa, probe repaus 30min. la temp.+ 23+290C ora:
3. Completarea schemei de lucru [ ]

4. Dilutia martori/probe in diluent proba (final 1/80)

Testcalitativ [ | Testcantitativ [ |
Codeu 1 Codeu 1 -8
25l diluent +25ul ser 25l diluent +25ul ser

codeu 2.ceececee.

100ul diluent +25ul dil.1 .....— 25l dil.1/10 Godeu 1 =dil.2 ]
Godeu 3 I 25u1 dil.
25l diluent +25ul dil.2 Godeu 2 75ul hematii
Godeu 4 ! 23,1 dil
25ul diluent +25ul dil.2 \’
Godeu 8 — se arunca 25l dil

5. Omogenizare suspensie hematii nesensibilizate (flacon dop rosu) [ ]
Godeu 3  75ul hematii control (dil. finala 1/80)

6. Omogenizare suspensie hematii sensibilizate (flacon dop albastru) [ ]
Godeud4  75ul hematii test (dil. finala 1/80)

7. Agitare 20 sec., incubare 1h (+ 5min.), 23-29°C ora:

8. Citire aglutinare [ ]

9. Validarea testului
(martori pozitiv si negativ) DA ] NUT ]

10. Inregistrarea rezultate in Formular inregistrare rezultate

Executant: Verificat (functie, nume, semnatura):
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