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RPR PRUEBA PARA LA DETECCION DE LA SIFiLIS

Para diagnéstico in vitro

Numero de Catélogo Tamano
900100 100 pruebas
900500 500 pruebas

OBJETIVO DE LA PRUEBA

La prueba RPR de ASI (rapid plasma reagin) para el diagnostico de la sifilis es una prueba de floculacién no treponemal
cualitativa y semicuantita-tiva para la deteccion de los anticuerpos réagines en el suero y el plasma humana para la detecciéon
seroldgica de la sifilis. Estos materiales estan destinados solamente a profesionales de la salud.

INTRODUCCION

Treponema pallidum, el agente etiolédgico de la sifilis, induce la produccion de al menos dos tipos de anticuerpos en las infec-
ciones humanas: anticuerpos antitréponémicos que pueden ser detectados por el antigeno FTA-ABS (1) y anticuerpos anti no
tréponemicos (réagines) que pueden ser detectados por el antigeno RPR (2).

PRINCIPIO DE LA PRUEBA

RPR de ASl es una prueba macroscépica de floculacion no treponemal que en 8 minutos detecta los anticuerpos réagines. El
antigeno con microparticulas de carbén RPR mejora la distincion visual entre los resultados positivos y negativos. El anticu-
erpo de tipo-réagine se une al antigeno que esta formado por un complejo de particulas de cardiolipina, lecitina y colesterol
con carbon activado; el resultado de esta reaccidn antigeno-anticuerpo es una floculacién macroscépica.

REACTIVOS
+ Antigeno con particulas de carbén - 0,003% Cardiolipina, 0,020 - 0,022% lecitina, 0,09% Colesterol, Carbdn (activado)
mejora la visualizacion, tampon fosfato, 0.1% azide de sodio, como preservante y estabilizadores.
« Controles (Positivo, débilmente positivo, negativo) - suero humano o plasma défibrinado (liquido) en 0,1% de azida de
sodio como preservante.

PRECAUCIONES DE USO
Para diagnéstico in vitro
1. Los REACTIVOS RPR de ASI contienen azida de sodio. Las azidas al contacto con canerias de plomo y de cobre pueden
reaccionar y formar azidas metalicas altamente explosivas. En la eliminacion de los reactivos que contienen azida, enjua-
gar abundantemente para evitar la formacion de azidas metalicas.

2. Los CONTROLES RPR de ASI contienen | suero o plasma humana de donantes probados negativos para la presencia de
anticuerpo antiHBsAg, anti-HIV-1, anti-HIV-2 y anti HCV. Ninguna prueba ofrece completa seguridad de que los agentes
infecciosos estan ausentes, los CONTROLES deben tratarse como potencialmente infeccioso y con precaucion. El manual
de salud CDC/NIH “Biosafety in Microbiologi cal and Biomedical Laboratories” describe como tratar este material de
acuerdo con la Guia de Buena Ejecucion de Analisis de biologia médica (GBEA).

3. No pipetear con la boca.
4. No fumar, comer, beber o aplicar productos cosméticos en las zonas donde se tratan muestras de plasma/suero.
5. Todo corte, desolladura u otras lesiones de la piel deben protegerse correctamente.

Precauciones de empleo

1. Para obtener resultados reproductibles y fiables, el prospecto de utilizacion del kit debe seguirse rigurosamente. No
modificar la utilizacién o las condiciones de almacenamiento de los reactivos y muestras.

2. Las tarjetas plastificadas para RPR de ASl estan cubiertas de un plastico especialmente disenado para ser usado con el
antigeno RPR. Al manipularlas evite tocarlas con los dedos, esto puede crear un deposito graso y afectar los resultados.
Evite rayar las tarjetas con las pipetas agitadoras. Si la muestra no se extiende en la zona de prueba o se extiende fuera de
la zona de prueba, utilize otro circulo para hacer la prueba.

3. Laaguja debe limpiarse convenientemente en agua destilada o desionizada y secarse al aire después de cada serie; no
tocar la aguja. Mantener la aguja en la cubierta protectora. Al lavar la aguja no la separe del frasco distrubuidor. Dejar
secar al aire. Antes de su proxima utilizacion, asegurese que ninguna gota de agua permanece en el frasco distribuidor,
sacudir presionando el frasco.

4. Laaguja debe entregar 60+2 gotas de suspension de antigeno por mililitro cuando se sostiene en forma vertical. Para
realizar una comprobac ion eficaz de la aguja, fijar la aguja en una jeringa de 1 6 3 ml. Llenar la jeringa con la suspension
de antigeno y sostener la jeringa en forma vertical, contar el nimero de gotas entregadas en 0,5mL. La aguja se da por
satisfactoria si 30+1 gotas se obtienen en 0,5mL.

5. No utilizar mas alla de la fecha caducidad indicada sobre la caja.

6. No intercambniar los componentes de una caja con los de otra caja. Desechar la aguja y el frasco distribuidor cuando se
termina la caja.

ALMACENAMIENTO DE LOS REACTIVOS

Mantener todos los reactivos entre 2-8°C en posicion vertical cuando no se utilizan . No congelar los reactivos. Las pipetas y
las tarjetas no requieren refrigeracion. El antigeno de carbén puede almacenarse durante mas de un mes en el frasco distribui-
dor entre 2-8°C; en ese caso, la aguja debe limpiarse al final de cada serie, utilizando una jeringa o una pipeta. Una vez abiertos,
todos los reactivos son estables hasta la fecha de caducidad indicada sobre la caja.
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Indicadores de Alteracion

1. La presencia de turbidez o precipitacion en los controles es una sefial de alteracion y el reactivo no debe utilizarse.
2. La contaminacién bacteriana de los reactivos o muestras puede causar resultados falsamente positivos.

RECOPILACION Y CONSERVACION DE LAS MUESTRAS

1. Utilizar muestras de suero calentado o no, y muestras de plasma con EDTA (3,4), CPD, CPDA-1, heparina o citrato de
sodio (5) como anticoagulantes. Las muestras de plasma deben ser obtenidas de tubos o unidades que provean una
adecuada proporcion volumen muestra/volumen anticoagulante.

2. Las muestras deben ser libres de contaminacion bacteriana, hémolisis o lipemia. Una muestra esta muy hemolisada
cuando un texto impreso no puede leerse a a través de ella.

3. Las muestras de suero deben analizarse dentro de 5 dias desde la fecha de coleccion. En los casos de conservacion més
larga, las muestras deben separarse de los glébulos rojos luego conservarse entre 2-8°C durante 5 dias o a una tempera-
tura igual o inferior a - 20°C hasta el analisis (2) Estudios muestran que las muestras mantenidas como coagulo pueden
ser usadas hasta 5 dias.

4. Las muestras de plasma de mas 48h no deben utilizarse ya que pueden dar resultados falsamente positivos.

5. En caso necesario antes de la prueba, centrifugar las muestras a una velocidad suficiente para sedimentar los compo-
nentes celulares.

6. Para el transporte, las muestras deben colocarse en packs de hielo y condicionarse como cualquier material bioldgica-
mente peligroso potencialmente infeccioso.

7. Esta prueba no debe utilizarse para liquidos céphalorachidiens.

COMPOSICION DE LA CAJA
Material proporcionado 100 Pruebas 500 Pruebas
Antigeno con particulas de carbén RPR 2ml 9ml
Control positivo 1ml 2.5 ml
Control débilmente positivo 1ml 2.5ml
Control negativo 1ml 2.5 ml
Frasco distribuidor (3mL) 1 1
20-GA aguja (60 gouttes/mL) 1 1
Tarjetas para pruebas (10 circulos) 10 50
Agitadores cuentagotas disponibles de 50uL 100 500

Material necesario pero no proporcionado

1.
2.
3.

4.

5.
6.

Pipeta volumétrica que entrege 50uL

Solucién salina (0,9% de solucién NaCl)

Suero negativo para la sifilis, en un 0,9% de solucion salina, para diluir las muestras positivas al dilucién 1: 16 en el proced-
imiento semicuanti tativo

Agitador mecénico regulado a 100+5 rpm y rotaticion limitada alrededor a 2cm de didmetro, tapa para evitar la evapo-
racion

Reloj que indica los minutos y los segundos

Jeringas desechables, 1 0 3mL, precision de +5%

METODO de EMPLEO
Preparacion para la prueba

1.

2.

3.

Dejar que todos los reactivos y las muestras alcancen temperatura ambiente (+20-30°C) antes de su utilizacion. Retirar los
reactivos de la proteccion de espuma. No calentar los reactivos en un bano-Maria.

Todos los reactivos estan listos para su empleo. Agitar suavemente los reactivos antes de su utilizacion; evitar la formacion
de espuma.

Agitar vigorosamente el antigeno con particiculas de carbén durante 20-30 segundos antes de cada utilizacion para
garantizar la homogenei dad.

PROTOCOLO de PRUEBA - CUALITATIVO

1.
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Con un agitador cuenta-gota, dejar caer una gota de 50uL de muestra de suero o plasma sobre un circulo de la tarjeta de
prueba. Cambiar de agitador cuenta-gota para cada muestra. Utilizar el agitador cuenta-gota en posicion vertical para
garantizar un maximo de precision. Repetir anadiendo una gota de 50uL de los controles positivo, débilmente positivo y
negativo a partir de los frascos de controles proporciona dos. Localizar cada muestra utilizando las cifras situadas debajo o
a laizquierda de cada circulo.

. Utilizar la parte plana del agitador cuenta-gota para esparcir la muestra sobre la superficie entera del circulo de prueba. No

rayar la superficie interior de los circulos.

. Fijar la aguja en el frasco distribuidor. Mezclar bien la suspensién antigeno de carbdn. Presionar el frasco distribuidor y

aspirar un volumen suficiente de suspension de antigeno en el frasco distribuidor. Distribuir algunas gotas en la tapa del
frasco distribuidor para garantizar que la aguja no este tapada.

Antes de depositar el antigeno de carbon, agitar el frasco distribuidor durante algunos segundos para garantizar la
homogeneidad del reactivo. Distribuir una gota de la suspension de antigeno sobre cada muestra sosteniendo el frasco
en forma vertical. NO mezclar la muestra y el antigeno. Reaspirar todo el antigeno que se encuentra en la tapa del frasco
distribuidor.

. Colocar la tarjeta sobre un agitador rotatorio y cubrir para mantener la humedad. Agitar a 100+5 tpm durante 8 minutos (7

minutos 50 segundos a 8 minutos 30 segundos). A continuacion, efectuar una breve rotacion manual inclinando la tarjeta
(3-4 veces) para diferenciar mejor los resultados negativos de los resultados débilmente positivos.

Leer los resultados a simple vista e inmediatamente (antes de que se sequen) bajo una fuente luminosa de fuerte intensi-
dad

. Retirar y enjuagar la aguja al final de cada serie.
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PROTOCOLO de PRUEBA SEMI CUANTITATIVO
1. Utilizar un agitador cuenta-gota (o cualquier otra pipeta capaz de entregar 50uL para depositar una gota de solucion
salina sobre los circulos numerados de 2 a 5. NO Esparcir.
2. Utilizar una pipeta capaz de entregar 50uL y de depositar 50uL de muestra de suero o plasma sobre el circulo 1 de la
tarjeta prueba. NO Esparcir.
3. Utilizando una pipeta volumétrica fiable, distribuir 50uL de muestra sobre el circulo 2. Insertar la punta de la pipeta en la
mezcla resultante y mezclar por aspiracién/rechazo con la pipeta 5 6 6 veces. Evitar la formacion de burbujas.

4. Transferir 50uL de la mezcla del circulo 2 en el circulo 3 y mezclar. Repetir estas diluciones en serie al circulo 4 luego al
circulo 5; descartar los 50pL aspirados en el Ultimo circulo. Los circulos 1 al 5 representan las siguientes diluciones:

Circulo 1 2 3 4 5
Dilucién 1:1 1:2 1:4 1:8 1:16

5. Utilizar la parte plana del agitador cuenta-gota y esparcir las muestras diluidas sobre la superficie entera de los circulos de
prueba, comenzando por el circulo 5 (dilucion mas alta). Repetir la operacién en circulos 4 a 1.

6. Fijarla aguja en el frasco distribuidor. Mezclar bien la suspensién de antigeno de carbon. Presionar el frasco distribuidor
para aspirar un volumen suficiente de la suspension de antigeno en el frasco. Distribuir algunas gotas en la tapa del frasco
distribuidor para garantizar que no se tape la aguja.

7. Antes de distribuir el antigeno de carbén, agitar el frasco distribuidor durante algunos segundos para garantizar la ho-
mogeneidad del reactivo. Distribuir una gota de la suspension de antigeno sobre cada muestra sosteniendo el frasco en
forma la vertical. NO Mezclar la muestra y antigeno. Aspirar todo el antigeno presente en el tapdn del frasco.

8. Colocar la tarjeta sobre un agitador rotatorio y cubrir para mantener la humedad. Agitar a 100+5 rpm durante 8 minutos
(7 minutos 50 segundos a 8 minutos 30 segundos). ). A continuacion efecturar una breve rotacién manual inclinandfo la
tarjeta (3-4 veces) para ayudar a diferenciar los resultados negativos de los resultados débilmente positivos.

9. Leer los resultados el a simple vista e inmediatamente (antes de se seque) bajo una fuente luminosa de fuerte intensidad.
10.Retirar y enjuagar la aguja al final de cada serie.

Control de calidad

El control de calidad debe llevarse a cabo conforme a la normitiva local y/o nacional, a los requisitos de los organismos de
acreditacién y a los procedimientos estandar de control de calidad del laboratorio. Si las muestras control no dan el resultado
esperado, la prueba debe considerarse invalida y debe ser repetida Si la segunda prueba no permite obtener los resultados
esperados para las muestras control, detenga su uso y contacte al servicio técnico.

INTERPRETACION DE LOS RESULTADOS - CUALITATIVO

Un resultado positivo es indicado por la presencia de aglutinacion al centro o a la periferia del circulo de prueba, de ligero
aintenso. Un resultado negativo dara una aparicion gris lisa en el circulo de prueba o un botén de particulas de carbén no
incorporadas en el centro del circulo, no mostrando ninguna de las caracteristicas de aglutinacion de un resultado positivo.
Los resultados de la prueba RPR de ASI deben interpretarse como positivos o negativos, sin tener en cuenta el grado de
reactividad. Una reactividad baja a moderada debe siempre darse por positiva. Los sueros que dan reacciones ligeramente
granulosas o “asperas” deberan probarse utilizando una técnica diferente . Para la deteccion de los donantes de sangre, éstos
se prorrogaran como “dudoso” a la espera de los otros resultados. Referirse al capitulo “Limites”. En caso necesario, confirmar los
resultados positivos de la muestra utilizando el procedimiento semicuantitativo.

OO0

Reactive Nonreactive

INTERPRETACION DE LOS RESULTADOS - SEMI CUANTITATIVO
La dilucion mas alta en que se ve aglutinacion es considerada el titulo de la muestra.

1:2 1:4 1:8 1:16
Reactive Weak Reactive Minimally Reactive Nonreactive

Muestras con titulos superioresa 1: 16

1. Preparar un dilucién a 1: 50 de suero negativo en una solucién salina, esta solucion servira para preparar los diluciones de
1:32 y mas altas de sueros que deben titularse. Distribuir 50uL de esta solucion sobre los circulos numerados de 2 aL 5.
NO Esparcir.

2. Preparar una dilucién 1: 16 de la muestra de la prueba afadiendo 0,1mL de suero a 1,5mL de solucion salina. Mezclar
bien. Distribuir 50uL de esta muestra diluida en los circulos 1y 2. NO Esparcir.

3. Mezclar la solucién sobre el circulo 2 aspirando y rechazando la solucién 5 6 6 veces, con la punta de la pipeta volumé-
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5.
6.

trica. Evitar toda formacion de burbujas.

. Transferir 50pL de esta mezcla en el circulo 3 y mezclar como arriba. Seguir Is dilucion en serie hasta el circulo 5 y descartar

los 50pL del ultimo circulo después de haberse mezclado. Los circulos 1 al 5 representan las siguientes diluciones
CIRCULO 1 2 3 4 5

DILUICAO 1:16 1:32 1:64 1:128 1:256

Proceder tal como se indica en las etapas 5-9 en el protocolo de prueba semicuantitativo
En caso necesario, hacer diluciones adicionales hasta que el titulo pueda determinarse.

LIMITES

1.

Los fendmenos de prozona pueden producirse también en los pacientes en fase de sifilis secundaria (6) en fase de incu-
bacion y sifilis tardia (2). En ese caso, la prueba negativa es ligeramente granulosa o “dspera”. Cuando la reaccion presenta
este aspecto, un dilucion de la muestra debe prepararse. Titular la muestra diluida hasta alcanzar el titulo o que ninguna
positividad se observe. Todas las pruebas que tienen una aparicion aspera deben ser evaluadas nuevamente.

. Reacciones bioldgicas falsamente positivas se producen de vez en cuando con el antigeno carboén. Tales reacciones se

producen a veces con muestras resultantes de pacientes que utilizan droga o portadores de enfermedades como lupus
eritematoso, malaria, viruela, mononucleosis, lepra, pulmonia viral o a raiz de vacunaciones contra la viruela.

. Los tréponématoses endémicos (el pian, el béjel y el pinta) asi como las otras enfermedades treponemal producen reac-

ciones positivas con esta prueba (2).

. Sueros contaminados, lipémiques, o sueros con mucha hemolisis no deben utilizarse ya que pueden producir reacciones

no especificas. Una muestra esta demasiado hemolisada cuando un texto impreso no puede leerse a a través de ella (2).

. Prolongar el tiempo de lectura mas alla de lo que se especifica puede conducir a una interpretacion falsamente positiva

vinculada a la desecacion de la mezcla.

. Las muestras RPR positivas deben confirmarse segtin la legislacién vigente.
. Los resultados de la prueba dependen estrechamente de la temperatura de los reactivos y muestras: ésta debe per-

manecer entre 20y 30°C.

. El diagndstico no puede hacerse solo con los resultados de una pruebas, el diagnostico debe hacerse comparando los

resultados con el cuadro clinico.

VALORES ESPERADOS Y RESULTADOS

La prueba RPR de ASI se ha comparado a una suspension de referencia de RPR antigen para evaluar su reactividad. Se

probd un total de 1209 muestras con RPR de ASI en comparacion con el producto Hynson, Westcott y Dunning (HWD) (8). Se
obtubieron los siguientes resultados. Hay un 99,2% de concordancia entre los dos productos. Entre las 9 muestras encontradas
negativas con la prueba de ASI, 7 fueron confirmado también negativos por la prueba FTA-ABS.

PRUEBA ASI RPR

Positivo Negativo
Positivo 462 9
HWD RPR Test
Negativo 1 737
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