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ISTRUZIONI PER L'USO

RPR-DAT ADVANCED

Solo per uso diagnostico in vitro

1. DESTINAZIONE D’USO
RPR-DAT ADVANCED (REF 26031) & un test non
treponemico di agglutinazione per la rilevazione qualitativa
e semi-quantitativa delle reagine nel siero umano da
applicare allo strumento AUTO-DAT (REF 26001).
Poiché i test non treponemici si basano sulla rilevazione
delle reagine, una classe di anticorpi presente nella Sifilide
(malattia causata dall'infezione da Treponema pallidum), il
kit & destinato a determinare I'esposizione all'infezione da
Treponema pallidum e ad essere utilizzato come ausilio
nella sua diagnosi.
Il test non & destinato a essere utilizzato per rilevare
I'esposizione all'infezione da Treponema pallidum nel
sangue, componenti del sangue, cellule, tessuti, organi o
qualsiasi loro derivato al fine di valutare la loro idoneita per
trasfusioni, trapianti o somministrazione cellulare.
Deve essere utilizzato esclusivamente da personale
professionale di laboratorio.

2. INTRODUZIONE
La Sifilide, causata dalle spirochete di Treponema pallidum
(subsp. pallidum), €& un'infezione cronica con molte
manifestazioni cliniche diverse che si verificano in fasi distinte.
Generalmente, questa malattia infettiva sistemica viene
contratta tramite contatto sessuale diretto e presenta lesioni
contenenti treponemi. Gli unici ospiti conosciuti sono gli esseri
umani.
Sono disponibili molti test per la diagnosi diretta e indiretta della
sifilide, ma non esiste ancora un unico test ottimale.
| metodi diagnostici diretti includono lindividuazione del T.
pallidum attraverso |'esame microscopico del fluido o degli strisci
delle lesioni, I'esame istologico dei tessuti o i metodi di
amplificazione dell'acido nucleico come la reazione a catena
della polimerasi (PCR).
La diagnosi indiretta si basa su test sierologici per il rilevamento
di anticorpi. | test sierologici rientrano in due categorie:
1. test non treponemici di screening
2. test treponemici di conferma
| test non treponemici si basano sulla rilevazione delle reagine,
una classe di anticorpi presente nella sifilide e occasionalmente
in altre condizioni acute e croniche. Le reagine possono essere
rilevate nel siero circa 4-6 settimane dopo l'infezione, o 1-3
settimane dopo la comparsa del sifiloma primario.
L'estratto purificato di cuore di manzo (cardiolipina) fortificato
con lecitina e colesterolo, € usato come antigene per i test della
reagine. | test non treponemici sono usati abitualmente nella
sierologia della sifilide per i loro vantaggi pratici e la loro
riproducibilita, anche se non sono sempre specifici al 100%.
Poiché il prodotto RPR-DAT ADVANCED & un test non
treponemico, basato sul principio della flocculazione, & destinato

IT 227

a determinare I'esposizione all'infezione da Treponema pallidum
come ausilio nella diagnosi relativa.

3. PRINCIPIO DEL METODO
Il test si basa sul principio della flocculazione.
II campione di siero viene fatto reagire nel pozzetto di
micropiastra con una sospensione colloidale di cardiolipina,
lecitina e colesterolo miscelata a microparticelle di carbone.
In presenza di anticorpi (reagine), che agglutinano l'antigene, si
forma un aggregato (reazione positiva). La reazione & negativa
nel caso in venga visualizzato un cerchio all'interno del pozzetto.
Il test & applicato allo strumento AUTO-DAT (REF 26001), che
cattura l'immagine della reazione avvenuta, la analizza, fornisce
e stampa un risultato calcolato sulla base di uno specifico
algoritmo.

4. PRECAUZIONI

SOLO PER USO DIAGNOSTICO IN VITRO.

Questo kit contiene materiali di origine umana che sono
stati testati e trovati negativi con test sia per la ricerca di
HBsAg che per quella degli anticorpi anti-HIV-1, anti-HIV-2
ed anti-HCV. Poiché nessun test diagnostico puo offrire una
completa garanzia sull'assenza di agenti infettivi,
qualunque materiale di origine umana deve essere
considerato potenzialmente infetto. Tutti i reagenti e i
campioni devono essere maneggiati secondo le norme di
sicurezza normalmente adottate in laboratorio.

Smaltimento dei residui: i campioni ed i reagenti usati
devono essere trattati come residui infatti, quindi smaltiti in
accordo alle disposizioni di leggi vigenti.

Avvertenze per la sicurezza personale

1. Non pipettare con la bocca.

2. Usare guanti monouso e protezione per gli occhi nel
maneggiare i campioni.

3. Lavare accuratamente le mani una volta terminato il test.

4. In merito alle caratteristiche di sicurezza dei reagenti
contenuti nel kit consultare la Schede di Sicurezza
(disponibile sul sito DIESSE: www.diesse.it)

5. Eventuali versamenti di materiali potenzialmente infetti
devono essere rimossi immediatamente con carta
assorbente e la zona inquinata dovra essere
decontaminata, per esempio con sodio ipoclorito all'1%,
prima di proseguire il lavoro. Se & presente un acido, il sodio
ipoclorito non deve essere usato prima che la zona sia stata
asciugata.

Tutti i materiali utilizzati per decontaminare eventuali
versamenti accidentali, compresi guanti, devono essere
scartati come rifiuti potenzialmente infetti.

Non mettere in autoclave materiali contenenti sodio
ipoclorito.

Avvertenze analitiche
Prima dell'uso, portare i reagenti a temperatura ambiente
(18-30°C).

1. Il test deve essere utilizzato insieme allo strumento AUTO-
DAT (REF 26001), seguendo rigorosamente le Istruzioni
per 'Uso ed il Manuale Utente dello strumento.

2. Non modificare la Procedura del test. Non sostituire i
reagenti con quelli di altri fornitori o di altri lotti, a meno che
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non sia specificamente riportato che il reagente &
intercambiabile tra i lotti.

3. Controllare che lo strumento sia impostato correttamente
(vedi Manuale Utente).

4, Evitare luso di congelatori auto sbrinanti per la
conservazione dei campioni.

5. Non utilizzare campioni emolizzati, lipemici, itterici con una
concentrazione di interferenti superiore a quella testata
(secondo le indicazioni riportate nel capitolo "Specificita
analitica").

6. Non utilizzare il dispositivo dopo la data di scadenza.

Dopo l'uso riporre i reagenti a 2-8°C.

8. Evitare linquinamento microbico dei reagenti poiché cio
riduce la validita del prodotto e pud dare luogo a risultati
errati.

~

5. COMPOSIZIONE DEL KIT E PREPARAZIONE DEI
REAGENTI
| reagenti sono sufficienti per 500 determinazioni.

ANTIGENE

2x4mL

Contenuto: I'antigene € composto da una miscela stabilizzata di
cardiolipina 0.003%, colesterolo 0.09%, lecitina 0.02% e
microparticelle di carbone 0.2 g/L

Attenzione: Conservare le fiale in posizione verticale
quando non si usano. Portare a temperatura ambiente prima
dell'uso. Non agitare vigorosamente.

CONTROLLO POSITIVO

1x0.5mL

Contenuto: Siero umano reattivo per la sifilide, diluito fino ad un
massimo del 15% in una soluzione proteica con sodio azide
0.09%.

Liquido, pronto all'uso.

CONTROLLO NEGATIVO/DILUENTE CAMPIONE

1x4mL

Contenuto: 100% di siero umano non reattivo contenente Proclin
300 0.029% e gentamicina 0.05% come conservanti.

Liquido, pronto all'uso

ALTRO MATERIALE RICHIESTO, MA NON FORNITO:

e  Strumento AUTO-DAT (REF 26001)

e  AUTO-DAT MICROPLATES RPR (REF 26006)

e  Micropipette capaci di prelevare accuratamente volumi di
15-25 .

¢  Guanti monouso

o  Contenitori per la raccolta di materiali potenzialmente infetti

6. MODALITA’ DI CONSERVAZIONE E STABILITA’
DEI REAGENTI
| reagenti devono essere conservati a 2/8°C
Dopo il primo utilizzo le micropiastre devono essere
conservate a temperatura ambiente.

La data di scadenza & stampata su ogni componente e
sull’etichetta esterna della confezione.
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La stabilita dei reagenti non cambia dopo apertura del flacone,
purché I'utilizzatore faccia attenzione a mantenere il prodotto al
riparo da possibile contaminazione microbica.

7. TIPO DI CAMPIONI E CONSERVAZIONE
Il tipo di campione €& rappresentato da siero ottenuto da sangue
prelevato per venipuntura e maneggiato come richiesto nelle
procedure standard di laboratorio.
Secondo la linea guida CLSI H18-A3 i campioni di siero da
analizzare devono essere coagulati prima della centrifugazione;
la coagulazione spontanea e completa avviene normalmente
entro 30-60 minuti a 22°C-25°C. Si raccomanda di separare
fisicamente il siero, mediante centrifugazione, dal contatto con le
cellule il pit presto possibile con un limite di tempo massimo di
2 ore dal momento della raccolta.
Il siero fresco pud essere mantenuto per 7 giorni a 2/8°C; per
periodi di conservazione maggiori, congelare a —20°C per
almeno 10 mesi.
Il campione puo subire fino ad un massimo di 3 scongelamenti.
Evitare I'uso di congelatori auto sbrinanti per la conservazione
dei campioni. Dopo lo scongelamento agitare con cura il
campione prima del dosaggio.
L'inattivazione al calore puo fornire risultati erronei.
La qualita del campione pud essere seriamente influenzata dalla
contaminazione microbica che pud portare a risultati erronei.

8. PROCEDIMENTO
L'operatore pud scegliere se effettuare il test in modalita:

- qualitativa

- semi-quantitativa
La valutazione del risultato avviene osservando I'agglutinazione
del campione nel singolo pozzetto, in caso di reazione
qualitativa, o nel pattern di pozzetti, in caso di reazione semi-
quantitativa.
Portare i reagenti ed i campioni a temperatura ambiente e
risospendere il reattivo.

TEST QUALITATIVO

1. Aggiungere 25 pl di siero in esame sul fondo del pozzetto
della micropiastra. Fare attenzione a non trasferire alcun
elemento cellulare. Evitare la formazione di bolle.

2. Ripetere il punto 1 per ciascun campione da testare.

3. Aggiungere 15 pl dellantigene in ciascun pozzetto. Evitare
la formazione di bolle.

4. Verificare che la miscela campione-antigene sia distribuita
uniformemente sul fondo del pozzetto. Altrimenti
provvedere con colpetti laterali alla piastra e/o battendo
delicatamente sul piano di lavoro.

5. Posizionare la piastra nello strumento AUTO-DAT (REF
26001) e seguirne le istruzioni.

6. Al termine dell'analisi, estrarre la piastra dallo strumento
AUTO-DAT e buttare i pozzetti in cui € avvenuta la reazione.
| pozzetti non utilizzati in precedenza possono essere
utilizzati per successive analisi.

NOTA: i controlli positivo e negativo vengono forniti
pronti all’'uso e non richiedono pre-diluizione. Devono
essere testati ad ogni seduta come i campioni in esame.

In caso di campione positivo € consigliabile effettuare
I'analisi semi-quantitativa.
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TEST SEMI-QUANTITATIVO

Eseguire diluizioni a raddoppio del campione in esame da

indiluito (1/1) a 1/128:

1. Aggiungere 25 L di Controllo Negativo/diluente da B1 ad
H1.

2. Aggiungere 25 pl di siero in esame nel pozzetto A1 e nel
pozzetto B1 mescolando accuratamente. Fare attenzione a
non trasferire alcun elemento cellulare. Evitare la
formazione di bolle.

3. Prelevare 25 pl da B1 e trasferirli nel pozzetto C1.
Mescolare accuratamente prima del trasferimento,
evitando la formazione di bolle.

4. Eseguire le diluizioni seriali: ripetere I'operazione descritta
nel punto 3 per i pozzetti successivi fino ad H1. Da
quest’ultimo scartare 25 pl.

5. Seguire la procedura descritta per il test qualitativo dal
punto 3 al punto 6.

Ripetere I'operazione descritta per tutti i campioni da analizzare
utilizzando le altre colonne della piastra.

step 1 step 2 step 3

1 1 1 DIL
A 25 pl sample 15 pl ANTIGEN 1/1
B 25 pul CONTROL- | 25 pl sample 15 pl ANTIGEN 1/2
C 25 pl CONTROL - +25 pl B1 15 pl ANTIGEN 1/4
D 25 pl CONTROL - +25pl C1 15 pl ANTIGEN 1/8
E 25 pl CONTROL - +25 pl D1 15 ul ANTIGEN | 1/16
F 25 pl CONTROL - +25 pl E1 15 pl ANTIGEN | 1/32
G 25 pl CONTROL - +25 pl F1 15 pl ANTIGEN | 1/64
H 25 pl CONTROL - +25 ul/(il 15 ul ANTIGEN | 1/128

(@ DISCARD 25 !

Il titolo sara dato dall'ultima diluizione trovata reattiva con lo
strumento

NOTA: i controlli positivo e negativo vengono forniti pronti
all'uso e non richiedono pre-diluizione. Devono essere
testati ad ogni seduta come i campioni in esame.

9. VALIDAZIONE DEL TEST
Usare i controlli forniti ad ogni seduta.
Procedere come descritto nel paragrafo "PROCEDIMENTOQ".
Se il risultato € diverso da quello previsto, contattare il Customer
Care.

Tel: 0039 0577 319554
email: scientificsupport@diesse.it;
customercare@diesse.it
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10. INTERPRETAZIONE DEL TEST
Se si sceglie il test semi-quantitativo, lo strumento fornisce il
risultato in titolo. Il test sul campione in esame pud essere
interpretato come segue:

POSITIVO: quando il risultato € = 1/1
NEGATIVO: quando il risultato &€ NEG

Lo strumento & in grado di rilevare la presenza di effetto pro-zona
con un limite di 1/8; consultare il manuale utente.

Se si sceglie il test qualitativo, lo strumento fornisce il risultato
come segue:

POSITIVO (POS): campione reattivo
NEGATIVO (NEG): campione non reattivo

E consigliabile verificare visivamente i risultati ottenuti per

conferma del referto.
Ve
\J 1 @

NEGATIVO

POSI;IiIVO ]

11. LIMITAZIONI DEL TEST
Il prodotto deve essere usato solo da personale professionale di
laboratorio.
Il test non & applicabile a campioni diversi dal siero.
Il test & applicabile esclusivamente allo strumento AUTO-DAT
(REF 26001).
Nel test qualitativo, non si puo escludere la presenza di risultati
falsi negativi dovuti ad effetto pro-zona di campioni altamente
positivi, per escludere la falsa negativita per pro-zona i campioni
dovrebbero essere testati con la procedura semi-quantitativa.

Tuttii valori ottenuti necessitano di un'attenta interpretazione che
non prescinda da altri indicatori relativi allo stesso paziente.

Il test, infatti, non puo essere utilizzato da solo per una diagnosi
clinica ed il risultato ottenuto deve sempre essere valutato
insieme a dati provenienti dall'anamnesi del paziente e/o da altre
indagini diagnostiche.

12. RANGE DI MISURAZIONE
TEST SEMI-QUANTITATIVO: 1/1 - 1/128 (Titolo)

13. SPECIFICITA’ ANALITICA
3 campioni (1 negativo e 2 positivi) sono stati addizionati dei
seguenti fattori potenzialmente interferenti e poi analizzati:

Bilirubina (4.5 mg/dl — 45 mg/dl)
Trigliceridi (250 mg/dl — 1500 mg/dl)
Emoglobina (2.5 mg/ml — 10 mg/ml)
Fattore Reumatoide (44 — 220 1U/ml)

La presenza nel campione di siero delle sostanze interferenti
sopra descritte non influenza il risultato del test.

14. CROSS-REATTIVI
Sono stati analizzati 18 campioni positivi a Borrelia (3), Herpes
virus (3), Toxoplasma (3), Cytomegalovirus (3), Epstein-Barr
Virus (3) e Rubella (3).
Non sono state trovate reazioni crociate significative.
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15. STUDI DI COMPARAZIONE
In una sperimentazione sono stati analizzati 185 campioni con
kit Diesse e con un altro kit del commercio.
Di seguito sono schematizzati i dati della sperimentazione:

Riferimento
+ - Total
+ 98 3 101
Diesse - 0 84 84
Totale 98 87 185

Percent Positive Agreement (~Sensibilita Diagnostica): 100.0%
Cl95%: 96.2-100.0

Percent Negative Agreement (~Specificita Diagnostica): 96.6%
Cl95%: 90.3-98.8

Valore Predittivo Positivo (PPV): 97.0% CI95%: 94.5-99.5
Valore Predittivo Negativo (NPV): 100.0% CI195%: 100.0-100.0

Il grado di concordanza tra i due metodi risulta essere ottimo
con un valore di K (Coefficiente di Cohen) di 0.96.

16. PRECISIONE E RIPETIBILITA’
La precisione e la ripetibilita sono state valutate su repliche di
campioni negativi e positivi, in tre lotti diversi, effettuate in giorni
diversi e con strumenti diversi.
Tutti i risultati ottenuti rientrano nei criteri di accettazione
(Agreement % = 95% tra i risultati attesi e quelli ottenuti)
dimostrando la precisione e la ripetibilita del metodo.
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18. SEGNALAZIONE DI INCIDENTE
Se si & verificato un incidente grave in relazione a questo
dispositivo nel territorio di mercato dell'Unione Europea, si prega
di segnalarlo senza indugio al produttore e all'autorita
competente del proprio Stato membro.

19. SINTESI RELATIVA ALLA SICUREZZA E ALLE
PRESTAZIONI
Questo documento, che sara reso disponibile sul database di
EUDAMED (quando questo sara completamente implementato
e funzionante), fa parte della Documentazione Tecnica e pud
essere richiesto al produttore.

IT 527

10-09/071-C IFU 26031 - Ed. 03.04.2024



mirFccr

INSTRUCTIONS FOR USE

RPR-DAT ADVANCED

For In Vitro Diagnostic Use Only

1. INTENDED PURPOSE
RPR-DAT ADVANCED (REF 26031) is a non-treponemal
agglutination assay for the qualitative and semi-quantitative
detection of reagines in human serum to be applied to the
AUTO-DAT (REF 26001) instrument.
Because non-treponemal tests are based on the detection
of reagines, a class of antibodies found in Syphilis (a
disease caused by Treponema pallidum infection), the kit is
intended to determine exposure to Treponema pallidum
infection and to be used as an aid in its diagnosis.
The test is not intended to be used to detect exposure to
Treponema pallidum infection in blood, blood components,
cells, tissues, organs, or any derivatives thereof in order to
assess their suitability for transfusion, transplantation, or
cell administration.
It should only be used by professional laboratory personnel.

2. INTRODUCTION
Syphilis, caused by Treponema pallidum (subsp. pallidum)
spirochetes, is a chronic infection with many different clinical
manifestations occurring in distinct stages. Generally, this
systemic infectious disease is contracted through direct sexual
contact and has lesions containing treponemes. The only known
hosts are humans.
Many tests are available for direct and indirect diagnosis of
syphilis, but there is still no single optimal test.
Direct diagnostic methods include detection of T. pallidum by
microscopic examination of fluid or smears from lesions,
histological examination of tissues, or nucleic acid amplification
methods such as polymerase chain reaction (PCR).
Indirect diagnosis is based on serologic tests for the detection of
antibodies. Serological tests fall into two categories:
1. nontreponemal screening tests
2. confirmatory treponemal tests.
Nontreponemal tests are based on the detection of reagins, a
class of antibodies found in syphilis and occasionally in other
acute and chronic conditions. Reagines can be detected in
serum about 4-6 weeks after infection, or 1-3 weeks after the
appearance of primary syphiloma.
Purified beef heart extract (cardiolipin) fortified with lecithin and
cholesterol, is used as an antigen for reagin tests.
Nontreponemal tests are routinely used in syphilis serology
because of their practical advantages and reproducibility,
although they are not always 100% specific.
Since the product RPR-DAT ADVANCED is a non-treponemal
test, based on the flocculation principle, it is intended to
determine exposure to Treponema pallidum infection as an aid
in the related diagnosis.

3. PRINCIPLE OF THE METHOD
The test is based on the principle of flocculation.
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The serum sample is reacted in the microplate well with a
colloidal suspension of cardiolipin, lecithin and cholesterol mixed
with carbon microparticles.

In the presence of antibodies (reagins), which agglutinate the
antigen, an aggregate is formed (positive reaction). The reaction
is negative if a circle appears inside the microplate well.

The test is applied to the AUTO-DAT instrument (REF 26001),
which captures the image of the reaction that has occurred,
analyzes it, provides and prints a result calculated on the basis
of a specific algorithm.

4. WARNINGS AND PRECAUTIONS
FOR IN VITRO DIAGNOSTIC USE ONLY

This kit contains materials of human origin which have been
tested and gave a negative response for the presence of
HBsAg and for anti-HIV-1, anti-HIV-2 and anti-HCV
antibodies. As no diagnostic test can offer a complete
guarantee regarding the absence of infective agents, all
material of human origin must be handled as potentially
infectious. All precautions normally adopted in laboratory
practice should be followed when handling material of
human origin.

Waste disposal: serum samples, calibrators and strips once
used must be treated as infectious residuals and eliminated
according to law.

Health and Safety Information

1. Do not pipette by mouth.

2. Wear disposable gloves and eye protection while handling
specimens.

3. Wash hands thoroughly after placing the devices in the
Chorus/Chorus TRIO instrument.

4. Refer to the Safety Data Sheet (available on DIESSE
website: www.diesse.it) for the safety characteristics of the
reagents contained in the kit.

5. Spillage of potentially infectious materials should be
removed immediately with adsorbent paper tissue and the
contaminated area swabbed with, for example, 1% sodium
hypochlorite before work is continued. Sodium hypochlorite
should not be used on acid-containing spills unless the spill
area is first wiped dry.

All materials used to clean spills, including gloves, should
be disposed of as potentially biohazardous waste. Do not
autoclave materials containing sodium hypochlorite.

Analytical Precautions
Before use, bring the reagents to room temperature (18-30°C).

1. The test should be used together with the AUTO-DAT
instrument (REF 26001), strictly following the Instructions
for Use and User's Manual of the instrument.

2. Do not change the Test Procedure. Do not substitute
reagents with those from other suppliers or other batches
unless it is specifically stated that the reagent is
interchangeable between batches.

3. Check that the instrument is set up correctly (see User's
Manual).

4.  Avoid the use of self-defrosting freezers for sample storage.

10-09/071-C IFU 26031 - Ed. 03.04.2024



5. Do not use hemolyzed, lipemic, jaundiced samples with a
higher concentration of interferents than tested (according
to the directions in the chapter "Analytical Specificity").

Do not use the device after the expiry date.

After use, store reagents at 2-8°C.

8.  Avoid microbial pollution of reagents as this reduces the

validity of the product and may result in erroneous results.

No

5. KIT COMPOSITION AND
PREPARATION
The reagents are sufficient for 500 determinations.

ANTIGEN

2x4mL

Content: The antigen is composed of a stabilized mixture of
cardiolipin 0.003%, cholesterol 0.09%, lecithin 0.02% and
carbon microparticles 0.2 g/L

Caution: Store vials in an upright position when not in
use. Bring to room temperature before use. Do not
shake vigorously.

CONTROL #

POSITIVE CONTROL

1x0.5mL

Contents: Human serum reactive for syphilis, diluted up to
a maximum of 15% in a protein solution with 0.09% sodium
azide.

Liquid, ready to use.

NEGATIVE CONTROL/SAMPLE DILUENT

1x4mL

Content: 100% non-reactive human serum containing
Proclin 300 0.029% and gentamicin 0.05% as
preservatives.

Liquid, ready-to-use

REAGENT

MATERIALS REQUIRED BUT NOT PROVIDED
e AUTO-DAT INSTRUMENT (REF 26001)
e  AUTO-DAT MICROPLATES RPR (REF 26006)
e  Micropipettes capable of accurately taking volumes of 15-
25 pl.
o Disposable gloves
o  Containers for collection of potentially infectious materials

6. STORAGE AND STABILITY OF REAGENTS
Reagents must be stored at 2/8°C.
After first use, microplates should be stored at room
temperature.

The expiry date is printed on each component and on the kit
label.

The stability of the reagents does not change after opening the
bottle, as long as the user takes care to keep the product away
from possible microbial contamination.

7. SPECIMEN COLLECTION AND STORAGE
The sample is composed of serum collected from the vein and
handled with all precautions dictated by good laboratory practice.
According to the guideline CLSI H18-A3 Serum specimens to be
tested should be clotted before centrifugation; spontaneous and
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complete clotting normally occurs within 30 to 60 minutes at
22°C-25°C.

It is recommended that serum be physically separated, by
centrifugation, from contact with cells as soon as possible with a
maximum time limit of 2 hours from the time of collection.

The fresh serum can be kept for 7 days at 2/8°C; for longer
storage periods, freeze at —20°C for at least 10 months.

The sample can be thawed a maximum of 3 times.

Do not keep the samples in auto-defrosting freezers. Defrosted
samples must be shaken carefully before use.

Heat-inactivation can rise to erroneous results.

The quality of the sample can be seriously affected by microbial
contamination which leads to erroneous results.

8. ASSAY PROCEDURE
The operator can choose how to carry out the analysis:

- Qualitative test

- Semi-quantitative test
The evaluation of the result is done by observing the
agglutination of the sample in the single well, in the case of a
qualitative test, or in the pattern of wells, in the case of a semi-
quantitative test.

In any case, bring reagents and samples to room temperature.
Resuspend the reagent.

QUALITATIVE TEST

1. Add 25 pl of test serum to the bottom of the microplate
well. Be careful not to transfer any cellular items. Avoid
the formation of bubbles.

2. Repeat the step 1 for each sample to be tested.

3. Add 15 L of the antigen in each well. Avoid the formation
of bubbles.

4. Verify that the sample-antigen mixture is evenly
distributed at the bottom of the well. Otherwise, tap the
plate on the side and/or tap gently on the work surface.

5. Place the plates in the AUTO-DAT (REF 26001) tool and
follow the instructions.

6. At the end of the analysis, remove the plates from the
AUTO-DAT instrument and discard the wells where the
reaction occurred. Previously unused wells can be used for
later analysis.

NOTE: the positive and negative controls are supplied ready
to use and do not require pre-dilution. They must be tested
at each session like the samples under examination.

In case of a positive sample, it is advisable to carry out the semi-
quantitative analysis.

SEMI-QUANTITATIVE TEST

Perform serial dilutions of the test sample from indilute to 1/128:

1. Add 25 pL of Negative Control/Diluent from B1 to H1.

2. Add 25 pl of test serum to well A1 and well B1, stirring
thoroughly. Be careful not to transfer any cellular items.
Avoid the formation of bubbles.

3. Take 25 pl from B1 and transfer it to the C1 well. Mix the
solution before transferring. Avoid the formation of
bubbles.

4. Perform serial dilutions: Repeat step 3 for subsequent wells
up to H1. Discard 25 pl from the last well.

5. Follow the procedure described for the qualitative test in
step 3 to step 6.
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Repeat the operation for all samples to be analyzed using the
other columns on the plate.

step 1 step 2 step 3

1 1 1 DIL
A 25 ulsample | 15 pl ANTIGEN | 1/1
B | 25u CONTROL- | 25plsample | 15plANTIGEN | 1/2
C 25 pl CONTROL - +25 pl B1 15 pl ANTIGEN 1/4
D 25 pl CONTROL - +25pulC1 15 pl ANTIGEN 1/8
E 25 pl CONTROL - +25ul D1 15 pl ANTIGEN 1/16
F 25 pl CONTROL - +25 pl E1 15 pl ANTIGEN 1/32
G 25 pl CONTROL - +25 pl F1 15 pl ANTIGEN 1/64
H 25 pl CONTROL - +25 pI/G>1 15 pul ANTIGEN | 1/128

@ DISCARD 25 pl

NOTE: the positive and negative controls are supplied ready
to use and do not require pre-dilution. They must be tested
at each session like the samples under examination.

The titer will be given by the last dilution found reactive with the
instrument.

9. TEST VALIDATION
Use the controls at every session.
Proceed as described in the "PROCEDURE" section.
If the result is different than expected, contact Customer Care.

Tel: 0039 0577 319554
email: scientificsupport@diesse.it;
customercare@diesse.it

10. INTERPRETATION OF THE RESULTS
For semi-quantitative test, the instrument gives the result in titer.

The test on the test sample can be interpreted as follows:
POSITIVE: when the resultis = 1/1
NEGATIVE: when the result is NEG

The instrument can detect the presence of pro-zone effect with
a limit of 1/8; refer to the user manual.

For qualitative test, the instrument gives the result as follows:

POSITIVE (POS): Reactive sample
NEGATIVE (NEG): Non-reactive sample

It is advisable to visually verify the results obtained to
confirm the report.

OO 00

=
POSITIVE NEGATIVE
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11. LIMITATIONS
The product should be used only by professional laboratory
personnel.
The test is not suitable for samples different from human serum.
The test is only applicable to the AUTO-DAT instrument (REF
26001).
Treponemal tests become positive 5-15 days after the onset of
symptoms. No single test or reference standard is available for
each stage of the disease.
In qualitative test, the presence of false negative results due to
pro-zone effect of highly positive samples cannot be excluded,
to exclude false negativity for pro-zone samples should be tested
by the semi-quantitative procedure.

All values obtained need careful interpretation that does not
prescind from other indicators related to the same patient.

The test, indeed, cannot be used alone for a clinical diagnosis
and the test result should be evaluated together with the patient
history and other clinical diagnostic evaluation.

12. REFERENCE RANGE
SEMI-QUANTITATIVE TEST : 1/1 - 1/128 (Titer)

13. ANALYTICAL SPECIFICITY
3 samples (1 Negative and 2 Positive) were spiked with the
following potentially interfering factors and then tested:

Bilirubin (4.5 mg/dl — 45 mg/dl)
Triglycerides (250 mg/dl - 1500 mg/d|)
Hemoglobin (2.5 mg/ml = 10 mg/ml)
RF (44 - 220 1U/ml)

The presence in the serum sample of the interfering substances
described above does not affect the test result.

14. CROSS-REACTIONS
18 samples positive to Borrelia (3), Herpes virus (3), Toxoplasma
(3), Cytomegalovirus (3), Epstein-Barr Virus (3) and Rubella (3)
were tested.
No significant cross-reactions were found.

15. METHOD COMPARISON
In an experimentation 185 samples have been tested with
Diesse kit and with a competitor kit.
Data are summarized in the following table:

Reference
+ - Total
+ 98 3 101
Diesse - 0 84 84
Total 98 87 185

Percent Positive Agreement (~Diagnostic Sensitivity): 100.0%
Cl95%: 96.2-100.0

Percent Negative Agreement: (~Diagnostic Specificity): 96.6%
C195%: 90.3-98.8

Positive Predictive Value (PPV): 97.0% Cl95%: 94.5-99.5
Negative Predictive Value (NPV): 100.0% CI195%: 100.0-100.0

The agreement between the two methods is excellent with a with
a Cohen’s Kappa of 0.96.
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16. PRECISION AND REPEATIBILITY

Precision and repeatibility has been evaluated on replicates of
negative and positive samples, in three different batches,
performed in different days with different instruments.

All the obtained results were within the acceptance criteria
(Agreement % = 95% between the expected and the obtained
results) demonstrating the precision and repeatibility of the
method.
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MICROBIOLOGY REVIEWS (1995), p. 1-21

2. Antonio Fuertes Ortiz de Urbina Syphilis (Book)

3. WHO guidelines for the treatment of Treponema
pallidum (Syphilis) (2016)

4. Morshed M.G. et All. Recent Trends in the Serologic
Diagnosis of  Syphilis. Clinical and Vaccine
Immunology (2015) Volume 22 Number 2

5. Meredith E. et All. RPR and the Serologic Diagnosis of
Syphilis. JAMA. Author manuscript (2019)
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(Suppl 1)

18. INCIDENT REPORTING
If any serious incident in relation to this device has occurred in
the European Union market territory, please report without delay
to the manufacturer and competent authority of your Member
State.

19. SUMMARY OF SAFETY AND PERFORMANCE
This document, which will be made available on the EUDAMED
database (when this is fully implemented and functioning), is part
of the Technical Documentation and can be requested from the
manufacturer.
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GEBRAUCHSANWEISUNG

RPR-DAT ADVANCED

Nur zur Verwendung in der In-vitro-Diagnostik

1. VERWENDUNGSZWECK
RPR-DAT ADVANCED (REF 26031) ist ein nicht-triponemaler
Agglutinationstest fiir den qualitativen und semi-
quantitativen Nachweis von Reagenzien in Humanserum,
der auf dem AUTO-DAT-Gerdt (REF 26001) eingesetzt
werden kann.
Da nicht-treponemale Tests auf dem Nachweis von
Reagenzien beruhen, einer Klasse von Antikorpern, die bei
Syphilis (einer Krankheit, die durch eine Infektion mit
Treponema pallidum) verursacht wird, dient der Test dazu,
die Exposition gegeniiber einer Infektion durch Treponema
pallidum-Infektion und als Hilfsmittel fiir die Diagnose zu
verwenden.
Der Test ist nicht dazu bestimmt, die Exposition gegeniiber
einer Treponema  pallidum-Infektion in Blut,
Blutbestandteilen, Zellen, Geweben, Organen oder
Derivaten davon nachzuweisen, um deren Eignung fiir
Transfusionen, Transplantationen oder
Zellverabreichungen zu beurteilen.
Er sollte nur von professionellem Laborpersonal verwendet
werden.

2. EINFUHRUNG
Die Syphilis, die durch Spirochaten der Art Treponema pallidum
(subsp. pallidum) verursacht wird, ist eine chronische Infektion
mit vielen verschiedenen klinischen Erscheinungsformen, die in
unterschiedlichen Phasen auftreten. Diese systemische
Infektionskrankheit wird in der Regel durch direkten sexuellen
Kontakt Ubertragen und zeigt treponemhaltige Lasionen. Die
einzigen bekannten Wirte sind menschliche Wesen.
Fur die direkte und indirekte Diagnose der Syphilis stehen
zahlreiche Tests zur Verflgung, aber es gibt noch keinen
optimalen Test.
Zu den direkten Diagnosemethoden gehéren der Nachweis von
T. pallidum durch mikroskopische Untersuchung von Flissigkeit
oder Abstrichen von Lasionen, die histologische Untersuchung
von Gewebe oder Nukleinsaure-Amplifikationsverfahren wie die
Polymerase-Kettenreaktion (PCR).
Die indirekte Diagnose basiert auf serologischen Tests zum
Nachweis von Antikorpern. Serologische Tests lassen sich in
zwei Kategorien einteilen:
1. nicht-treponemale Screening-Tests
2. bestatigende Treponemaltests
Nicht-treponemale Tests basieren auf dem Nachweis von
Reagenzien, einer Klasse von Antikérpern, die bei Syphilis und
gelegentlich auch bei anderen akuten und chronischen
Erkrankungen vorkommen. Reagine kdnnen im Serum etwa 4-6
Wochen nach der Infektion oder 1-3 Wochen nach dem Auftreten
des primaren Syphiloms nachgewiesen werden.
Gereinigter Rinderherzextrakt (Cardiolipin), angereichert mit
Lecithin und Cholesterin, wird als Antigen fir Reagenztests
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verwendet. Nicht-treponemale Tests werden aufgrund ihrer
praktischen Vorteile und ihrer Reproduzierbarkeit routinemafig
in der Syphilis-Serologie eingesetzt, obwohl sie nicht immer
100% spezifisch sind.

Da es sich bei RPR-DAT ADVANCED um einen nicht-
treponemalen Test handelt, der auf dem Ausflockungsprinzip
beruht, ist er zur Bestimmung der Exposition gegentiber einer
Treponema pallidum-Infektion als Hilfsmittel fiir eine relative
Diagnose bestimmt.

3. PRINZIP DER METHODE
Der Test beruht auf dem Prinzip der Flockung.
Die Serumprobe wird in den Vertiefungen der Mikroplatte mit
einer kolloidalen Suspension aus Cardiolipin, Lecithin und
Cholesterin, gemischt mit Mikropartikeln aus Holzkohle,
umgesetzt.
In Gegenwart von Antikdrpern (Reagenzien), die das Antigen
verklumpen, bildet sich ein Aggregat (positive Reaktion). Die
Reaktion ist negativ, wenn innerhalb der Vertiefung ein Kreis
angezeigt wird.
Der Test wird mit dem AUTO-DAT-Gerdt (REF 26001)
durchgeflihrt, das das Bild der stattgefundenen Reaktion
aufnimmt, analysiert und ein auf der Grundlage eines
spezifischen Algorithmus berechnetes Ergebnis liefert und
ausdruckt.

4. VORSICHTSMASSNAHMEN

NUR FUR DIE IN-VITRO-DIAGNOSTIK GEEIGNET.

Dieses Kit enthélt Materialien menschlichen Ursprungs, die
sowohl auf HBsAg als auch auf Anti-HIV-1-, Anti-HIV-2- und
Anti-HCV-Antikorper getestet und fiir negativ befunden
wurden. Da kein diagnostischer Test eine vollstandige
Garantie fiir das Nichtvorhandensein von
Infektionserregern bieten kann, muss jedes Material
menschlichen Ursprungs als potenziell infiziert angesehen
werden. Alle Reagenzien und Proben miissen gemaR den im
Labor iiblichen Sicherheitsvorschriften gehandhabt
werden.

Entsorgung von Riickstdnden: Verwendete Proben und
Reagenzien sind wie infizierte Riickstdnde zu behandeln
und dann gemaB den gesetzlichen Bestimmungen zu
entsorgen.

Warnungen zur personlichen Sicherheit

1. Nicht mit dem Mund pipettieren.

2. Verwenden Sie beim Umgang mit den Proben

Einweghandschuhe und einen Augenschutz.

Waschen Sie sich nach dem Test griindlich die Hande.

Bezliglich der Sicherheitseigenschaften der im Kit

enthaltenen Reagenzien verweisen wir auf das

Sicherheitsdatenblatt (verfugbar auf der DIESSE-Website:
www.diesse.it)

5. Verschittetes, mdglicherweise infiziertes Material muss
sofort mit saugfahigem Papier entfernt werden, und der
verunreinigte Bereich muss dekontaminiert werden, z. B.
mit 1%igem Natriumhypochlorit, bevor die Arbeit fortgesetzt
wird. Wenn eine S&ure vorhanden ist, darf
Natriumhypochlorit erst verwendet werden, wenn der
Bereich getrocknet ist.

Alle Materialien, die zur Dekontaminierung von
versehentlich verschiitteten Stoffen verwendet werden,

o
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einschlieBlich  Handschuhe, missen als potenziell
infektiéser Abfall entsorgt werden.

Materialien, die Natriumhypochlorit enthalten, diirfen nicht
autoklaviert werden.

Analytische Warnhinweise
Bringen Sie die Reagenzien vor Gebrauch auf
Raumtemperatur (18-30°C).

1. Der Test muss in Verbindung mit dem AUTO-DAT-Gerat
(REF  26001) unter strikter ~ Beachtung  der
Gebrauchsanweisung und des Benutzerhandbuchs des
Gerats durchgefiihrt werden.

2. Andern Sie das Testverfahren nicht. Ersetzen Sie
Reagenzien nicht durch solche anderer Lieferanten oder
anderer Chargen, es sei denn, es ist ausdriicklich
angegeben, dass das Reagenz zwischen den Chargen
austauschbar ist.

3. Prifen Sie, ob das Geréat richtig eingestellt ist (siehe
Benutzerhandbuch).

4. Vermeiden Sie die Verwendung von selbstabtauenden
Gefriergeraten fir die Probenlagerung.

5. Verwenden Sie keine hamolysierten, lipdmischen oder
ikterischen Proben mit einer héheren Konzentration an
Interferenten als im Test (gemaR den Angaben im Kapitel
,Analytische Spezifitat").

6. Verwenden Sie das Gerdt nicht nach Ablauf des
Verfallsdatums.

7. Nach Gebrauch die Reagenzien bei 2-8°C lagern.

8. Vermeiden Sie eine mikrobielle Kontamination der
Reagenzien, da dies die Gliltigkeit des Produkts
beeintrachtigt und zu fehlerhaften Ergebnissen filhren
kann.

5. ZUSAMMENSETZUNG DES KITS  UND
VORBEREITUNG DER REAGENZIEN
Die Reagenzien sind ausreichend fiir 500 Bestimmungen.

ANTIGEN

2x4mL

Inhalt: Das Antigen besteht aus einem stabilisierten Gemisch
aus 0,003% Cardiolipin, 0,09% Cholesterin, 0,02% Lecithin und
0,2 g/L Holzkohle-Mikroteilchen

Achtung! Lagern Sie die Flaschchen aufrecht, wenn Sie sie
nicht verwenden. Vor der Verwendung auf Raumtemperatur
bringen. Nicht heftig schiitteln.

CONTROL +

POSITIVKONTROLLE

1x0.5mL

Inhalt: Reaktives Humanserum fir Syphilis, verdiinnt auf
maximal 15% in einer Proteinldsung mit 0,09% Natriumazid.
Flussig, gebrauchsfertig.

NEGATIVKONTROLLE/PROBENVERDUNNUNGSMITTEL
1x4mL

Inhalt: 100% nicht reaktives Humanserum mit Proclin 300
0,029% und Gentamicin 0,05% als Konservierungsmittel.
Flussig, gebrauchsfertig
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SONSTIGES ERFORDERLICHES, ABER NICHT

BEREITGESTELLTES MATERIAL:

e  AUTO-DAT Instrument (REF 26001)

e  AUTO-DAT MICROPLATES RPR (REF 26006)

o Mikropipetten, mit denen sich Volumina von 15-25 pl genau
entnehmen lassen

e  Einweghandschuhe

e Behdlter fir die Sammlung von potenziell infiziertem
Material

6. LAGERUNG UND STABILITAT DER REAGENZIEN
Die Reagenzien miissen bei 2/8°C gelagert werden
Nach dem ersten Gebrauch miissen die Mikrotiterplatten bei
Raumtemperatur gelagert werden.

Das Verfallsdatum ist auf jedem Bestandteil und auf dem
auReren Verpackungsetikett aufgedruckt.

Die Stabilitat der Reagenzien &ndert sich nach dem Offnen der
Flasche nicht, solange der Benutzer darauf achtet, das Produkt
vor méglicher mikrobieller Kontamination zu schiitzen.

7. ART DER PROBEN UND LAGERUNG
Bei der Probe handelt es sich um Serum, das aus durch
Venenpunktion entnommenem Blut gewonnen und gemal den
Standardlaborverfahren behandelt wird.
GemalR der CLSI-Richtlinie H18-A3 miissen die zu
analysierenden Serumproben vor der Zentrifugation koaguliert
werden; die spontane und vollstdndige Koagulation erfolgt
normalerweise innerhalb von 30-60 Minuten bei 22°C-25°C. Es
wird empfohlen, das Serum durch Zentrifugation so schnell wie
mdglich von den Zellen zu trennen, wobei die maximale
Zeitspanne 2 Stunden ab dem Zeitpunkt der Entnahme betrégt.
Frisches Serum ist bei 2/8°C 7 Tage lang haltbar; bei langerer
Lagerung sollte es bei -20°C fir mindestens 10 Monate
eingefroren werden.
Die Probe kann maximal 3 Mal aufgetaut werden.
Vermeiden Sie die Verwendung von selbstabtauenden
Gefriergeréten fiir die Probenlagerung. Nach dem Auftauen die
Probe vor der Dosierung sorgfaltig schiitteln.
Die Hitzeinaktivierung kann zu fehlerhaften Ergebnissen fiihren.
Die Qualitat der Probe kann durch mikrobielle Verunreinigungen
stark beeintrachtigt werden, was zu fehlerhaften Ergebnissen
fihren kann.

8. VERFAHREN
Der Bediener kann wahlen, ob der Test durchgefiihrt werden
soll:

- Im qualitativen Modus

- Im semi-quantitativen Modus
Die Auswertung des Ergebnisses erfolgt durch Beobachtung der
Agglutination der Probe in der einzelnen Vertiefung im Falle
einer qualitativen Reaktion oder im Muster der Vertiefungen im
Falle einer semi-quantitativen Reaktion.
Reagenzien und Proben auf Raumtemperatur bringen und das
Reagenz resuspendieren.

QUALITATIVER TEST

1. 25 pl des Testserums in den Boden der Vertiefung der
Mikroplatte geben. Achten Sie darauf, keine zellularen
Bestandteile zu Ubertragen. Vermeiden Sie die Bildung
von Blasen.

2. Wiederholen Sie Schritt 1 fiir jede zu prifende Probe.
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3. Geben Sie 15 pl des Antigens in jede Vertiefung. Vermeiden
Sie die Bildung von Blasen.
4. Prifen Sie, ob das Proben-Antigen-Gemisch gleichméRig

step 1 step 2 step 3

1 1 1 DIL
A 25 pl sample 15 pl ANTIGEN 1/1
B | 25ulCONTROL- | 25plsample | 15plANTIGEN | 1/2
C 25 pl CONTROL - +25 pl B1 15 pl ANTIGEN 1/4
D 25 pl CONTROL - +25 ul C1 15 pl ANTIGEN 1/8
E 25 pl CONTROL - +25ul D1 15 pl ANTIGEN 1/16
F 25 pl CONTROL - +25 pl E1 15 pl ANTIGEN 1/32
G 25 pl CONTROL - +25 pl F1 15 pl ANTIGEN 1/64
H 25 pl CONTROL - +25 uI/G>1 15 ul ANTIGEN | 1/128

(@ DISCARD 25 pl

im Boden der Vertiefung verteilt ist. Andernfalls sorgen Sie
dafiir, indem Sie die Platte seitlich abklopfen und/oder leicht
auf die Arbeitsfléche klopfen.

5. Legen Sie die Platte in die AUTO-DAT (REF 26001) und
folgen Sie den Anweisungen.

6. Am Ende der Analyse nehmen Sie die Platte aus dem
AUTO-DAT-Gerét und entsorgen die Vertiefungen, in denen
die Reaktion stattgefunden hat. Zuvor ungenutzte
Vertiefungen konnen fir spatere Analysen verwendet
werden.

HINWEIS: Die Positiv- und Negativkontrollen werden
gebrauchsfertig geliefert und miissen nicht vorverdiinnt
werden. Sie miissen bei jeder Sitzung auf dieselbe
Weise wie die Priifmuster getestet werden.

Im Falle einer positiven Probe wird eine semi-quantitative
Analyse empfohlen.

SEMI-QUANTITATIVER TEST

Verdoppeln Sie die Verdiinnung der Probe von unverdiinnt (1/1)

auf 1/128:

1. 25 pL der Negativkontrolle/Verdinnungsmittel B1 zu H1
hinzufiigen.

2. 25 pldes Testserums in die Vertiefungen A1 und B1 geben
und griindlich mischen. Achten Sie darauf, keine zelluldren
Bestandteile zu (ibertragen. Vermeiden Sie die Bildung
von Blasen.

3. 25 pl aus B1 entnehmen und in Vertiefung C1 Uibertragen.
Vor dem Umfiillen griindlich umriihren, um die Bildung
von Blasen zu vermeiden.

4. Serielle Verdiinnungen durchflihren: Schritt 3 fir die
nachfolgenden Vertiefungen bis zu H1 wiederholen. Von
letzterem werden 25 pl verworfen.

5. Folgen Sie dem fir den qualitativen Test beschriebenen
Verfahren von Schritt 3 bis Schritt 6.
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Wiederholen Sie den beschriebenen Vorgang fiir alle zu
analysierenden Proben unter Verwendung der anderen Spalten
der Platte.

Der Titel wird durch die letzte mit dem Gerét gefundene reaktive
Verdiinnung angegeben

HINWEIS: Die Positiv- und Negativkontrollen werden
gebrauchsfertig geliefert und miissen nicht vorverdiinnt
werden. Sie miissen bei jeder Sitzung auf dieselbe Weise
wie die Priifmuster getestet werden.

9. TEST-VALIDIERUNG
Verwenden Sie die bei jeder Sitzung bereitgestellten Kontrollen.
Gehen Sie vor, wie im Abschnitt "VORGEHEN" beschrieben.
Wenn das Ergebnis anders ausfallt als erwartet, wenden Sie sich
bitte an den Kundendienst.

Tel: 0039 0577 319554
E-Mail:  scientificsupport@diesse.it;
customercare@diesse.it

10. INTERPRETATION DES TESTS
Wird der semi-quantitative Test gewahlt, gibt das Gerat das
Ergebnis in Form eines Titels an. Der Test an der Probe kann
wie folgt interpretiert werden:

POSITIV: Wenn das Ergebnis = 1/1 ist.
NEGATIV: Wenn das Ergebnis NEG ist

Das Gerét ist in der Lage, das Vorhandensein eines Pro-Zonen-
Effekts mit einem Grenzwert von 1/8 festzustellen; siehe
Benutzerhandbuch.

Wenn der qualitative Test gewahlt wird, liefert das Gerat das
Ergebnis wie folgt:

POSITIVE (POS): Reaktive Probe
NEGATIV (NEG): Nicht reaktive Probe

Es ist ratsam, die erzielten Ergebnisse visuell zu
liberpriifen, um den Bericht zu bestitigen.

T A
e/ |\ \)1@)

POSITIV NEGATIV

11. GRENZEN DES TESTS
Das Produkt sollte nur von professionellem Laborpersonal
verwendet werden.
Der Test ist nicht auf andere Proben als Serum anwendbar.
Der Test ist nur fir das AUTO-DAT-Gerat (REF 26001)
anwendbar.
Beim qualitativen Test kann das Vorhandensein von falsch-
negativen Ergebnissen aufgrund des Pro-Zone-Effekts bei
hochpositiven Proben nicht ausgeschlossen werden.

Alle ermittelten Werte miissen sorgfltig interpretiert werden,
ohne andere Indikatoren, die denselben Patienten betreffen,
auler Acht zu lassen.

Der Test kann nicht allein fiir eine klinische Diagnose verwendet
werden, und das Ergebnis muss immer zusammen mit Daten
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aus der Krankengeschichte und/oder anderen diagnostischen
Untersuchungen bewertet werden.

12. MESSBEREICH
SEMI-QUANTITATIVER TEST: 1/1 - 1/128 (Titel)

13. ANALYTISCHE SPEZIFITAT
3 Proben (1 negative und 2 positive) wurden mit den folgenden
potenziell storenden Faktoren versetzt und anschlieRend
analysiert:

Bilirubin (4,5 mg/d! - 45 mg/dl)
Triglyzeride (250 mg/dl - 1500 mg/dI)
Hamoglobin (2,5 mg/ml - 10 mg/ml)
Rheumafaktor (44 - 220 1U/ml)

Das Vorhandensein der oben beschriebenen Interferenten in der
Serumprobe hat keinen Einfluss auf das Testergebnis.

14, KREUZREAKTIONEN
18 Proben, die positiv auf Borrelien (3), Herpesvirus (3),
Toxoplasma (3), Zytomegalievirus (3), Epstein-Barr-Virus (3)
und Rételn (3) waren, wurden analysiert.
Es wurden keine signifikanten Kreuzreaktionen gefunden.

15. VERGLEICHENDE STUDIEN
In einem Versuch wurden 185 Proben mit Diesse-Kits und einem
anderen kommerziellen Kit analysiert.
Es folgt ein Uberblick tiber die experimentellen Daten:

Referenz
+ i Insgttesam
+ 98 3 101
Diesse - 0 84 84
Insgesam 98 87 185
t

Prozentuale positive  Ubereinstimmung  (~Diagnostische
Sensitivitat): 100,0 % CI95%: 96.2-100.0

Percent Negative Agreement (~Diagnostische Spezifitat): 96,6%
Cl95%: 90,3-98,8

Positiv Pradiktiver Wert (PPV): 97,0% CI95%: 94,5-99,5
Negativ Pradiktiver Wert (NPV): 100,0 % CI95%: 100.0-100.0

Der Grad der Ubereinstimmung zwischen den beiden
Methoden ist mit einem K-Wert (Cohens Kappa-Koeffizient) von
0.96 ausgezeichnet .

16. PRAZISION UND WIEDERHOLBARKEIT

Prazision und Wiederholbarkeit wurden anhand von Replikaten
negativer und positiver Proben in drei verschiedenen Chargen,
an verschiedenen Tagen und mit verschiedenen Instrumenten
bewertet.

Alle erzielten Ergebnisse lagen innerhalb der Akzeptanzkriterien
(Ubereinstimmung % = 95 % zwischen erwarteten und erzielten
Ergebnissen), was die Genauigkeit und Wiederholbarkeit der
Methode belegt.

17. BIBLIOGRAPHIE

1. Larsen S.A et All. Laboratory Diagnosis and
Interpretation of Tests for Syphilis CLINICAL
MICROBIOLOGY REVIEWS (1995), p. 1-21

DE 13/27

2. Antonio Fuertes Ortiz de Urbina Syphilis (Book)

3. WHO guidelines for the treatment of Treponema
pallidum (Syphilis) (2016)

4. Morshed M.G. et All. Recent Trends in the Serologic
Diagnosis of Syphilis. Clinical and Vaccine
Immunology (2015) Volume 22 Number 2

5. Meredith E. et All. RPR and the Serologic Diagnosis of
Syphilis. JAMA. Author manuscript (2019)

6. Tuddenham S. et All. Syphilis Laboratory Guidelines:
Performance  Characteristics of Nontreponemal
Antibody Tests. Clinical Infectious Diseases (2020):71

(Suppl 1)

18. VORFALLBERICHT
Wenn sich im Zusammenhang mit diesem Gerat im Marktgebiet
der Européaischen Union ein schwerer Unfall ereignet hat,
melden Sie dies bitte unverzlglich dem Hersteller und der
zustandigen Behdrde Ihres Mitgliedstaates.

19. ZUSAMMENFASSUNG DER SICHERHEIT UND
LEISTUNG
Dieses Dokument, das in der EUDAMED-Datenbank zur
Verfiigung gestellt wird (sobald sie vollstdndig implementiert und
funktionsfahig ist), ist Teil der technischen Dokumentation und
kann beim Hersteller angefordert werden.
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NAVOD NA POUZITI

RPR-DAT ADVANCED

Pouze pro diagnostické pouziti in vitro

1. URCENE POUZITI
RPR-DAT ADVANCED (REF 26031) je netriponemovy
aglutinacni test pro kvalitativni a semikvantitativni detekci
reaginii v lidském séru pro pfistroj AUTO-DAT (REF 26001).
Vzhledem k tomu, ze netreponemové testy jsou zaloZzeny na
detekci reaginu, coz je tfida protilatek pritomnych u syfilis
(onemocnéni zplsobené infekci Treponema pallidum), je
souprava uréena ke stanoveni expozice infekci
prostrednictvim infekce Treponema pallidum a k pouziti
jako pomticka pfi jeji diagnostice.
Test neni urCen ke zjisténi expozice infekci Treponema
pallidum v krvi, krevnich slozkach, buikach, tkanich,
organech nebo jejich derivatech za ti¢elem posouzeni jejich
vhodnosti pro transfuzi, transplantaci nebo podani bunék.
Musi jej pouzivat pouze odborni pracovnici laboratore.

2. Uvop
Syfilida, zplsobena spirochetami Treponema pallidum (subsp.
pallidum), je chronicka infekce s mnoha rliznymi klinickymi
projevy probihajicimi v odliSnych fazich. Obecné se toto
systémové infekéni onemocnéni Sifi pfimym pohlavnim stykem
a projevuje se lézemi obsahujicimi treponemy. Jedinymi
znamymi hostiteli jsou lidé.
Pro pfimou i nepfimou diagnostiku syfilidy je k dispozici mnoho
testd, ale dosud neexistuje jediny optimalni test.
Pfimé diagnostické metody zahrnuji detekci T. pallidum pomoci
mikroskopického vySetfeni tekutiny nebo stérd z I1ézi,
histologického vy3etfeni tkané nebo metod amplifikace
nukleovych kyselin, jako je polymerdzové Ffetézova reakce
(PCR).
Nepfima diagnostika je zalozena na sérologickych testech na
Zjisténi protilatek. Sérologické testy se déli do dvou kategorii:
1. netreponemové screeningové testy
2. konfirmacni treponemové testy
Netreponemové testy jsou zaloZeny na detekci reagind, coz je
tfida protilatek pfitomnych u syfilis a pfileZitostné i u jinych
akutnich a chronickych onemocnéni. Reaginy lze v séru
detekovat pfiblizné 4-6 tydn( po infekci nebo 1-3 tydny po vzniku
primarniho syfilomu.
Purifikovany extrakt z hovéziho srdce (kardiolipin) obohaceny
lecitinem a cholesterolem se pouZiva jako antigen pro reaginové
testy. Netreponemové testy se v sérologii syfilis béZné pouZivaji
diky svym praktickym vyhoddm a reprodukovatelnosti, i kdyZz
nejsou vzdy 100% specifickeé.
Vzhledem k tomu, ze RPR-DAT ADVANCED je netreponemovy
test zalozeny na principu flokulace, je ur€en ke stanoveni
expozice infekci Treponema pallidum jako pomtcka pfi relativni
diagnostice.

3. PRINCIP METODY
Test je zalozen na principu flokulace.
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Vizorek séra reaguje v jamce mikrotitracni destiCky s koloidni
suspenzi kardiolipinu, lecitinu a cholesterolu smichanou s
mikroCasticemi dfevéného uhli.

V pfitomnosti protilatek (reagint), které aglutinuji antigen, se
vytvofi agregat (pozitivni reakce). Reakce je negativni, pokud je
uvnitf jamky zobrazen kruh.

Test se provadi na pfistroji AUTO-DAT (REF 26001), ktery
zachyti obraz probéhlé reakce, analyzuje jej, poskytne a vytiskne
vysledek vypoéteny na zakladé specifického algoritmu.

4. BEZPECNOSTNi OPATRENI

POUZE PRO DIAGNOSTIKU IN VITRO.

Tato souprava obsahuje materialy lidského piivodu, které
byly testovany a shledany negativnimi v testech na HBsAg
a protilatky anti-HIV-1, anti-HIV-2 a anti-HCV. Vzhledem k
tomu, Ze zadny diagnosticky test nemize poskytnout
Uplnou zaruku nepfitomnosti infekénich agens, musi byt
jakykoli material lidského piivodu povazovan za potenciainé
infikovany. Se vSemi €inidly a vzorky se musi zachazet v
souladu s bezpe¢nostnimi pravidly obvyklymi v laboratofi.

Likvidace zbytk(: s pouzitymi vzorky a Cinidly je treba
zachazet jako s infekénimi zbytky a poté je zlikvidovat podle
platnych predpis.

Upozornéni tykajici se bezpe€nosti personalu

1. Nepipetuijte Usty.

2. Pii manipulaci se vzorky pouzivejte jednorazové rukavice a
ochranu o€i.

3. Po dokonceni testu si dikladné umyjte ruce.

4. Bezpelnostni charakteristiky Cinidel obsazenych v sadé
naleznete v bezpeénostnim listu (k dispozici na webovych
strankach spole¢nosti DIESSE: www.diesse.it)

5. Jakékoli rozliti potencialné infikovanych materiall musi byt
okamzité odstranéno pomoci absorpCniho papiru a
zneCistény prostor musi byt pfed pokradovanim v praci
dekontaminovan, napf. 1% chlornanem sodnym. Pokud je
pfitomna kyselina, chlornan sodny nesmi byt pouzit dfive,
nez bude zéna vysusena.

VeSkeré materidly pouzité k dekontaminaci nahodné
rozlitych latek, véetné rukavic, by mély byt zlikvidovany jako
potencialné infekéni odpad.

Materidly s obsahem chlornanu sodného nevkladejte do
autoklavu.

Opatieni pro spravné provedeni testu
Pied pouzitim uvedte €inidla na pokojovou teplotu (18-30
°C).

1. Test musi byt pouzivan ve spojeni s pfistrojem AUTO-DAT
(REF 26001), pficemz je tfeba pfesné dodrzovat navod k
pouZiti a uzivatelskou pfirucku k pfistroji.

2. Postup testu neupravujte. Nezaménujte Cinidla za €inidla od
jinych dodavatel nebo jinych Sarzi, pokud neni vyslovné
uvedeno, Ze je Cinidlo mezi Sarzemi zaménitelné.

3. Zkontrolujte, zda je pfistroj spravné nastaven (viz
uzivatelska pfirucka).

4. Vyhnéte se pouZivani samoodmrazovacich mrazni¢ek pro
skladovani vzorku.

5. Nepouzivejte hemolyzované, lipaemické a ikterické vzorky
s vy3Si koncentraci interferencnich latek, nez je testovana
koncentrace (podle Gdaju v kapitole ,Analyticka specifita®).
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6. Pfistroj nepouzivejte po uplynuti doby pouZitelnosti.

Po pouziti skladujte reagencie pfi teploté 2-8 °C.

8. Zabrafte mikrobialni kontaminaci reagencii, protoze to
snizuje platnost vyrobku a mlze vést k nespravnym
vysledkim.

~

5. SLOZENi SOUPRAVY A PRIPRAVA CINIDEL
Reagencie vystaci na 500 stanoveni.

ANTIGENE

2x4ml

Obsah: antigen se sklada ze stabilizované smési kardiolipinu
0,003 %, cholesterolu 0,09 %, lecitinu 0,02 % a mikroastic
dfevéného uhli 0,2 g/l.

Upozornéni: Nepouzivané lahvicky skladujte ve svislé
poloze. Pred pouzitim uvedte lahvicky do pokojové teploty.
Netiepejte silné.

CONTROL +

POZITIVNI KONTROLA

1x0,5ml

Obsah: Reaktivni lidské sérum na syfilis, zfedéné na maximalné
15 % v bilkovinném roztoku s 0,09 % azidu sodného.

Tekuté, pfipravené k pouziti.

CONTROL -

NEGATIVNI KONTROLA/REDIDLO PRO VZORKY

1x4mL

Obsah: 100% nereaktivni lidské sérum obsahujici Proclin 300
0,029% a gentamicin 0,05% jako konzervaéni latky.

Tekuté, pfipravené k pouziti.

DALSI POZADOVANY MATERIAL, KTERY NENi SOUCASTI
BALENI:

e  Pristroj AUTO-DAT (REF 26001)

AUTO-DAT MICROPLATES RPR (REF 26006)
Mikropipety schopné pfesné odebirat objemy 15-25 pl.
Jednorazové rukavice

Nadoby pro odbér potencialné infikovanych materiald.

6. SKLADOVANI A STABILITA CINIDEL
Cinidla musi byt skladovany pii teploté 2/8 °C.
Po prvnim pouziti by mély byt mikrodesticky skladovany pfi
pokojové teploté.

Datum pouzitelnosti je vytiSténo na kazdé slozce a na
vnéjsim Stitku baleni.

Stabilita reagencii se po otevieni lahvicky neméni, pokud
uzivatel dba na to, aby byl vyrobek chranén pfed moZnou
mikrobialni kontaminaci.

7. TYP VZORKU A SKLADOVANI

Typem vzorku je sérum ziskané z krve odebrané ze Zily a
zpracované podle standardnich laboratornich postupd.

Podle pokynu CLSI H18-A3 musi byt vzorky séra uréené k
analyze ped centrifugaci srazeny; spontanni a Gplna koagulace
obvykle probiha béhem 30-60 minut pfi 22 °C-25 °C. Doporucuje
se, aby sérum bylo co nejdFive fyzicky oddéleno centrifugaci od
kontaktu s burikami s maximalnim ¢asovym limitem 2 hodiny od
odbéru.
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Cerstvé sérum Ize uchovavat po dobu 7 dnd pfi teploté 2/8 °C;
pro deldi skladovani je tfeba jej zmrazit pfi -20 °C po dobu
nejméné 10 mésicu.

Vzorek Ize rozmrazit maximalné tfikrat.

Vyhnéte se pouzivani samoodmrazovacich mrazniek pro
skladovani vzork(. Po rozmrazeni vzorek pfed analyzou peclivé
protiepejte.

Tepelna inaktivace mlze vést k chybnym vysledkdm.

Kvalita vzorku muze byt vazné ovlivnéna mikrobialni
kontaminaci, kterd muze vést k chybnym vysledkim.

8. POSTUP
Operator m0ze zvolit, zda chce test provést v rezimu:
- kvalitativnim

- semikvantitativnim
Vyhodnoceni vysledku se provadi pozorovanim aglutinace
vzorku v jednotlivych jamkach v pfipadé kvalitativni reakce nebo
ve vzorcich jamek v pfipadé semikvantitativni reakce.
Pfivedte Cinidla a vzorky na pokojovou teplotu a znovu je
rozpustte.

KVALITATIVNI TEST

. Na dno jamky mikrotitraéni desticky pfidejte 25 pl
testovaciho séra. Dejte pozor, abyste nepfenesli zadné
bunécné elementy. Vyhnéte se tvorbé bublin.

2. Krok 1 opakujte pro kazdy testovany vzorek.

3. Do kazdé jamky pfidejte 15 pl antigenu. Vyhnéte se tvorbé
bublin.

4. Zkontrolujte, zda je smés vzorku a antigenu rovnomérné
rozlozena na dné jamky. V opacném pfipadé to zajistéte
poklepanim na desku ze strany a/nebo jemnym poklepanim
na pracovni plochu.

5. Viozte desku do pfistroje AUTO-DAT (REF 26001) a
postupuijte podle pokynd.

6. Na konci analyzy vyjméte desticku z pfistroje AUTO-DAT a
vyhodte jamky, ve kterych probihala reakce. Dfive nepouZité
jamky Ize pouZit pro nasledné analyzy.

POZNAMKA: pozitivni a negativni kontroly se dodavaji
pripravené k pouziti a nevyzaduji predbézné fedéni.
Musi byt testovany pii kazdém sezeni stejnym
zpUsobem jako zkusebni vzorky.

V pfipadé pozitivniho vzorku se doporucuje semikvantitativni
analyza.

SEMIKVANTITATIVNI TEST

Provedte dvojndsobné Fedéni testovaného vzorku z nefedéného

(1/1) na 1/128:

1. Pfidejte 25 pl negativni kontroly/fedidla B1 k H1.

2. Do jamky A1 a jamky B1 pfidejte 25 pl testovaciho séra a
ddkladné promichejte. Dejte pozor, abyste nepfenesli
7adné bunééné elementy. Vyhnéte se tvorbé bublin.

3. Odeberte 25 pl z jamky B1 a pfeneste do jamky C1. Pred
pienesenim dukladné promichejte, aby se netvofily
bubliny.

4. Provedte sériové fedéni: opakujte krok 3 pro nasledujici
jamky az do H1. Z posledné jmenovaného mnozstvi
vyhod'te 25 pl.

5. Postupuijte podle postupu popsaného pro kvalitativni test od
kroku 3 do kroku 6.
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Opakujte popsanou operaci pro vSechny analyzované vzorky s
pouzitim ostatnich sloupcl desticky.

step 1 step 2 step 3

1 1 1 DIL
A 25 pl sample 15 pl ANTIGEN 1/1
B | 25ulCONTROL- | 25plsample | 15plANTIGEN | 1/2
C 25 pl CONTROL - +25 pl B1 15 pl ANTIGEN 1/4
D 25 pl CONTROL - +25 ul C1 15 pl ANTIGEN 1/8
E 25 pl CONTROL - +25ul D1 15 pl ANTIGEN 1/16
F 25 pl CONTROL - +25 pl E1 15 pl ANTIGEN 1/32
G 25 pl CONTROL - +25 pl F1 15 pl ANTIGEN 1/64
H 25 pl CONTROL - +25 uI/G>1 15 ul ANTIGEN | 1/128

(@ DISCARD 25 pl

Titr bude stanoven podle posledniho fedéni, u kterého byla
zjisténa reakce s pfistrojem.

POZNAMKA: pozitivni a negativni kontroly se dodavaji
pfipravené k pouziti a nevyzaduji predbézné redéni. Musi
byt testovany pfi kazdém sezeni stejnym zpiisobem jako
zkus$ebni vzorky.

9. VALIDACE TESTU
Pfi kazdé relaci pouzijte kontrolni burky.
Postupuijte podle popisu v &asti ,PFOSTUP".
Pokud se vysledek li8i od ogekavaného, kontaktujte oddéleni
péde o zakazniky.

Tel: 0039 0577 319554
email: scientificsupport@diesse.it;
customercare@diesse.it

10. INTERPRETACE TESTU
Pokud je zvolen semikvantitativni test, pfistroj uvadi vysledek v
fitru. Test na zkuSebnim vzorku Ize interpretovat nasledovné:

POZITIVNI: kdyz je vysledek = 1/1
Negativni: pokud je vysledek NEG

Pristroj je schopen detekovat pfitomnost prozonového efektu s
limitem 1/8; viz uzivatelska pfirucka.

Pokud je zvolen kvalitativni test, pfistroj poskytne vysledek
nasledujicim zplsobem:

POZITIVNI (POS): reaktivni vzorek
NEGATIVNI (NEG): nereaktivni vzorek

Doporucuje se vizualné zkontrolovat ziskané vysledky a
potvrdit zpravu.
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A (N \J|©)
POZITIVNI NEGATIVNI

11. OMEZENI TESTU
Viyrobek musi byt pouzivan pouze odbornym laboratornim
personalem.
Test nelze aplikovat na jiné vzorky nez sérum.
Test je pouzitelny pouze pro pfistroj AUTO-DAT (REF 26001).
Pfi kvalitativnim testu nelze vylouCit pfitomnost faledné
negativnich vysledkd v disledku prozénového efektu vysoce
pozitivnich vzork(, aby se vyloucila fale$na negativita prozony,
mély by se vzorky testovat semikvantitativnim postupem.

Veskeré ziskané hodnoty vyZzaduiji peclivou interpretaci, ktera
musi brat v Uvahu také dalSi ukazatele tykajici se pacienta.

Ve skuteCnosti nelze test pouZit pro stanoveni klinické diagndzy
samostatné a ziskany vysledek je vzdy tfeba hodnotit spolecné
s Udaji z anamnézy pacienta a/nebo s dalSimi diagnostickymi
vySetienimi.

12. ROZSAH MERENI
SEMIKVANTITATIVNI TEST: 1/1 - 1/128 (Titr)

13. ANALYTICKA SPECIFICITA
3 vzorky (1 negativni a 2 pozitivni) byly obohaceny o nasledujici
potenciainé interferen¢ni faktory a poté analyzovany:

Bilirubin (4,5 mg/dI - 45 mg/dI)
Triglyceridy (250 mg/dI - 1500 mg/dI)
Hemoglobin (2,5 mg/ml - 10 mg/ml)
Revmatoidni faktor (44 - 220 |U/ml)

Pfitomnost vy3e popsanych interferenénich latek ve vzorku séra
nemd vliv na vysledek testu.

14. ZKRIZENA REAKTIVITA
Osmnact vzorkd bylo pozitivnich na borélie (3), herpes virus (3),
toxoplazmu (3), cytomegalovirus (3), virus Epsteina-Barrové (3)
arubeolu (3).
Nebyly zjistény Zadné vyznamné zkfiZzené reakce.

15. SROVNAVACI STUDIE
V jedné studii bylo analyzovano 185 vzorkd pomoci souprav
Diesse a dalSi soupravy z komeréni sité.
NiZe jsou shrnuty Udaje ze studie:

Reference
+ - Celkem
+ 98 3 101
Diesse - 0 84 84
Celkem 98 87 185

Procento pozitivni shody (~ Diagnosticka citlivost): 100,0%
Clos%: 96,2-100,0

Procento negativni shody: (~Diagnosticka specificita): 96,6%
Cl95%: 90,3-98,8

Pozitivni prediktivni hodnota (PPV): 97,0% CI95%: 94,5-99,5
Negativni prediktivni hodnota (NPV): 100,0% Cles%: 100,0-100,0

Mira shody mezi obéma metodami je vynikajici s hodnotou K
(Cohenuv koeficient) 0,96.
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16. PRESNOST A OPAKOVATELNOST
Presnost a opakovatelnost byly hodnoceny na opakovanich
negativnich a pozitivnich vzorkd ve tfech rlznych Sarzich,
provedenych v riznych dnech a s rGznymi pfistroji.
Vechny ziskané vysledky splriuji kritéria pfijatelnosti (shoda %
= 95 % mezi oCekavanymi a ziskanymi vysledky), coz prokazuje
pfesnost a opakovatelnost metody.
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18. HLASENi NEZADOUCI UDALOSTI
Pokud doSlo k vazné nehodé s timto pfistrojem na uzemi
Evropské unie, neprodlené ji nahlaste vyrobci a pfislusnému
organu vaSeho ¢lenského statu.

19. SHRNUTi TYKAJiCi SE BEZPECNOSTI A
VYKONNOSTI
Tento dokument, ktery bude zpfistupnén v databazi EUDAMED
(az bude plné zavedena a funkéni), je soucasti technické
dokumentace a Ize si jej vyZadat od vyrobce.
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MODE D'’EMPLOI

RPR-DAT ADVANCED

Pour le diagnostic in vitro uniquement

1. UTILISATION PREVUE
RPR-DAT ADVANCED (REF 26031) est un test
d'agglutination non triponémique pour Ila détection
qualitative et semi-quantitative des réactifs dans le sérum
humain, a appliquer a l'instrument AUTO-DAT (REF 26001).
Les tests non contreponémiques reposent sur la détection
de réacines, une classe d'anticorps présents dans la
syphilis (une maladie causée par une infection a Treponema
pallidum), le kit est destiné a déterminer I'exposition a
l'infection par Treponema pallidum et a étre utilisé comme
aide au diagnostic.
Le test n'est pas destiné a étre utilisé pour détecter
I'exposition a l'infection par Treponema pallidum dans le
sang, les composants sanguins, les cellules, les tissus, les
organes ou tout dérivé de ceux-ci afin d'évaluer leur
aptitude a la transfusion, a la transplantation ou a
I'administration de cellules.
Il ne doit étre utilisé que par le personnel professionnel du
laboratoire.

2. INTRODUCTION
La syphilis, causée par les spirochetes Treponema pallidum
(subsp. pallidum), est une infection chronique avec de
nombreuses manifestations cliniques différentes se produisant
dans des phases distinctes. En général, cette maladie
infectieuse systémique est contractée par contact sexuel direct
et présente des Iésions contenant des tréponémes. Les seuls
hotes connus sont les étres humains.
De nombreux tests sont disponibles pour le diagnostic direct et
indirect de la syphilis, mais il n'existe pas encore de test optimal
unique.
Les méthodes de diagnostic directes comprennent la détection
de T. pallidum par I'examen microscopique du liquide ou des
frottis des lésions, I'examen histologique des tissus ou les
méthodes d'amplification de l'acide nucléique telles que la
réaction en chaine de la polymérase (PCR).
Le diagnostic indirect repose sur des tests sérologiques de
détection des anticorps. Les tests sérologiques se divisent en
deux catégories :
1. Tests de dépistage non tréponémiques
2. tests tréponémiques de confirmation
Les tests non tréponémiques sont basés sur la détection de
réacines, une classe d'anticorps présents dans la syphilis et
parfois dans d'autres maladies aigués et chroniques. Les réactifs
peuvent étre détectés dans le sérum environ 4 a 6 semaines
aprés linfection ou 1 a 3 semaines aprés l'apparition du
syphilome primaire.
L'extrait de cceur de beeuf purifié (cardiolipine) enrichi de
lécithine et de cholestérol est utilisé comme antigéne pour les
tests de réactivitt. Les tests non tréponémiques sont
couramment utilisés dans la sérologie de la syphilis en raison de
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leurs avantages pratiques et de leur reproductibilité, bien qu'ils
ne soient pas toujours spécifiques a 100 %.

Le RPR-DAT ADVANCED étant un test non tréponémique, basé
sur le principe de la floculation, il est destiné a déterminer
I'exposition a l'infection par Treponema pallidum comme aide au
diagnostic relatif.

3. PRINCIPE DE LA METHODE
Le test est basé sur le principe de la floculation.
L'échantillon de sérum réagit dans le puisard de la micro
plaquette avec une suspension colloidale de cardiolipine, de
lécithine et de cholestérol mélangée a des microparticules de
charbon.
En présence d'anticorps (réactifs), qui agglutinent I'antigéne, un
agrégat se forme (réaction positive). La réaction est négative si
un cercle apparait a l'intérieur du puisard.
Le test est appliqué a I'instrument AUTO-DAT (REF 26001), qui
capture l'image de la réaction qui a eu lieu, I'analyse, délivre et
imprime un résultat calculé sur la base d'un algorithme
spécifique.

4. PRECAUTIONS

A DES FINS DE DIAGNOSTIC IN VITRO
UNIQUEMENT.
Ce kit contient des matériaux d'origine humaine qui ont été
testés et se sont révélés négatifs pour le HBsAg et les
anticorps anti-VIH-1, anti-VIH-2 et anti-HCV. Aucun test de
diagnostic ne pouvant garantir I'absence d'agents
infectieux, tout matériel d'origine humaine doit étre
considéré comme potentiellement infecté. Tous les réactifs
et échantillons doivent étre manipulés conformément aux
régles de sécurité normalement adoptées dans le
laboratoire.

Elimination des résidus : les échantillons et réactifs utilisés
doivent étre traités comme des résidus infectés, puis
éliminés conformément aux dispositions de la loi.

Avertissements en matiére de sécurité personnelle

1. Ne pas pipeter avec la bouche.

2. Utiliser des gants jetables et des lunettes de protection lors
de la manipulation des échantillons.

3. Se laver soigneusement les mains une fois le test terminé.

4. En ce qui concerne les caractéristiques de sécurité des
réactifs contenus dans le kit, veuillez vous référer a la Fiche
de Sécurité (disponible sur le site Internet de DIESSE :
www.diesse.it)

5. Tout déversement de matériaux potentiellement infectés doit
étre immédiatement éliminé a l'aide de papier absorbant et
la zone polluée doit étre décontaminée, par exemple avec
de I'hypochlorite de sodium a 1 %, avant de poursuivre le
travail. Si un acide est présent, I'hypochlorite de sodium ne
doit pas étre utilisé avant que la zone ait été séchée.

Tous les matériaux utilisés pour décontaminer les
déversements accidentels, y compris les gants, doivent étre
éliminés comme des déchets potentiellement infectieux.
Ne pas autoclaver les matériaux contenant de I'hypochlorite
de sodium.

Avertissements analytiques
Amener les réactifs a température ambiante (18-30°C) avant
utilisation.
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1. Le test doit étre utilisé avec l'instrument AUTO-DAT (REF
26001), en suivant scrupuleusement le mode d'emploi et le
manuel d'utilisation de l'instrument.

2. Ne pas modifier la procédure de test. Ne pas remplacer les
réactifs par ceux d'autres fournisseurs ou d'autres lots, sauf
s'il est spécifiquement indiqué que le réactif est
interchangeable entre les lots.

3. Vérifier que l'instrument est correctement configuré (voir le
manuel de l'utilisateur).

4.  Eviter dutiliser des congélateurs & dégivrage automatique
pour le stockage des échantillons.

5. Ne pas utiliser d'échantillons hémolysés, lipémiques,
ictériques avec une concentration d'interférents supérieure
a celle testée (selon les indications du chapitre « Spécificité
analytique »).

6. Ne pas utiliser le dispositif aprés la date de péremption.

Apreés utilisation, conserver les réactifs a 2-8°C.

8. Eviter la contamination microbienne des réactifs, car elle
réduit la validité du produit et peut conduire a des résultats
erronés.

~

5. COMPOSITION DU KIT ET PREPARATION DES
REACTIFS
Les réactifs sont suffisants pour 500 déterminations.

ANTIGENE

2x4ml

Contenu: l'antigene consiste en un mélange stabilisé de
cardiolipine 0,003 %, de cholestérol 0,09 %, de lécithine 0,02 %
et de microparticules de charbon 0,2 g/L.

Attention : Conserver les flacons en position verticale
lorsqu'ils ne sont pas utilisés. Amener a température
ambiante avant utilisation. Ne pas agiter vigoureusement.

CONTROLE #

CONTROLE POSITIF

1x0.5ml

Contenu : Sérum humain réactif pour la syphilis, dilu¢ a un
maximum de 15 % dans une solution protéique avec 0,09 %
d'azide de sodium.

Liquide, prét a I'emploi.

CONTROL -

CONTROLE NEGATIF/DILUANT D'ECHANTILLON

1x4mL

Contenu : 100 % de sérum humain non réactif contenant du
Proclin 300 0,029 % et de la gentamicine 0,05 % comme
conservateurs.

Liquide, prét a I'emploi

AUTRE MATERIEL REQUIS MAIS NON FOURNI :

e Instrument AUTO-DAT (REF 26001)

e AUTO-DAT MICROPLATES RPR (REF 26006)

e  Micropipettes capables de prélever avec précision des
volumes de 15 a 25 .

e (Gants jetables

e Récipients pour la collecte de matériel potentiellement
infecté

FR 19/27

6. MODE DE STOCKAGE ET STABILITE DES
REACTIFS
Les réactifs doivent étre conservés a 2/8°C
Aprés la premiére utilisation, les microplaques doivent étre
conservées a température ambiante.

La date de péremption est imprimée sur chaque composant
et sur I'étiquette externe de I'emballage.

La stabilité des réactifs ne change pas aprés l'ouverture du
flacon, pourvu que ['utilisateur veille a préserver le produit d'une
éventuelle contamination microbienne.

7. TYPE D'ECHANTILLONS ET STOCKAGE
Le type d'échantillon est le sérum obtenu a partir de sang prélevé
par ponction veineuse et manipulé conformément aux
procédures de laboratoire standard.
Selon la directive H18-A3 du CLSI, les échantillons de sérum a
analyser doivent étre coagulés avant d'étre centrifugés ; la
coagulation spontanée et compléte se produit normalement en
30 a 60 minutes a une température de 22 a 25 °C. Il est
recommandé de séparer physiquement le sérum, par
centrifugation, du contact avec les cellules dés que possible,
avec un délai maximum de 2 heures a partir du moment du
prélévement.
Le lactosérum frais peut étre conservé pendant 7 jours a 2/8 °C
; pour des périodes de stockage plus longues, il peut étre
congelé a -20 °C pendant au moins 10 mois.
L'échantillon peut subir un maximum de 3 décongélations.
Eviter d'utiliser des congélateurs & dégivrage automatique pour
le stockage des échantillons. Aprés décongélation, agiter
soigneusement |'échantillon avant de le doser.
L'inactivation par la chaleur peut donner des résultats erronés.
La qualité de I'échantillon peut étre sérieusement affectée par la
contamination microbienne, ce qui peut conduire a des résultats
erronés.

8. PROCEDURE
L'opérateur peut choisir d'effectuer le test en mode :

- qualitatif

- semi-quantitatif
L'évaluation du résultat se fait en observant I'agglutination de
I'échantillon dans chaque puits, dans le cas d'une réaction
qualitative, ou dans I'ensemble des puisards, dans le cas d'une
réaction semi-quantitative.
Amener les réactifs et les échantillons a température ambiante
et remettre le réactif en suspension.

TEST QUALITATIF
Ajouter 25 pl de sérum a tester au fond du puits de la
microplaquette. Ne pas transférer d'éléments cellulaires.
Eviter la formation de bulles.

2. Répéter I'étape 1 pour chaque échantillon a tester.

3. Ajouter 15 pl d'antigéne dans chaque puisard. Eviter la
formation de bulles.

4. Vérifier que le mélange échantillon-antigéne est
uniformément réparti au fond du puisard. Sinon, il est
possible de le faire en tapant latéralement sur la plaquette
et/ou en tapant doucement sur le plan de travail.

5. Placer la plaquette dans I'AUTO-DAT (REF 26001) et suivre
les instructions.

6. Alafin de 'analyse, retirer la plaque de I'instrument AUTO-
DAT et jeter les puisards dans lesquels la réaction a eu lieu.
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Les puisards non utilisés précédemment peuvent étre
utilisés pour des analyses ultérieures.

NOTE : les controles positifs et négatifs sont fournis
préts a I'emploi et ne nécessitent pas de pré-dilution. lls
doivent étre testés a chaque session de la méme
maniére que les échantillons de test.

En cas d'échantillon positif, une analyse semi-quantitative
est recommandée.

TEST SEMI-QUANTITATIF

Effectuer des dilutions doubles de I'échantillon a tester, de I'état

non dilué (1/1) a 1/128 :

1. Ajouter 25 pl de controle négatif/diluant B1 a H1.

2. Ajouter 25 ul de sérum a tester dans le puits A1 et le puits
B1, en mélangeant soigneusement. Ne pas transférer
d'éléments cellulaires. Eviter la formation de bulles.

3. Prélever 25 pl de B1 et les transférer dans le puits C1.
Remuer soigneusement avant le transfert, en évitant la
formation de bulles.

4. Effectuer des dilutions en série : répéter I'étape 3 pour les
puits suivants jusqu'a H1. Dans ce dernier cas, jeter 25 pl.

5. Suivre la procédure décrite pour le test qualitatif de I'étape
3 al'étape 6.

Répéter l'opération décrite pour tous les échantillons a analyser
en utilisant les autres colonnes de la plaque.

step 1 step 2 step 3

1 1 1 DIL
A 25 pl sample 15 pl ANTIGEN 1/1
B 25 pl CONTROL - 25 pl sample 15 pl ANTIGEN 1/2
C 25 pl CONTROL - +25 ul B1 15 pl ANTIGEN 1/4
D 25 pl CONTROL - +25 ul C1 15 pl ANTIGEN 1/8
E 25 pl CONTROL - +25ul D1 15 pl ANTIGEN 1/16
F 25 pl CONTROL - +25 pl E1 15 pl ANTIGEN 1/32
G 25 pl CONTROL - +25 pl F1 15 pl ANTIGEN 1/64
H 25 pl CONTROL - +25 ul/C;l 15 ul ANTIGEN | 1/128

(@ DISCARD 25

Le titre sera donné par la derniere dilution trouvée réactive avec
linstrument.

NOTE : les contrdles positifs et négatifs sont fournis préts
a I'emploi et ne nécessitent pas de pré-dilution. lls doivent
étre testés a chaque session de la méme maniére que les
échantillons de test.

9. VALIDATION DU TEST
Utiliser les contrdles fournis a chaque session. )
Procédez comme indiqué dans le paragraphe « PROCEDURE
».
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Si le résultat n'est pas celui escompté, contacter le service
clientéle.

Tél: 0039 0577 319554
courriel  scientificsupport@diesse.it;
customercare@diesse.it

10. INTERPRETATION DU TEST
Sile test semi-quantitatif est choisi, l'instrument donne le résultat
en titre. Le test sur I'‘échantillon peut étre interprété comme suit :

POSITIF : lorsque le résultat est 2 1/1
NEGATIF : lorsque le résultat est NEGATIF

L'instrument est capable de détecter la présence de l'effet pro-
zone avec une limite de 1/8 ; voir le manuel d'utilisation.

Si le test qualitatif est choisi, I'instrument fournit le résultat
suivant :

POSITIF (POS) : échantillon réactif
NEGATIF (NEG) : échantillon non réactif

Il est conseillé de vérifier visuellement les résultats obtenus
pour confirmer le rapport.

T S
y N\ \J‘@\))

POSITIF NEGATIF

11. LIMITES DU TEST

Le produit ne doit étre utilisé que par du personnel de laboratoire
professionnel.

Le test n'est pas applicable aux échantillons autres que le sérum.
Le test ne s'applique qu'a l'nstrument AUTO-DAT (REF 26001).
Dans le test qualitatif, la présence de résultats faussement
négatifs dus a l'effet pro-zone d'échantillons hautement positifs
ne peut étre exclue ; pour exclure la fausse négativité pour la
pro-zone, les échantillons doivent étre testés avec la procédure
semi-quantitative.

Toutes les valeurs obtenues doivent étre interprétées avec soin,
sans négliger les autres indicateurs relatifs au méme patient.
En effet, le test ne peut étre utilisé seul pour un diagnostic
clinique et le résultat obtenu doit toujours étre évalué avec les
données de ['histoire du patient et/ou d'autres investigations
diagnostiques.

12. PLAGE DE MESURE
TEST SEMI-QUANTITATIF : 1/1 - 1/128 (Titre)

13. SPECIFICITE ANALYTIQUE
3 échantillons (1 négatif et 2 positifs) ont été dopés avec les
facteurs d'interférence potentiels suivants, puis analyseés :

Bilirubine (4,5 mg/dI - 45 mg/dI)
Triglycérides (250 mg/dl - 1500 mg/dl)
Hémoglobine (2,5 mg/ml - 10 mg/ml)
Facteur rhumatoide (44 - 220 Ul/ml)

La présence des substances interférentes décrites ci-dessus
dans I'échantillon de sérum n'influence pas le résultat du test.
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14. CROSS-REACTIFS
18 échantillons ont été testés positifs pour Borrelia (3), le virus
de I'nerpés (3), Toxoplasma (3), le cytomégalovirus (3), le virus
d'Epstein-Barr (3) et la rubéole (3).
Aucune réaction croisée significative n'a été trouvée.

15. ETUDES COMPARATIVES
Dans un essai, 185 échantillons ont été analysés avec des kits
Diesse et un autre kit commercial.
Voici un apergu des données expérimentales :

Référence
+ - Total
+ 98 3 101
Diesse - 0 84 84
Total 98 87 185

Pourcentage d'accord positif (~Sensibilité¢ diagnostique) :
100,0% CI95% : 96.2-100.0

Pourcentage d'accord négatif (~Spécificité diagnostique) : 96.6
% CI95 % : 90.3-98.8

Valeur Prédictive Positive (VPP) : 97.0 % CI95 % : 94.5-99.5
Valeur Prédictive Négative (VPN) : 100,0% CI95% : 100.0-100.0

Le degré de concordance entre les deux méthodes est
excellent avec une valeur K (coefficient de Cohen) de 0,96.

16. PRECISION ET REPETABILITE
La précision et la répétabilité ont été évaluées sur des réplicats
d'échantillons négatifs et positifs, dans trois lots différents,
effectués a des jours différents et avec des instruments
différents.
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Tous les résultats obtenus se situaient dans les critéres
d'acceptation (Accord % = 95 % entre les résultats attendus et
obtenus), ce qui démontre la précision et la répétabilité de la
méthode.
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18. SIGNALISATION D'INCIDENT
Si un incident grave s'est produit en relation avec cet appareil
sur le territoire de I'Union européenne, le signaler sans délai au
fabricant et & 'autorité compétente de votre Etat membre.

19. RESUME DE LA SECURITE ET DES
PERFORMANCES
Ce document, qui sera disponible dans la base de données
EUDAMED (lorsqu'elle sera entiérement mise en ceuvre et
opérationnelle), fait partie de la documentation technique et peut
étre demandé au fabricant.
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INSTRUCCIONES DE USO

RPR-DAT ADVANCED

Sélo para uso diagndstico in vitro

1. USO PREVISTO
RPR-DAT ADVANCED (REF 26031) es una prueba de
aglutinacion no triponémica para la deteccion cualitativa y
semicuantitativa de reaginas en suero humano que se
aplica al instrumento AUTO-DAT (REF 26001).
Dado que las pruebas no treponémicas se basan en la
deteccion de reaginas, una clase de anticuerpos presentes
en la sifilis (enfermedad causada por la infeccion con
Treponema pallidum), el kit esta destinado a determinar la
exposicion a la infeccion por infeccion por Treponema
pallidum y servir de ayuda para su diagnéstico.
La prueba no esta destinada a ser utilizada para detectar la
exposicion a la infeccion por Treponema pallidum en
sangre, componentes sanguineos, células, tejidos, 6rganos
o cualquier derivado de los mismos con el fin de evaluar su
idoneidad para transfusion, trasplante o administracion
celular.
Solo debe ser utilizado por personal profesional de
laboratorio.

2. INTRODUCCION
La sifilis, causada por las espiroquetas Treponema pallidum
(subsp. pallidum), es una infeccién crénica con muchas
manifestaciones clinicas diferentes que se producen en fases
distintas. Generalmente, esta enfermedad infecciosa sistémica
se contrae por contacto sexual directo y presenta lesiones que
contienen treponemas. Los unicos huéspedes conocidos son
seres humanos.
Se dispone de muchas pruebas para el diagndstico directo e
indirecto de la sifilis, pero todavia no existe una Unica prueba
oOptima.
Los métodos de diagnéstico directo incluyen la deteccion de T.
pallidum mediante el examen microscdpico de fluidos o frotis de
lesiones, el examen histologico de tejidos o métodos de
amplificacién de acidos nucleicos como la reaccion en cadena
de la polimerasa (PCR).
El diagnéstico indirecto se basa en pruebas seroldgicas para la
deteccion de anticuerpos. Las pruebas seroldgicas se dividen en
dos categorias:
1. pruebas de cribado no treponémicas
2. pruebas treponémicas de confirmacion
Las pruebas no treponémicas se basan en la deteccién de
reaginas, una clase de anticuerpos presentes en la sifilis y
ocasionalmente en ofras afecciones agudas y cronicas. Las
reaginas pueden detectarse en el suero aproximadamente 4-6
semanas después de la infeccion, o 1-3 semanas después de la
aparicion del sifiloma primario.
El extracto purificado de corazén de vacuno (cardiolipina)
enriquecido con lecitina y colesterol se utiliza como antigeno
para las pruebas de reagina. Las pruebas no treponémicas se
utilizan habitualmente en la serologia de la sifilis debido a sus
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ventajas practicas y a su reproducibilidad, aunque no siempre
son especificas al 100%.

Dado que RPR-DAT ADVANCED es una prueba no
treponémica, basada en el principio de floculacién, esta
destinada a determinar la exposicion a la infeccion por
Treponema pallidum como ayuda al diagndstico relativo.

3. PRINCIPIO DEL METODO
La prueba se basa en el principio de floculacion.
La muestra de suero se hace reaccionar en el pocillo de la
microplaca con una suspension coloidal de cardiolipina, lecitina
y colesterol mezclada con microparticulas de carbon vegetal.
En presencia de anticuerpos (reaginas), que aglutinan el
antigeno, se forma un agregado (reaccion positiva). La reaccién
es negativa si aparece un circulo dentro del pocillo.
La prueba se aplica al instrumento AUTO-DAT (REF 26001),
que capta la imagen de la reaccién que se ha producido, la
analiza, entrega e imprime un resultado calculado a partir de un
algoritmo especifico.

4. PRECAUCIONES

PARA USO EXCLUSIVO EN DIAGNOSTICO IN
VITRO.
Este kit contiene materiales de origen humano que han sido
analizados y han resultado negativos tanto para el HBsAg
como para los anticuerpos anti-VIH-1, anti-VIH-2 y anti-VHC.
Dado que ninguna prueba de diagndstico puede ofrecer una
garantia total de ausencia de agentes infecciosos, todo
material de origen humano debe considerarse
potencialmente infectado. Todos los reactivos y muestras
deben manipularse de acuerdo con las normas de
seguridad normalmente adoptadas en el laboratorio.

Eliminacion de residuos: las muestras y los reactivos
utilizados deben tratarse como residuos infectados y
eliminarse de acuerdo con las disposiciones legales.

Advertencias de sequridad personal

1. No pipetear con la boca.

2. Utilice guantes desechables y proteccion ocular al manipular

las muestras.

3. Lavese bien las manos una vez finalizada la prueba.

4. En cuanto a las caracteristicas de seguridad de los reactivos
contenidos en el kit, consulte la ficha de datos de seguridad
(disponible en el sitio web de DIESSE: www.diesse.it).

Cualquier derrame de materiales potencialmente infectados
debe retirarse inmediatamente con papel absorbente y la
zona contaminada debe descontaminarse, por ejemplo con
hipoclorito sodico al 1%, antes de continuar el trabajo. Si
hay un acido presente, no debe utilizarse hipoclorito sédico
hasta que la zona se haya secado.

Todos los materiales utilizados para descontaminar
derrames accidentales, incluidos los guantes, deben
desecharse como residuos potencialmente infecciosos.

No esterilizar en autoclave materiales que contengan
hipoclorito de sodio.

o

Advertencias analiticas
Llevar los reactivos a temperatura ambiente (18-30°C) antes
de su uso.
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1. La prueba debe utilizarse junto con el instrumento AUTO-
DAT (REF 26001), siguiendo estrictamente las
instrucciones de uso y el manual del usuario del
instrumento.

2. No modifique el procedimiento de prueba. No sustituya los
reactivos por los de otros proveedores u otros lotes a
menos que se indique especificamente que el reactivo es
intercambiable entre lotes.

3. Compruebe que el aparato esta correctamente configurado
(véase el manual del usuario).

4. Evite el uso de congeladores autodescongelantes para el
almacenamiento de muestras.

5. No utilizar muestras hemolizadas, lipémicas, ictéricas con
una concentracion de interferentes superior a la analizada
(segun las indicaciones del capitulo "Especificidad
analitica").

6. No utilice el dispositivo después de la fecha de caducidad.

Tras su uso, conservar los reactivos a 2-8°C.

8. Evite la contaminacién microbiana de los reactivos, ya que
reduce la validez del producto y puede dar lugar a
resultados erroneos.

~

5. COMPOSICION DEL KIT Y PREPARACION DE LOS
REACTIVOS
Los reactivos son suficientes para 500 determinaciones.

ANTIGENO

2x4mL

Contenido: el antigeno consiste en una mezcla estabilizada de
cardiolipina 0,003%, colesterol 0,09%, lecitina 0,02% vy
microparticulas de carbon vegetal 0,2 g/L

Atencion: Conservar los viales en posicion vertical cuando
no se utilicen. Llevar a temperatura ambiente antes de usar.
No agitar enérgicamente.

CONTROL POSITIVO

1x0.5mL

Contenido: Suero humano reactivo para sifilis, diluido al 15%
como maximo en una solucion proteica con azida sodica al
0,09%.

Liquido, listo para usar.

CONTROL -

CONTROL NEGATIVO/DILUYENTE DE LA MUESTRA
1x4ml

Contenido: Suero humano 100%, no reactivo con Proclin 300
0,029% y gentamicina 0,05% como conservantes.

Liquido, listo para usar

OTRO MATERIAL NECESARIO PERO NO SUMINISTRADO:

e Instrumento AUTO-DAT (REF 26001)

e AUTO-DAT MICROPLATES RPR (REF 26006)

e  Micropipetas capaces de tomar con precision volumenes
de 15-25 l.

¢  Guantes desechables

o Contenedores para la recogida de materiales
potencialmente infectados

6. ALMACENAMIENTO Y ESTABILIDAD DE LOS
REACTIVOS
Los reactivos deben conservarse a 2/8°C
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Después del primer uso, las microplacas deben
conservarse a temperatura ambiente.

La fecha de caducidad esta impresa en cada componente y
en la etiqueta exterior del envase.

La estabilidad de los reactivos no cambia después de abrir el
frasco, siempre que el usuario tenga cuidado de mantener el
producto a salvo de una posible contaminacién microbiana.

7. TIPO DE MUESTRAS Y ALMACENAMIENTO
El tipo de muestra es suero obtenido de sangre extraida por
venopuncién y manipulado segun los procedimientos estandar
de laboratorio.
Segun la directriz H18-A3 del CLSI, las muestras de suero para
andlisis deben coagularse antes de la centrifugacion; la
coagulacién espontanea y completa se produce normalmente en
30-60 minutos a 22°C-25°C. Se recomienda separar
fisicamente el suero, por centrifugacion, del contacto celular lo
antes posible con un plazo maximo de 2 horas desde el
momento de la recogida.
El suero fresco puede conservarse durante 7 dias a 2/8°C; para
periodos de almacenamiento mas largos, congélelo a -20°C
durante al menos 10 meses.
La muestra puede someterse a un maximo de 3
descongelaciones.
Evite el uso de congeladores autodescongelantes para el
almacenamiento de muestras. Tras la descongelacion, agitar
cuidadosamente la muestra antes de la dosificacion.
La inactivacién por calor puede proporcionar resultados
erroneos.
La calidad de la muestra puede verse seriamente afectada por
la contaminacion microbiana, lo que puede dar lugar a
resultados erréneos.

8. PROCEDIMIENTO
El operador puede elegir si desea realizar la prueba en el modo:
- cualitativo
- semicuantitativo
La evaluacion del resultado se realiza observando la
aglutinacién de la muestra en el pocillo individual, en el caso de
una reaccién cualitativa, o en el patrén de pocillos, en el caso de
una reaccion semicuantitativa.
Llevar los reactivos y las muestras a temperatura ambiente y
resuspender el reactivo.

PRUEBA CUALITATIVA

1. Afadir 25 ul de suero de prueba en el fondo del pocillo de la
microplaca. Tenga cuidado de no transferir ningun elemento
celular. Evitar la formacion de burbujas.

2. Repita el paso 1 para cada muestra que vaya a analizar.

3. Afadir 15 pl del antigeno a cada pocillo. Evitar la formacién
de burbujas.

4. Compruebe que la mezcla de muestra y antigeno esta
distribuida uniformemente en el fondo del pocillo. En caso
contrario, preparelo golpeando la placa lateralmente y/o
golpeando suavemente sobre la superficie de trabajo.

5. Coloque la placa en el AUTO-DAT (REF 26001) y siga las
instrucciones.

6. Al final del andlisis, retire la placa del instrumento AUTO-
DAT y deseche los pocillos en los que se produjo la reaccion.
Los pocillos no utilizados anteriormente pueden utilizarse
para analisis posteriores.
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NOTA: los controles positivo y negativo se suministran
listos para su uso y no requieren dilucion previa. Deben
someterse a prueba en cada sesion del mismo modo
que las muestras de ensayo.

En el caso de una muestra positiva, se recomienda un
analisis semicuantitativo.

PRUEBA SEMICUANTITATIVA

Realizar diluciones dobles de la muestra de prueba desde sin

diluir (1/1) hasta 1/128:

1. Afadir 25 uL de Control Negativo/Diluyente B1 a H1.

2. Afiadir 25 pl de suero de prueba en el pocillo A1y en el B1,
mezclando bien. Tenga cuidado de no transferir ningun
elemento celular. Evitar la formacion de burbujas.

3. Tomar 25 pl de B1 y transferirlos al pocillo C1. Mezclar
bien antes de trasvasar, evitando la formacion de
burbujas.

4. Realizar diluciones seriadas: repetir el paso 3 para los
pocillos siguientes hasta H1. De esta ultima desechar 25
Ml

5. Siga el procedimiento descrito para la prueba cualitativa del
paso 3 al paso 6.

Repetir la operacion descrita para todas las muestras a analizar
utilizando las otras columnas de la placa.

step 1 step 2 step 3

1 1 1 DIL
A 25 pl sample 15 ul ANTIGEN 1/1
B 25 pl CONTROL - 25 pl sample 15 pl ANTIGEN 1/2
C | 25 ul CONTROL - +25 pl B1 15 pl ANTIGEN 1/4
D 25 pl CONTROL - +25 ul C1 15 pl ANTIGEN 1/8
E 25 pl CONTROL - +25pl D1 15 pl ANTIGEN 1/16
F 25 pl CONTROL - +25 pl E1 15 ul ANTIGEN | 1/32
G 25 pl CONTROL - +25 pul F1 15 pl ANTIGEN 1/64
H | 25 pul CONTROL - +25 pI/G>1 15 ul ANTIGEN | 1/128

(@ DISCARD 25 p

El titulo vendra dado por la Gltima dilucién encontrada reactiva
con el instrumento

NOTA: los controles positivo y negativo se suministran
listos para su uso y no requieren dilucion previa. Deben
someterse a prueba en cada sesion del mismo modo que las
muestras de ensayo.

9. VALIDACION DE LA PRUEBAS
Utilice los controles que se le proporcionaran en cada sesion.
Proceda como se describe en la seccion "PROCEDIMIENTO".
Si el resultado es distinto del esperado, péngase en contacto con
el Servicio de Atencién al Cliente.
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Tel: 0039 0577 319554
correo scientificsupport@diesse.it;
electronico:  customercare@diesse.it

10. INTERPRETACION DE LA PRUEBA
Si se elige la prueba semicuantitativa, el instrumento da el
resultado en titulo. La prueba de la muestra de prueba puede
interpretarse del siguiente modo:

POSITIVO: cuando el resultado es = 1/1
NEGATIVO: cuando el resultado es NEG

El instrumento es capaz de detectar la presencia de efecto pro-
zona con un limite de 1/8; véase el manual de usuario.

Si se elige la prueba cualitativa, el instrumento proporciona el
resultado de la siguiente manera:

POSITIVO (POS): muestra reactiva
NEGATIVO (NEG): muestra no reactiva

Es aconsejable comprobar visualmente los resultados
obtenidos para confirmar el informe.

oo

NEGATIVO

POSI'IiIVO ;

11. LIMITACIONES DE LA PRUEBA
El producto sélo debe ser utilizado por personal profesional de
laboratorio.
La prueba no es aplicable a muestras distintas del suero.
La prueba sélo es aplicable al instrumento AUTO-DAT (REF
26001).
En la prueba cualitativa, no puede excluirse la presencia de
resultados falsos negativos debidos al efecto pro-zona de
muestras altamente positivas, para excluir la falsa negatividad
para pro-zona las muestras deben analizarse con el
procedimiento semi-cuantitativo.

Todos los valores obtenidos necesitan una interpretacion
cuidadosa sin dejar de lado otros indicadores relativos al mismo
paciente.

De hecho, la prueba no puede utilizarse por si sola para un
diagnéstico clinico y el resultado obtenido debe evaluarse
siempre junto con los datos de la historia clinica del paciente y/u
otras investigaciones diagnoésticas.

12. RANGO DE MEDIDA
PRUEBA SEMICUANTITATIVA: 1/1 — 1/128 (Titulo)

13. ESPECIFICIDAD ANALITICA
3 muestras (1 negativa y 2 positivas) se enriquecieron con los
siguientes factores potencialmente interferentes y se han
analizado a continuacion:

Bilirrubina (4,5 mg/dI - 45 mg/dl)
Triglicéridos (250 mg/dI - 1500 mg/dl)
Hemoglobina (2,5 mg/ml - 10 mg/ml)
Factor reumatoide (44 - 220 Ul/ml)
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La presencia en la muestra de suero de las sustancias
interferentes descritas anteriormente no altera el resultado de la
prueba.

14. REACTIVIDAD CRUZADA
Se han analizado 18 muestras, positivas para Borrelia (3),
Herpes virus (3), Toxoplasma (3), Cytomegalovirus (3), Virus de
Epstein-Barr (3) y Rubéola (3).
No se han encontrado reacciones cruzadas significativas.

15. ESTUDIOS COMPARATIVOS
En un ensayo, se han analizado 185 muestras con kits Diesse y
otro kit comercial.
A continuacién se resumen los datos experimentales:

Referencia
+ - Total
+ 98 3 101
Diesse - 0 84 84
Total 98 87 185

Porcentaje de acuerdo positivo (~Sensibilidad diagnéstica):
100,0% Cl195%: 96.2-100.0

Porcentaje de acuerdo negativo (~Especificidad diagnostica):
96,6% CI95%: 90.3-98.8

Valor predictivo positivo (VPP): 97,0% CI95%: 94.5-99.5

Valor predictivo negativo (VPN): 100,0% CI95%: 100.0-100.0

El grado de concordancia entre los dos métodos es excelente,
con un valor K (Coeficiente de Cohen) de 0.96.

16. PRECISION Y REPETIBILIDAD
La precision y la repetibilidad se hab evaluado en réplicas de
muestras negativas y positivas, en tres lotes diferentes, en dias
diferentes y con instrumentos diferentes.
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Todos los resultados obtenidos se sitlian dentro de los criterios
de aceptacion (Acuerdo % = 95% entre los resultados
esperados y los obtenidos), lo que demuestra la precision y
repetibilidad del método.
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18. NOTIFICACION DE INCIDENTES
Si se ha producido un incidente grave relacionado con este
aparato en el territorio comercial de la Unién Europea,
notifiquelo sin demora al fabricante y a la autoridad competente
de su Estado miembro.

19. RESUMEN DE SEGURIDAD Y RENDIMIENTO
Este documento, que estara disponible en la base de datos
EUDAMED (cuando esté plenamente implantado y en
funcionamiento), forma parte de la Documentacién Técnica y
puede solicitarse al fabricante.
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