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MIKROTITRAVIMO PLOKSTELES HEMAGLIUTINACIJOS RINKINYS

NAUDOJIMO INSTRUKCIJOS

» TPHA" mikrotitravimo plokstelés rinkinys: kokybiniam Treponema pallidum nustatymui.

SANTRAUKA

Sifilis yra veneriné liga, kurig sukelia mikroorganizmas spirocheta
Treponema pallidum. Kadangi S$io mikroorganizmo negalima
iSauginti dirbtinése terpése, sifilio diagnostika grindziama klinikiniy
duomeny koreliavimu su serologiniy testy, skirty aptikti specifiniams
antikdnams, rezultatais. Sifiliui aptikti taikomi du skirtingi metodai.
TPHA testai, skirti aptikti antikinams Treponema pallidum, ir su
treponemomis nesusije serologiniai testai, skirti uzsikrétusiy asmeny
organizme aptikti | antikinus panaSiai medziagai, vadinamai
reaginu.

NUMATYTOJI PASKIRTIS

Reagentas yra latekso testo reagentas, skirtas naudoti kokybiniam ir
pusiau kiekybiniam testui paciento serume ar plazmoje siekiant
aptikti antikdnus T. pallidum, testg atliekant Siose naudojimo
instrukcijose rekomenduojamais metodais.

PRINCIPAS

TPHA (Treponema pallidum hemagliutinacijos testas) yra
netiesioginés hemagliutinacijos testas, skirtas kokybiniam ir pusiau
kiekybiniam testui Zmogaus serume aptikti specifinius antikiinus T.
pallidum. Stabilizuoti pauks&iy eritrocitai jautrinti T. pallidum
antigeny tirpalu, reaguodami su antikinais T. pallidum agliutinuoja
sudarydami  bddingos  struktiros  agliutinacijos  nuosédas.
Agliutinacijos (sulipimo) nebuvimas reiSkia, kad antikiny néra (zr.
Ribojimai).

RINKINIO APRASYMAS

,Lorne* TPHA rinkinys skirtas aptikti antikinams T.pallidum. Testo
Igstelés yra konservuoti pauks$ciy eritrocitai, padengti patogeniniy T.
pallidum (Nichol padermés) antigeny komponentais. Visos
nespecifinés reakcijos aptinkamos naudojant kontrolines Igsteles
pauksciy eritrocitus, kurie T. pallidum antigenais nepadengti.
Nespecifinés reakcijos taip pat gali bati absorbuojamos naudojant
kontrolines Igsteles. Antikinai nepatogeninéms treponemoms
absorbuojami Igsteliy suspensijoje naudojant Reiterio padermés
treponemy  ekstrakts. Reagenty  sudétyje néra CMR
(kancerogeniniy, mutageniniy ar toksisky reprodukcijai) medziagy ar
endokrining sistemag ardanciy medziagy, kurios galéty jautrinti
naudotojg ar sukelti jam alerginiy reakcijy. Reagentas tiekiamas
tinkamai  praskiestas  naudoti  taikant  toliau  nurodytus
rekomenduojamus metodus, jy skiesti ar papildyti nereikia. Gaminio
serijos numeris ir tinkamumo naudoti pabaigos data nurodyta
buteliuko etiketéje.

LAIKYMAS

Visi rinkinio komponentai yra stabillis iki ant etiketés nurodytos
tinkamumo naudoti datos, jei laikomi sandariai uzdaryti 2—8°C
temperatlroje ir naudojant apsaugoti nuo terSaly. NeuzSaldyti:
reagentus uZSaldzius, gali pakisti funkcinés testo ypatybés.
Buteliukus laikykite vertikalioje padétyje. Laikant horizontalioje
padétyje gali susidaryti Igsteliy sankaupy. Pasikeitus padéciai,
Svelniai sumaisykite, kad susidariusios sankaupos iSsisklaidyty.

Reagenty irimas: sankaupy, daleliy ir drumstumo atsiradimas.

BANDINIAI

SvieZias serumas ar plazma. Laikant 2— 8 °C temperatiroje stabiliis
8 paras arba 3 ménesius laikant — 20 °C temperataroje.

Méginius, kuriuose yra fibrino, prie$ tiriant reikia centrifuguoti.
Nenaudokite méginiy, kuriuose matoma didelé hemolizé ar lipemija.

ATSARGUMO PRIEMONES

1.  Sis rinkinys skirtas tik diagnostikai in vitro.

2. Pasibaigus tinkamumo naudoti laikui, rinkinio nenaudokite (zr.
buteliuko ir dézutés etiketes).

3. Tvarkant reagentus reikia Vvilkéti apsauginius drabuzius,
pavyzdziui, mavéti vienkartines pirStines ir dévéti laboratorinj
apsiausta.
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4. Reagentai buvo apdoroti siekiant sumazinti biologine tarSg,
tadiau tiekiami nesterilds. Atidarius buteliukg jo turinys
tinkamas naudoti iki tinkamumo naudoti datos.

5. Jokie testai negali uztikrinti, kad i§ Zmogaus ar gyvininés
kilmés medziagy pagamintuose produktuose néra infekciniy
ligy sukéléjy. Naudojant ir Salinant kiekvieng buteliukg bei jo
turinj reikia bati atsargiems.

RINKINIO REAGENTY SALINIMAS IR ISSILIEJUSIY MEDZIAGY
TVARKYMAS

Informacijos, kaip $alinti reagentus ir nukenksminti vietg, kurioje
iSsiliejo medziagos, pateikiama Medziagos saugos duomeny
lapuose, o jie pateikiami paprasius.

KONTROLE IR PATARIMAI

1. Kartu su kiekviena testy partija rekomenduojama atlikti TPHA
teigiamos ir neigiamos kontrolées testus. Jeigu tiriant
kontrolinius meéginius laukiamy testo rezultaty negaunama,
testy rezultatai laikomi nevertinamais.

2. Prie§ naudojant visiems reagentams reikia leisti susilti iki
18- 25 °C temperatiros.

3. NeuzterSkite reagenty serumu ar seilémis, nes dél to tiriant
méginius galimi klaidingai teigiami rezultatai.

4. Negalima sukeisti skirtingy partijy rinkiniy komponenty.

5. Rinkinj naudoti ir rezultatus vertinti turi tinkamai iSmokyti ir
kvalifikuoti darbuotojai, laikydamiesi Salies, kurioje rinkinys
naudojamas, reikalavimy, o naudotojas privalo nustatyti, ar
rinkinys tinkamas naudoti kitais metodais.

TIEKIAMI RINKINIO KOMPONENTAI

1) RH1: testo Iastelés (geltonas kamstelis, 1 x 7,5 ml): stabilizuoti
pauksc¢iy eritrocitai, jautrinti T.pallidum (Nichols padermés)
antigenais, konservantas, pH 7,2.

2) R2: kontrolinés lastelés (Zalias kamstelis, 1 x 7,5 ml):
stabilizuota pauksciy eritrocity suspensija, konservantas, pH
7,2.

3) R3: TPHA skiediklis (baltas kamstelis, 2 x 10 ml): fiziologinis
tirpalas fosfatiniame buferyje, pH 7,2, T.pallidum (Reiter)
ekstraktas, konservantas.

4)  Kontrolé (raudonas kamstelis, 1 x 1 ml): Zmogaus imuninis
serumas, praskiestas 1:20, konservantas.

5) Kontrolé (mélynas kamstelis, 1 x 1 ml): gyviny serumas,
konservantas.

REIKALINGOS, BET NETIEKIAMOS MEDZIAGOS IR
REAGENTAI

a) Tikslios pipetés.
b) U formos $ulinéliy mikrotitravimo plokstelés.

KOKYBINIS METODAS

1.Reagentams ir méginiui leiskite susilti iki patalpos temperataros.

2.Svelniai, bet kruopédiai prie§ pat naudodami supurtykite testo ir
kontroliniy Igsteliy buteliukus.

3.Skiedikliu (10 pl serumo + 190 pl skiediklio (R3)) santykiu 1:20
praskieskite mégin;.

4.] gretimas mikrotitravimo plokstelés duobeles pipete sulasinkite:

Testo Kontrolés
duobelé duobelé
Méginys 1:20 arba kontrolé* 25l 25l
Kontrolinés Igstelés - 75 pl
Testo Igsteles 75 ul --

*Kiekvienam tiriamam teigiamos ar neigiamos kontrolés ar
tiriamam paciento bandiniui reikia 1 testo duobelés ir 1 kontrolinés
duobelés.

5.Kruopsciai iSmaiSykite mikrotitravimo ploksStele, kol gausite
homogeniSkus Igsteliy (méginio) bandinius.
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6.Mikrotitravimo plokstele uzdenkite ir 45— 60 min. laikykite patalpos

temperatdroje. Mikrotitravimo plokstele saugokite nuo vibracijos,
karscio ir tiesioginiy saulés spinduliy.

7.Makroskopiskai jvertinkite Igsteliy agliutinacijos struktirg.

PUSIAU KIEKYBINIS METODAS

1.

8.

Vienam méginiui mikrotitravimo ploksteléje reikia 8 duobeliy,
pazenklinty nuo A iki H.

| duobeles nuo B iki H jskaitytinai jlasinkite 25 pl skiediklio.

| A ir B duobeles jlasinkite 25 pul méginio, praskiesto santykiu
1:20, kaip apraSyta pirmiau skyriuje Kokybinis metodas.

IS B duobelés paimkite 25 pl praskiesto méginio ir j duobeles
nuo B iki H paruoskite dvigubus skiedinius, i§ H duobelés 25 pl
praskiesto mégino pasalinkite.

| duobeles nuo A iki H jskaitytinai pridékite 75 pl testo lasteliy.
Svelniai supurtykite mikrotitravimo plokstele ir kruop3ciai
sumaisykite turinj.

Mikrotitravimo plokstele uzdenkite ir 45-60 min. laikykite
patalpos temperatiroje. Mikrotitravimo plokstele saugokite nuo
vibracijos, karsc€io ir tiesioginiy saulés spinduliy.
Makroskopiskai jvertinkite Igsteliy agliutinacijos struktara.

REZULTATY INTERPRETAVIMAS

Rezultatus vertinkite palygindami testo Igsteliy ir kontroliniy lgsteliy
agliutinacijos struktiirg. Vertinama balais vadovaujantis toliau
iSvardytais kriterijais:

e nesilaikoma rekomenduojamy metody.

SPECIALIOSIOS TESTO CHARAKTERISTIKOS

1. Rinkinys buvo apibidintas atliekant skyriuje Rekomenduojami
metodai minimas proceddras.

2. Siekiant uztikrinti tinkamg reaktyvumg prie§ iSleidZiant
kiekviena ,Lorne* TPHA sifilio rinkinio serija tiriama
rekomenduojamais metodais.

3. Bilirubinas (< 20 mg/dl), hemoglobinas (= 10 g/l), lipidai (<
10 g/l) ir reumatoidiniai veiksniai (< 300 IU/ml) trikdziy
nesukelia. Kitos medziagos gali trukdyti'.

4. Analizinis jautris: 0,1 TV/ml, tiriant laikantis 1-ojo Zmogaus
sifilitinés plazmos 1gG ir IgM tarptautinio standarto, Nacionalinio
biologiniy standarty ir kontrolés instituto (INIBSC) kodas
05/132.

5. Prozono efektas: iki titro >1/163840 prozono efektas
neuzregistruotas.

6. Diagnostinis jautris: 100 %

7. Diagnostinis specifiSkumas: 100 %

ATSAKOMYBES RIBOJIMAS

1. Tais atvejais, jei testas atliekamas taikant kitus metodus, nei
nurodyta skyriuje Rekomenduojami metodai, uz reagenty
veikimg atsako naudotojas.

2. Prie§ taikant nustatytas laboratorines proceddras reikia
validuoti visus nuokrypius
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TIEKIAMY REAGENTY DYDZIAI

Rinkinio dydis Katalogo numeris
Rinkinys skirtas 100 043100A
testy

Hemagliutinacijos laipsnis Vertinim | Rezultatas
as

Lygus Igsteliy sluoksnis, dengiantis visg

duobelés dugna, kartais su 4+ Reaktyvus

uZsirietusiais kraStais

Lygus Igsteliy sluoksnis, dengiantis dalj

duobelés dugno 3+ Reaktyvus

Lygus Iastellq sluoksnis, apjuostas o Reaktyvus

raudono Ziedo

Lygus lIgsteliy sluoksnis, dengiantis

mazesnj plotg ir apjuostas mazesnio 1+ Reaktyvus

raudono Ziedo

Lasteliy sankaupa su maza skylute + Ribinis

centre

Akivaizdi kompaktiska Igsteliy

sankaupa kartais su labai maza skylute - Neigiamas

centre.

REZULTATY INTERPRETAVIMAS

1.

2.

Neigiama kontrolé su testo Igstelémis ir kontrolés Igstelémis turi
nereaguoti.

Teigiama kontrolé turi sukelti
agliutinacijg tik su testo Igstelémis.
Bet kokia agliutinacija su kontrolinémis Igstelémis rodo
nespecifiniy antikny buvima, todél rezultaty vertinti negalima.
Méginius, kuriy agliutinacija buvo pana$i j ribinés struktlros
agliutinacijg, reikia istirti pakartotinai; gavus tokj pat rezultatg jis
turi bati vertinamas kaip neigiamas.

Reaktyviuosius méginius reikia titruoti vadovaujantis pirmiau
pateiktu pusiau kiekybinio metodo apraSymu. Serumo titras
apibddinamas didZiausiu praskiedimu, su kuriuo gautas
teigiamas rezultatas.

Diagnozés nustatyti nederéty remiantis vieno testo rezultatais,
klinikinius ir laboratorinius duomenis reikéty vertinti kartu.

atitinkamos  struktdros

APRIBOJIMAI

1.

Dokumento nuorodos numeris: CEPI043A

Siuo rinkiniu sifilio negalima atskirti nuo kity patogeniniy

treponemy sukelty infekciju, pvz., frambezijos, todél visada

reikia atsizvelgti | Kklinikinius jrodymus. Visus teigiamus

rezultatus rekomenduojama patvirtinti alternatyviuoju metodu,

pvz., FTA-ABS.

LLorne* TPHA sifilio rinkinys yra labai specifikas, taciau tiriant

mononukleoze, raupsais, borelioze, autoimuninémis ligomis

serganciy ir nuo narkotiky priklausomy asmeny méginius gauta

klaidingai teigiamy rezultaty.

TPHA testas nenaudingas vertinant gydymo efektyvuma, nes

kartais kliniSkai pasveikus iSlieka tam tikras antikiny kiekis

(galintis lemti teigiama testo rezultatg).

Klaidingai teigiami ar klaidingai neigiami rezultatai gali bdti

gauti, jei:

e  testo medziagosyra uzterstos,

e tiriamosios medziagos laikomos netinkamai ar nejlasintas
reagentas,
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