LORNE LABORATORIES LTD.
MAREA BRITANIE

KIT DE HEMAGLUTINARE PE PLACA DE MICROTITRU

INSTRUCTIUNI DE UTILIZARE

Kit placa de microtitru TPHA: Pentru determinarea calitativa a Treponema pallidum.

REZUMAT

Sifilisul este o boald venericd provocatda de microorganismul
spirocheta Treponema pallidum. Tntrucat acest organism nu poate fi
cultivat in mediul artificial, diagnosticarea sifilisului depinde de
corelarea datelor clinice cu anticorpul specific demonstrat prin teste
serologice. Exista doua tehnici diferite de detectare a sifilisului.
Testele TPHA pentru detectarea anticorpilor la Treponemal pallidum
si testele serologice non-treponemice, pentru detectarea unei
substante asemanatoare anticorpului la persoanele infectate numita
reagina.

SCOPUL PROPUS

Acesta este un reactiv de test latex pentru determinarea calitativa si
semicantitativd a prezentei sau absentei anticorpilor T. pallidum in
serul sau plasma pacientilor in cazul testarii conform tehnicilor
recomandate si prezentate in aceste instructiuni de utilizare.

PRINCIPIUL

TPHA (Testul de hemaglutinare a Treponemei Pallidum) este un test
de hemaglutinare indirect pentru detectarea calitativa si
semicantitativa a anticorpilor T. Pallidum specifici in serul uman.
Eritrocitele aviare stabilizate, sensibilizate cu o solutie T. Pallidum
antigenica, aglutineaza in prezenta anticorpilor T. Pallidum pentru a
conferi un model caracteristic. Neaglutinarea indica, in general,
absenta anticorpilor (consultati Limitari).

DESCRIEREA KITULUI

Kitul TPHA Lorne detecteaza anticorpii la T. pallidum. Celulele de
testare sunt eritrocite aviare conservate acoperite cu componente
antigenice ale T. pallidum patogenic (tulpina Nichols). Orice reactii
nespecifice sunt detectate cu ajutorul celulelor martor; eritrocite
aviare neacoperite cu antigene T. pallidum. Reacitiile nespecifice pot
fi, de asemenea, eliminate prin absorbtie cu ajutorul celulelor martor.
Anticorpii la treponemele nepatogenice sunt absorbiti de un extract
din treponemele Reiter In suspensia de celule. Reactivele nu contin
sau nu sunt compuse din substante CMR, substante perturbatoare
pentru sistemul endocrin sau care ar putea provoca sensibilizare
sau o reactie alergica in cazul utilizatorului. Reactivii sunt furnizati la
diluarea optima pentru utilizare cu toate tehnicile recomandate fara
sa fie necesara diluarea sau adaugarea suplimentara. Pentru
numarul de referinta al lotului si data de expirare, consultati Eticheta
flaconului.

DEPOZITARE

Toate componentele kitului vor ramane stabile pana la data de
expirare imprimata pe eticheta, cand sunt depozitate bine inchise la
2-8 °C si este prevenita contaminarea in timpul utilizarii. A nu se
congela: reactivii congelati ar putea modifica functionalitatea
testului. Depozitati flacoanele in pozitie verticald. Depozitarea in
pozitie orizontald poate provoca aglomerdri de celule. Tn cazul
modificarii pozitiei, amestecati usor pentru a dizolva eventualele
agregate prezente.

Deteriorarea reactivilor: Prezenta aglomerarilor, particulelor gi
turbiditatii.

SPECIMENE

Ser sau plasma proaspata. Stabile 8 zile la 2-8 °C sau 3 luni la

—20 °C.

Probele care prezinta fibrina trebuie centrifugate inainte de testare.
Nu utilizati probe intens hemolizate sau lipemice.

PRECAUTII

1. Kitul este destinat exclusiv pentru diagnosticare in-vitro.

2. Nu utilizati kitul dupa data de expirare (consultati Eticheta de
pe flacon si de pe cutie).

3. Purtati echipament de protectie cand manipulaii reactivii, cum
ar fi manusi de unica folosinta si un halat de laborator.

4. Reactivii din acest kit au fost procesafi pentru a reduce
incarcatura biologica, dar nu sunt livrati sterili. Dupa
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deschiderea flaconului, continutul ar trebuie sa ramana viabil
pana la data de expirare.

5. Nu se cunosc teste care sa garanteze faptul ca produsele
derivate din surse umane sau animale nu prezinta agenti
infectiosi. Fiti atenti cand utilizati si cand eliminati un flacon si
continutul acestuia.

ELIMINAREA REACTIVULUI DIN KIT S| CUM SE ACTIONEAZA
IN CAZ DE STROPIRE

Pentru informatii privind eliminarea reactivului din kit si metodele de
decontaminare a unui loc in caz de stropire, consultati Figele cu
date de securitate ale materialului, disponibile la cerere.

MARTORI $| RECOMANDARI

1. Se recomanda testarea in paralel a martorilor pozitivi si
negativi TPHA cu fiecare lot de teste. Testele trebuie
considerate nevalide daca probele martor nu prezinta
rezultatele prevazute.

2. Tnainte de utilizare, trebuie sa asteptati ca reactivii s& ajunga la
18-25 °C.

3. Evitati contaminarea reactivilor sau serului cu saliva, deoarece
aceasta va determina rezultate fals pozitive la specimene.

4. Nu schimbati intre ele componentele de la diferite kituri.

5. Utilizarea kitului si interpretarea rezultatelor trebuie efectuate
de personal calificat si instruit in mod corespunzator in
conformitate cu cerintele tarii in care se utilizeaza kitul, iar
utilizatorul trebuie sa stabileasca in ce masura se poate utiliza
kitul Tn alte tehnici.

COMPONENTELE KITULUI FURNIZATE

1) R1: Celule de testare (Capac galben, 1x7,5 ml): Eritrocite
aviare stabilizate, sensibilizate cu antigene T. Pallidum
(Nichols), conservant, pH 7,2.

2) R2: Celule martor (Capac verde, 1x7,5 ml): Suspensie
stabilizata de eritrocite aviare, conservant, pH, 7,2.

3) R3: Diluant TPHA (Capac alb, 2x10 ml): Solutie salina tampon
fosfat, pH 7,2, extract T. pallidum (Reiter), conservant.

4)  Martor + (Capac rosu, 1x1 ml): Ser uman imun prediluat 1:20,
conservant.

5) Martor — (Capac albastru, 1x1 ml): Ser animal, conservant.

MATERIALE $I ECHIPAMENTE CARE SUNT NECESARE, DAR
NU SUNT FURNIZATE

a) Pipete de precizie.
b)  Placi de microtitru cu godeuri in forma de U.

TEHNICA DE EVALUARE CALITATIVA

1.Asteptati ca reactivii si proba sa ajunga la temperatura camerei.

2.Agitati usor, insa temeinic, flacoanele cu celulele de testare si
martor chiar inainte de utilizare.

3.Diluati proba 1:20 cu diluant (10 pl ser + 190 pl diluant (R3)).

4.Pipetati in godeurile alaturate ale placii de microtitru:

Godeu de Godeu
testare martor
Proba 1:20 sau martor* 25 pl 25 pl
Celule martor - 75 pl
Celule de testare 75 ul --

*Pentru fiecare martor pozitiv sau martor negativ ori proba de la
pacient testata, este necesar cate 1 godeu de testare si 1 godeu
martor.

5.Amestecati bine placa de microtitru pana cand obtineti o
proba/celule omogena(e).

6.Acoperiti placa de microtitru si incubati la temperatura camerei
timp de 45-60 min. Tineti placa departe de microtitru de vibratii,
caldura si lumina directa a soarelui.

7.Examinati macroscopic modelele de aglutinare a celulelor.
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TEHNICA DE EVALUARE SEMICANTITATIVA

1.

8.

Fiecare specimen necesita 8 godeuri ale unei placi de
microtitru, etichetate de la A la H.

Puneti 25 pl de diluant in godeurile B pana la H inclusiv.
Transferati 25 pl din proba diluata 1:20, in cadrul Tehnicii de
evaluare calitativa de mai sus, in godeurile A si B.

Luati 25 pl de proba diluata din godeul B si dublati dilutiile
probei din godeurile B pana la H inclusiv, eliminand 25 pl de
proba diluata din godeul H.

Adaugati 75 pl de celule de testare in godeurile A pana la H
inclusiv.

Agitati usor placa de microtitru pentru a amesteca bine
continutul.

Acoperiti placa de microtitru si incubati la temperatura camerei
timp de 45-60 min. Tineti placa de microtitru departe de vibratii,

Tnainte de a fi pus pe piata, fiecare lot de TPHA Syphilis Kit
Lorne este testat conform Tehnicilor recomandate pentru a
se asigura reactivitatea adecvata.

Bilirubina (< 20 mg/dl), hemoglobina (< 10 g/l), lipidele (< 10 g/l)
si factorii reumatoizi (< 300 1U/ml) nu afecteaza rezultatele. Alte
substante pot influenta rezultatele.

Sensibilitate analitica: 0,1 IU/ml, testat conform Primului
standard international pentru plasma sifilizata umana IgG si
IgM, codul NIBSC 05/132.

Efect de prozona: Nu a fost detectat niciun efect de prozona

la titre >1/163840.
Sensibilitate diagnostic: 100%
Specificitate diagnostic: 100%.

DECLINAREA RESPONSABILITATII

caldura si lumina directa a soarelui. 1. Utiliztgt.cl)ruIA este | Siﬂgu,n'.'.l I;espon;sa&bil d peﬂr;tru | perfor[‘nan%a
Examinati macroscopic modelele de aglutinare a celulelor. reactivilor in cazul utilizaril altor metode decat cele mentionate
in Tehnici recomandate.
INTERPRETAREA REZULTATELOR 2. Orice ab_atere trebuie validat'é_x fnainte de utilizare cu ajutorul
procedurilor de laborator stabilite.
Cititi rezultatele comparand modelele de aglutinare a celulelor de
testare cu cele ale celulelor martor. Valorile sunt evaluate si BIBLIOGRAFIE
raportate dupa urmatoarele criterii:
1. David S.Jacobs et al. Laboratory Test Handbook, 3™ edition,
Grad de hemaglutinare Valoare Rezultat Lexi-Comp Inc, 1994.
Strat fin de celule care acopera complet .
: ! e 4+ Reactiv
fundul godeului, uneori cu margini pliate
Strat fin de celule care acopera partial . DIMENSIUNI DE KIT DISPONIBILE
: 3+ Reactiv
fundul godeului
Strat fin de celule inconjurat de un cerc os Reactiv Dimensiune kit Numar de catalog |
rosu 100 teste per kit 043100A
Strat fin de celule care acopera o
suprafata mai mica si este inconjurat de 1+ Reactiv
un cerc rosu mai mic
Buton de celule cu o gaurd mica in .
mijloc + Borderline
Un buton definit si compact de celule, ) Negativ
uneori cu o gaura foarte mica in mijloc. 9 Lorne Laboratories Limited

INTERPRETAREA REZULTATELOR

1.

2.

Martorul negativ nu trebuie sa prezinte niciun semn de
aglutinare, nici la celulele de testare, nici la cele martor.
Martorul pozitiv trebuie sa prezinte modele de aglutinare numai
la celulele de testare.

Orice model de aglutinare afisat de celulele martor indica
prezenta unor anticorpi nespecifici si nu poate fi interpretat.
Probele cu un model borderline (de granitd) trebuie retestate si
raportate ca negative daca este reprodus acelasi model.
Probele reactive trebuie eliminate la titrare dupa cum se arata
la tehnica de evaluare semicantitativa de mai sus. Titrul serului
este definit drept cel mai inalt grad de diluare care prezinta un
rezultat reactiv.

Diagnosticul clinic nu trebuie efectuat pe baza rezultatului unui
singur test, ci trebuie sa integreze atat date clinice, cat si de
laborator.

LIMITARI

1.

Tntrucat acest kit nu poate face distinctie intre sifilis si alte

infectii treponemale patogenice, de ex. Yaws, trebuie analizate

intotdeauna dovezile clinice. Se recomanda ca toate rezultatele

pozitive sa fie confirmate printr-o metoda alternativa, cum ar fi

FTA-ABS.

Kitul TPHA Syphilis Lorne are un Tnalt grad de specificitate, dar

au fost semnalate rezultate fals pozitive la probe de la pacienti

cu mononucleoza, lepra, borelioza, boli autoimune si

toxicomanie.

Testul TPHA nu este util in stabilirea eficientei terapiei,

deoarece nivelul de anticorpi se pastreaza (ceea ce ar indica

un rezultat pozitiv la test) un anumit timp dupa ce bolnavul este

declarat vindecat din punct de vedere clinic.

Rezultatele fals pozitive sau fals negative pot fi provocate si de:

e  Contaminarea materialelor folosite in testare

. Depozitarea necorespunzatoare a materialelor de testare
sau omiterea reactivului

e  Abaterea de la tehnicile recomandate

CARACTERISTICI DE PERFORMANTA SPECIFICE

1.
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Kitul a fost caracterizat prin procedurile mentionate in Tehnici
recomandate.
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