LORNE LABORATORIES LTD.
NAGY-BRITANNIA

MIKROTITER LEMEZ HEMAGGLUTINACIOS KESZLET

HASZNALATI UTMUTATO

TPHA Mikrotiter lemez készlet: A Treponema pallidum kvalitativ meghatarozasara

OSSZEFOGLALAS

A szifilisz egy uton terjedé betegség, amit a Treponema pallidum
spirochaeta mikroorganizmus okoz. Ezt a mikroorganizmust nem
lehet mesterséges tapkdzegben tenyészteni, igy a szifilisz diagndzisa
a klinikai adatok, valamint szerol6giai tesztek altal kimutatott
specifikus antitestek egymashoz val6é viszonyatél fiigg. A szifilisz
kimutatasara két kilonb6zé technikat alkalmaznak. A TPHA tesztek
a Treponema pallidum elleni antitesteket mutatjdk ki, a nem
Treponema-specifikus szerolégiai tesztek pedig egy reagin nevd,
antitestszerd anyagot mutatnak ki a fert6zott személyeknél.

FELHASZNALASI TERULET

A reagens egy olyan latex tesztreagens, amelynek rendeltetése a
T. pallidum elleni antitestek jelenlétének vagy hianyanak kvalitativ és
szemikvantitativ meghatarozasa a betegek vérszérumabdl vagy -
plazméjabol, a jelen hasznalati dtmutatoban ismertetett, ajanlott
technikakkal torténd vizsgalat mellett.

ALAPELV

A TPHA (Treponema pallidum hemagglutinacié) kozvetett
hemagglutinaciés teszt a human szérumban lévé, specifikus
T. pallidum elleni antitestek kvalitativ és szemikvantitativ
kimutatasara. Az antigén T. pallidum oldattal szenzitizalt, stabilizalt,
madarakbdl szarmazé eritrocitak a T. pallidum antitestek jelenlétében
kicsapédnak, és jellegzetes mintazatot mutatnak. Az agglutinacio
hianya altaldban az antitestek hianyat jelzi (lasd a Korlatok cimi
részt).

A KESZLET LEIRASA

A Lorne TPHA készlet a T. pallidum elleni antitesteket mutatja ki. A
teszt sejtiei a patogén T.palidum (Nichol-féle  torzs)
antigénkomponenseivel bevont, tartdsitott, madarakbdl szarmazé
eritrocitak. A nem specifikus reakciékat a kontrollsejtek segitségével
mutatjak ki; ezek T. pallidum antigénbevonattal nem rendelkez6,
madarakbdl szarmazé eritrocitak. A nem specifikus reakciok a
kontrollsejtek hasznalataval is kiszlrheték. A nem patogén
Treponemék elleni antitesteket a Reiter-féle  Treponema
extraktummal lehet abszorbedlni a sejtszuszpenzidban. A reagensek
nem tartalmaznak CMR (rakkelts, mutagén vagy reprodukciét
karositd) anyagokat, endokrin rendszert karositd6 anyagokat, illetve
olyan anyagokat, amelyek a felhasznal6nal szenzibilizaciét vagy
allergias reakciot okozhatnak. A reagensek az ajanlott technikakkal
valé hasznalathoz optimalis higitasban biztositottak, higitast vagy
kiegészitést nem igényelnek. A tétel referenciaszdmat és lejarati
datumat lasd az Gveg cimkéin.

TAROLAS

Nem fagyaszthatd. A reagensiivegeket a kézhezvételiket kdvetden
2-8 °C-on kell tarolni. A megadott hémérséklet-tartomanyon kiviili,
hosszabb ideig torténé tarolas felgyorsithatia a reagens
reakcioképességének elvesztését. Az lvegeket all6 helyzetben kell
térolni. Vizszintes helyzetben az R1 és R2 reagensekben
sejtaggregatumok alakulhatnak ki. Ha ez torténik, keverje fel
Gvatosan, de alaposan az lUivegek tartalmat, hogy az aggregatumok
megszinjenek.

MINTAK

Friss vérszérum vagy -plazma. 2—-8 °C-on 8 napig, illetve —20 °C-on
legfeljebb 3 napig stabil.

A fibrint tartalmazé mintakat tesztelés el6tt centrifugalni kell.
Ne hasznaljon er6sen hemolizises vagy lipémias mintakat.

OVINTEZKEDESEK

4.  Abioldgiai terhelés csokkentése érdekében a készlet reagenseit
feldolgoztédk, de azok nem sterilen biztositottak. Az (iveg
felnyithsa utdn a tartalomnak a lejarati  datumig
miikddéképesnek kell maradnia.

5. Egyetlen ismert vizsgalat sem tudja garantalni, hogy az emberi
vagy allati eredetl termékek fert6z6 agensektél mentesek. Az
livegek és azok tartalmanak  haszndlatakor  és
artalmatlanitasakor 6vatosan kell eljarni.

A KESZLET REAGENSEINEK ARTALMATLANITASA ES A
KIOMLOTT ANYAGOK KEZELESE

A készlet reagenseinek artalmatlanitdsaval és a kiomléssel érintett
terlilet szennyez6désmentesitésével kapcsolatos informaciokat lasd
a kérésre rendelkezésre all6 anyagbiztonsagi adatlapokban.

KONTROLLOK ES TANACSOK

1. Javasolt az egyes vizsgélati tételekkel parhuzamosan egy TPHA
pozitiv és egy negativ kontroll vizsgélata. A vizsgéalatokat
érvénytelennek kell tekinteni, ha a kontrollok nem a vart
eredményeket mutatjak.

2. Minden reagenst hagyni kell, hogy felhasznalas el6tt elérje a 18—
25 °C hémérsékletet.

3. Felhasznalas el6tt keverje 6ssze dvatosan, de alaposan az
livegek tartalmat.

4. Kerillle a reagensek vagy a szérum nyéllal valé
beszennyezését, mert ez a mintakban hamis pozitiv
eredményeket okoz.

5. Necserélie meg a komponenseket a kulonb6z6 készletek
kozott.

6. A készlet hasznalatdit és az eredmények értelmezését
megfeleléen képzett és képesitett személyzetnek kell végeznie
annak az orszagnak a kdvetelményeivel 6sszhangban, ahol a
készletet hasznéljak, és a felhasznalénak kell meghataroznia a
készlet méas technikdkban valé felhasznalasra vald
alkalmassagat.

A KESZLETTEL BIZTOSITOTT KOMPONENSEK

1) RI1: Tesztsejtek (sarga kupak, 1x7,5 ml): T. pallidum (Nichols)
antigénekkel szenzitizalt, stabilizalt, madarakbél szarmazo
eritrocitak, tartdsitoszer, pH 7,2.

2) R2: Kontrollsejtek (z6ld kupak, 1x7,5 ml): Stabilizalt,
madarakbdl szarmaz6 eritrocita sejtszuszpenzio, tartositészer,
pH 7,2.

3) R3: TPHA higit6oldat (fehér kupak, 2x10 ml): Foszfat-pufferelt
soéoldat, pH 7,2, T. pallidum (Reiter) extraktum, tartositoszer.

4)  Pozitiv kontroll (piros kupak, 1x1 ml): Immun huméan szérum,
1:20 el6higitassal, tartositoszer.

5)  Negativ kontroll (kék kupak, 1x1 ml): Allati szérum,
tartésitészer.

SZUKSEGES, DE NEM BIZTOSITOTT ANYAGOK ES
FELSZERELESEK

a) Pontos pipettak.
b) ,U” alaku mélyedésekkel rendelkezd mikrotiter lemezek.

KVALITATIV TECHNIKA

1.Hagyja, hogy a reagensek és a minta elérjék a szobahdmérsékletet.
2.Felhasznalas el6tt razza 6ssze 6vatosan, de alaposan a tesztsejtes
és a kontrollsejtes tivegek tartalmat.
3.Higitsa a mintat 1:20-ra a higitéoldat felhasznalasaval (10 pl
szérum + 190 pl higitéoldat [R3]).
4. Pipettdzza az alabbiakat a mikrotiter lemez szomszédos
mélyedéseibe:

Teszt Kontroll
1. Akészlet kizarélag in vitro diagnosztikai felhasznéalasra szolgal. mélyedés mélyedés
2. Ne hasznalja a készletet a lejarati datumot kdvetben (lasd az 1:20 higitasu minta; illetve | |
tiveg és a doboz cimkéit). kontroll* 251 251
3. A reagensek kezelésekor védéruhazatot, példaul eldobhatd Kontrollsejtek — 75 ul
keszty(t és laboratériumi képenyt kell viselni. Tesztsejtek 75 pl —
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*Minden egyes pozitiv kontrollhoz vagy negativ kontrollhoz vagy
betegmintahoz
egyenként 1 teszt mélyedés és 1 kontroll mélyedés szikséges.

5.Keverje 0ssze alaposan a mikrotiter lemez tartalmat, amig
homogén sejt/minta nem keletkezik.

6.Takarja le a mikrotiter lemezt, és inkubalja szobah&mérsékleten
45-60 percig. Ovja a mikrotiter lemezt a vibracioktol, hétsl és
kozvetlen napfénytél.

7.Vizsgélja meg a sejtek makroszkopos agglutinaciés mintazatat.

SZEMIKVANTITATIV TECHNIKA

1. Minden minta esetében 8 mélyedés szikséges a mikrotiter
lemezen, ezek jelélése A-H.

2. Tegyen 25 pl higitéoldatot a B-H mélyedésekbe.

3.  Vigyen 25pl 1:20 aranyban higitott mintat (lasd fentebb a
Kvalitativ technika cim( részt) az A és a B mélyedésbe.

4. Vegyen ki 25 pl higitott mintat a B mélyedésbdl, és végezzen
kétszeres higitAsokat a B mélyedéstél a H mélyedésig, majd
dobjon ki 25 pl higitott mintat a H mélyedésbdl.

5. Adjon 75 pl tesztsejtet az A—H mélyedésekhez.

6. Réazza ovatosan a mikrotiter lemezt, hogy alaposan
Osszekeveredjen a tartalma.

7. Takarja le a mikrotiter lemezt, és inkubalja szobahémérsékleten
45-60 percig. Ovja a mikrotiter lemezt a vibracioktdl, hétél és
kézvetlen napfénytél.

8. Vizsgalja meg a sejtek makroszképos agglutinaciés mintazatat.

AZ EREDMENYEK ERTELMEZESE

Olvassa le az eredményeket gy, hogy 6sszehasonlitja a tesztsejtek
és a kontrollsejtek altal adott agglutinaciés mintazatokat. A leolvasott
eredményeket az alabbi kritériumok szerint kell pontozni és leletezni:

Hemagglutinéacioé foka Leolvasott | Eredmény
eredmény

Sima sejtszényeg fedi a mélyedés

telles aljat esetenként behajlé 4+ Reaktiv

szélekkel

Slﬂrpa sejtszqnye’g fedi a mélyedés 3+ Reaktiv

aljanak egy részét

S'l_ma seJtszpnyeg, amit egy piros o Reaktiv

kdrvonal hatarol

Sima sejtszényeg kisebb terileten, .

kisebb piros korvonallal I+ Reaktiv

Seijtfolt, kicsi lyukkal a kzepén + Hatéreset

Hatarozottan kompakt sejtfolt, néha .
o . < — Negativ

nagyon kicsi lyukkal a kézepén

AZ EREDMENYEK ERTELMEZESE

1. A negativ kontrollban nem lehet semmilyen agglutinacios
mintdzat sem a tesztsejtek, sem a kontrollsejtek alkalmazasa
mellett.

2. A pozitiv kontroll csak a tesztsejteknél mutathat agglutinacios
mintazatokat.

3. A kontrollsejtek esetében lathaté barmilyen agglutinaciés
mintdzat nem specifikus antitestek jelenlétét mutatja, és
nem értelmezhetd.

4. A mintazati hataresetet mutaté mintakat Gjra kell vizsgalni, és ha
ismét ilyen mintazat lathato, akkor negativként kell leletezni.

5. A reaktiv mintakat titralni kell a szemikvantitativ technikaban
szerepl6, fenti leirds szerint. A szérum titere a meghatarozas
szerint az a legnagyobb higitas, ami reaktiv eredményt mutat.

6. A Kklinikai diagndzist nem szabad egyetlen teszt eredménye
alapjan felallitani, hanem egydttesen kell értelmezni a klinikai és
a laborat6riumi adatokat.

KORLATOK

1. Ez akészlet nem képes elkiléniteni a szifiliszt és mas patogén
Treponemak altal okozott fert6zéseket, példaul a frambéziat
(yaws), igy mindig figyelembe kell venni a klinikai bizonyitékokat
is. Javasolt minden pozitiv eredmény mas maddszerrel, példaul
FTA-ABS technikaval is megerésiteni.

2. A Lorne TPHA szifilisz készlet rendkivil specifikus, de hamis
pozitiv eredményeket irtak le mononukledzisban, lepraban,
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borreliézisban és autoimmun betegségben szenvedd, valamint
gyogyszerfiiggb betegek mintai esetében.

3. A TPHA teszt nem alkalmas a kezelés hatasossaganak
meghatéarozasara, mivel az antitestszint idénként megmarad (és
pozitiv teszteredményt ad) a betegség klinikai gyégyulasa utan
is.

4. Hamis pozitiv vagy hamis negativ eredmények lehetnek lathaték
a kovetkez6k miatt:

e  Avizsgalati anyagok szennyezddése

e A vizsgalati anyagok nem megfelel6 tarolasa vagy a
reagens kihagyasa

e Az ajanlott technikaktol valé eltérés

SPECIALIS TELJESITMENYJELLEMZOK

1. A készlet jellemzdit az ajanlott technikakat ismertet6 részben
kozolt eljarasok szerint hataroztak meg.

2. Forgalomba hozatal elé6tt a Lorne TPHA szifilisz készlet minden
tételét megvizsgéljadk az ajanlott technikak alkalmazéasaval,
hogy biztositsak a megfeleld reaktivitast.

3. A bilirubin (= 20 mg/dl), hemoglobin (< 10 g/l), lipidek (< 10 g/l)
és reumatoid faktorok (<300 NE/ml)  nem okoznak
interferenciat. El6fordulhat, hogy mas anyagok interferenciat
okoznak.®

4. Analitikai érzékenység: 0,1 NE/ml, a ,1% International
Standard for human syphilitic plasma I1gG and IgM” cimi
dokumentum (NIBSC kéd: 05/132) szerint vizsgéalva.

5. Prozéna effektus: Nem figyeltek meg prozéna -effektust
> 1/163.840 titerig.

6. Diagnosztikai érzékenység: 100%.

7. Diagnosztikai specificitas: 100%.

NYILATKOZAT

1. Afelhasznalé felel6s a reagensek teljesitményéért, ha azokat az
ajanlott technikakat ismerteté részben emlitettektdl eltéré
technikakkal hasznaljak.

2. Az esetleges eltéréseket a hasznalat el6tt megalapozott
laboratériumi eljarasokkal validalni kell.
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1. David S.Jacobs et al. Laboratory Test Handbook, 3" edition,
Lexi-Comp Inc, 1994.
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