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REACTIV RPR
UTILIZAREA PREVAZUTA

Pentru masurarea cantitativa a concentratiei de anticorpi antilipidici
sifilitici din ser sau plasma, la analizorul clinic Hitachi 917, analizorul
clinic SK500/Biolis 50i si multe alte analizoare clinice automate.

REZUMAT

Sifilisul este o infectie cronica cauzata de Treponema pallidum care
poate fi transmisa congenital sau prin contact sexual. Se caracterizeaza
prin episoade de boala activa, intrerupte de perioade de latenta?.
Exista doua tipuri de teste serologice pentru sifilis, non-treponemice si
treponemice. Cele mai utilizate teste de anticorpi non-treponemici
pentru sifilis sunt testul Rapid Plasma Reagin (RPR) si testul
Laboratorului de Cercetare pentru Boli Venerice (VDRL), ambele
masurand anticorpii impotriva unui complex antigen cardiolipina-lecitina-
colesterol. Testele treponemice masoara anticorpii la antigenii nativi
(tulpina Nichols) sau recombinanti fata de T. pallidum®. Acest test
automat se bazeaza pe principiul testului imunologic de aglutinare pe
latex.

PRINCIPIU

Latexul din polistiren, acoperit cu antigenii lipidici (cardiolipina si lecitina),
este expus la proba de testare in anumite conditii, pentru a induce
formarea agregatului de anticorpi antilipidici pe latex. Se masoara
cresterea turbiditatii ca urmare a formarii acestui agregat (modificarea
turbiditatii) in raport cu nivelul dinaintea expunerii, pentru a determina
titrul de anticorpi antilipidici din proba de testare.

REACTIVI

Compozitie

Componenta |Ingrediente Concentratie

Reactiv 1 Albumina serica bovina 1%
Solutie tampon (pH 7,1-7,5) <0.1%
Azida de sodiu

Reactiv 2 Particule de latex acoperite cu < 4.0 mg/ml
antigeni de cardiolipina, lecitina
si colesterol
Azida de sodiu <0,1%

Solutie tampon (pH 7,1 - 7,5)

Precautii si avertismente

1 Pentru diagnostic in vitro.

2 Nu utilizati reactivii dupa data de expirare inscrisa pe eticheta.

3. Avertisment: Toate probele utilizate in cadrul testarii trebuie

considerate potential infectioase. Precautiile generale, asa cum se

aplicd in unitatea dvs., trebuie utilizate pentru manipularea si

eliminarea materialelor Tn timpul testarii si dupa aceea.?

Reactivii RPR trebuie utilizati cu setul de calibratori RPR.

Precautie: Evitati congelarea reactivilor.

Precautie: Reactivii 1 si 2 contin <0,1% azida de sodiu ca agent

antimicrobian. Azida de sodiu poate reactiona cu conductele din

plumb si cupru, ducand la formarea de azide metalice potential

explozive. Spalati cu cantitati abundente de apa atunci cand eliminati

materialul.

7. Eliminarea tuturor deseurilor ar trebui sa se faca in conformitate cu
orientarile locale.

oA

Pregatire

Reactivul 1: Lichid, gata de utilizare

Reactivul 2: Lichid, gata de utilizare

Rasturnati pentru a amesteca, zilnic, inainte de utilizare. Evitati
formarea spumei.

Depozitare si stabilitate

Reactivul nedeschis este stabil pana la data de expirare indicata pe
eticheta, atunci cand este pastrat la 2-8°C.

Odata deschis, reactivul este stabil pana la 4 saptamani la 2-8°C.
A NU SE CONGELA.

Stabilitate la bord
Reactivii sunt stabili deschisi, pe analizatoarele Hitachi 917, timp de 28
de zile, la 2-8°C.

Indicatii ale deteriorarii

Prezenta turbiditatii in reactivul 1 sau dezvoltarea microbiana in oricare
dintre reactivi poate indica o deteriorare.

Imposibilitatea de a recupera valorile de control.

RECOLTAREA S| PREGATIREA PROBELOR
Serul si plasma cu heparina sodica sunt mediile de colectare
recomandate. Utilizati metode standard de prelevare si preparare a
probelor.®

Daca nu sunt analizate prompt, probele pot fi depozitate dupa cum se
aratad mai jos: Stabilitate pentru ser®:

7 zile la 2-8°C

1 zila 15-25°C

4 saptamani la (-15)—(-25)°C
Stabilitate pentru plasma?®:

7 zile la 2-8°C

1 zila 15-25°C

7 zile la (-15)—(-25)°C
Daca probele au fost congelate, centrifugati la 15000xg timp de 10
minute Tnainte de masurare. Probele pot fi congelate si decongelate o
singura data.*

PROCEDURA

Testare

In continuare se prezinta doua exemple de procedura de testare RPR
pentru analizorul clinic automat Hitachi 7180 si analizorul automat
SK500/Biolis 50i. Toate aplicatiile analizorului trebuie validate. Sekisui
Diagnostics are aplicatii pentru mai multe analizoare automate,
disponibile la cerere. Performanta aplicatiilor care nu sunt validate de
Sekisui trebuie definita si validata de utilizator.

(Hitachi 7180)
Reactivul 1: 150 pL Reactivul 2: 50 L
Proba: 16,7 L

5 min de incubare i 5 min de incubare

Absorbanta 1
6 min (700 nm)

Absorbanta 2
10 min (700 nm)

Rezultatul RPR
(SK500/ Biolis 50i)

Reactivul 1: 120 L
Proba:13,3 pL

Reactivul 2: 40 L

¢ 3,5 minde incubarei 4 min de incubare

Absorbanta 1
4,5 min (700 nm)

Absorbanta 2
7,5 min (700 nm)

Rezultatul RPR
Materiale furnizate

Reactivii RPR 1 si 2 sunt necesari pentru méasurarea anticorpilor
antilipidici sifilitici. Reactivii RPR sunt ambalati si vanduti ca set.

Descriere Configuratie Nr. catalog
Reactiv RPR 1 1x 60 ml 486616
Reactiv RPR 2 1x20ml

Materiale necesare, dar care nu sunt furnizate

Descriere Configuratie Nr. catalog
Set calibratori RPR 5 niveluri x 1 ml 486623
Set de controale RPR Pozitiv 2 x 1 ml 486630

Negativ 2 x 1 ml
* Analizor capabil sa functioneze cu compozitia chimica a doi reactivi.

Calibrare

Numai calibratorii RPR trebuie utilizati pentru calibrarea testului RPR.
Valorile atribuite ale calibratorilor RPR se raporteaza la standardul
international al OMS (standardul international pentru serul uman sifilitic
[prima pregatire a standardului international], stabilit in 1958).

Frecventa calibrarii trebuie determinata de utilizator.
Valorile pentru controlul calitatii trebuie sa se incadreze in intervalele
asteptate.

Controlul calitatii

Fiabilitatea rezultatelor testului trebuie monitorizata periodic cu
materiale de control al calitatii sau cu probe de ser care reprezinta in
mod rezonabil performanta cu probele pacientului. Controalele sau
probele de ser trebuie utilizate pentru a monitoriza buna functionare a
reactivilor si respectarea procedurilor corecte. Laboratorul trebuie sa
stabileasca un interval acceptabil pentru fiecare lot de material de
control. Daca valorile de control nu se incadreaza in intervalul asteptat,
urmati procedurile normale de remediere. Daca este necesara asistenta,
contactati distribuitorul local.

Cerintele de control al calitatii trebuie stabilite in conformitate cu

reglementarile locale, statale si/sau federale ori cu cerintele de
acreditare.

REZULTATE

Rezultatele sunt exprimate in unitati de RPR (R.U.). Retineti ca R.U. se
bazeaza pe valoarea |U stabilitd de OMS (Standardul international
pentru serul uman sifilitic). 1 R.U. = 0,4 IU. 1 R.U. este echivalent cu o
data titrul de test RPR cu cartela.

Pentru a converti de la R.U. la U, impartiti unitatile R.U. la 2,5.




Limitari/substante interferente

Criteriu: Recuperare la + 20% din valoarea initiala

Toate studiile au fost efectuate pe analizorul clinic automat
Hitachi 7180.

Lipemie: Nu s-au observat interferente lipemice semnificative pana la
1% (intralipid). Daca banuiti ca proba este lipemica, centrifugati la
15000xg timp de 10 minute inainte de masurare.

Chil (unitate de turbiditate de formazina): Nu s-au observat interferente
semnificative pana la 620 de grade de formazina. Probele care
depasesc 620 de grade de formazina trebuie centrifugate la 15000xg
timp de 10 minute inainte de masurare.

Concentratia hemoglobinei de pana la 488 mg/dl (75,7 umol/l) nu a
interferat in probele cu niveluri de anticorpi antilipidici sifilitici de 3,2 R.U.

Concentratia bilirubinei conjugate de pana la 21 mg/dl (359,1 umol/l) nu
a interferat in probele cu niveluri de anticorpi antilipidici sifilitici de 3,2
R.U.

Concentratia bilirubinei neconjugate de pana la 19,7 mg/dl (336,9
pmol/l) nu a interferat in probele cu niveluri de anticorpi antilipidici sifilitici
de 3,2R.U.

Factorul reumatoid a fost testat pana la 450 |U/ml, fara interferente
semnificative observate in probele cu niveluri de anticorpi antilipidici
sifilitici de 3,8 R.U.

Probele de ser si plasma de la pacientii aflati in stadiul incipient al
productiei de anticorpi din cauza functiei imunitare compromise contin o
cantitate mica de anticorpi si pot avea un rezultat negativ.

Un raspuns imun nespecific poate aparea in probele de ser si plasma
de la pacientii cu boli autoimune. Rezultatul testului trebuie evaluat pe
baza rezultatelor la alte teste si a simptomelor clinice.

Probele de ser si plasma de la pacientii carora li se administreaza
produse din sange care contin imunoglobulina pot fi pozitive. Evaluati cu
atentie rezultatul testului

Datorita intervalului amplu de concentratii posibile, eprubeta probei
trebuie spalata adecvat pentru a preveni transferul probei.

Valori asteptate
O masuratoare de 1 R.U. sau mai mare indica faptul ca proba este
pozitiva pentru anticorpi.

Un test pozitiv pentru anticorpi trebuie urmat de teste ulterioare si trebuie
evaluat impreuna cu rezultate la alte teste si simptome clinice. Medicul
trebuie sa stabileasca un diagnostic final de sifilis. Rezultatele care nu
corespund simptomelor clinice trebuie retestate.

Fiecare laborator trebuie sa confirme intervalul de referinta pentru
populatia de pacienti pe care o deserveste.

CARACTERISTICI SPECIFICE DE PERFORMANTA

Compararea metodelor

Studiile comparative de performanta au fost efectuate utilizand reactivul
RPR pe analizorul Roche Hitachi 917 si un test RPR cu cartela,
disponibil comercial. Au fost testate 83 de probe de ser, cu concentratii
RPR cuprinse intre 0,0 si 8,6 R.U.

Analiza de regresie este prezentata mai jos:

RPR Sekisui Diagnostics vs. Test RPR cu cartela (n = 83)
Curba 1,01
Interceptare (R.U.) 0,35
Coeficientul de corelatie (r) 0,909

Compararea metodelor

10.0 4 y=1,01x+0,35
r=0,909
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Test RPR cu cartela (rata de diluare)

Precizie

Precizia in cursul testarii a reactivului RPR a fost determinata utilizand
3 niveluri de probe de ser pozitive si 1 proba de ser negativ conform
protocolului intern. Probele au fost masurate in triplu exemplar, de 10 ori
utilizénd 3 loturi de reactivi pe analizorul clinic Hitachi 7180.

Precizia totala a reactivului RPR a fost determinata utilizand probe
de 1 control negativ si 1 control pozitiv conform unui protocol intern,
cu masuratori de 3 ori pe zi timp de 21 de zile pe analizorul clinic
Hitachi 7180.

Precizie in cursul testarii

Probé de ser / Control Recuperare Abatere %CV
medie (R.U.) standard (R.U.)

Ser uman (negativ sifilis) | 0,0 0,0 -

Ser uman (pozitiv sifilis) 1,7 0,1 4,3
Ser uman (pozitiv sifilis) | 2,9 0,1 1,6
Ser uman (pozitiv sifilis) | 6,9 0,1 1,6

Precizia intre testari

Control RPR Recuperare Abatere %CV
medie (R.U.) standard (R.U.)

Control RPR (negativ) 0,0 0,05 -

Control RPR (pozitiv) 2,1 0,11 51

Limita de detectie (LoD)

Limita de detectie este concentratia reala la care rezultatul observat al
testului este cu 2 SD peste cel mai scazut calibrator (calibratorul 1).
Limita de detectie a fost stabilita folosind calibratorul 1 si 10 masuratori
cu reactiv RPR pe analizorul clinic Roche Hitachi 7180

Limita de detectie este de 0,2 R.U.

Specificitate

Pentru utilizarea calitativa a testarii, rezultate fals negative (<1 R.U.)
(printr-un efect de tip carlig ,hook” al dozelor mari) nu au fost observate
la concentratii de analit de pana la 100,5 R.U. de anticorpi antilipidici
sifilitici pe analizorul clinic Hitachi 7180.

Pentru aplicarea cantitativa, probele de peste 4,0 R.U. trebuie
reanalizate dupa dilutie (1:10) din cauza unui posibil efect de tip carlig al
dozelor mari.

Un rezultat negativ care nu corespunde semnelor clinice poate aparea
la pacientii cu hiperglobulinemie. In astfel de cazuri, proba poate fi
diluata cu solutie de NaCl 0,9% si se va analiza din nou pentru a permite
masurarea corecta.

Liniaritate
Metoda RPR este liniara de la 0,2 la 8,0 R.U. pe analizorul clinic
automat Hitachi 7180.

Probele de peste 8,0 R.U pot fi diluate cu solutie de NaCl 0,9%. Tnmuliti
rezultatul cu factorul de dilutie pentru a obtine concentratia RPR pentru
proba.

Alte studii referitoare la performanta
Reactivitate incrucisata (specificitate analitica)
Probele care contin substante potential interferente au fost analizate
pentru reactivitate Tncrucisata. Probele testate cu testul RPR au fost:
» de la pacienti cu colagenoza
+ de la pacienti care urmeaza dializa
+ de la femei insarcinate
Au fost obtinute urmatoarele rezultate.

Proba Numar Reactiv RPR Rata
Colagenoza 28 1 4%
Tnsarcinata 26 0 0%
Dializa 50 3 6%

Sensibilitate clinica®®

Au fost testate Tn total 187 de probe selectate, confirmate pozitive pentru
sifilis Tn diferite stadii ale bolii. Sensibilitatea acestor probe a fost de
99,5%.

RPR
Probe pozitive la | Numar Pozitiv Negativ
sifilis 187 186 1

Specificitate clinica’
Au fost testate Tn total 2639 de probe negative la sifilis. Specificitatea
acestor probe a fost de 99,5%.

RPR

Probe negative la | Numar Pozitiv Negativ
sifilis 2639 12 2627
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