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EN
TPLA REAGENT

INTENDED USE

For the quantitative determination of anti-Treponema pallidum
antibodies in human serum or plasma on the Hitachi 9000 automated
clinical analyzer, the SK500/Biolis 50i automated clinical analyzer
and multiple other analyzers.

SUMMARY

Syphilis is a chronic infection caused by Treponema pallidum which
can be transmitted congenitally or by sexual contact. It is
characterized by episodes of active disease interrupted by periods of
latency’.

There are two types of serological test for syphilis, non-treponemal
and treponemal. The most widely used non-treponemal antibody
tests for syphilis are the rapid plasma reagin (RPR) and venereal
disease research laboratory (VDRL) tests, both measuring antibodies
against a cardiolipin-lecithin-cholesterol antigen complex.
Treponemal tests measure antibodies to native (Nichols strain) or
recombinant T. pallidum antigens.! This automated assay is based
on a latex immunological agglutination test principle.

PRINCIPLE

The polystyrene latex, coated with antigen components derived from
Treponema pallidum (Nichols strain), is exposed to the test sample
under certain conditions, to induce formation of anti-Treponema
antibody-latex aggregate. The elevation of turbidity due to the
formation of this aggregate (the change in turbidity) relative to the
pre-exposure level is measured, to determine the anti-Treponema
antibody titer in the test sample.

REAGENTS

Composition

Component | Ingredients Concentration

Reagent 1 Bovine serum albumin 10%
Sodium Azide <0.1%
Buffer (pH 7.2-7.4)

Reagent 2 Latex particles coated with Trepo- | <3.5mg/mL
nema pallidum derived-antigen
Bovine serum albumin 1%
Sodium Azide <0.1%

Buffer (pH 7.2-7.5)

Precautions and Warnings

1. For In Vitro Diagnostic Use.

2. Do not use the reagents beyond the expiration date printed on
the label.

3. Warning: All specimens used in the test should be considered

potentially infectious. Universal precautions as they apply to your

facility should be used for handling and disposal of materials

during and after testing.2

TPLA Reagents must be used with the TPLA Calibrator Set.

Caution: Avoid freezing reagents.

Caution: Reagents 1 and 2 contain <0.1% sodium azide as a

preservative. Sodium azide may react with lead and copper

plumbing to form potentially explosive metal azide buildup. Flush

with copious amounts of water when discarding material.

7. Caution: Do not pool reagents within a kit or between reagent kits.

8. Disposal of all waste material should be in accordance with local
guidelines.
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Preparation

Reagent 1: Liquid, ready to use.

Reagent 2: Liquid, ready to use.

Invert to mix before use. Avoid the formation of foam.

Storage and Stability

Unopened reagent is stable until the expiration date shown on the
label when stored at 2 - 8°C.

Once opened, the reagent is stable up to 4 weeks at 2 - 8°C.

DO NOT FREEZE.

Onboard stability
Reagents are stable open on the Hitachi 9000 analyzer for 4 weeks
at2-8°C.

Indications of Deterioration

Presence of turbidity in reagent 1 or microbial growth in either
reagents may indicate deterioration.

Inability to recover control values.

SPECIMEN COLLECTION AND PREPARATION
Serum and lithium heparin or EDTA-2K plasma are the recommended
collection media. Use standard sample collection and preparation
methods.?

If not analyzed promptly, serum or plasma specimens may be stored
at 2 - 8°C for 1 week or at 15 - 25°C for 1 day.* If specimens need to
be stored for more than 1 week, they may be preserved at -20°C or
below for up to 4 weeks. 4

If the samples have been frozen, centrifuge at 15000xg for 10 minutes
before measurement. Samples may be frozen and thawed once.

PROCEDURE

Assay

Below are two examples of the TPLA assay procedure for the Hitachi
9000 automated clinical analyzer and SK500/Biolis 50i automated
analyzer. All analyzer applications should be validated. Sekisui
Diagnostics has applications for several automated analyzers
available upon request. The performance of applications not
validated by Sekisui must be defined and validated by the user.

(Hitachi 9000)

Reagent 1: 140 pL
Sample: 13 pL

Reagent 2: 20 pL

5 min incubation i 5 min incubation

Absorbance 2
10 min (700 nm)

Absorbance 1
6 min (700 nm)

l ‘ » TPLA Result
(SK500/ Biolis 50i)

Reagent 1: 150 yL
Sample: 13.7 L

Reagent 2: 21 pL

3.5 min incubation l 4 min incubation

v

Absorbance 1 Absorbance 2
4.5 min (700 nm) 7.5 min (700 nm)

l l

» TPLA Result

Materials Provided

TPLA Reagents 1 and 2 are required for the measurement of anti-
Treponema pallidum antibodies. The TPLA reagents are packaged
and sold as a kit.

Description Configuration Catalog Number
TPLA Reagent 1 1 x 60mL 486647
TPLA Reagent 2 1x 10mL

Materials Required but not Provided

Description Configuration Catalog Number
TPLA Calibrator Set | 5 levels x 2mL 515132
TPLA Control Set Level A1 x 3mL 515149

Level B 1 x 3mL
» Analyzer capable of running two-reagent chemistries.

Calibration

Only the TPLA Calibrator set should be used to calibrate the TPLA
assay. The assigned values of the TPLA Calibrators are traceable to
an in-house standard.

Calibration frequency should be determined by the user.
Quality Control values should be within the expected ranges.

Quality Control

Reliability of test results should be monitored routinely with quality
control materials or serum pools that reasonably represent
performance with patient specimens. Controls or serum pools
should be used to monitor that the reagents are functioning properly
and that correct procedures are being followed. An acceptable
range for each lot of control material should be established by the
laboratory. If control values are not within the expected range, follow
normal troubleshooting procedures. If assistance is required, please
contact your local distributor.

Quality control requirements should be established in accordance
with local, state and/or federal regulations, or accreditation
requirements.

RESULTS

Results are expressed in titer units (T.U.). T.U. are based on the
Treponema pallidum haemagglutination (TPHA) assay. 1280 T.U. is




equivalent to a titer of 1:1280 TPHA.
To convert from T.U. (Titer Units) to mIU multiply T.U. units by 2.

Limitations/Interfering Substances
Criterion: Recovery within £ 20% of initial value. All studies were
conducted on the Hitachi 9000 automated clinical analyzer.

Lipemia: No significant lipemic interference was observed up to
0.25% (intralipid) in samples with syphilitic anti-lipid antibodies of
approximately 80 T.U. If you suspect the sample is lipemic
centrifuged at 15000xg for 10 minutes before measurement.

Chyle (formazin turbidity unit): No significant interference was
observed up to 1450 formazin degree in samples with syphilitic anti-
lipid antibodies of approximately 80 T.U. Samples exceeding 1450
formazin degree should be centrifuged at 15000xg for 10 minutes
before measurement.

Hemoglobin concentration of up to 490 mg/dL(76.0 umol/L) did not
interfere in samples with syphilitic anti-lipid antibodies levels of 80
T.U.

Conjugated Bilirubin concentration of up to 18.5 mg/dL (316.4 pmol/
L) did not interfere in samples with syphilitic anti-lipid antibodies
levels of 80 T.U.

Unconjugated Bilirubin concentration of up to 18.5 mg/dL (316.4
pumol/L) did not interfere in samples with syphilitic anti-lipid antibodies
levels of 80 T.U. Rheumatoid factor was tested to 500 IU/mL and did
not affect performance on the Roche Hitachi H9000 clinical analyzer.

Serum and plasma samples from patients in the early stage of
antibody production due to compromised immune function contain a
small amount of antibody and may test negative.

A non-specific immune response may occur in serum samples from
patients with autoimmune diseases. The test result should be
evaluated based on other test results and clinical symptoms.

Serum samples from patients receiving blood products containing
immunoglobulin may test positive. Evaluate the test result carefully.

Due to the large range of specimen concentrations possible, sample
probe washing must be adequate to prevent sample carryover.

Expected Values
A measurement of 10 T.U. or higher indicates that the sample is
antibody positive.

A positive antibody test should be followed by subsequent tests and
should be evaluated along with other test results and clinical
symptoms. A final diagnosis of syphilis should be made by a
physician. Results that do not match the clinical symptoms should be
re-tested.

Each laboratory should confirm the reference interval for the patient
population it serves.

SPECIFIC PERFORMANCE CHARACTERISTICS

Method Comparison

Comparative performance studies were conducted using the TPLA
Reagent on the Roche Hitachi 7050 analyzer and a commercially
available Treponema pallidum hemagglutination (TPHA) method.
171 serum samples, with positive TPLA sample concentrations
between 27 and 585 TU.

The regression analysis is provided below:

Sekisui Diagnostics TPLA vs. an existing TPHA test method (n = 171)
Slope 1.06

Intercept (T.U.) 10.3

Correlation Coefficient (r) 0.828

Method Comparison
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Precision

Within-run precision of the TPLA reagent was determined using 3
levels of positive serum samples and 1 negative serum sample
according to an internal protocol. Samples were measured in
triplicate, 10 times using 3 lots of reagents on the Hitachi H9000
automated clinical analyzer.

Between-Run precision of the TPLA reagent was determined using 1
negative serum sample and 2 positive control samples according to
an internal protocol, 2 measurements per day for 21 days on the
Hitachi H9000 automated clinical analyzer.

Within-Run Precision

Samples Mean (T.U.) |SD (T.U.) CV (%)
Human serum 1 0.0 0.0 —
Human serum 2 28.8 1.1 3.7
Human serum 3 77.4 2.0 2.5
Human serum 4 190.9 8.4 4.4

Between-Run Precision

Sample/Control Mean (T.U.) |SD (T.U.) CV (%)

Human serum 0.0 0.0 —
TPLA Control Level A 26.5 14 5.2
TPLA Control Level B 80.3 3.6 4.5

A positive control measured 42 times gave a CV of <15%.

Limit of Detection (LoD)

The limit of detection is the actual concentration at which an
observed test result is 2.0 SD above that of the lowest calibrator
(calibrator 1). Limit of detection was established using the level 1
calibrator and 10 measurements with TPLA Reagent on the Roche
Hitachi H9000 clinical analyzer.

The limit of detection has been defined as: 4.6 T.U.

Specificity
A high dose hook effect was not observed at analyte concentrations
up to 362 T.U. on the Hitachi H9000 automated clinical analyzer

A negative result that does not match the clinical signs may occur
with patients with hyperglobulinemia. In such cases the sample may
be diluted with 0.9% NaCl solution and rerun.

Linearity
The TPLA method is linear from 5 T.U. to 250 T.U. on the Roche
Hitachi H9000 clinical analyzer.

Specimens above 250 T.U may be diluted with 0.9% NaCl solution.
Multiply the result by the dilution factor to obtain the TPLA
concentration for the sample.

Other Performance Studies
Cross Reactivity (Analytical specificity)
Samples containing potentially interfering substances were analysed
for cross-reactivity. Samples tested with the Sekisui Diagnostics
TPLA assay were:
« from patients with collagenosis and patients undergoing dialysis
 from pregnant women

Specimen Number TPLA Reactive |Rate
Collagenosis patients 28 0 0%
Pregnant women 26 0 0%
Dialysis patients 50 0 0%

No false-positive results were found.

Clinical sensitivity®5”

A total of 268 confirmed syphilis-positive samples in various stages
of the disease were tested with the Sekisui Diagnostics TPLA assay.
The sensitivity was found to be 100%

TPLA
Syphilis- positive Number Positive Negative
samples 268 268 0

Clinical specificity*5°

A total of 3427 syphilis-negative samples were tested with the
Sekisui Diagnostics TPLA assay. The specificity with these samples
was 99.6%.

TPLA
Syphilis-negative Number Positive Negative
samples 3427 13 3414




DE
TPLA-REAGENZ

VERWENDUNGSZWECK

Zur quantitativen Bestimmung von anti-Treponema pallidum-
Antikérpern in humanem Serum bzw. Plasma am automatisierten
klinischen Analysegerat Hitachi 9000, am automatisierten klinischen
Analysegerat SK500/Biolis 50i sowie an zahlreichen weiteren
Analysegeraten.

ZUSAMMENFASSUNG

Bei Syphilis handelt es sich um eine chronische Infektion, die durch
das Bakterium Treponema pallidum verursacht und durch Geburt
oder sexuelle Kontakte Ubertragen werden kann. Sie verlauft
typischerweise in mehreren Stadien, wobei aktive Erkrankungsphasen
durch Latenzphasen unterbrochen werden'.

Fur Syphilis gibt es zwei Arten serologischer Tests: treponemale
sowie nichttreponemale Tests. Die am haufigsten eingesetzten
nichttreponemalen Syphilis-Antikérpertests sind Rapid-Plasma-
Reagin-Tests (RPR) sowie Veneral-Disease-Research-Laboratory-
Tests (VDRL), bei denen die Antikorper gegen einen Cardiolipin-
Lecithin-Cholesterol-Antigenkomplex gemessen werden. Bei
treponemalen Tests werden die Antikorper gegen native (Nichols-
Stamm) oder rekombinante T. pallidum-Antigene gemessen.' Dieser
automatisierte Test basiert auf einem Testprinzip mit immunologischer
Latex-agglutination.

PRINZIP

Das mit Antigenkomponenten aus Treponema pallidum (Nichols-
Stamm) beschichtete Polystyrenlatex wird der Probe unter
bestimmten Bedingungen ausgesetzt, um so die Bildung eines Anti-
Treponema-Antikorper-Latexaggregats zu induzieren. Zur
Bestimmung des Anti-Treponema-AntikGrpertiters in der Probe wird
die Zunahme der Tribung (Anderung der Tribung), die aufgrund der
Bildung des Aggregats entsteht, im Vergleich zum vor Testbeginn
festgestellten Level gemessen.

REAGENZIEN
Zusammensetzung
Komponente | Bestandteile Konzentration
Reagenz 1 Bovines Serumalbumin 10 %
Natriumazid <0,1 %
Puffer (pH 7,2-7,4)
Reagenz 2 Mit Antigenen aus Treponema <3,5 mg/ml
pallidum beschichtete Latexpartikel
Bovines Serumalbumin 1%
Natriumazid <0,1 %
Puffer (pH 7,2-7,5)

Vorsichts- und Warnhinweise

1. Fdar die In-Vitro-Diagnostik bestimmt.

2. Nach Ablauf des auf dem Etikett aufgedruckten Verfallsdatums
Reagenzien nicht mehr verwenden.

3. Warnung: Alle im Test verwendeten Proben sollten als potenziell
infektios betrachtet werden. Die in |hrer Einrichtung geltenden
universellen VorsichtsmaRnahmen sind beim Umgang und bei
der Entsorgung von Material vor und nach den Tests
einzuhalten.?

4. TPLA-Reagenzien mussen mit dem TPLA-Kalibirier-Set
verwendet werden.

5. Achtung: Reagenzien nicht einfrieren.

6. Achtung: Als Konservierungsmittel enthalten die Reagenzien 1
und 2 <0,1 % Natriumazid. Natriumazid kann mit Blei- und
Kupferrohren reagieren und potenziell explosive Metallazid-
ablagerungen bilden. Bei der Entsorgung mit reichlich Wasser
spulen.

7. Achtung: Reagenzien nicht innerhalb eines Kits oder mit anderen
Kits vermischen.

8. Alle Abfélle sollten gemaR den geltenden ortlichen Vor-schriften
entsorgt werden.

Herstellung

Reagenz 1: Flussig, gebrauchsfertig.

Reagenz 2: Flussig, gebrauchsfertig.

Vor Gebrauch zum Mischen umdrehen. Schaumbildung ver-meiden.

Lagerung und Stabilitat

Ungedffnet bleiben die Reagenzien bei Lagerung zwischen 2—-8 °C
bis zum Verfallsdatum stabil.

Nach dem Offnen bleibt das Reagenz 4 Wochen lang bei 2-8 °C
stabil.

NICHT EINFRIEREN.

Onboard-Stabilitat
Auf dem Analysegerat Hitachi 9000 bleiben die Reagenzien bei 2—
8 °C in geoffnetem Zustand 4 Wochen stabil.

Hinweise auf Instabilitat

Tribungen im Reagenz 1 oder mikrobielles Wachstum in einem oder
beiden Reagenzien kdnnen auf eine Instabilitat hinweisen.

Wenn die Wiederherstellung von Kontrollwerten nicht méglich ist.

ENTNAHME UND VORBEREITUNG VON PROBEN

Als Sammelmedium werden Serum und mit Lithium hepari-nisiertes
oder EDTA-2K-Plasma empfohlen. Verwenden Sie bei der
Probenentnahme und der Herstellung Standard-methoden.®

Falls die Analyse nicht sofort erfolgt, kdnnen Serum- oder
Plasmaproben eine Woche lang bei 2-8 °C bzw. einen Tag lang bei
15-25 °C gelagert werden.* Ist eine Lagerung Uber die Dauer von
einer Woche hinaus notwendig, konnen die Proben bis zu vier
Wochen lang bei -20 °C oder darunter gelagert werden. 4

Wenn Proben gefroren waren, mussen sie vor der Messung 10
Minuten lang bei 15.000 x g zentrifugiert werden. Proben dirfen 1
Mal eingefroren und aufgetaut werden. 4

VERFAHREN

Assay

Nachfolgend finden Sie zwei Beispiele des TPLA-Testverfahrens fiir
das automatisierte klinische Analysegerat Hitachi 9000 sowie das
automatisierte Analysegerat SK500/Biolos 50i. Alle Anwendungen
des Analysegerats sollten validiert werden. Sekisui Diagnostics
verfugt Uber An-wendungen fir verschiedene automatisierte
Analysegerate. Informationen auf Anfrage. Die Leistung von
Anwendungen, die von Sekisui nicht validiert wurden, muss vom
Anwender definiert und validiert werden.

(Hitachi 9000)

Reagenz 1: 140 pl
Probe: 13 pl

Reagenz 2: 20 pl

L 5 min Inkubation l 5 min Inkubation

Absorption 1
6 min (700 nm)

l l

Absorption 2

10 min (700 nm)

_ TPLA-
" Ergebnis

(SK500/ Biolis 50i)

Reagenz 1: 150 pl
Probe: 13,7 pl

Reagenz 2: 21 pl

L 3,5 min Inkubation i 4 min Inkubation

Absorption 1 Absorption 2
4,5 min (700 nm) 7,5 min (700 nm)

| | o TPLA-
" Ergebnis

Im Lieferumfang enthaltene Materialien

Zur Messung von Anti-Treponema pallidum-Antikérpern sind die
TPLA-Reagenzien 1 und 2 erforderlich. Die TPLA-Reagenzien
werden als Kit verpackt und vertrieben.

Beschreibung
TPLA-Reagenz 1
TPLA-Reagenz 2

Konfiguration Best.-Nr.
1 x 60 ml 486647
1x10 ml

Nicht im Lieferumfang enthaltene Materialien, die erforderlich sind

Beschreibung Konfiguration Best.-Nr.
TPLA-Kalibrier-Set |5 Level x 2 ml 515132
TPLA-Kontroll-Set Level A1 x 3 ml 515149

LevelB1x3ml
» Analysegerat, das Chemikalien mit zwei Reagenzien verwenden kann.

Kalibration

Zur Kalibrierung des TPLA-Tests darf nur das TPLA-Kalibrier-Set
verwendet werden. Die den TPLA-Kalibratoren zuge-wiesenen Werte
kénnen auf einen internen Standard zurlckverfolgt werden.

Die Kalibrierhaufigkeit ist vom Anwender zu bestimmen.

Qualitatskontrollwerte sollten sich innerhalb der erwarteten Bereiche
befinden.



Qualitatskontrolle

Die Zuverlassigkeit der Testergebnisse sollte regelmafig anhand
von Qualitatskontrolimaterialien oder Serumpools liberwacht werden,
die die Leistung mit Patientenproben angemessen reprasentieren.
Kontrollen oder Serumpools sollten verwendet werden, um
sicherzustellen, dass die Reagenzien einwandfrei funktionieren und
die richtigen Verfahren eingehalten werden. Das Labor sollte fir jede
Kontrollmaterialcharge einen akzeptablen Bereich errichten. Wenn
sich Kontrollwerte nicht innerhalb des erwarteten Bereichs befinden,
sollten Sie normale Fehlerbehebungs-verfahren durchfiihren. Wenn
Sie Hilfe bendtigen, wenden Sie sich bitte an die Vertriebsstelle vor
Ort.

Die Anforderungen an die Qualitatskontrolle sollten im Einklang mit
den behordlichen, ortlichen und/oder staatlichen Vorschriften oder
Zulassungsbestimmungen festgelegt werden.

ERGEBNISSE

Die Ergebnisse werden in Titereinheiten dargestellt (T.U.). T.U.
basieren auf dem Treponema pallidum-Hamagglutinations-Assay
(TPHA). 1280 T.U. entsprechen einem Titer von 1:1280 TPHA.

Zur Umrechnung von T.U. (Titereinheiten) in mIU sind die T.U. mit 2
zu multiplizieren.

Grenzen/Inhibitoren

Kriterium: Wiederherstellung innerhalb + 20 % des Ausgangs-wertes.
Alle Untersuchungen wurden am automatisierten klinischen
Analysegerat Hitachi 9000 durchgefiihrt.

Lipamie: Bei Proben mit etwa 80 T.U. syphilitischen antilipiden
Antikérpern wurden bis 0,25 % (intrapilid) keine signifikante
lipamische Interferenz beobachtet. Falls Sie vermuten, dass eine
Probe lipdmisch ist, sollte sie vor der Messung 10 Minuten lang bei
15.000 x g zentrifugiert werden.

Chylus (Formazin-Tribungseinheit): Bei Proben mit etwa 80 T.U.
syphilitischen antilipiden Antikdrpern wurde bis 1450 (Formazingrad)
keine signifikante Interferenz beobachtet. Proben mit einem héheren
Formazingrad als 1450 sollten vor der Messung 10 Minuten lang bei
15.000 xg zentrifugiert werden.

Eine Hamoglobinkonzentration von bis zu 490 mg/dl (76,0 umol/l)
stellte bei Proben mit syphilitischen antilipiden Antikdrperlevels von
80 T.U. keine Beeintrachtigung dar.

Konjugiertes Bilirubin in einer Konzentration von bis zu 18,5 mg/dl
(316,4 pmol/l) stellte bei Proben mit syphilitischen antilipiden
Antikorperlevels von 80 T.U. keine Beeintrachtigung dar.

Unkonjugiertes Bilirubin in einer Konzentration von bis zu 18,5 mg/dI
(316,4 pmol/l) stellte bei Proben mit syphilitischen antilipiden
Antikorperlevels von 80 T.U. keine Beeintrachtigung dar.

Der Rheumafaktor wurde bis zu einem Wert von 500 IU/ml getestet
und hatte keine Auswirkungen auf die Leistung am klinischen
Analysegerat Roche Hitachi H9000.

Serum- und Plasmaproben von Patienten, die sich aufgrund einer
Beeintrachtigung des Immunsystems in der Frihphase der
Antikérperproduktion befinden, enthalten eine geringe Menge an
Antikdrpern und bringen mdoglicherweise negative Testergebnisse
hervor.

Bei Patienten mit Autoimmunkrankheiten weisen Serumproben
moglicherweise unspezifische Immunreaktionen auf. Bei der
Bewertung des Testergebnisses sollten andere Tests und klinische
Symptome berticksichtigt werden.

Serumproben von Patienten, die immunglobulinhaltige Blutprodukte
erhalten, fallen moglicherweise positiv aus. Bei der Beurteilung des
Testergebnisses ist Vorsicht geboten.

Aufgrund der grof’en Bandbreite an moglichen Probenkonzen-
trationen muss eine angemessene Reinigung erfolgen, damit sich
die Proben nicht vermischen.

Erwartete Werte
Ein Messwert von 10 T.U. oder mehr zeigt an, dass die Probe im
Bezug auf Antikorper positiv ist.

Bei einem positiven Antikorper-Testergebnis sind weitere Tests
durchzufiihren und zusammen mit anderen Testergebnissen und
klinischen Symptomen auszuwerten. Eine abschlieRende Diagnose
von Syphilis muss von einem Arzt vorgenommen werden.
Ergebnisse, die mit den klinischen Symptomen nicht tbereinstimmen,
mussen erneut ermittelt werden.

Jedes Labor sollte das Referenzintervall fir die Patienten-population
bestatigen, die untersucht wird.

LEISTUNGSMERKMALE

Methodenvergleich

Es wurden vergleichende Leistungsuntersuchungen mit dem TPLA-
Reagenz am Analysegerat Roche Hitachi 7050 und mit der
handelstblichen Treponema pallidum-Hamagglutinations-methode
(TPHA) durchgefihrt. 171 Serumproben mit positiven TPLA-
Konzentrationen zwischen 27 und 585 T.U. wurden untersucht.

Die Regressionsanalyse finden Sie im Folgenden:

Sekisui Diagnostics TPLA im Vergleich zu einer etablierten TPHA-
Testmethode (n = 171)

Anstieg 1,06
Schnittpunkt (T.U.) 10,3
Korrelationskoeffizient (r) 0,828
Methodenvergleich
} y=1.06x+10.3
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Prazision

Die Genauigkeit des TPLA-Reagenz innerhalb der Serie wurde
anhand von 3 Levels von positiven Serumproben und einer negativen
Serumprobe gemaf den internen Vorschriften bestimmt. Die Proben
wurden in dreifacher Ausfiihrung unter 10-maliger Verwendung von
3 Reagenzienchargen am automatisierten klinischen Analysegerat
Hitachi H9000 ausgewertet.

Die Genauigkeit des TPLA-Reagenz zwischen den Durch-laufen
wurde mithilfe einer negativen Serumprobe und zwei positiven
Kontrollproben gemafR den internen Vorschriften bestimmt. Dabei
wurden 21 Tage lang taglich zwei Messungen am automatisierten,
klinischen Analysegerat Hitachi H9000 vorgenommen.

Genauigkeit innerhalb der Serie

Proben Durchschnitt Standard- Korrelations-
(T.U.) abweichung wert (%)
(T.U.)
Humanserum 1 0,0 0,0 —
Humanserum 2 28,8 1,1 3,7
Humanserum 3 77,4 2,0 2,5
Humanserum 4 190,9 8,4 4.4

Genauigkeit zwischen den Serien

Probe / Kontrolle Durchschnitt | Standard- Korrelations-
(T.U.) abweichung | wert (%)
(T.U.)
Humanserum 0,0 0,0 —
TPLA-Kontroll-Level A 26,5 1,4 5,2
TPLA-Kontroll-Level B 80,3 3,6 4,5

Eine 42 Mal gemessene positive Kontrolle ergab einen CV von <15 %.

Nachweisgrenze

Die Nachweisgrenze ist die Konzentration, bei der ein festgestelltes
Testergebnis 2,0 Standardabweichung uUber dem niedrigsten
Kalibrierwert (Kalibrator 1) liegt. Bestimmt wurde die Nachweisgrenze
mithilfe des Kalibrators 1 und 10 Messun-gen mit dem TPLA-
Reagenz am klinischen Analysegerat Roche Hitachi H9000.

Die Nachweisgrenze wurde definiert als: 4,6 T.U.

Spezifitat

Am automatisierten, klinischen Analysegerat Hitachi H9000 wurde
bei Analysekonzentrationen bis zu 362 T.U. kein High-dose Hook-
Effekt beobachtet.

Negative Ergebnisse, die nicht mit den klinischen Symptomen
Ubereinstimmen, sind mdglicherweise auf eine Hyperglobulin-amie
zuruckzufiihren. In derartigen Fallen kann die Probe mit 0,9 %iger
NaCl-Lésung verdiinnt und erneut getestet werden.



Linearitat
Die TPLA-Methode erfolgt auf dem klinischen Analysegerat Roche
Hitachi H9000 linear von 5 T.U. bis 250 T.U.

Proben tber 250 T.U. kénnen mit 0,9 %iger NaCl-L6ésung verdinnt
werden. Multiplizieren Sie das Ergebnis mit dem Verdinnungsfaktor,
um die TPLA-Konzentration der Probe zu ermitteln.

Weitere Untersuchungen der Leistungsfahigkeit
Kreuzreaktivitit (analytische Spezifitat)
Proben, die potenziell Gberlagernde Substanzen enthalten, wurden
auf Kreuzreaktivitdt untersucht. Mit dem Sekisui Diagnostics TPLA-
Test wurden Proben getestet von:

« Patienten mit Kollagenose und von Dialysepatienten

« schwangeren Frauen

Probe Anzahl TPLA Rate
reaktiv
Kollagenosepatienten 28 0 0%
Schwangere Frauen 26 0 0%
Dialysepatienten 50 0 0%

Es wurden keine falsch-positiven Ergebnisse ermittelt.

Klinische Sensitivitat>6’

Insgesamt wurden 268 bestatigte, auf Syphilis positiv getestete
Proben in unterschiedlichen Krankheitsstadien mithilfe des TPLA-
Tests von Sekisui Diagnostics untersucht. Die Sensitivitat betrug
100 %.

TPLA
Syphilis-positive Anzahl Positiv Negativ
Proben 268 268 0

Klinische Spezifitat*56

Insgesamt wurden 3427 auf Syphilis negativ getestete Proben
mithilfe des TPLA-Tests von Sekisui Diagnostics untersucht. Die
Spezifitét betrug bei diesen Proben 99,6 %.

TPLA
Syphilis-negative Anzahl Positiv Negativ
Proben 3427 13 3414

FR
REACTIF TPLA

USAGE PREVU

Détermination quantitative des anticorps anti-Treponema pallidum
dans le sérum ou le plasma humain sur 'analyseur clinique
automatisé Hitachi 9000, I'analyseur clinique auto-matisé SK500/
Biolis 50i et différents autres analyseurs.

RESUME

La syphilis est une infection chronique provoquée par le Treponema
pallidum et pouvant se transmettre par voie congénitale ou par
contact sexuel. Elle se caractérise par des épisodes de maladie
active interrompus par des périodes de latence.

Il existe deux types de tests sérologiques pour la syphilis : non
tréponémal et tréponémal. Les tests de détection des anticorps non
tréponémaux les plus largement utilisés pour la syphilis sont le test
rapide de la réagine plasmatique (Rapid Plasma Reagin ou RPR) et
le test du Laboratoire de recherche sur les maladies vénériennes
(Venereal Disease Research Laboratory ou VDRL), tous deux
mesurant la présence d’anticorps contre un complexe antigéne
cardiolipine-lécithine-cholestérol. Les tests tréponémaux mesurent la
présence d’anticorps contre des antigénes natifs (souche Nichols) ou
recombinants de T. pallidum." Ce test automatisé se base sur le
principe du test d’agglutination immunologique au latex.

PRINCIPE

Le latex de polystyréne, recouvert de composants antigénes dérivés
du Treponema pallidum (souche Nichols), est exposé a I'échantillon
test dans certaines conditions afin d’induire la formation d’un agrégat
anticorps-latex anti-Treponema. La hausse de la turbidité due a la
formation de cet agrégat (changement de turbidité) par rapport au
niveau pré-exposition est mesurée afin de déterminer le titre
d’anticorps anti-Treponema dans I'échantillon test.

REACTIFS
Composition
Composant | Ingrédients Concentration
Réactif 1 Albumine de sérum bovin 10%
Azoture de sodium <0,1%
Tampon (pH 7,2-7,4)
Réactif 2 Particules de latex recou- < 3,5 mg/ml
vertes d’un antigéne dérivé du
Treponema pallidum
Albumine de sérum bovin 1%
Azoture de sodium <0,1%
Tampon (pH 7,2-7,5)

Mises en garde et précautions d’emploi

1. Pour diagnostic in vitro.

2. Ne pas utiliser les réactifs au-dela de la date de péremption
indiquée sur I'étiquette.

3. Avertissement : Tous les échantillons utilisés dans le test
doivent étre considérés comme potentiellement infectieux.
Respecter les précautions universelles en vigueur au sein de
I'établissement pour la manipulation et I'élimination des matieres
employées pendant et apres le test?.

4. Les réactifs RPR doivent étre utilisés avec I’ensemble de
calibrateurs TPLA.

5. Attention : Eviter de congeler les réactifs.

6. Attention : Les réactifs 1 et 2 contiennent <0,1 % d’azoture de
sodium a titre de conservateur. L’azoture de sodium peut réagir
avec les canalisations en plomb et en cuivre pour former un
complexe d’azoture métallique potentiellement explosif. Rincer
avec de grands volumes d’eau lors de I'élimination des matieres
du test.

7. Attention : Ne pas regrouper des réactifs au sein d’un kit ou
entre des kits de réactifs.

8. L’élimination de tous les déchets doit étre conforme aux directives
locales.

Préparation

Réactif 1 : liquides, préts a 'emploi.

Réactif 2 : liquides, préts a 'emploi. ;

Mélanger en retournant avant utilisation. Eviter la formation de
mousse.

Conservation et stabilité

Lorsqu’ils sont stockés a une température comprise entre 2 et 8 °C,
les réactifs non ouverts restent stables jusqu’a la date de péremption
indiquée sur I'étiquette.

Une fois ouvert, le réactif reste stable pendant 4 semaines a une
température comprise entre 2 et 8 °C.

NE PAS CONGELER.

Stabilité a bord

Les réactifs sont stables lorsqu’ils sont ouverts sur I'analyseur
Hitachi 9000 pendant 4 semaines a une température comprise entre
2et8°C.

Signes de détérioration

La présence de turbidité dans le réactif 1 ou de croissance microbienne
dans I'un ou l'autre réactif peut indiquer une détérioration.
Impossibilité de rétablir les valeurs de controle.

PRELEVEMENT ET PREPARATION DES ECHANTILLONS

Les plasmas sur héparine sérique et de lithium ou sur EDTA-2K
plasma sont les bases recommandées pour le prélevement. Utiliser
des méthodes standard pour le prélévement et la préparation des
échantillons?.

S’ils ne sont pas analysés rapidement, les échantillons de sérum ou
de plasma peuvent étre stockés pendant une semaine a une
température comprise entre 2 et 8 °C ou pendant une journée a une
température comprise entre 15 et 25 °C.# Si les échantillons doivent
étre stockés pendant plus d’'une semaine, ils peuvent étre conservés
a une température inférieure ou égale a -20 °C pendant 4 semaines.*

Si les échantillons ont été congelés, centrifuger a 15 000 xg pendant
10 minutes avant la mesure. Les échantillons peuvent étre congelés
et décongelés une seule fois. 4

PROCEDURE

Test

Vous trouverez ci-dessous deux exemples de la procédure de test
TPLA pour 'analyseur clinique automatisé Hitachi 9000 et I'analyseur
automatisé SK500/Biolis 50i. Toutes les applications de I'analyseur
doivent étre validées. Sekisui Diagnostics peut fournir a la demande
des applications pour plusieurs analyseurs automatisés. Les
performances des applications non validées par Sekisui doivent étre
définies et validées par I'utilisateur.




(Hitachi 9000)

Réactif 1 : 140 pl
Echantillon : 13 pl

5 min d’incubation

Réactif 2 : 20 pl

iS min d’incubation

(SK500/Biolis 50i)
Réactif 1 : 150 pl

Echantillon : 13,7 pl

L 3,5 min d’incubation

Absorbance 1
6 min (700 nm)
l

Absorbance 2
10 min (700 nm)
|

Réactif 2 : 21 pl

l 4 min d’incubation

Matériel fourni

Les réactifs TPLA 1 et 2 sont requis pour la mesure des anticorps
anti-Treponema pallidum. Les réactifs TPLA sont conditionnés et

vendus en Kit.

Absorbance 1
4,5 min (700 nm)

l

Absorbance 2
7,5 min (700 nm)

l

Description Configuration Référence
Réactif TPLA 1 1 x60 ml 486647
Réactif TPLA 2 1x10ml

Matériel requis mais non fourni

Description Configuration Référence
Ensemble de 5 niveaux x 2 ml 515132
calibrateurs TPLA

Ensemble de Niveau A—1 x 3 ml 515149
contréle TPLA Niveau B —1 x3 ml

» Analyseur capable d’exécuter des chimies a deux réactifs.

Calibrage

Seul 'ensemble de contréle TPLA doit étre utilisé pour calibrer le test
TPLA. Les valeurs attribuées aux calibrateurs TPLA sont définies
d’aprés une norme interne.

La fréquence de calibrage doit étre déterminée par I'utilisateur.

Les valeurs du contrble de qualité doivent étre comprises dans les
plages attendues.

Controle de qualité

La fiabilité des résultats des tests doit étre contrélée régulierement
avec du matériel de contréle de qualité ou des pools de sérum
produisant une représentation raisonnable des performances avec
les échantillons de patients. Des contréles ou des pools de sérum
doivent étre utilisés pour vérifier que les réactifs fonctionnent
normalement et que les procédures adéquates sont respectées. Le
laboratoire doit définir une plage acceptable pour chaque lot de
matériel de contrble. Si les valeurs de controle ne sont pas comprises
dans la plage attendue, suivre les procédures de dépannage
normales. Si vous avez besoin d’assistance, veuillez contacter votre
distributeur local.

Les criteres du contréle de qualité doivent étre définis conformément
aux réglementations locales, nationales et/ou communautaires, ou
conformément aux criteres d’homologation.

RESULTATS

Les résultats sont exprimés en unités de titre (U.T.). Les U.T. se
basent sur le test TPHA (Treponema pallidum Hemagglutination
Assay). 1 280 U.T. équivalent a un titre de 1:1 280 TPHA.

Pour convertir d’'U.T. (unités de titre) en mUI, multipliez les unités
U.T. par 2.

Limites/substances interférentes
Critere : récupération a 20 % de la valeur initiale. Toutes les études
ont été réalisées sur I'analyseur clinique automatisé Hitachi 9000.

Lipémie : aucune interférence lipémique significative n’a été
observée jusqu’a 0,25 % (intralipide) dans les échantillons possédant
des niveaux d’anticorps antilipidiques syphilitiques de 80 U.T.
environ. Si vous soupgonnez I’échantillon d’étre lipémique,
centrifugez a 15 000 xg pendant 10 minutes avant la mesure.

Chyle (unité de turbidité de la formazine) : aucune interférence
significative n’a été observée jusqu’a un degré de formazine de 1

450 dans les échantillons possédant des niveaux d’anticorps
antilipidiques syphilitiques de 80 U.T. environ. Les échantillons
dépassant un degré de formazine de 1 450 doivent étre centrifugés
a 15 000 xg pendant 10 minutes avant la mesure.

Un taux d’hémoglobine jusqu’a 490 mg/dl (76,0 ymol/l) n’a pas
interféré dans les échantillons possédant des niveaux d’anticorps
antilipidiques syphilitiques de 80 U.T.

Une concentration de bilirubine conjuguée jusqu’a 18,5 mg/dl (316,4
pumol/l) n’'a pas interféré dans les échantillons possédant des niveaux
d’anticorps antilipidiques syphilitiques de 80 U.T.

Une concentration de bilirubine non conjuguée jusqu’a 18,5 mg/dl
(316,4 pymol/l) n’a pas interféré dans les échantillons possédant des
niveaux d’anticorps antilipidiques syphilitiques de 80 U.T.

Le facteur rhumatoide a été testé jusqu’a 500 Ul/ml et n'a pas
affecté les performances sur I'analyseur clinique Roche Hitachi
H9000.

Les échantillons de sérum et de plasma provenant de patients en
phase précoce de production d’anticorps en raison d’une fonction
immunitaire défaillante contiennent une petite quantité d’anticorps et
peuvent générer un résultat négatif.

Une réponse immunitaire non spécifique peut survenir dans les
échantillons de sérum prélevés chez des patients atteints de
maladies auto-immunes. Le résultat du test doit étre évalué sur la
base des résultats d’autres tests et des symptémes cliniques.

Les échantillons de sérum issus de patients recevant des produits
sanguins contenant de I'immunoglobuline peuvent générer un
résultat positif. Evaluez minutieusement les résultats du test.

En raison de la vaste gamme de concentrations d’échantillons
possibles, le lavage de la sonde de préléevement doit étre adéquat
afin d’éviter toute contamination de I'échantillon.

Valeurs attendues
Une mesure de 10 U.T. ou supérieure indique que I'échantillon est
positif aux anticorps.

Une test positif aux anticorps doit étre suivi de tests ultérieurs et doit
étre évalué en méme temps que les résultats d’autres tests et les
symptémes cliniques. Le diagnostic final de syphilis doit étre établi
par un médecin. Les résultats qui ne correspondent pas aux
symptdmes cliniques doivent faire I'objet d’'un nouveau test.

Chaque laboratoire doit confirmer l'intervalle de référence applicable
a la population de patients visée.

CARACTERISTIQUES DE PERFORMANCES SPECIFIQUES

Comparaison des méthodes

Des études de performances comparatives ont été réalisées a l'aide
du réactif TPLA sur I'analyseur Roche Hitachi 7050 et au moyen
d’'une méthode TPHA (Treponema pallidum Hemag-glutination
Assay) disponible dans le commerce. 171 échan-tillons de sérum,
possédant des concentrations d’échantillons TPLA positives entre 27
et 585 U.T.

L’analyse de régression est fournie ci-dessous :

Sekiusi Diagnostics TPLA et une méthode de test TPHA existante
(n=171)
Pente 1,06
Ordonnée a l'origine (U.T.) 10,3
Coefficient de corrélation (r) 0,828
Comparaison des méthodes
} y=1.06x+10.3
700 r=0.828
600 . s
500 . b4
E 400
2
< 3004 $
o
P 2001 *
100 ¢ ‘
0 : ‘ ; ; ‘
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TPHA (taux de dilution)
Précision

La précision a lintérieur d’'une série du réactif TPLA a été déterminée
a l'aide de 3 niveaux d’échantillons de sérum positifs et de 1
échantillon de sérum négatif, conformément a un protocole interne.



Les échantillons ont été mesurés en triple exemplaire, 10 fois a I'aide
de 3 lots de réactifs sur I'analyseur clinique automatisé Hitachi
H9000.

La précision entre séries du réactif TPLA a été déterminée a l'aide
de 1 échantillon de sérum négatif et de 2 échantillons témoins
positifs conformément a un protocole interne, 2 mesures par jour
pendant 21 jours sur I'analyseur clinique automatisé Hitachi H9000.

Précision a l'intérieur d’une série

IT
REAGENTE TPLA

USO PREVISTO

Per la determinazione quantitativa degli anticorpi anti-Treponema
pallidum nel siero umano o plasma sull'analizzatore clinico
automatico Hitachi 9000, sull'analizzatore clinico automatico SK500/
Biolis 50i e su altri analizzatori.

Précision entre séries

Echantillon/Contréle | Moyenne (U.T.) |ET (U.T.) CV (%)

Sérum humain 0,0 0,0 —
Niveau de contrble 26,5 14 52
TPLAA
Niveau de contrble 80,3 3,6 4.5
TPLAB

Un contréle positif mesuré 42 fois a donné un CV de <15 %.

Limite de détection (LD)

La limite de détection est la concentration réelle a laquelle un résultat
de test observé est 2,0 ET supérieure a celui du calibrateur le plus
bas (calibrateur 1). La limite de détection a été établie a l'aide du
calibrateur de niveau 1 et de 10 mesures avec le réactif TPLA sur
I'analyseur clinique Roche Hitachi H9000.

La limite de détection a été définie comme : 4,6 U.T.

Spécificité

Aucun effet crochet a dose élevée n’a pas été observé a des
concentrations d’analyte jusqu’a 362 U.T. sur I'analyseur clinique
automatisé Hitachi H9000.

Un résultat négatif qui ne correspond pas aux signes cliniques peut
survenir avec des patients souffrant d’hyperglobulinémie. Dans de
tels cas, I'échantillon peut étre dilué avec une solution de NaCl a 0,9
% et réexécutés et réexécuté.

Linéarité
La méthode TPLA est linéaire de 5 a 250 U.T. sur I'analyseur clinique
Roche Hitachi H9000.

Les échantillons supérieurs a 250 U.T. peuvent étre dilués avec une
solution de NaCl a 0,9 %. Multiplier le résultat par le facteur de dilution
pour obtenir la concentration de TPLA dans I'échantillon.

Autres études de performances
Réactivité croisée (spécificité analytique)
Les échantillons susceptibles de contenir des substances interférentes
ont été analysés en vue de détecter toute réactivité croisée. Ont fait
I'objet du test RPR de Sekisui Diagnostics :

« échantillons provenant de patients atteints de collagénose et de

patients soumis a la dialyse ;
» échantillons prélevés chez des femmes enceintes.

Echantillon Nombre Réactif TPLA | Taux
Patients souffrant de 28 0 0%
collagénose

Femmes enceintes 26 0 0%
Patients dialysés 50 0 0%

Aucun résultat faux positif n’a été détecté.

Sensibilité clinique 567

Au total, 268 échantillons confirmés positifs a la syphilis a différentes
phases de la maladie ont été soumis au test TPLA de Sekisui
Diagnostics. La sensibilité s’est avérée étre de 100 %

TPLA
Echantillons positifs a la | Nombre Positif Négatif
syphilis 268 268 0

Spécificité clinique 456

Au total, 3427 échantillons négatifs a la syphilis ont été soumis au
test TPLA de Sekisui Diagnostics. La spécificité de ces échantillons
était de 99,6 %.

TPLA

Echantillons négatifs 8 | Nombre Positif Négatif

la syphilis 3427 13 3414

Echantillons Moyenne (U.T.) |ET (U.T.) CV (%)

Sérum humain 1 0,0 0,0 — RIEPILOGO

Sérum humain 2 28,8 1,1 3,7 La sifilide € un'infezione cronica causata dal batterio Treponema
Sérum humain 3 77.4 2,0 2,5 pallidum, che pud essere trasmessa per via congenita o per contatto
Sérum humain 4 190,9 8.4 4.4 sessuale. E caratterizzata da episodi di malattia acuta interrotti da

periodi di latenza.

Esistono due tipi di test sierologici per la sifilide, quelli non
treponemici e quelli treponemici. | test piu largamente usati per gli
anticorpi non treponemici per la sifilide sono la reagina plasmatica
rapida (RPR) e i test dei laboratori di ricerca sulle malattie veneree
(VDRL), entrambi atti a misurare gli anticorpi per il complesso di
antigeni cardiolipina-lecitina-colesterolo. | test treponemici misurano
gli anticorpi agli antigeni ricombinanti del T. pallidum o nativi (ceppo
di Nichols)." Questo test automatico si basa su un principio di test
immunologico automatico di agglutinazione al lattice.

PRINCIPIO

Il lattice di polistirene, rivestito con componenti antigenici derivati dal
Treponema pallidum (ceppo di Nichols), viene esposto al campione
di test in particolari condizioni per indurre la formazione di aggregato
anticorpo-lattice anti-Treponema. Viene misurato I'aumento della
torbidita dovuto alla formazione di questo aggregato (la variazione di
torbidita) in relazione al livello di pre-esposizione, allo scopo di
determinare il titolo anticorpale di Treponema nel campione del test.

REAGENTI

Composizione

Componente Ingredienti Concentrazione
Reagente 1 Albumina di siero bovino 10%

Azoturo di sodio <0,1%

Tampone (pH 7,2-7,4)
Reagente 2 Particelle di lattice rivestite <3,5 mg/ml

con antigene derivato da

Treponema pallidum

Albumina di siero bovino 1%

Azoturo di sodio <0,1%

Tampone (pH 7,2-7,5)

Precauzioni e avvertenze

1. Per uso diagnostico in vitro.

2. Non usare i reagenti dopo la data di scadenza indicata sull'etichetta.

3. Avvertenza: tutti i campioni impiegati per il test vanno considerati
potenziali vettori di infezioni. Per la gestione e lo smaltimento del
materiale nel corso del test e al termine dello stesso occorre
adottare le precauzioni universalmente valide previste per la
struttura in cui si opera.2

4. | reagenti TPLA devono essere usati con il set di calibratori
TPLA.

5. Attenzione: non congelare i reagenti.

6. Attenzione: i Reagenti 1 e 2 contengono <0,1% di azoturo di
sodio come conservante. L'azoturo di sodio potrebbe reagire
con impianti idraulici in piombo e rame, formando accumuli
potenzialmente esplosivi. In fase di smaltimento del materiale,
risciacquare con acqua abbondante.

7. Attenzione: non raggruppare i reagenti in un kit o tra kit di
reagenti.

8. Tutto il materiale di scarto deve essere smaltito nel rispetto delle
normative locali.

Preparazione

Reagente 1: liquido, pronto all'uso.

Reagente 2: liquido, pronto all'uso.

Capovolgere per mescolare prima dell'uso. Evitare la formazione di
schiuma.

Conservazione e stabilita

Il reagente in confezione chiusa & stabile fino alla data di scadenza
indicata sull'etichetta se conservato a una temperatura compresa tra
2e8°C.

Una volta aperto il contenitore, il reagente rimane stabile per
4 settimane a una temperatura compresa tra 2 e 8 °C.

NON CONGELARE.



Stabilita sullo strumento

| reagenti, dopo essere stati aperti, sono stabili sull'analizza-tore
Hitachi 9000 per 4 settimane a una temperatura compresa tra 2 e
8 °C.

Indicazioni di deterioramento

La presenza di torbidita nel reagente 1 o di crescita microbica in
qualunque reagente puo indicare deterioramento.

Impossibilita di recuperare i valori di controllo.

PRELIEVO E PREPARAZIONE DEI CAMPIONI

Il siero e il plasma con litio-eparina o K2-EDTA sono i mezzi di
raccolta consigliati. Per il prelievo e la preparazione dei campioni
utilizzare metodi standard.3

Se non analizzati prontamente, i campioni di siero o plasma possono
essere conservati a 2—-8 °C per 1 settimana o a 15-25 °C per 1
giorno.* Se i campioni devono essere conservati per oltre 1 settimana,
€ necessario mantenerli a -20 °C o a una temperatura piu bassa per
fino a 4 settimane. 4

Se i campioni sono stati congelati, centrifugare a 15000xg per 10
minuti prima della misurazione. | campioni possono essere congelati
e scongelati una volta. 4

PROCEDURA

Analisi

Di seguito sono riportati due esempi di procedure di test TPLA per
I'analizzatore clinico automatico Hitachi 9000 e per I'analizzatore
automatico SK500/Biolis 50i. E necessario convalidare tutte le
applicazioni dell'analizzatore. Sekisui Diagnostics ha convalidato le
applicazioni per numerosi analizzatori automatici disponibili su
richiesta. Le prestazioni di applicazioni non convalidate da Sekisui
devono essere definite e convalidate dall'utilizzatore.

(Hitachi 9000)

Reagente 1: 140 pL
Campione: 13 pL

Reagente 2: 20 yL

i Incubazione: 5 min i Incubazione: 5 min

Assorbimento 1 Assorbimento 2
6 min (700 nm) 10 min (700 nm)

| | » Risultato
TPLA

(SK500/ Biolis 50i)

Reagente 1: 150 pL
Campione: 13,7 uL

Reagente 2: 21 pL

L Incubazione: 3,5 min l Incubazione: 4 min

Assorbimento 1 Assorbimento 2
4,5 min (700 nm) 7,5 min (700 nm)
| | _  Risultato
T TPLA

Materiale fornito
| reagenti TPLA 1 e 2 sono necessari per la misurazione degli anticorpi
anti-Treponema pallidum. | reagenti TPLA vengono confezionati e
venduti come kit.

Descrizione Configurazione Numero di catalogo

Reagente TPLA 1
Reagente TPLA 2

1 x 60 ml 486647
1x10 ml

Materiale necessario ma non fornito

Descrizione Configurazione Numero di catalogo
Set di calibratori TPLA | 5 livelli x 2 ml 515132
Set di controlli TPLA | Livello A1 x 3 ml 515149

LivelloB 1 x 3 ml

* Analizzatore in grado di esaminare sostanze chimiche con due reagenti.

Calibrazione

Per la calibrazione del test TPLA deve essere usato esclusivamente
il set di calibratori TPLA. | valori assegnati dei calibratori TPLA sono
tracciabili in relazione a uno standard interno.

La frequenza di calibrazione deve essere determinata dall'utilizzatore.
| valori di controllo della qualita devono rientrare negli intervalli previsti.
Controllo della qualita

L'affidabilita dei risultati del test va monitorata regolarmente con
materiale per il controllo della qualita o pool di siero che riflettono per

quanto possibile le prestazioni con i campioni dei pazienti. E
necessario usare controlli o pool di siero per verificare il corretto
funzionamento dei reagenti e il rispetto delle procedure appropriate.
Il laboratorio deve stabilire un intervallo accettabile per ciascun lotto
di materiale di controllo. Se i valori di controllo non rientrano
nell'intervallo previsto, seguire le normali procedure di risoluzione dei
problemi. Per ulteriore assistenza, contattare il distributore locale.

| requisiti di controllo della qualita devono essere stabiliti in
conformita alle normative locali, statali e/o federali, oppure in base ai
requisiti di accreditamento.

RISULTATI

| risultati vengono espressi in unita di titolazione (U.T.). Le U.T. sono
basate sul test di emoagglutinazione al Treponema pallidum (TPHA).
1280 U.T. sono equivalenti a un titolo di 1:1280 TPHA.

Per la conversione dalle U.T. (Unita di Titolazione) a mIU, moltiplicare
le U.T. per 2.

Limitazioni/sostanze interferenti
Criterio: recupero entro +20% del valore iniziale. Tutti gli studi sono
stati condotti sull'analizzatore clinico automatico Hitachi 9000.

Lipemia: non & stata osservata alcuna interferenza lipemica
sigr)if‘ic‘at.iv.a fino allo 0,25% (intralipidico) nei campioni con anticorpi
lipemico, centrifugare a 15000xg per 10 minuti prima della
misurazione.

Chilo (unita torbidimetriche di formazina): non & stata osservata
alcuna interferenza significativa fino a un grado di formazina di 1450
campioni che superano un grado di formazina di 1450 devono
essere centrifugati a 15000xg per 10 minuti prima della misurazione.

La concentrazione di emoglobina fino a 490 mg/dl (76,0 umol/l) non
ha interferito nei campioni con livelli di anticorpi anti-lipidici sifilitici di
80 U.T.

La concentrazione di bilirubina coniugata fino a 18,5 mg/dl (316,4
pmol/l non ha interferito nei campioni con livelli di anticorpi anti-
lipidici sifilitici di 80 U.T.

La concentrazione di bilirubina non coniugata fino a 18,5 mg/dI
(316,_4.p_m.oI/I) non ha interferito nei campioni con livelli di anticorpi
500 IU/ml e non ha influenzato le prestazioni sull'analizzatore clinico
Roche Hitachi H9000.

| campioni di siero e plasma dei pazienti nella fase precoce di produzione
di anticorpi a causa della funzione immunitaria compromessa
contengono una piccola quantita di anticorpi e possono dare luogo a
test negativi.

Una risposta immunitaria aspecifica si puo verificare nei campioni di
siero di pazienti con patologie auto-immuni. Il risultato del test deve
essere valutato sulla base dei risultati di altri test e dei sintomi clinici.

| campioni di siero dei pazienti che ricevono prodotti ematici
contenenti immunoglobulina possono risultare positivi al test.
Valutare il risultato del test con estrema attenzione.

A causa dell'ampio intervallo delle concentrazioni possibili dei
campioni, il lavaggio della sonda di campionamento deve essere
adeguato per prevenire il carryover del campione.

Valori previsti
Una misura pari a 10 U.T. o superiore indica che il campione &
positivo all'anticorpo.

Un test positivo all'anticorpo deve essere seguito da altri test e deve
essere valutato insieme ai risultati degli altri test e ai sintomi clinici.
La diagnosi finale di sifilide deve essere pronunciata da un medico. |
risultati che non corrispondono ai sintomi clinici devono essere
oggetto di nuovi test.

Ogni laboratorio deve confermare l'intervallo di riferimento per la
popolazione di pazienti a cui si rivolge.

CARATTERISTICHE PRESTAZIONALI SPECIFICHE

Confronto tra i metodi

Gli studi comparativi delle prestazioni sono stati condotti utilizzando il
Reagente TPLA sull'analizzatore Roche Hitachi 7050 e un metodo
di emoagglutinazione relativo al Treponema pallidum (TPHA)
disponibile in commercio. Sono stati sottoposti a test 171 campioni di
siero, con concentrazioni di campioni TPLA positive comprese fra 27
e 585 U.T.




L'analisi di regressione € indicata qui sotto:

Sekisui Diagnostics TPLA vs un metodo di test PHA esistente
(n=171)
Pendenza 1,06
Intercetta (U.T.) 10.3
Coefficiente di correlazione (r) 0,828
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Precisione

La precisione intra-test del reagente TPLA & stata determinata
utilizzando 3 livelli di campioni di siero positivi e 1 campione di siero
negativo conformemente a un protocollo interno. | campioni sono
stati misurati in triplicato per 10 volte utilizzando 3 lotti di reagenti
sull'analizzatore clinico automatico Hitachi H9000.

La precisione inter-test del reagente TPLA ¢ stata determinata
utilizzando 1 campione di siero negativo e 2 campioni di controllo
positivi conformemente a un protocollo interno, con 2 misurazioni al
giorno per 21 giorni sull'analizzatore clinico automatico Hitachi
H9000.

Precisione intra-test

Campioni Media (U.T.) |DS (U.T.) CV (%)
Siero umano 1 0,0 0,0 —
Siero umano 2 28,8 1,1 3,7
Siero umano 3 77,4 2,0 2,5
Siero umano 4 190,9 8,4 4,4

Precisione inter-test

Campione/Controllo Media (U.T.) | DS (U.T.) CV (%)
Siero umano 0,0 0,0 —
Controllo TPLA Livello A 26,5 1,4 5,2
Controllo TPLA Livello B 80,3 3,6 4.5

Un controllo positivo misurato 42 volte ha fornito un valore CV di <15%.

Limite di rilevamento (LoD)

Il limite di rilevamento & la concentrazione effettiva alla quale un
risultato di test osservato & 2,0 DS al di sopra di quello del calibratore
pit basso (calibratore 1). Il limite di rilevamento & stato stabilito
utilizzando il calibratore livello 1 e 10 misurazioni con il reagente
TPLA sull'analizzatore clinico automatico Roche Hitachi H9000.

Il limite di rilevamento & stato definito come 4.6 U.T.

Specificita

Non é stato osservato un effetto gancio a dose elevata (High Dose
Hook) con concentrazioni dell'analita fino a 362 U.T. sull'analizzatore
clinico automatico Hitachi 9000.

Un risultato negativo non corrispondente ai segni clinici puo
verificarsi con i pazienti con iperglobulinemia. In tali casi il campione
pud essere diluito con una soluzione allo 0,9% di NaCl e poi
sottoposto di nuovo a test.

Linearita
Il metodo TPLA ¢ lineare da 5 U.T. a 250 U.T. sull'analizzatore
clinico Roche Hitachi 9000.

| campioni al di sopra di 250 U.T. possono essere diluiti con una
soluzione allo 0,9% di NaCl. Moltiplicare il risultato per il fattore di
diluizione per ottenere la concentrazione TPLA del campione.

Altri studi delle prestazioni
Reattivita incrociata (specificita analitica)
| campioni contenenti sostanze potenzialmente interferenti sono stati
analizzati per la reattivita incrociata. | campioni testati con il test
TPLA Sekisui Diagnostics sono stati:

« campioni di pazienti con collagenosi e pazienti sottoposti a

dialisi
« campioni di donne incinte

Campione Numero TPLA Tasso
reattivo

Pazienti con collagenosi 28 0 0%

Donne incinte 26 0 0%

Pazienti in dialisi 50 0 0%

Non sono stati rilevati risultati falsi-positivi.

Sensibilita clinica®87

Un totale di 268 campioni positivi alla sifilide confermati in varie fasi
della malattia sono stati testati mediante il test TPLA Sekisui
Diagnostics. La sensibilita & risultata essere pari al 100%.

TPLA
Campioni positivi alla sifilide | Numero Positivi Negativi
268 268 0

Specificita clinica*5°

Un totale di 3427 campioni negativi alla sifilide sono stati testati
mediante il test TPLA Sekisui Diagnostics. La specificita di questi
campioni & stata pari al 99,6%.

TPLA
Campioni negativi alla sifilide | Numero Positivi Negativi
3427 13 3414

ES
REACTIVO DE TPLA

USO INDICADO

Para la determinacion cuantitativa de anticuerpos anti-Treponema
pallidum en suero o plasma en el analizador clinico automatico
Hitachi 9000, el analizador clinico automatico SK500/Biolis 50i y
muchos otros analizadores.

RESUMEN

La sifilis es una infeccion cronica causada por el Treponema pallidum,
de transmision congénita o sexual. Se caracteriza por la presencia de
episodios de enfermedad activa interrumpidos por periodos de
latencia®.

Hay dos tipos de pruebas seroldgicas para la sifilis, treponémicas y
no treponémicas. Las pruebas de anticuerpos no treponémicas mas
utilizadas para la sifilis son las pruebas de reagina plasmatica rapida
(RPR) y de laboratorio de investigacion de enfermedades venéreas
(VDRL, venereal disease research laboratory), ambas consistentes
en la medicién de anticuerpos contra un complejo antigénico de
cardiolipina-lecitina-colesterol. Las pruebas treponémicas miden los
anticuerpos frente a antigenos naturales (cepa de Nichols) o de T.
pallidum recombinantes.” Este ensayo automatico se basa en un
principio de prueba de aglutinacion inmunolégica en latex.

PRINCIPIO

El latex de poliestireno, revestido con componentes antigénicos
derivados de Treponema pallidum (cepa de Nichols), se expone a la
muestra de ensayo en determinadas condiciones para inducir la
formacion de agregado de anticuerpo antitreponema-latex. Se mide
la elevacion de la turbidez debido a la formacion de este agregado
(el cambio en la turbidez) frente al nivel previo a la exposicion para
determinar los valores de anticuerpos anti-treponema en la muestra
de ensayo.

REACTIVOS

Composicion

Componente Ingredientes Concentraciéon
Reactivo 1 Albumina sérica bovina 10 %
Azida de sodio <0,1 %
Tampon (pH 7,2-7,4)
Reactivo 2 Particulas de latex <3,5 mg/ml
revestidas con antigeno
derivado de Treponema
pallidum.
Albumina sérica bovina 1%
Azida de sodio <0,1 %
Tampon (pH 7,2-7,5)

Precauciones y advertencias

1. Para uso diagnostico in vitro.

2. No utilice los reactivos una vez vencida la fecha de caducidad
indicada en la etiqueta.



3. Advertencia: Todas las muestras utilizadas en la prueba se
deben considerar potencialmente infecciosas. Deben tomarse
medidas de precaucion universales a la hora de manipular y
desechar el material tanto durante las pruebas como tras ellas.?

4. Los reactivos de TPLA deben utilizarse con el Kit de calibracion
de TPLA.

5. Precaucion: Evite congelar los reactivos.

6. Precaucion: Los reactivos 1y 2 contienen < 0,1% de azida de sodio
como conservante. La azida de sodio puede reaccionar con
conductos de plomo o de cobre, lo que puede formar acumulaciones
de azida metalica explosiva. Al desechar el material, lave con
abundante agua.

7. Precaucioén: No agrupe los reactivos de dentro de un kit ni de
entre kits de reactivos.

8. El agua residual debe desecharse segun la normativa local.

Preparacion

Reactivo 1: Liquido, listo para usar.

Reactivo 2: Liquido, listo para usar.

Antes de utilizar el reactivo, dele la vuelta para que se mezcle bien.
Evite la formacién de espuma.

Conservacion y estabilidad

Si no se abre, el reactivo permanece estable hasta la fecha de
caducidad indicada en la etiqueta si se guarda a 2-8 °C.

Una vez abierto, el reactivo permanece estable durante hasta 4
semanas a 2-8 °C.

NO LOS CONGELE.

Estabilidad en el equipo
Los reactivos permanecen estables abiertos en los analizadores
Hitachi 9000 durante 4 semanas a 2-8 °C.

Indicaciones de deterioro

La turbiedad en el reactivo 1 o el crecimiento microbiano en
cualquiera de los reactivos puede indicar deterioro.

Incapacidad de recuperar los valores de control.

RECOGIDA Y PREPARACION DE MUESTRAS

Suero y plasma con heparina de litio o EDTA-2K son los medios de
recogida recomendados. Utilice los métodos de recogida y
preparacion de muestras habituales.?

Si no se analizan en el momento, las muestras de suero o de plasma
se pueden guardar a 2-8 °C durante una semana o a 15-25 °C
durante 1 dia.# Si las muestras deben almacenarse durante mas de
1 semana, pueden conservarse a -20 °C o menos durante hasta 4
semanas. 4

Si las muestras han sido congeladas, centrifuguelas a 15 000 x g
durante 10 minutos antes de la medicion. Las muestras solo pueden
congelarse y descongelarse una vez. 4

PROCEDIMIENTO

Ensayo

A continuacion se muestran dos ejemplos del procedimiento de
ensayo de TPLA para el analizador clinico automatico Hitachi 9000
y el analizador automatico SK500/Biolis 50i. Deben comprobarse
todas las aplicaciones del analizador. Sekisui Diagnostics dispone
de aplicaciones para varios analizadores automaticos previa
solicitud. El rendimiento de las aplicaciones no validadas por Sekisui
debe ser definido y validado por el usuario.

(Hitachi 9000)

Reactivo 1: 140 pl
Muestra: 13 pl

Reactivo 2: 20 pl

i 5 min incubacién iS min incubacion

Absorbancia 1 Absorbancia 2
6 min (700 nm) 10 min (700 nm)

| | o Resultado
"~ de TPLA

(SK500/Biolis 50i)

Reactivo 1: 150 pl
Muestra: 13,7 pl

Reactivo 2: 21 pl

i3,5 min incubacion i 4 min incubacion

Absorbancia 1 Absorbancia 2
4,5 min (700 nm) 7,5 min (700 nm)

| | _ Resultado
~ de TPLA

Materiales suministrados

Se precisan los reactivos 1 y 2 de TPLA para la medicion de
anticuerpos anti-Treponema pallidum. Los reactivos de TPLA se
acondicionan y venden como kit.

Descripcion Configuracion Numero de catalogo
Reactivo 1 de TPLA |1 x 60 ml 486647
Reactivo 2 de TPLA 1x10 ml

Materiales necesarios no suministrados

Descripcion Configuracion Numero de catalogo
Kit de calibracion de |5 niveles x 2 ml 515132

TPLA

Set de control de Nivel A1 x 3 ml 515149

TPLA Nivel B 1 x 3 ml

» Analizador capaz de realizar el analisis simultdneo de la reaccion con dos
reactivos.

Calibracién

Solo debera utilizarse el kit de calibracion de TPLA para calibrar el
ensayo de TPLA. Los valores asignados de los calibradores de
TPLA han sido certificados con arreglo a un norma interna.

El usuario sera el encargado de determinar la frecuencia de la
calibracion.

Los valores de control de calidad deben estar dentro de los
esperados.

Controles de calidad

Es necesario comprobar la fiabilidad de los resultados de las
pruebas de manera rutinaria mediante la utilizacion de materiales
de control de calidad o muestras séricas que representen
razonablemente el funcionamiento con las muestras de los
pacientes. Los controles, o las muestras séricas, deben utilizarse
para comprobar que los reactivos funcionan correctamente y que se
estan siguiendo los procedimientos adecuados. El laboratorio debe
establecer un intervalo para cada material de control. Si los valores
control no estan dentro del intervalo esperado, siga los
procedimientos habituales para la solucion de problemas. En caso
de precisar asistencia, contacte con su distribuidor local.

Los requisitos de control de calidad deberan ser establecidos de
acuerdo con las regulaciones locales, estatales o federales o los
requisitos de aprobacion.

RESULTADOS

Los resultados se expresan en unidades de titulaciéon (TU). Las TU
se basan en el ensayo de hemaglutinacion de Treponema pallidum
(TPHA). 1280 TU equivale a un valor de 1:1280 TPHA.

Para convertir de TU (unidades de titulacion) a en mUI, multiplique
las unidades de TU por 2.

Sustancias limitantes e interferentes
Criterio: Recuperacion en +20% del valor inicial. Todos los estudios
se llevaron a cabo en el analizador clinico automatico Hitachi 9000.

Lipemia: No se observo interferencia lipémica significativa hasta el
0,25% (intralipidica) en muestras con anticuerpos antilipidicos
sifiliticos de aproximadamente 80 TU. Si sospecha que la muestra
es lipémica, centrifuiguela a 15 000 x g durante 10 minutos antes de
la medicion.

Quilo (unidad de turbidez de la formazina): No se observéd
interferencia significativa hasta el grado de formazina de 1450 en
muestras con anticuerpos antilipidicos sifiliticos de aproximadamente
80 TU. Las muestras que superen el grado de formazina de 1450
deberan centrifugarse a 15 000 x g durante 10 minutos antes de la
medicién.

La concentracién de hemoglobina hasta 490 mg/dl (76,0 ymol/l) no
interfirid en las muestras con niveles de anticuerpos antilipidicos
sifiliticos de 80 TU.

La concentracién de bilirrubina conjugada hasta 18,5 mg/dl (316,4
pmol/l) no interfirié en las muestras con niveles de anticuerpos
antilipidicos sifiliticos de 80 TU.

La concentracién de bilirrubina no conjugada hasta 18,5 mg/dl
(316,4 pymol/l) no interfirié en las muestras con niveles de
anticuerpos antilipidicos sifiliticos de 80 TU. El factor reumatoide se
analizd hasta 500 Ul/ml y no afecté al rendimiento en el analizador
clinico Hitachi H9000 de Roche.

Las muestras de suero y plasma de pacientes en la fase inicial de la
producciéon de anticuerpos debido a una funciéon inmunitaria
comprometida contienen una pequefa cantidad de anticuerpo y
pueden dar un resultado negativo.



Puede producirse una respuesta inmunitaria inespecifica en
muestras de suero de pacientes con enfermedades autoinmunitarias.
El resultado del ensayo debera evaluarse basandose en otros
resultados de ensayos y los sintomas clinicos.

Las muestras de suero de pacientes tratados con hemoderivados
con inmunoglobulina pueden dar un resultado positivo. El resultado
del ensayo debera evaluarse con cuidado.

Debido a la gran variedad de concentraciones de muestras posibles,
la sonda de muestra debera lavarse de forma suficiente para evitar
la contaminacién de la muestra.

Valores esperados
Una medicion de 10 TU o superior indica que la muestra es positiva
para anticuerpos.

Un ensayo de anticuerpos positivo debera ir seguido de ensayos
posteriores y debera evaluarse junto con otros resultados analiticos
y sintomas clinicos. El diagnéstico final de sifilis debera realizarlo un
meédico. Los resultados que no se correspondan con los sintomas
clinicos deberan volver a evaluarse.

Cada laboratorio debe confirmar el intervalo de referencia para la
poblacion de pacientes a los que sirve.

CARACTERISTICAS DE RENDIMIENTO ESPECIFICO

Comparacion de métodos

Se llevaron a cabo estudios de rendimiento comparativos mediante
el reactivo de TPLA en el analizador Hitachi 7050 de Roche y un
método de hemaglutinacion (TPHA) de Treponema pallidum. 171
muestras de suero, con concentraciones de muestra de TPLA
positivas de entre 27 y 585 TU.

Limite de deteccion (LoD)

El limite de deteccion es la concentracion real en la que el resultado
del ensayo observado es 2,0 DE superior al del calibrador mas bajo
(calibrador 1). El limite de deteccién se estabilizé mediante el
calibrador de nivel 1 y 10 mediciones con el reactivo de TPLA en el
analizador clinico Hitachi H9000 de Roche.

El limite de deteccién se ha definido como: 4,6 TU.

Especificidad

No se observé un efecto de gancho de dosis altas con las
concentraciones del analito de hasta 362 TU en el analizador clinico
automatico Hitachi H9000.

Puede producirse un resultado negativo que no se corresponda con
los signos clinicos con pacientes con hiperglobulinemia. En tal caso,
la muestra podra diluirse con solucion de NaCl al 0,9 % y repetir el
andlisis.

Linealidad
El método de TPLA es lineal de 5 TU a 250 TU en el analizador
clinico Hitachi H9000 de Roche.

Las muestras superiores a 250 TU podran diluirse con soluciéon de
NaCl al 0,9 %. Multiplique el resultado por el factor de dilucién para
obtener la concentracion de TPLA de la muestra.

Otros estudios de rendimiento
Reactividad cruzada (especificidad analitica)
Las muestras con sustancias potencialmente interferentes se
analizaron para determinar la reactividad cruzada. Las muestras
analizadas con el ensayo de TPLA de Sekisui Diagnostics fueron:

« de pacientes con colagenosis y pacientes sometidos a dialisis

» de mujeres embarazadas

El andlisis de regresién se muestra a continuacion: Muestra NUmero TPLA Tasa
TPLA de Sekiusi Diagnostics frente al método de ensayo de TPHA Reactivo
(n=171) Pacientes con colagenosis 28 0 0 %
Pendiente 1,06 Mujeres embarazadas 26 0 0%
Interseccion (TU) 10,3 Pacientes dializados 50 0 0%
Coeficiente de correlacion (r) 0,828 No se hallaron resultados falso positivos.

Comparacion de métodos
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Precision

La precision intraserial del reactivo de TPLA se determiné mediante
3 niveles de muestras de suero positivas y 1 muestra de suero
negativa de conformidad con el protocolo interno. Las muestras se
midieron por triplicado, 10 veces con 3 lotes de reactivos en el
analizador clinico Hitachi H9000.

La precision interserial del reactivo de TPLA se determind mediante
1 muestra de suero negativa y 2 muestras de control positivo de
conformidad con un protocolo interno, 2 mediciones al dia durante
21 dias en el analizador clinico automatico Hitachi H9000.

Precision dentro de la ejecucion

Muestras Media (TU) DE (TU) CV (%)
Suero humano 1 0,0 0,0 —
Suero humano 2 28,8 1,1 3,7
Suero humano 3 77,4 2,0 2,5
Suero humano 4 190,9 8,4 4.4
Precision interserial

Muestra/control Media (TU) DE (TU) CV (%)
Suero humano 0,0 0,0 —
Nivel A de control de 26,5 1,4 52
TPLA

Nivel B de control de 80,3 3,6 4,5
TPLA

Un control positivo medido 42 veces proporcioné un CV < 15%.

1"

Sensibilidad clinica 567

Se analizé un total de 268 muestras positivas para sifilis en varias
fases de la enfermedad con el ensayo de TPLA de Sekisui
Diagnostics. La sensibilidad fue del 100%.

TPLA
Muestras positivas | Numero Positivo Negativo
para sifilis 268 268 0

Especificidad clinica 456

Se analiz6 un total de 3427 muestras negativas para sifilis con el
ensayo de TPLA de Sekisui Diagnostics. La especificidad con estas
muestras fue del 99,6%.

TPLA
Muestras negativas | Nimero Positivo Negativo
para sifilis 3427 13 3414

cs
CINIDLO TPLA

ZAMYSLENE POUZITi

Ke kvantitativnimu stanoveni koncentrace protilatek proti Treponema
pallidum v séru nebo plazmé na klinickém analyzatoru Hitachi 9000,
klinickém analyzatoru SK500 / Biolis 50i a nékolika dalSich analyzatorech.

SOUHRN

Syfilis je chronicka infekce zplsobena bakterii Treponema pallidum,
ktera se pfenasi kongenitalné nebo sexualnim stykem. Je
charakteristicky epizodami aktivniho onemocnéni pferuSovanymi
obdobimi latence.’

Existuji dva typy sérologickych testd na syfilis, netreponemové a
treponemové. Nejcastéji pouzivané netreponemové protilatkové testy
na syfilis jsou rychly plazmaticky reagin (RPR) a test vyzkumné
laboratofe pro pohlavni onemocnéni (VDRL). Oba méfi protilatky
proti antigenovému komplexu kardiolipin-lecitin-cholesterol.
Treponemové testy méfi protilatky proti nativnim (Nicholstv kmen)
nebo rekombinantnim antigenim T. pallidum." Toto automatizované
stanoveni je zalozeno na principu latexové imunologické aglutinace.



PRINCIP

Polystyrenové latexové CasteCky potazené slozkami antigenu
odvozenymi z Treponema pallidum (Nicholsova kmene) se za urcitych
podminek kombinuji s testovanym vzorkem s cilem vyvolat tvorbu
agregatl protitreponemovych protilatek. Méfi se narust turbidity v
disledku vzniku tohoto agregatu (zména turbidity) ve vztahu k hladiné
pred expozici s cilem stanovit titr protitreponemovych protilatek v
testovaném vzorku.

CINIDLA
Slozeni
Komponent Slozky Koncentrace
Cinidlo 1 Bovinni sérovy albumin 10 %
Azid sodny <0,1 %
Pufr (pH 7,2 2z 7,4)
Cinidlo 2 Latexové ¢astecky potazené | <3,5 mg/ml
antigenem odvozenym z
Treponema pallidum
Bovinni sérovy albumin 1%
Azid sodny <0,1 %
Pufr (pH7,2a27,5)

Bezpecnostni opatreni a varovani

1. Kdiagnostickému pouziti in vitro.

2. Cinidla nepouzivejte po uplynuti data spotfeby vyti§téného na
Stitku.

3. Varovani: VSechny vzorky pouzité v testu je nutné povazovat za
potencialné infekeni. Pfi manipulaci a likvidaci materiald béhem
testovani a po ném dodrzujte univerzalni bezpeénostni opatfeni
platna na vasem pracovisti.?

4. Cinidla TPLA je nutné pouzivat spolu se soupravou kalibratoru

TPLA.

Upozornéni: Cinidla nezmrazujte.

Upozornéni: Cinidla 1 a 2 obsahuji jako konzervaéni latku <

0,1% azid sodny. Azid sodny muze reagovat s olovénymi a

médénymi potrubimi za vzniku potencialné vybusného kovového

azidu. P¥i likvidaci materialu splachnéte velkym mnozstvim vody.

7. Upozornéni: Nevytvarejte pooly Cinidel v ramci soupravy nebo
mezi soupravami reagencii.

8. Likvidace vesSkerého odpadniho materialu musi prob&hnout v
souladu s mistnimi predpisy.

oo

Priprava

(:Jinidlo 1: Tekuté, pfipravené k pouziti.

Cinidlo 2: Tekuté, pfipravené k pouziti.

Pfed pouzitim promichejte pfevracenim. Davejte pozor, aby
nevznikla péna.

Skladovani a stabilita

Neoteviena ¢inidla budou stabilni az do data spotfeby uvedeného na
Stitku, pokud jsou skladovana pfi teploté 2 az 8 °C.

Po otevieni bude Cinidlo stabilni az 4 tydny pfi teploté 2 az 8 °C.
NEZMRAZUJTE.

Stabilita v pFistroji
Cinidla zUstavaji v analyzatorech Hitachi 9000 stabilni po dobu 4
tydnu pfi teploté 2 az 8 °C.

Znamky znehodnoceni

Pritomnost zakalu v ¢inidlu 1 nebo mikrobialniho ristu v kterémkoli
¢inidlu muze znadit, Ze je produkt znehodnocen.

Nemoznost ziskat kontrolni hodnoty.

SBER A PRIPRAVA VZORKU

Jako sbérnd média se doporucuji sérum a plazma s heparinem
lithnym nebo EDTA-2K. Pouzivejte standardni metody ke sbéru a
pripravé vzorku.3

Pokud analyza neprobéhne ihned, vzorky séra nebo plazmy lze
uskladnit pfi teploté 2 az 8 °C na 1 tyden nebo pfi teploté 15 az
25 °C na 1 den.* Pokud je nutné uskladnit vzorky na del$i dobu nez
1 tyden, mohou byt uloZeny pfi teploté -20 °C nebo nizsi po dobu az
4 tydn(.4

Pokud je nutné vzorky zmrazit, pfed méfenim je centrifugujte 10
minut pfi pretizeni 15 000 g. Vzorky je mozné jednou zmrazit a
rozmrazit.*

POSTUP

Stanoveni

Nize jsou uvedené dva pfiklady postupu pfi stanoveni TPLA na
automatizovaném klinickém analyzatoru Hitachi 9000 a
automatizovaném analyzatoru SK500 / Biolis 50i. VSechny aplikace
analyzatort musi byt validované. Spole€nost Sekisui Diagnostics
nabizi aplikace pro nékolik automatizovanych analyzatoru, udaje

jsou k dispozici na pozadani. Funk&nost aplikaci, které nebyly
validovany spolec¢nosti Sekisui, musi byt definovana a validovana
uzivatelem.

(Hitachi 9000)
Cinidlo 1: 140 pl
Vzorek: 13 pl

Cinidlo 2: 20 pl

i Inkubace 5 min l Inkubace 5 min

Absorbance 1 Absorbance 2
6 min (700 nm) 10 min (700 nm)
l l » Vysledek
TPLA

(SK500 / Biolis 50i)
Cinidlo 1: 150 pl
Vzorek: 13,7 pl

Cinidlo 2: 21 pl

L Inkubace 3,5 min i Inkubace 4 min

Absorbance 1 Absorbance 2
4,5 min (700 nm) 7,5 min (700 nm)
| | » Vysledek
TPLA

Dodavané materialy
Pro méfeni protilatek proti Treponema pallidum jsou potfebna Cinidla
TPLA 1 a 2. Cinidla TPLA jsou balena a prodavana jako souprava.

Popis Konfigurace Katalogové Eislo
Cinidlo TPLA 1 1x60 ml 486647
Cinidlo TPLA 2 1x10 ml

Potiebné, ale nedodavané materialy

Popis Konfigurace Katalogové ¢islo
Souprava kalibratoru |5 niveles x 2 ml 515132

TPLA

Souprava kontroly l:Jroveﬁ A1x3ml [515149

TPLA Uroven B 1 x 3 ml

» Analyzator schopny zpracovat stanoveni se dvéma cinidly.

Kalibrace
Ke kalibraci stanoveni TPLA pouzivejte vyhradné kalibratory TPLA.
Pfifazené hodnoty kalibratord TPLA jsou sledovatelné podle internich
standardd.

Cetnost kalibraci musi urcit uZivatel.
Hodnoty kontroly kvality musi spadat do ocekavanych rozmezi.

Kontrola kvality

Spolehlivost vysledkl testovani je nutno pravidelné sledovat pomoci
materialt kontroly kvality nebo sérovych poolu, které rozumné
odpovidaji funkénosti u vzorkl pacientu. Ke sledovani spravnosti
funkce ¢&inidel a dodrzovani spravnych postupl pouzivejte kontroly
nebo sérové pooly. Laboratof musi stanovit pfijatelné rozmezi pro
kazdou Sarzi kontrolniho materialu. Pokud se kontrolni hodnoty
nenachazeji v oCekavaném rozmezi, dodrzujte normalni postupy pfi
feSeni problém(. Pokud potfebujete pomoc, obratte se na mistniho
distributora.

Pozadavky kontroly kvality je tfeba stanovit v souladu s mistnimi,
statnimi a/nebo federalnimi pfedpisy nebo pozadavky na akreditaci.

VYSLEDKY

Vysledky se vyjadfuji v jednotkach titru (T.U.). Hodnoty T.U. jsou
zalozeny na stanoveni hemaglutinace Treponema pallidum (TPHA).
Hodnota 1 280 T.U. odpovida titru 1 : 1 280 TPHA.

Pfevod jednotek T.U. (jednotky titru) na jednotky mlU provedete
vynasobenim hodnoty v jednotkach T.U. 2krat.

Omezeni / interferujici latky

Kritérium: Zachyt v rozmezi + 20 % Uvodni hodnoty. VeSkeré studie
byly provedeny na automatizovaném klinickém analyzatoru Hitachi
9000.

Lipemie: U vzorkd s hladinou syfilitickych antilipidovych protilatek
pfiblizné 80 T.U. nebyla pozorovana vyznamna interference do 0,25 %
(intralipidu). Pokud mate podezreni na lipemicky vzorek, centrifugujte
jej pfed méfenim s pretizenim 15 000 g po dobu 10 minut.

Chylus (formazinova jednotka turbidity): U vzork( s hladinou
syfilitickych antilipidovych protilatek pfiblizné 80 T.U. nebyla



pozorovana vyznamna interference do 1 450 formazinovych jednotek.
Vzorky prekracujici 1 450 formazinovych jednotek pfed mérenim
centrifugujte s pretizenim 15 000 g po dobu 10 minut.

Koncentrace hemoglobinu do 490 mg/dl (76,0 umol/l) neinter-
ferovala ve vzorcich s hladinami syfilitickych antilipidovych protilatek
80 T.U.

Koncentrace konjugovaného bilirubinu do 18,5 mg/dl (316,4 umol/l)
neinterferovala ve vzorcich s hladinami syfilitickych antilipidovych
protilatek 80 T.U.

Koncentrace nekonjugovaného hemoglobinu do 18,5 mg/dl (316,4
pmol/l) neinterferovala ve vzorcich s hladinami syfilitickych
antilipidovych protilatek 80 T.U. Revmatoidni faktor byl testovan do
500 IU/ml a nemél vliv na funkénost na klinickém analyzatoru Roche
Hitachi H9000.

Vzorky séra a plazmy od pacientd v ¢asném stadiu tvorby protilatek
vzhledem k narusené imunitni funkci obsahuji malé mnozstvi
protilatek a mohou poskytnout negativni vysledky testu.

U vzorku séra od pacientt s autoimunitnimi onemocnénimi mize
dojit k nespecifické imunitni odpovédi. Vysledek testu vyhodnotte v
kontextu vysledkl jinych testu a klinickych priznakd.

Vzorky séra od pacientll Ié€enych krevnimi produkty s imunoglobulinem
mohou vykazovat pozitivni vysledky testu. Vysledek testu je nutné
peclivé vyhodnotit.

Vzhledem k Sirokému spektru moznych koncentraci vzork musi byt
promyvani sondy na vzorky adekvatni, aby nedoslo k pfenosu
vzorku.

Ocekavané hodnoty
Hodnoty 10 T.U. nebo vySSi predstavuji pozitivni vysledek testu
vzorku na protilatky.

Pozitivni vysledek testu na protilatky je nutné potvrdit naslednymi
testy a vyhodnotit v kontextu vysledkU jinych testt a klinickych
pfiznakd. Kone¢nou diagnozu syfilis stanovi lékaf. Vysledky, které
neodpovidaji klinickym pfiznakum, vyzaduji opétovné testovani.

Kazda laboratof musi potvrdit referenéni interval pro populaci
pacient, pro kterou je test uréen.

SPECIFICKE FUNKCNi CHARAKTERISTIKY

Srovnani metod

Srovnavaci studie vykonu byly provedené pomoci €inidla TPLA na
analyzatoru Roche Hitachi 7050 a komeréné dostupné metody
hemaglutinace Treponema pallidum (TPHA). 171 vzork( séra s
pozitivnimi koncentracemi TPLA ve vzorcich 27 az 585 T.U.

Nize je uvedena regresni analyza:

Sekiusi Diagnostics TPLA vs. existujici testovaci metoda TPHA
(n=171)

Sklon 1,06

Prasecik (T.U.) 10,3

Koeficient korelace (r) 0,828

Srovnani metod
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Piresnost

PFresnost v ramci zpracovani €inidla TPLA byla stanovena pomoci 3
hladin pozitivnich vzork(l séra a 1 negativniho vzorku séra dle
interniho protokolu. Vzorky byly méfeny ve trojicich 10krat s pouzitim
3 8arzi reagencii na automatizovaném klinickém analyzatoru Hitachi
H9000.

Pfesnost mezi zpracovanimi Cinidla TPLA byla stanovena pomoci 1
negativniho vzorku séra a 2 pozitivnich kontrolnich vzorka dle
interniho protokolu pfi 2 méfenich denné po dobu 21 dnl na
automatizovaném klinickém analyzatoru Hitachi H9000.

Presnost v ramci zpracovani

Vzorky Stredni (T.U.) | SD (T.U.) CV (%)
Lidské sérum 1 0,0 0,0 —
Lidské sérum 2 28,8 1,1 3,7
Lidské sérum 3 77,4 2,0 2,5
Lidské sérum 4 190,9 8,4 4,4
Presnost mezi zpracovanimi

Vzorek/kontrola Stfedni (T.U.) | SD (T.U.) CV (%)
Lidské sérum 0,0 0,0 —
Kontrola TPLA, uroven A | 26,5 1,4 5,2
Kontrola TPLA, troveri B | 80,3 3,6 4.5

Pozitivni kontrola mérena 42krat vedla k CV < 15 %.

Limit detekce (LoD)

Limit detekce je vlastni koncentracc_ev,vl’J které je sledovany vysledek
Limit detekce byl stanoven pomoci kalibratoru urovné 1 a 10 méfeni
s Cinidlem TPLA na klinickém analyzatoru Roche Hitachi H9000.

Limit detekce byl definovan jako: 4,6 T.U.

Specificita
»Hook" efekt vysoké davky nebyl pozorovan u koncentraci analytu do
362 T.U. na klinickém analyzatoru Hitachi H9000.

U pacient s hyperglobulinémii se mize objevit negativni vysledek,
ktery neodpovida klinickym pfiznakam. V takovém pfipadé Ize
vzorek naredit 0,9% roztokem NaCl a opétovné zpracovat.

Linearita
Metoda TPLA je linearni v rozmezi 5 az 250 T.U. na klinickém
analyzatoru Roche Hitachi H9000.

Vzorky nad 250 T.U. Ize nafedit 0,9% roztokem NaCl. Vynasobenim
vysledku faktorem fedéni ziskate koncentraci TPLA ve vzorku.

Jiné studie vykonu
Krizova reaktivita (analyticka specificita)
Vzorky obsahujici potencialné interferujici latky byly analyzovany na
kFizovou reaktivitu. Pomoci stanoveni TPLA spole¢nosti Sekisui
Diagnostics byly testovany nasledujici vzorky:

« od pacientl s kolagen6zou a pacientt podstupujicich dialyzu,

« od téhotnych Zen.

Vzorek Pocet TPLA Mira
Reaktivni
Pacienti s kolagen6zou 28 0 0 %
Téhotné Zeny 26 0 0%
Pacienti s dialyzou 50 0 0%

Nebyly zjistény zadné falesné pozitivni vysledky.

Klinicka citlivost 567

Pomoci stanoveni TPLA spole¢nosti Sekisui Diagnostics bylo
testovano celkem 268 potvrzenych vzork( pozitivnich na syfilis v
rznych fazich onemocnéni. Byla zjisténa citlivost 100 %.

TPLA
Vzorky pozitivni na | Pocet Pozitivni Negativni
syfilis 268 268 0

Klinicka specificita 456

Pomoci stanoveni TPLA spole¢nosti Sekisui Diagnostics bylo
testovano celkem 3 427 vzorkd negativnich na syfilis. Specificita u
téchto vzorku byla 99,6%.

TPLA
Vzorky negativni Pocet Pozitivni Negativni
na syfilis 3427 13 3414

RU
PEAIEHT TPLA

HA3HAYEHUE

KonnuyectBeHHOe onpeneneHve aHtuten Kk Treponema pallidum B
CbIBOPOTKE MMM Nna3me 4yerioBeka Ha aBTOMaTU-4YE€CKOM
KnnHuyeckom aHanuaatope Hitachi 9000, Ha aBTomMa-TU4eckom
knnHuyeckom aHanusatope SK500/Biolis 50i n page apyrux
aHanusaTopos.




KPATKOE ONMUCAHUE

Cudpunnuc — xpoHuveckas nHpekumnsa, Bo3dbygmtenem KoTopomn
asnsetca Treponema pallidum. Cndnnmuc MoXeT OblTb BPOXKAEHHbIM
UNn NpuobpeTeHHbIM Yepes3 MosIoBble KOHTaKThl. [na Hero
XapakTepHbl 3N1304bl aKTUBHOIO 3ab0NeBaHus, nepeMexaroLumecst
naTeHTHbIMK nepuogamm’.

Ceporornyeckyvie TeCTbl Ha cMUNMC ObIBAKOT ABYX BUAOB, HETPEMOHEMHbIE
1 TpenoHeMHble. Havbornee LLMpoKo MCnonb3y-eMbIMU HETPENOHEMHBIMM
TecTaMmu Ha CUUIUTUYECKNE aHTUTENa ABMSOTCA TECT ObICTPbIX
nna3meHHbix pearnHoB (RPR) 1 cneunanusmpoBaHHas npoba Ha
cudpmnuc VDRL (TecT, paspaboTtaHHbii B llabopatopumn nsyyeHusi
BeHepuyeckux 3abonesaHuin), 1 oba oHWM M3MEePHAIT aHTUTena K
@HTUreHOBOMY KOMMIEKCY KapAUOMUMNUH-NELUTUH-XONECTEPUH.
TpenoHemHble TeCTbl M3MEPSIOT aHTUTENa K HaTUBHbIM (LUTaMM
Nichols) unu pekom6uHaHTHbIM aHTureHam T. pallidum.! 9tot
aBTOMaTWUYECKMIN aHann3 OCHOBaH Ha MPUHLMMNE peakuun naTekc-
arrnoTUHaUmm.

nPUHLUUN

Monuctupon naTtekc, NOKPbITbIA @aHTUTEHHBIMW KOMMOHEHTaMM,
nonyyeHHbIMn 13 Treponema pallidum (wtamm Nichols), nogsepraetca
BO3JENCTBMIO UCMbITYEMOW NpoObl B ONpeferieHHbIX YCNOBUSX, NS
MHAOYKUMM oBpa3oBaHUs arperaTta aHTUTen K TpenoHeme 1 naTtekca.
MamepsoT yBenuueHme MyTHOCTW BCreacTBue obpasoBaHus 3TOro
arperata (U3MeHeHMe MYTHOCTM) OTHOCUTENbHO YPOBHS 40
BO3AENCTBUSA, YTOObI OnpeaenuTb TUTP aHTUTEN K aHTUTenam K
TpernoHeme B UCMbITyeMow npobe.

PEAIEHTDBI

CocraB

KomnoHeHT WHrpeameHThbI KoHueHTpauums

PeareHT 1 AnbbyMyH Gbluber 10 %
CbIBOPOTKM A3uA, HaTpus <0,1 %
Bydep (pH 7,2-7,4)

PeareHT 2 JlaTeKkcHble yacTuubl, <3,5 mr/mn
MOKPbITbIE MOMNYyYEHHbLIM
n3 Treponema pallidum
aHTUreHom AnbbymuH
Oblubel CbIBOPOTKM 1%
Asng HaTpus Bydep <0,1 %
(pH 7,2-7,5)

MpepynpexaeHusi 1 Mepbl NPeAOCTOPOXHOCTU

1. Tonbko Ans in vitro AMarHocTuKu.

2. He ncnomnb3ynte peareHTbl NOCHe UCTEYEeHUs CpoKa roAHOCTY,
YKa3aHHOro Ha aTUKeTKe.

3. MpepynpexaeHune. Bce o6pasubl, Ucnonb3yembie B TecTe,
crnegyeT cyuTaTb NOTEHUManNbHO MHAPEKUNOHHBIMU. YHUBEP-
canbHble Mepbl MPEAOCTOPOXHOCTU, UCTONb3yeMble B BalleM
yypexaeHuu, cnegyeT cobnogatb npy obpaLleHn ¢ matepyanamm
BO BPEMSsi 1 NOCTIE MPOBEAEHNIS TECTA, a TaIoKe MNP UX YTUNM3aLmum.?

4. PeareHTbl TPLA cnegyeT ncnonb3oBaTb C HAOOPOM KannbpaTopos
TPLA.

5. BHuMmaHue! V3berante 3amopaxmBaHus peareHToB.

6. BHumanwue! PeareHTbl 1 1 2 cogepxat <0,1% HaTpus asmaa kak
KOHCepBaHT. HaTpusa a3ug MoXeT pearMpoBaTb CO CBMHLIOBOMW Y
MeZHOW BOAOMPOBOAHOW apMaTypon, o6pasys noTeHumanbHO
B3pbIBOOMNACHbIE HacnoeHus asmaos Metannos. Mpu yTunusaumm
maTtepuana cMbiBanTe 60nbLUNM KONMYECTBOM BOAbI.

7. BHumaHue! He cmeluvBanTe peareHTbl B HAOoOpe Mnn peareHTbl
13 pasHbIx HabopoB.

8. YTunusaumio 0TX040B HEOOXOAMMO BbINOMHATL B COOTBETCTBUM
C MECTHbIM 3aKOHOAATENbCTBOM.

MpuroTtoBneHue

PeareHT 1: XKnugkue, rotoBble K UCNOSb30BaHUIO.

PeareHT 2: XKnakve, rotoBble K MCNOMb30BaHMIO.

[NepemewanTte nepeBopavynBaHnem nepes UCNonb3OBaHNUEM.
W3berante obpazoBaHns NeHbl.

XpaHeHue n cTabunbHOCTb

HeBCKpbITbIN peareHT coxpaHsieT cTabunbHOCTb 40 UCTEeYeHus
CpoKa rogHOCTU, yKa3aHHOro Ha 3TUKETKEe, NPU XpPaHEeHUU npu
Temnepartype ot 2 go 8 °C.

[Mocne BCKpbITUS peareHT COXpaHsieT CTabunbHOCTb A0 4 Heaerb
npu 2-8 °C.

HE 3AMOPAXWMBATbD.

CTtabunbHOCTL B aHanusaTope
PeareHTbl coxpaHsT cTabubHOCTb MOCNEe BCKPbITUS Y NOMELLEHNSA
B aHanuaatop Hitachi 9000 B TeueHue 4 Hegenb npu 2-8 °C.

MokasaTenu noBpexaeHUs
Hanuune MyTHOCTM B peareHTe 1 unm pocT MUKPOOPraHU3MOB B

ntobbIxX peareHTax MOXeT yKa3dblBaTb Ha noBpexgeHue.
HecnocobHocTb BOCCTAHOBUTL KOHTPOJIbHbIEe 3Ha4YeHus.

CBOP U NPUTOTOBNEHUE OBPA3LIOB
PekomeHayemon cpefoii cbopa siBNAOTCA CbIBOPOTKA M nnasma ¢
nutnn-renapuHom unu EDTA-2K. Vicnonb3yinte ctaHgapTHble
MeToAabl c6opa 1 NpUroTosneHns.3

Ecnu cpasy He npoaHanuaupoBaTtb 06pasLibl, TO X MOXHO XPaHUTb
npu 2-8 °C B TeyeHne 1 Hegenu nnu npu 15-25 °C B TeyeHune 1
aHs.4 Ecnu obpasubl TpebyeTtcss xpaHutb 6onee 1 Heaenu, ux
MOXHO XpaHuTb npu Temnepatype —20 °C unn HWxe B TevyeHue
BpeMeHu 110 4 Hepenb.

Ecnun npobbl 66 3amopoxeHsl, LeHTpudyrmpyite npu 15 000 x g
B TeyeHune 10 MUHYT nepen namepeHuem. Mpobbl MOXHO
O[IHOKPATHO 3aMOPO3UTb U OTTasATb.*

METOOUKA

AHanus

Hwxe npuBogaTca gBa npumepa metoaukm aHanusa TPLA gns
aBToOMaTUYecKoro knuHudeckoro aHanuaartopa Hitachi 9000 u
aBToMaTn4eckoro aHanusaTtopa SK500/Biolis 50i. Bce npunoxeHusi
aHanmsaTopa [OMmkHbl 6biTe BanuanposaHbl. Komnanusa Sekisui
Diagnostics no 3anpocy npegoctaBnseT NpUNoXeHus Ans
HECKOITbKMX aBTOMATUYECKMX aHanmM3aTopoB. XapakTepucTuKu
NPUNOXEHUN, He BanUaMPoOBaHHbIX koMnaHuen Sekisui, foMKHbI
ObITb ONpeaeneHbl U BanuaMpoBaHbl NOfb30BaTENEM.

(Hitachi 9000)

PeareHT 1: 140 umkn
Mpo6a: 13 pumkn

PeareHT 2: 20 pmkn

5 MWH nHKybauums 5 MWH nHKybaums

v

MornowieHue 1 MNornotueHne 2
6 MuH (700 HMm) 10 mMuH (700 HMm)

| | _ Pesynbrar
© TPLA

(SK500/ Biolis 50i)

PeareHT 1: 150 pumkn
Mpo6a: 13,7 umkn

PeareHT 2: 21 pmkn

3,5 MUH nHky6aumust ¥ 4 MuH nHkybauus

v

MornowieHue 1 MNornotueHne 2
4,5 MuH (700 Hm) 7,5 MyH (700 HMm)
l | » Pesynbtar
TPLA

MNpepocTaBnseMble MaTepuarbl
PeareHTbl 1 1 2 TPLA TpebytoTcsa ana namepeHus aHtuten k Treponema
pallidum. PearenTbl TPLA ynakoBbIBatOTCsi 1 MPOAAIOTCS Kak Habop.

OnucaHue KoHdwmrypauus Homep no katanory
PeareHT TPLA 1 1 x 60 mn 486647
PeareHT TPLA 2 1x10 mMn

Heob6xoaumbie, HO He npeanocraBnsdeMble MaTepuanbi

Onucaxune KoHdurypaums Howmep no katanory
Habop kannbpatopoB |5 KOHLEHTpauuii X 515132

TPLA 2 mn

Habop koHTponen YpoBeHb A 1 x 3 Mn 515149

TPLA YpoBeHb B 1 x 3 mn

. AHanmsaTop, CMoCOGHbIN BbIMOSHATL ,D,ByXpeareHTHblVl XUMUYECKMI aHanm3.

Kanu6poBka

[Ona kanubpoBku aHanu3a TPLA cnegyeT Mcnonb3oBaTb TOMbKO
Habop kanubpaTtopoB TPLA. 3HayeHus kanubpatopos TPLA
NPOCNEXMBAOTCA A0 BHYTPEHHEro ctaHaapTa.

YacToTy kanmbpoBkn onpeaensieT nons3oBaTerb.

3HayeHus KOHTPONA Ka4vecTBa AOJKHbI HAXOOAUTbCA B npegenax
OoXunagaemblixX OnanasoHOoB.

KoHTponb KayecTBa

HapexHocTb pesynbTaToB TecTa crefyeT KOHTPONMpoBaTb B
PYTMHHOM MOPSOKE, UCMOMNb3ys MaTepuarnbl KOHTPOMS KavecTsa WUnu
nysbl CbIBOPOTKM, KOTOPbIE LienecoobpasHbiM 06pasoM NpeacTaBnsoT
XapakTepucTuky npu aHanuse obpasuLosB nauveHTos. KoHTponu
MysioB CbIBOPOTKM CrieAyeT UCMOoSb30BaTh AMs OTCMEXUBAHUS, YTO
peareHTbl MYHKUMOHMPYIOT Hagnexauum obpasom, n 4To



MCNONb3yTCs NpaBuiibHble MeToaukW. JlabopaTtopmn HeoBXxoanMo
YCTaHOBUTbL NpUeMIieMbl AnanasoH 3Ha4YeHU A11A KaXaon naptum
KOHTPOMNbHOro mMaTepuna. Ecnm KOHTpPONbHbIE 3HAYEHUSA He
nonagaroT B OXvOaemblil AuanasoH, criefyoT obbl4HbIM METOAMKaM
rovcka u ycTpaHeHus HeucnpaBHocTen. Ecnu TpebyeTcs nomoLp,
obpaTuTechb K MECTHOMY AUCTPUOBLIOTOPY.

TpeGoBaHUsi KOHTPONSA KayecTBa AOMKHbl ObiTb YCTaHOBMEHbI B
COOTBETCTBUM C MECTHbIM, rOCyAapCTBEHHbIM WU/Uni doeae-parbHbiM
3aKoOHOZATeNbCTBOM, UK CO CPpeaoi akkpeauTaLuu.

PE3YINbTATHI

PesynbTathl BeipaxatoT B eamHuuax tutpa (T.U.). T.U. ocHoBaHbl Ha
aHanuae remarrnoTuHaumm Treponema pallidum (TPHA). 1280 T.U.
aKBMBaneHTHbl TUTPy 1:1280 TPHA.

[ns npeobpasosanua T.U. (egnHuubl Tutpa) B MME ymHoxatoT T.U.
Ha 2.

OrpaHuyeHusi/BmelumBarowmecs BellecTsa

Kputepuin: BocctaHosneHue B npegenax £ 20% oT MCXo4HOro
3HaveHwus. Bece nccnenosaHus 6biny NpoBegeHb! Ha aBTOMATUYECKOM
KnuHnyeckom aHanuasatope Hitachi 9000.

Jlnnemunsa: He Habnioganocb 3Ha4YMTENbLHOrO BMELUMBAOLLEroCs
pencteua nunemun go 0,25% (uHtpanunug) B npobax c
CUDUNUTUYECKMMU aHTUTenamMmn K nunugam npmbnuauntensHo 80
T.U. Mpu nogo3speHnn Ha 1O, 4TO Npoba SBNSETCS NMNEMUYECKON,
BbINOMHUTE LeHTpudyrmposanmne Ha 15 000xg B TedeHne 10 MUHYT
nepen n3mMepeHnem.

Xunyc (eguHnya MyTHOCTM NMo opMasunHy): He Habnoganochb
3HauynTenbHOro BMewwunBsawweroca gencreua go 1450 no
dopmasvHy B npobax ¢ CUPUINTUHECKUMUN aHTUTENaAMU K NMnuaam
npubnuantensHo 80 T.U. Mpobbl, umetowme MyTHOCTb Bbie 1450
no cpopmasuHy, cnegyet ueHTpudyrmposaTe Ha 15000xg B TeyeHne
10 MUHYT Nepe n3mMepeHnemMm.

KoHueHTpauus remornobuHa go 490 mr/gn (76,0 Mkmone/n) He
BMMsSiNa Ha pesynbTaTbl aHanu3a npob ¢ YPOBHAMU CUPUIUTUHECKNX
aHTuTen k nunugam 80 T.U.

KoHueHTpaums koHblormpoBaHHoro bunupybuHa go 18,5 mr/gn (316,4
MKMOSb/M) He BNMSANa Ha pe3ynbTaTbl aHanm3a npob ¢ ypoBHAMMU
cuunUTUYecknx aHtuTen Kk nunugam 80 T.U.

KoHueHTpaums HekoHblormpoBaHHoro 6unupybuHa go 18,5 mr/gn
(316,4 mMkmonb/n) He BnuAna Ha pesynbTaTbl aHanusa npob ¢
YPOBHAMU CUPUNUTUYECKUX aHTMTen K nunugam 80 T.U.
PeBmaTonaHbin dhaktop nposepsncs go 500 ME/mMn v He BnusieT Ha
XapaKTepUCTUKN Ha kNuHuMYeckom aHanusaTope Roche Hitachi
H9000.

Mpobbl CbIBOPOTKM M NNasMbl OT NaUMEHTOB Ha paHHew cTagun
NPOV3BOACTBA aHTUTEN BCMEACTBUE CKOMNPOMETUPOBAHHON OYHKLIMN
VUMMYHHOW CUCTEMbI coepKaT mMaroe KOMMYecTBO aHTUTEN U MOTyT
[aTb oTpuLUaTENbHbIN pe3yrnbTar.

Hecneuunduyeckunii UMMyHHBbI OTBET BO3MOXEH B MPOGax CbIBOPOTKM
OT NauMeHTOB C ayTOMMMYHHbIMK 3aboneBaHuamu. PesdynbTaT
UCMbITaHWA criefyeT OLeHUBaTb Ha OCHOBaHUW APYrvX pesyrnbTaTtoB
TECTOB U KITMHUYECKMX CUMMTOMOB.

Mpo6bl CLIBOPOTKM OT MauUMEHTOB, MOMy4YaloLMx npenapaTtbl KpoBM,
cogepxallme UMMYHOrnoGynuHbl, MOTyT AaBaTb MOMO-XUTENbHbIN
pesynbTtaT. BHMMaTensHo oueHmBanTe TecT.

B cBs3n ¢ 6onbWwWMM gMana3oHOM BO3MOXHbIX KOHLEHTpauun
obpasua, npombiBka NpobooTHOpHMKA AOMKHA ObITb AOCTAaTOYHOMN
Ans Toro, 4Tobbl M3bexaTb nepeHoca Npodbl.

OxnpaemMble 3Ha4YeHUs
M3mepeHune 10 T.U. unu Bbiwe ykasblBaeT Ha To, 4YTo npoba
ABNSAETCSA MONOXWTENBHON Ha aHTUTenNa.

MonoxunTenbHbIN TECT HA aHTUTeNa AOJKEH COMPOBOXAATbCSA
nocrneayowmyMm TeCTaMmm U OLEHUBATLCS C pe3yrbTaTamu ApYyrux
TECTOB U KIMHUYECKMMU cuMnToMamu. OKoHYaTenNbHbIM AnarHo3s
cudunuca gormkeH GbiTb NocTtaBneH BpayoM. Mpu pesynbTarax,
KOTOpble HE COOTBETCTBYIOT KIMMHUYECKUM CUMMTOMaM, cregyeT
NpPOBOAMUTb MOBTOPHbIN aHanm3.

Kaxpas nabopatopus formkHa NoATBepAUTb pedepeHCHbIN
WHTepBan AN NonynsumMm NauueHToB, KOTOPYH OHa 0BCnyX1BaeT.

OCOBbIE PABOYUE XAPAKTEPUCTUKU

CpaBHeHue meToAoB

MccnepoBaHua cpaBHeHUSA xapakTepucTuk Gbinu npoBeaeHbl ¢
ncnonb3oBaHveM peareHta TPLA Ha ananu3atope Roche Hitachi
7050 n pocTynHOro B npoaxe MetoAa remarrnoTnHa-umm Treponema
pallidum (TPHA). 171 npoba cbIBOPOTKM, C NONOXUTENbHBIMMN
KOHUeHTpauusimmn npobbl TPLA o1 27 go 585 TU.

Hwxe npueBoanTCAa pel’peCCVIOHHbIFI aHanms

TPLA komnaHum Sekiusi Diagnostics oTHOCUTENBHO CyLLEeCTBYHOLLErO
meToaa ucnbitaHui TPHA (n = 171)

HaknoH 1,06
Otpesok (T.U.) 10,3
KoadhduumeHT koppensauum (r) 0,828
CpaBHeHue MeToaoB
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Mpeun3MoHHOCTb

BHyTpunabopaTtopHasa npeun3moHHocTb peareHta TPLA 6bina
onpefeneHa c NCnonb3oBaHMeM 3 KOHLEHTpauui nonoXxun-TenbHbIX
npo6 cblBOPOTKM M 1 oTpuuatenbHon Npobbl CbIBOPOTKM B
COOTBETCTBMU CO BHYTPEHHMM MPOTOKOSIOM. [pobbl 3mMepsanu B Tpex
NOBTOPHOCTSX, No 10 pa3 ¢ ncnonb3oBaHMeM 3 NapTui peareHToB Ha
aBTOMaTUYECKOM KIMHMYeckoM aHanmsatope Hitachi H9000.

MpeunsnoHHOCTb MexAay nporoHamu peareHta TPLA 6bina
onpegerieHa ¢ ncnonb3osaHvem 1 oTpuuatensHon Npobbl CbIBOPOTKM
N 2 NONOXWTENbHBIX KOHTPOMbHbLIX MPO6 COrMacHoO BHYTPEHHEMY
NPOTOKOSY, U3MEPEHNE 2 pa3a B TEYEHMNE CYTOK B TeveHue 21 OHs
Ha aBTOMaTMYEeCKOM KrnMHMYeckoM aHanusatope Hitachi H9000.

BHyTpuna6opaTopHasi NPeLyu3MoHHOCTb

MpoGbl CpegHee CraHgapTtHOe KoadpcpmumeHt
(T.U.) otknoHenue (T.U.) | Bapuauum (%)
CbiBopoTka yYenoeka 1 | 0,0 0,0 —
ChlBOpOTKa YernoBeka 2 | 28,8 1,1 3,7
ChblBopoTka YenoBeka 3 | 77,4 2,0 2,5
ChbiBopoTka Yenoseka 4 | 190,9 8,4 4.4

npeLlM3VIOHHOCTb Mexay nporoHamu

Mpo6Gbi CpegHee CraHgapTHoe KoadpcpmumeHt
(T.U.) otknoHenue (T.U.) | Bapuaumm (%)

CbiBopoTka Yernoseka | 0,0 0,0 —

KoHTtponb TPLA, 26,5 1,4 5,2

KOHUEeHTpauns A

KoHTponb TPLA, 80,3 3,6 4,5

KOHUeHTpauusi B

[MONOXNTEeNbHbIN KOHTPONb, U3MEPEHHbIN 42 pa3a, Aan koaddpUuUneHT
Bapuauun £15%.

MNpenen o6HapyxeHus (LoD)

Mpenen obHapyxeHnsa npeactaBnsaeT cobon akTuyeckyto
KOHLUEHTpaLuuo, Npu KOTOpon Habnwgaembin pe3ynbtat Tecta
cocTtaBnset 2,0 ctaHAapTHbIX OTkNoHeHUsa (SD) oT 3HayeHus
HaumeHbLUero kanmbpartopa (kanubpatopa 1). Mpegen obHapyxeHusi
OblN YCTaHOBIEH C MCMONb30BaHNEM Kanubpa-Topa B KOHLEHTpaLmum
1 n 10 namepennn c peareHtom TPLA Ha KnnMHUYeckom aHanu3aTope
Roche Hitachi H9000.

Mpenen obHapyxeHus Obin onpeaeneH kak 4,6 T.U.

CneuunduyHocTb

XyK-3ahheKT BbICOKMX 003 He Habnoganca npu KoHUeHTpaunsax
aHanutoB Ao 362 T.U. Ha aBTOMaTU4Ye€CKOM KIIMHUYECKOM
aHanuaatope H9000.

OTpuuaTenbHbIi pe3ynbTaT, KOTOPbIA HE COOTBETCTBYET
KITMHUYECKUM MpU3HakaMm, MoxeT HabnogaTbcsa y naumMeHToB C
runeprnobynuHemmnen. B Takmx crnyyaax npoby MOXHO pas3BecTu
pactsopom 0,9% NaCl n npoaHanuanpoBaTb NOBTOPHO.

IInHenHoCcTb
MeTton TPLA aBnsetcsa nuHenHbim ot 5 T.U. go 250 T.U. Ha
KnuHnyeckom aHanusatope Roche Hitachi H9000.

O6pasupl Bbiwe 250 T.U MoxHo pa3soautb 0,9% pactsopom NaCl.
YMHOXbTe pe3ynbTaT Ha KO3IdPULMEHT pa3BedeHus, 4Tobbl
nonyynTb koHueHTpauuto TPLA ons npo6Gsbi.



Apyrue nccnepoBaHUsA XapaKTepUCTUK
MNMepekpecTHasA peakKTUBHOCTb (aHanNUTU4eckas cneummyHOCTb)
Mpo6bl, copepxalume NoTeHuMansHO BMELLMBAOLIMECS BELLECTBa,
OblNM NpoaHanmM3vpoBaHbl Ha NEPEKPECTHYIO PeaKTUBHOCTL. [pobbl,
ncnblTaHHble ¢ aHanm3oMm TPLA komnanum Sekisui Diagnostics,
ObInNK Nony4YeHb!:

* OT MauUMEHTOB C KOMMareHo30M M OT NauueHTOB, NPOXOASALLMX

avanus
* OT 6epeMeHHbIX KeHLLMH

Obpaszey Konnuectso | TPLA YactoTa
peakTUBHbIN
[NaumeHTbl ¢ konnareHosom | 28 0 0 %
BepemeHHbIe XEHLNHbI 26 0 0%
[NayneHTbl Ha guanunse 50 0 0%

He 6b1no 06HapyXeHO NOXHOMOMOXMTENBHBIX Pe3ySbTaToB.

KnuHunueckas uyBcTBUTENBbHOCTL 67

C ncnonb3oBaHvem aHanmsa TPLA komnaHnum Sekisui Diagnostics
ObINM NpoaHanu3nMpoBaHbl Bcero 268 NoaTBep-XAeHHbIX cudunmnc-
NONOXUTENbHbIX NPO6 Ha pasHbiXx cTagusx 3aboneBaHus.
YyscTBUTENBHOCTL cocTasmna 100%

TPLA
Cudounuc-nonoxu- | Konnuec-teo | Monoxu-tenbHble | OTpuuatensHble
TesbHble NpobbI 268 268 0

KnuHnyeckasn cneundunyHocTs* 56
C ncnonb3oBaHvem aHanm3a TPLA komnaHum Sekisui Diagnostics
ObINM NpoaHanuanpoBaHbl Bcero 3427 cudunmc-otTpuuaTenbHbiX

npo6. CneundunyHocTb ¢ aTMK npobamu coctasnseT 99,6%.

TPLA
Cudmnuc otpuua- | Kormm-vyectBo | Monoxu-tenbHble | OTpuuatenbHble
TelnbHble I'Ip06bl 3427 13 3414
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