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SVENSKA: AVSEDD ANVANDNING

MICROSYPH™ TPHA200 och 500 tester ar snabbanalyser for detektion av
antikroppar specifika mot Treponema pallidum i humant serum eller plasma (antingen
di-kalium EDTA, natriumcitrat eller litumheparin) genom indirekt hemagglutination.

Satsen kan ocksa anvandas for halvkvantitativ titrering av positiva prover.

Satsen innehdller kontrollceller som kan anvandas for att bedoma om
hemagglutination beror pa icke-specifika reaktanter. Denna aspekt av satsen far inte
betraktas som ett bekraftande test for syfilis.

INLEDNING

Syfilis ar en venerisk sjukdom som orsakas av spiroketmikroorganismen Treponema
pallidum. D& denna organism inte kan odlas in vitro ar diagnos av syfilis beroende av
korrelering av kliniska data med den specifika antikroppen pavisad med serologiska
tester.

Serologiska screeningtester for syfilis med anvandning av kardiolipin och lecitin som
antigener ar enkla att utféra, men biologiskt falskt positiva reaktioner (BFP) intraffar
ofta da icke-treponemala antigener! anvands i dessa tester. | testerna TPl och FTA-
ABS anvands patogena T. pallidum som antigen, men dessa tester medftr vissa
svarigheter vid rutinmassig serodiagnos. TPI-testet kraver levande patogena T.
pallidum och FTA-ABS-testet kraver ett flourescensmikroskop. Bada dessa tester
kraver en hog expertisniva.

TPHA-analys har visat sig vara ett bekvamt och specifikt test for diagnos av
treponemal infektion, och har en specificitet som liknar den for TPI-test® och en
sensitivitet som ar jamférbar med FTA-ABS-test’. Den kraver minimalt med
laboratorieutrustning och ar mycket enkel att utféra. Den kan anvandas tillsammans
med automatiska vatskehanteringssystem for forbattrat genomfléde i ett upptaget
laboratorium.

ANALYSPRINCIP

MICROSYPH™ TPHA200- och 500-testerna detekterar humana antikroppar (i
serum/plasma) mot T. pallidum genom en indirekt hemagglutinationsmetod (IHA).
Konserverade erytrocyter fran fagel belaggs med antigena komponenter fran patogena
T. pallidum (av Nichol-stam)?34°. Dessa testceller agglutinerar i narvaro av specifika
antikroppar mot T. pallldum och uppvisar karakteristiska monster pa
mikrobrunnsplattor.

Eventuella icke-specifika reaktioner som intraffar detekteras med hjdlp av
kontrollceller, som ar erytrocyter fran fagel som inte belagts med T. pallidum.
Antikroppar mot icke-patogena treponemer absorberas av_ett extrakt av Reiters

treponemer som ingar | cellsuspensionen. Testresultaten erhalls inom 60 minuter och
cellagglutinationsmonstren ar latta att avlasa och stabila.

For att underlatta det spadningssteg som kravs har ett blatt fargmedel tillsatts
spadningsmedlet. Detta andrar farg nar provet tillsatts.



SATSKOMPONENTER

Konserverade erytrocyter fran fagel belagda med sonikerad T.
pallidum-antigen i buffert.
1x17mL |5 Testcellerna maste atersuspenderas noggrant fore
(FTPH200) anvandningen.
1x40mL |4 Testceller falls ut vid férvaring.
(FTPHS00) | 5 Det ar viktigt att utfallda celler tacks med buffert under
forvaring vid 2-8°C.
Konserverade erytrocyter fran fagel i buffert.
1x17 mL | Kontrollcellerna maste atersuspenderas noggrant fére
(FTPH200) | anvandningen.
|1:%(F?|?|5r8|6 o Kontrollceller félls ut vid férvaring.
( ) o Det ar viktigt att utfallda celler tacks med buffert under
forvaring vid 2-8°C.
2 x20 mL | Bufferten innehéller blatt fargmedel och 0,1% natriumazid som
(FTPH200) | konserveringsmedel.
DIL 1 x 150 mL
(FTPH500) o Bruksfardig
Defibrinerat humant syfilitisk plasma innehallande antikroppar
1x0,5mL | motT. pallidum. Det humana plasma som anvands
(FTPH200 & | reagerar inte pa hepatit B-ytantigen, HCV, HIV-antigen och HIV-
FTPH500) | antikroppar vid tester med analyser som godkants av FDA.
o Spads fore anvandningen.
Det humana serum som anvands reagerar inte pa hepatit B-
1x0,5mL |Yytantigen, HCV, HIV-antigen och HIV-antikroppar vid tester med
[CONTROL[-] | (FTPH200 & | analyser som godkants av FDA. Innehaller 0,1 % natriumazid
FTPH500) | som konserveringsmedel.
o Spads fore anvandningen.

REAGENSFORVARING

Reagenserna i varje sats har matchats for att erhdlla lamplig reaktion, och
reagenserna far inte bytas ut mot reagenser fran andra satser.

Satsen ska alltid férvaras uppréatt vid 2-8 °C. Anvand inte reagenserna efter
utgangsdatum. Reagenserna ska kasseras om de blir kontaminerade eller inte
uppvisar korrekt aktivitet med de reaktiva eller icke-reaktiva kontrollerna.

En sats dppnades och ateranvandes vid fem tillfallen under en 52-veckorsperiod utan
negativ effekt pa prestandan.

PROVTAGNING OCH FORVARING

Serum- eller plasmaprover kan anvandas. FoOrvara vid 2-8 °C om ett
konserveringsmedel som exempelvis 0,1 % azid tillsatts fore forvaringen. For langvarig
forvaring ska proverna foérvaras vid -20 °C. Alla synliga partiklar ska avlagsnas med
hjalp av centrifugering fore analys.



PROVSPADNING

Prover, reaktiva kontroller och icke-reaktiva kontroller maste spadas 1 till 20 i
spadnlngsmedel Spadningsmedlet innehaller ett blatt fargmedel som synligt andrar
farg fran blatt till svagt grongult nar provet tillsétts.

For spektrofotometrisk bekraftelse av att prov tillsatts ska proverna spadas enligt steg
1-3 i analysprotokollet. Innan du fortsatter till steg 4 ska du avlasa mikrobrunnsplattan i
en plattlasare vid 450 nm, om mojligt med anvandning av 690 nm som
referensvaglangd. Om den optiska densiteten (OD) ar mindre &n 0,2 ska otillracklig
provvolym misstankas, och en farsk spadning prepareras.

Observera att de reaktiva och icke-reaktiva kontrollerna kan ge OD-avlasningar pa

mindre an 0,2 pa grund av sin sammansattning. Darfér maste man vara extra noga
med att se t||| att kontroll tillsatts.

Spadningarna ska endast anvandas pa prepareringsdagen.

VARNINGAR OCH FORSIKTIGHETSATGARDER

Endast for in vitro-diagnostik

1. Folj noggrant anvisningarna i denna broschyr, sarskilt de som galler hanterings-
och forvaringsforhallanden.

2. Undvik noga kontamination av nagon av reagenserna eller provspédningarna med
saliv, eftersom detta orsaka forvirrande monster som liknar ett positivt resultat for
prover som ska vara negativa.

3. Kontrollerna innehaller humant serum eller plasma som testas med analyser,
godkénda av FDA, for hepatit B-ytantigen, HCV, HIV-antigen och HIV-antikroppar,
och visat sig vara icke-reaktiva/negativa. Eftersom inga kanda tester fullstandigt
kan garantera att det inte forekommer nagra infektiosa agens ska kontrollerna
betraktas som potentiell infektibsa och hanteras med samma varsamhet som alla
andra potentiellt biologiskt skadliga material. I US Department of Health and
Human Services. "Biosafety in Microbiological and Biomedical Laboratories”, 5th
edition, Washington, DC: US Government Printing Office, January 2007 14
beskrivs hur s&dana material ska hanteras | enlighet med God laboratoriesed.

4  Pipettera inte med munnen.

5. Undvik att roka, ata, dricka och lagga makeup i omraden dar satser och prover
hanteras.

6. Alla hudproblem, skarsar, rispor och andra hudskador ska skyddas pa lampligt
satt.

7. Spadningsmedlet och den icke-reaktiva kontrollen innehaller 0,1 % natriumazid.

SeedningSmEsEl EUH032 | Utvecklar mycket giftig gas vid kontakt med syra.
Negativ (icke-reaktiv) kontroll

Aven om férekommande koncentration av azid ar lag far dessa material, for att
forhindra ansamling av explosiva bly- eller kopparsalter, inte kasseras via avliopp
med brunnar eller avloppsror av metall. Alla aviopp ska spolas noga med vatten
efter anvandningen.



8. Materialsakerhetsdatablad for alla komponenter i denna sats finns tillgangliga pa
begéran fran Axis-Shield Diagnostics Ltd.

PREPARERING

Material/utrustning som kravs men som inte medfdljer

1. Noggranna och korrekt underhallina pipetter for tillférsel av 10, 25, 75 och 190
mikroliter.

2.  Styva mikrobrunnsplattor med "U”-formade brunnar.

3.  Avlasningssystem och/eller automatisk processor (tillval) for mikrobrunnsplattor.
Alla instrument och tolkningsprogram maste valideras fore anvandning och
hanteras, underhallas och kalibreras i enlighet med tillverkarens anvisningar.

Material som medfdljer

Satserna innehaller tillrackligt med celler for att utféra antingen 200 (FTPHA200) eller
500 (FTPHA500) screeningtester med bade testceller och kontroliceller, eller 28
(FTPHA200) eller 68 (FTPHA500) semi-semi-kvantitativa tester. Hur manga tester
som erhalls med automatiska system beror pa systemets egenskaper.

Anvandning av kontroller

De reaktiva och icke-reaktiva kontrollerna ska anvandas med varje provserie, oavsett
om testet gors kvalitativt eller semi-kvantitativt. Bada kontrollerna ska spadas fore
anvandning. Den icke-reaktiva kontrollen ska testas kvalitativt vid bade kvalitativa och
semi-kvantitativa analyser. Den reaktiva kontrollen ska testas kvalitativt om proverna
ska analyseras kvalitativt, och semi-kvantitativt om proverna ska analyseras semi-
kvantitativt.

ANALYSPROTOKOLL

(a) Kvalitativt/screeningtest

1. Varje test kraver 3 brunnar pa en mikrobrunnsplatta. Torka av
mikrobrunnsplattan med en ren, fuktig trasa eller duk for att avlagsna eventuell
statisk elektricitet. Tillsatt 190 pL spadningsmedel i brunn 1.

2.  Tillsatt 10uL prov i brunn 1. Anvand en pipett for att blanda innehallet i brunn 1.
3. Overfor 25 pL till brunn 2 och 3.

Obs! Ytterligare tva uppsattningar brunnar kravs for de reaktiva och icke-reaktiva
kontrollerna. Kontrollerna ska behandlas pa exakt samma satt som proverna.

4. Se till att testcellerna och kontrollerna atersuspenderas helt. Tillsatt 75 pL
kontrollceller till brunn 2 och 75 pL testceller till brunn 3.
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5.  Blanda innehallet pa plattan genom att knacka pa alla fyra sidorna av plattan.
6. Inkubera i rumstemperatur i minst 60 minuter.

Observera: Forvara plattan pa avstand fran stark varme, direkt solljus och alla
vibrationskallor.




7.  Avlas resultaten. Om du anvander en lasare ska du forst avldsa plattan visuellt,
eftersom lasaren kan skaka om plattan nar den matas ut ur instrumentet.

(b) Semi-kvantitativt test
— nar kvalitativt test med testceller och kontrollceller har utforts.

Obs! Det rekommenderas att den reaktiva kontrollen tas med i varje provserie nar
semi-kvantitativ analys kors. Kontrollen ska spéadas fore anvandningen och testas med
samma metod som proverna.

1.  Varje test kraver 8 brunnar pa en mikrobrunnsplatta. Det mest ekonomiska séttet
att anvanda plattan ar att anvanda en kolumn per prov, istallet for rader. Torka
av mikrobrunnsplattan med en ren, fuktig trasa eller duk fér att avlagsna

eventuell statisk elektricitet. Tillsatt 25 pL spadningsmedel till brunn B t.o.m. H.
26 pL

“ "+H+"+"+"¢"+"+”

2. Overfor 25 pL av 1/20-provspadningen fran screeningtestet till brunn A och B.
25 L

“+"+" LU " ”

3.  Blanda innehdllet i brunn B med en pipett. Overfor 25 pL fran brunn B till brunn
C, blanda, overfor 25 pL fran brunn C till brunn D och blanda. Fortsatt med
seriella spadningar till brunn H. Kassera 25 pL fran brunn H.

(e A e B e K e e B o B o

Discard
) B [ [ E F a H

1520 1550 14320 11280
1540 1A160 115640 112560

DILUTION

4.  Se till att testcellerna atersuspenderas helt. Tillsatt 75 pL testceller till brunn A-H.

“+"+"+"+"+"+"+"$HML
M 0 [+ D C F =] H
1530 15320 111280 148120

17160 14640 172560 1410240
FINAL DILUTION

5. Blanda innehdllet pa plattan genom att knacka pa alla fyra sidorna av plattan.
6. Inkubera i rumstemperatur (15-25 °C) i minst 60 minuter.

Observera: Forvara plattan pa avstand fran stark varme, direkt solljus och alla
vibrationskallor.

7.  Avlas resultaten. Om du anvander en lasare ska du forst avlasa plattan visuellt,
eftersom lasaren kan skaka om plattan néar den matas ut ur instrumentet.

(c) Semi-kvantitativt test — nar kvalitativt test inte har utforts.




Obs! Det rekommenderas att den reaktiva kontrollen tas med i varje provserie nar
semi-kvantitativ analys kors. Kontrollen ska spadas fore anvandningen och testas med
samma metod som proverna.

Om det kvalitativa testet inte har utforts kravs en rad per prov.

1.

o b~ N

7.
8.

Torka av mikrobrunnsplattan med en ren, fuktig trasa eller duk for att avlagsna
eventuell statisk elektricitet. Tillsatt 190 pL spadningsmedel i brunn 1.

Tillsatt 10uL prov i brunn 1. Anvand en pipett for att blanda innehallet i brunn 1.
Tillsatt 25 pL spadningsmedel i brunn 4-10.
Overfor 25 pL av det spadda provet fran brunn 1 till brunn 2, 3 och 4.

Blanda innehallet i brunn 4 med en pipett och 6verfor sedan 25 pL fran denna
brunn till brunn 5, blanda, éverfor 25 pL fran brunn 5 till brunn 6 och blanda.
Fortsatt med seriella spadningar till brunn 10. Kassera 25 pL fran brunn 10.

Se till att testcellerna och kontrollerna atersuspenderas helt. Tillsatt 75 pL av
kontrollcellerna till brunn 2 och 75 pL av testcellerna till brunn 3 -10.

Blanda innehallet pa plattan genom att knacka pa alla fyra sidorna av plattan.
Inkubera i rumstemperatur (15-25 °C) i minst 60 minuter.

Observera: Forvara plattan pa avstand fran stark varme, direkt solljus och alla

9.

vibrationskallor.

Avlas resultaten. Om du anvander en lasare ska du forst avlasa plattan visuellt,

eftersom lasaren kan skaka om plattan nar den matas ut ur instrumentet.



AVLASNING AV RESULTATEN
Visuellt

Positivt resultat

Ett starkt positivt resultat visas som en jamn cellmatta i botten av brunnen, ibland med
uppvikta kanter. Vid prover som reagerar mindre starkt ar denna matta mindre och kan
vara omgiven av en ring med celler.

Negativt resultat
Ett negativt resultat visas i form av en kompakt ansamling ("knapp”) av celler, med
eller utan ett mycket litet hal i mitten.

Osakert resultat

Ett osakert resultat framtrader i form av en ansamling ("knapp”) med celler med ett litet
hal i mitten som ger intryck av en valdefinierad, tat ring, med en relativt tydlig bakgrund
runt ringen.

Sammanfallet resultat

Ibland kan mycket starkt positiva prover uppvisa ett sammanfallet monster nar de
testas med 1:80-spadning. Sadana monster liknar osakra resultat, men den tata ringen
kan ha ett taggigt utseende.

Titreringens slutpunkt
Slutpunkten ar den sista brunn som uppvisar 50% agglutination.

Spektrofotometriskt
Resultat som erhalls med spektrofotometri maste ocksa kontrolleras manuellt.

KVALITETSKONTROLL

Den icke-reaktiva kontrollen ska inte orsaka agglutination medan den reaktiva
kontrollen ska orsaka agglutination i screeningtestet och 50% agglutination vid 1:1280
(+1 fordubblingsspadning) i det semi-kvantitativa testet. Om ett acceptabelt monster (i
en kvalitativ analys) och en acceptabel titer for den reaktiva kontrollen (i en semi-
kvantitativ analys) inte erhdlls ar analysen ogiltig och resultatet for patientprovet ska
inte rapporteras. Om testet ska géras om ska du preparera en farsk spadning av varje
prov och varje kontroll.

TOLKNING AV RESULTATEN

Ett prov som ger positivt resultat i testbrunnen med ett negativt resultat i
kontrollbrunnen ska betraktas som reaktivt i testet. Savida inte lokala regler anger
annat ska sadana prover testas om i dubbla uppséttningar med anvandning av det
ursprungliga provet. Prover som &r reaktiva i minst en av de dubbla testerna betraktas
som upprepat reaktiva i analyserna MICROSYPH™ TPHA200 och 500. Sadana prover
ska undersokas ytterligare, och resultaten av analysen bedtmas tillsammans med
annan klinisk och/eller analysinformation.

Ett negativt resultat i testbrunnen tyder pa franvaro av antikroppar mot T. pallidum. |
vissa mycket tidiga syfilisfall kan ett negativt resultat erhallas (Se Procedurens
begransningar).



Ett osakert resultat kan tyda pa en lag niva av antikroppar vid tidig syfilis, gammal
behandlad syfilis eller yaws. | vissa fall bor provet testas om. Om detta inte ar majligt
ska ett nytt prov tas sa snart som mojligt och testet upprepas, med hansyn till
patientens kliniska tillstand.

Om agglutination ses i kontrollbrunnen tyder detta antingen pa ett fel i analysen eller
en icke-specifik reaktion. Savida inte lokala regler anger annat ska sadana prover
testas om i dubbla uppsattningar med bade test- och kontrollceller, med anvandning
av det ursprungliga provet. Prover som ar reaktiva med kontrollceller i minst en av de
dubbla testerna betraktas som upprepat icke-specifikt reaktiva i analyserna
MICROSYPH™ TPHA200 och 500. Sadana prover ska testas med en alternativ
testmetod, exempelvis FTA-ABS och/eller reagintest.

ANVANDNINGSBEGRANSNINGAR

1. FoOr att bekréafta ett positivt resultat ska FTA-ABS-testet anvandas, eftersom det
mojliggor differentiering mellan 1gG- och tidiga IgM-antikroppar. FTA-ABS-testet
ar ocksa anvandbart i mycket tidig syfilis, dar hemagglutinationstestet kan vara
negativt.

For behandlingskontroll rekommenderas ett kvantitativt test, exempelvis ett RPR-
test. Detta reagens kan bestéllas fran Axis-Shield Diagnostics Ltd.

2. Aven om MICROSYPH™ TPHA200- och 500-testerna ar mycket specifika, har
falskt positiva resultat intraffat for patienter som lider av spetélska, infektios
mononukleos och bindvavssjukdomar.

3.  Serologiska tester, inklusive MICROSYPH™ TPHA200 och 500, kan inte skilja
mellan syfilis och andra former av patogena treponemalinfektioner®, t.ex. yaws’.
Kliniska evidens ska anvandas for att faststalla vilket tillstand som foreligger.

4.  Syfilisantikroppar som detekteras med MICROSYPH™ TPHA200- and 500-
testerna kvarstar efter framgangsrik behandling. Darfor kan ett positivt test tyda
pa en tidigare eller nuvarande infektion 7919,

5. Efter infektion med T. pallidum kan antikroppar (saval anti-lipoidala som anti-
treponemala) inte upptrada forrdn 1 till 4 veckor efter att de karakteristiska
syfilissaren (schanker) har bildats. Darfér kan tester som MICROSYPH™
TPHA200 och 500 ge ett negativt resultat for vissa prover 11213 vid tidig primar
syfilis. | sen latent/behandlad syfilisinfektion kan antikroppnivaerna falla under
detektionsgransen for MICROSYPH™ TPHA200- och 500-analyserna och
darmed ge ett negativt resultat. | sddana fall ska alternativa testmetoder, t.ex.
identifiering av T. pallidum i mikroskop, anvandas.

6. Resultat som erhadlls med plattlasningssystem maste kontrolleras manuellt.
Beroende pa avlasningsparametrarna kan vissa osakra eller sammanfalina
monster feltolkas som gransfall eller negativa.

7. Detta test far endast anvandas med individuella (opoolade) serum- och
plasmaprover.

8.  Att anvanda hemolyserade prover, ofullstandigt koagulerade sera, plasmaprover
som innehaller fibrin eller prover med mikrobiell kontamination kan ge upphov till
felaktiga resultat.



PRESTANDAEGENSKAPER

Specificitet
1000 prover fran donatorer (500 serum och 500 plasma) analyserades i huset med
en och samma reagenssats, och ytterligare 1000 prover fran donatorer (500 serum
och 500 plasma) analyserades med en annan reagenssats. Resultaten presenteras
nedan.

Reagens Antal positive eller

Ar‘g;[/aelr sats osakra prover Specificitet
P Initial Upprepad
500 serum 1 0 0 100%
500 plasma 1 2 0 100%
500 serum 2 0 0 100%
500 plasma 2 0 0 100%

Specificitet med potentiell korsreaktiva prover

71 potentiellt korsreaktiva prover analyserades i huset med en och samma
reagenssats, och ytterligare 72 prover analyserades i huset med en annan
reagenssats. Resultaten presenteras nedan.

Antal Reagens Antal positiva eller e
prover sats osakra prover Specificitet
71 (seanm 1) 1 0 100%
72 (seanm?2) 2 0 100%
Anm 1: 18 reumatoidfaktorpositiva, 9 ositiva for borrelios, 5 anti-

kardiolipinpositiva, 16 antenatala, 12 HCV-positiva, 6 HIV-positiva och 5
HBV-positiva prover

Anm 2: 18 reumatoidfaktorpositiva, 9 ositiva for borrelios, 5 anti-
kardiolipinpositiva, 16 antenatala, 12 HCV-positiva, 6 HIV-positiva och 6
HBV-positiva prover

Sensitivitet

137 prover visade sig vara positiva vid ELISA-analyser i huset med tva
reagenssatser. Resultaten presenteras nedan.

Antal Reagens . .
prover sats Antal negativa prover | Sensitivitet
137 1 3 97.8%
137 2 2 98.5%

STANDARDISERING

MICROSYPH™ TPHA200- och 500-testerna har visat sig ge en 50%
agglutinationsreaktion med WHO:s 3-1980 referenspreparering vid en titer pd mellan
1/2560 och 1/10240 med anvandning av tre olika reagenssatser och fem olika
operatorer.

-10 -
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In vitro-diagnostik /

Artikelnummer

Sats

200 tester

500 tester

Forsiktighet, se medfdljande dokumentation

Anvand fore

Forvaras vid 2-8 °C

Testceller

Kontrollceller

Spadningsmedel
Positiv (reaktiv) kontroll

Negativ (icke-reaktiv) kontroll

GTIN-nummer

Tillverkare

Axis-Shield Diagnhostics Limited
The Technology Park, Dundee, DD2 1XA, United Kingdom.
Tel: +44 (0) 1382 422000 Fax: +44 (0) 1382 422088.
E-mail: shield@uk.axis-shield.com
Website: www.axis-shield.com
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