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Uvod

Syfilis je vysoce infekéni sexualné pfenosné onemocnéni
zpUsobené spirochetou Treponema pallidum. Po infestaci se na
genitaliich v misté vstupu infekéniho agens vytvareji primarni
léze nebo viedy. Onemocnéni ma od pocatku systémovy
charakter a pokud neni Ié€eno, mlze se vyvijet po desetileti.
Patogenni treponemy zahrnuji T. pallidum, pGvodce syfilis, T.
pertenue, plvodce frambezie a T. carateum, plvodce
onemocneéni pinta. V Evropé se nejcastéji vyskytuje T. pallidum.
Navic existuje cela fada komenzalnich druht treponem a je
dllezité je odliSit od T. pallidum predtim, nez je urCena
diagndza primarniho syfilis.

Komenzalni treponemy mohou byt kultivovany na umélych
médiich, zatimco pokusy o kultivaci patogennich treponem in
vitro selhaly.

Klinicka diagnostika syfilis je zalozena jednak na laboratornim
prakazu pfitomnosti antigenu T. pallidum v exudatech z |ézi, a
také na prakatu pfitomnosti protilatek proti tomuto agens v séru
pacienta. Metody pouzivané ke sledovani protilatkové odpovédi
na treponemovou infekci mohou byt rozdéleny do dvou hlavnich

skupin:
1. Testy pro detekci protilatek proti nespecifickym
treponemovym antigenim napf. kardiolipinové  Ci

lipoidalni antigeny. Tyto testy se formalné nazyvaji
,Reaginové".

2. Testy pro detekci protilatek proti antigendm specifickym
k patogennim treponemam napi. T. pallidum &asticovy
aglutinacni test (TPPA) a imunofluorescenéni test na
detekci protilatek proti T. pallidum (FTA-ABS).

Test FTA-ABS je vysoce specificky a senzitivni u vSech stadii

infekce syfilis a je povazovan za referen¢ni metodu. Tento test

je navic velmi €asto pouzivan jako konfirmaéni pro diagnostiku
syfilis.

Popis

Souprava MASTAFLUOR™ FTA-ABS stejné tak, jako
samostatné slidy predstavuji testovaci systém zalozeny na
principu nepfimé imunofluorescence pro detekci specifickych
protilatek proti T. pallidum. Souprava se pouziva ke konfirmaci
a diferencialni diagnostice syfilis.

FITC-znacené anti-lgM protilatky (Ref. 626292 nebo 626285) a
MASTSORB (Ref. 651003), pro absorpci revmatoidnich faktord,
mohou byt objednany samostatné.

Princip testu

Sérum pacienta nebo vzorek likvoru musi byt nejdfive
predupraven sorbentem, ktery se nazyva Reiteriv roztok.
Jedna se o pfipravek obsahujici skupinové specifické
treponemové antigeny patogennich a komenzalnich treponem.
Tato prediprava zajisti absorpci ve vzorku potencialné
pritomnych nespecifickych ,reaginovych” protilatek.
Absorbované sérum pacienta nebo vzorky likvoru a odpovidajici
upravené kontroly jsou aplikovany a inkubovany v jamkach
sklicek, které jsou kautovany fixovanymi bunkami T. pallidum.
Pokud jsou ve vzorku pfitomny specifické protilatky, dojde
k jejich navazani na fixované burky za vytvofeni stabilniho

komplexu antigen-protilatka. Nasledné jsou sklicka promyta
zdavodu odstranéni nenavazanych soucasti a navazané
protilatky jsou detekovany pfidanim fluorescenéné zna¢eného
anti-lidského imunoglobulinového konjugatu. Po dal§im promyti,
které zabezpe&i odstranéni nenavazaného konjugatu, jsou
sklicka vyhodnocovana pod fluorescen¢nim mikroskopem.
Pozitivni reakce je pozorovana jako syté zelena fluorescence
organismu T. pallidum.

Podrobnosti o baleni a objednavani

MASTAFLUOR™ FTA-ABS je dodavan jako kompletni
souprava pro provedeni 100 testd (10 x 10 jamek). Je mozné
objednat i samostatna baleni sklicek.

Soucasti soupravy

Polozky 1 — 8 jsou dodavany jako soucasti soupravy.

V baleni sklicek jsou dodavany pouze polozky 1 a 8.

1. Sklicka
Deset sklicek o 10 jamkéach, kazda jamka je kautovana
fixovanymi bunkami T. pallidum (Nichols strain). Kazdé
sklicko je zabaleno v hlinikovém obalu spole¢né se
silikagelem.

2. Reaktivni kontrolni sérum
Jedna lahvic¢ka obsahujici 1 mL lidského séra s obsahem
specifickych protilatek (IgG) proti T. pallidum. Obsahuje
< 0,1% azidu sodného jako konzervantu.

3. Nespecifické kontrolni sérum
Jedna lahvic¢ka obsahujici 1 mL lidského séra s obsahem
nespecifickych protilatek proti treponemam. Obsahuje
< 0,1% azidu sodného jako konzervantu.

4. FITC - Konjugat
Jedna lahvicka obsahujici 3 mL anti-lidského
imunoglobulinu  (y Fetézec, krali¢i) konjugovaného
s fluorescein isothiokyanatem (FITC). Pfipraven k pouziti.
Obsahuje proclin jako konzervant.

5. PBS prasek
Dva sacky PBS prasku — kazdy krozpusténi v 1 litru
destilované vody k pfipravé fyziologického roztoku
(fosfatového pufru PBS) o pH 7.2 + 0.2. Pouziti jako
promyvaci roztok a sérum diluent.

6. Montovaci médium
Jedna lahvicka obsahujici 3 mL  pufrovaného
glycerolového montovaciho média. Obsahuje proclin jako
konzervant. Pfipraveno k pouziti.

7. FTA Sorbent
Dvé lahvicky, kazda s obsahem 5 mL extrakiu kultury
Treponema reiteri. Obsahuje proclin jako konzervant.
Pfipraven k pouziti.

8. Navod k pouziti
Prosim, ¢téte pozorné pred provadénim testu.
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Potrebny material, ktery neni soucasti soupravy

© N Or N~

10.

Sterilni zkumavky

Mikropipety a Spicky na jedno pouziti

Plastova miska pro inkubaci sklicek, barvici kyveta
Vihka komdrka

Odmérna barka pro PBS

Destilovana voda nebo voda vys$si kvality

Pinzeta

Transmitanéni nebo epi-fluorescenéni mikroskop se
490 nm excitacnim filtrem a s 510 nm filtrem

Kryci sklicka

Plastova stficka na promyvani

Uchovavani s trvanlivost reagencii

Souprava MASTAFLUOR™ FTA-ABS muze byt pouzita do
doby expirace, ktera je uvedena na obale.

V8echny soucasti soupravy a reagencie musi byt skladovany
pfi teploté 2 — 8'C a pred pouzitim musi byt vytemperovany na
pokojovou teplotu.

Rekonstituovany PBS prasek by mél byt skladovan pfi teploté
2 — 8T po dobu nejdéle 30 dnu.

Vzorky séra a likvoru by mély byt pfed pouzitim skladovany pfi
teploté 2 — 8°C nebo po delsi dobu pfi - 20 C. Rozmrazené
vzorky znovu nezmrazuijte.

Upozornéni a zvlastni opatreni

1.
2.

11.
12.

Pouze pro in vitro diagnostiku.

Pfed provadénim testu Ctéte pozorné navod k pouziti.
Nemérnite pracovni postup.

Soupravu nepouzivejte po uplynuti doby expirace.

PFfi praci pouzivejte odpovidajici ochranné pracovni
pomdcky.

Pipety nevkladejte do Ust.

Vyuzivejte co nejcastéji plastové pomdcky na jedno
pouziti. Sklenéné pomucky pro vice pouziti vzdy dikladné
omyjte a pred pouzitim je dikladné oplachnéte vodou bez
pridavku detergentd.

Kontrolni séra dodavana v soupravé byla shledana
negativnima na HBsAg a na pfitomnost protilatek proti
HIV. Nicméné, je tfeba s timto materialem zachazet jako
s potencialné infekénim, schopnym pfenosu infekce.
Neexistuje stoprocentni jistota, ze séra neobsahuji zadnou
infekci ¢i jinou mikrobialni kontaminaci.

Pouzivejte destilovanou vodu nebo vodu vy$Si kvality.
Nezaménujte reagencie mezi rGznymi Sarzemi, protoze
reagencie jsou kalibrovany v kazdé Sarzi zvlast.

KFizové nezkontaminujte reagencie nebo nezamérite
uzavéry na lahvi¢kach. Vzdy pouzivejte Cisté pipety a nové
Spicky zvlast pro kazdy vzorek a reagencii.

Béhem provadéni testu vzdy zabrarite vyschnuti jamek.

PFi inkubaci nevystavuijte sklicka intenzivnimu slune¢nimu
zafeni ani jinym podobnym nezadoucim vlivam.
Kontaminované plastové pomuicky musi byt rychle
likvidovany a spaleny. Kontaminované sklenéné pomucky
mohou byt bud' autoklavovany pfi teploté 121 C po dobu
1 hodiny nebo dekontaminovany 2.5 % roztokem

14.

15.

16.

17.

chlornanu sodného. VeSkery tekuty odpad by mél byt
adekvatné dekontaminovan napf. za vyuziti chlornanu
sodného.

Nevystavujte FITC-Konjugat pfimému slune¢nimu zafeni,
UV svétlu ¢i svétlu ze zafivek. FITC-Konjugat uchovavejte
co nejvice ve tmé.

Mikrobialné kontaminované vzorky séra by nemély byt
pouzivany.

V pfipadé, Ze je nutné pouzit hemolytické &i lipemické
vzorky sér, je nutné je pred pouzitim tepelné inaktivovat pfi
56C.

Jak bylo dfive uvedeno, jako konzervant je pouzit azid
sodny. Pfi poziti mGze byt toxicky. Azid sodny mulze
reagovat s olovem ¢i se slou¢eninami médi za vzniku
vysoce explozivnich soli. Vzdy odstranujte do vylevky
naredény velikym mnozZstvim vody.

Pracovni postup

1.

10.

Fakultativné: VSechny vzorky a kontroly
zahfatim na teplotu 56 ‘C po dobu 30 min.
Pfed pouzitim nechte veSkery materidl vytemperovat na
pokojovou teplotu (min. 20 C).

Rozpustte obsah jednoho sacku PBS prasku v 1 litru
destilované vody nebo vody vyssi kvality.

Naredte vSechny vzorky sér v poméru 1:5 sorbentem,
napf. 10 pL séra + 40 pL sorbentu. VSechny vzorky likvoru
nafedte v poméru 1:3 sorbentem, napf. 20 pL likvoru + 40
pL sorbentu.

Naredte kontrolni séra v poméru 1:5 sorbentem nebo PBS
(10 pL séra + 40 pL sorbentu nebo PBS) viz nize:

a. Reaktivni kontrolni sérum + sorbent

b.  Reaktivni kontrolni sérum + PBS

c. Nespecifické kontrolni sérum + sorbent

d. Nespecifické kontrolni sérum + PBS

Inkubuijte vSechny vzorky pfi 37 'C po dobu 30 minut.
Opatrné vyjméte pozadovany pocet sklicek z jejich obalu a
dikladné je popiste. Sklicka drzte pouze na jejich rohu a
nedotykejte se jamek. Sklicka umistéte do vlhké komurky.
Aplikujte 20 — 25 pL vzorku a kontrol do pfisluSnych jamek
na sklicku podle pfipraveného pracovniho postupu.

Navic, pokud je tfeba, aplikuje do 2 zbylych jamek
20 — 25 pL PBS (do jedné) a 20 — 25 pL sorbentu (do
druhé). Toto bude slouzit jako kontrola reagencii a tyto
jamky budou inkubovany v néasledujicich krocich stejné
jako jamky obsahujici vzorky nebo kontroly.

Ujistéte se, ze vSechny jamky jsou zaplnény a Ze v nich
neni prebytek vzorku, ktery by mohl z jamek pretékat.
Vyhnéte se pfimému kontaktu Spicky pipety s povrchem
sklicka zdavodu mozného poskozeni kautovaného
antigenu.

PFiklopte vihkou komurku a inkubujte pfi 37 T po dobu

30 minut.

Po inkubaci opatrné promyijte sklicka pomoci plastové
stficky s roztokem PBS. Jamky nesmi byt promyvany
primym proudem roztoku ze stficky. Opatrné promyti mize
byt provedeno tak, ze se pfimy proud roztoku PBS ze

inaktivujte
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stficky namifi na stied sklicka, které se nejdfive naklopi na
stranu smérem kjamkédm €. 1 — 5 , a poté se sklicko
naklopi na druhou stranu smérem k jamkam ¢. 6 — 10.

11. Sklicka se promyvaji ponofenim do kyvety obsahujici
roztok PBS po dobu 15 minut. Kazdych 5 minut vymérite
roztok PBS.

12. Vyjméte sklicka jedno po druhém =z kyvety a vysuste
prebytek PBS. Za vyuziti pijaku vysuste prostor okolo
jamek. Otfete veSkery prebytek PBS i zdruhé strany
sklicek. Nedotykejte se povrchu jamek.

13. lhned umistéte sklicko do vlhké komarky a pfidejte
20 — 25 pL FITC-Konjugatu do kazdé jamky.

Opakuijte kroky 12 a 13 pro vSechna zbyvajici sklicka.
Nenechejte jamky vyschnout.

14. Inkubujte sklicka pfi 37 C ve vlhké komlrce a ve tmé po
dobu 30 minut.

15. 15 minut pfed pouzitim zapnéte mikroskop.

16. Po inkubaci promyjte sklicka roztokem PBS jako v krocich
10 a 11.

17. Po promyti vyjméte sklicka z PBS a vysuste je tak, jako
v kroku 12.

18. Aplikujte jednu malou kapku montovaciho média do kazdé
jamky. Umistéte kryci sklicko a ihned odecitejte vysledky.
Zabrarite vzniku vzduchovych bublin pod krycim sklickem.
Prebytek montovaciho média na sklicku mize zpusobit
zvySeni fluorescenéniho pozadi diky rozptylu svétla.
Odstrarite prebytek montovaciho média napf. papirovym
ubrouskem. Vyhnéte se pfimému pohybu kryciho sklicka.

19. Hodnotte pod fluorescenénim mikroskopem pfi celkovém
zvétSeni 400x — 500x.

Interpretace vysledku

1. Validita testu
Pfed vyhodnocovanim vzork( pacientd vyhodnotte nejprve
kontrolni vzorky. Aby byl test validni, kontroly musi
poskytovat  ndsledujici  hodnoty. Pokud  kontroly
neposkytnou uvedené hodnoty, pak se test povazuje za
nevalidni, vzorky pacientd se nehodnoti a test se musi

zopakovat.
o

Reaktivni kontrolni sérum + Sorbent 1+ -3+

Reaktivni kontrolni sérum + PBS 3+ -4+
Nespecifické kontrolni sérum + Sorbent Negativni

Nespecifické kontrolni sérum + PBS 2+ -4+
PBS Reagen¢ni kontrola Negativni’
Sorbent Reagenéni kontrola Negativni*

Negativni*: Treponemy mohou byt viditelné, ale nefluoreskuiji

Interpretace vysledkt u vzorki pacientt

Vzorky sér jsou vyhodnocovany cestou
s kontrolami, které jsou soucasti testu.

Pozitivni vzorky:

Vzorky jsou povazovany za pozitivni, pokud se intenzita
fluorescence pohybuje vrozmezi od 1+ do 4+ (kde hodnota
>1+ je povazovana za pozitivni a <1+ za negativni). Hodnota 1+
je povazovana za minimalné reaktivni.

Pokud je stanovena intenzita fluorescence odpovidajici hodnoté
1+, méla by byt pozitivni kontrola, dodavana jako soucast
soupravy, nafedéna v titru, ktery je uveden v QC certifikatu.
Hraniéni vzorky:

Vykazuji velmi nizkou, nicméné patrnou fluorescenci (+/-). U
téchto vzorku test opakujte.

Negativni vzorky:

VétsSina jamek s negativnimi vzorky nefluoreskuje a zadné
treponemy nejsou viditelné. V nékterych pfipadech je mozné
pozorovat nehomogenni struktury: fluorescence se vyskytuje
jen u nékterych treponem ¢&i jejich ¢asti, ale ostatni treponemy
ve stejné jamce fluorescenci nevykazuji. Takové jamky mohou
byt hodnoceny jako negativni.

porovnavani

Omezeni

1. FTA-ABS test mlze obfas za ur€itych okolnosti
poskytovat faleSné pozitivni vysledky. Jedna se napfiklad
o tyto stavy a onemocnéni: téhotenstvi, lepra® a
systémovy lupus erythematosus®.

2. FTA-ABS test je charakteristicky vysokou senzitivitou a
specificitou, nicméné vysledky by mély byt interpretovany
vsouladu svysledky dalSich sérologickych testd,
klinickym stavem pacienta a jeho diagnosticky vyznamnym
navykim a chovani.
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Vysvétlivky ke zkratkam a ikonam pouzitym na stitcich
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Negativni kontrola
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Montovaci médium
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Katalogové Cislo
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Pfipraven k pouziti

Navod k pouziti
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Skladovani
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