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1. SCOP

Procedura descrie operatiunile necesare executarii microreactiei VDRL, cu trusa Antigen Cardiolipinic tip
VDRL(IC), pentru detectarea anticorpilor antilipoidici in probele biologice de la bolnavii de sifilis.

Antigenul cardiolipinic VDRL este o solutie etanolica de cardiolipina, lecitina si colesterol in cantitati optime
pentru a avea specificitate si sensibilitate maxima cu serul si LCR provenit de la bolnavii de sifilis.

2. DOMENIUL DE APLICARE
Procedura se executa pe probe de ser si LCR, de catre personalul autorizat in cadrul Laboratorului ITS -
-.N.C.D.M.I. CANTACUZINO, pentru diagnosticul serologic al sifilisului.
Testul este utilizat :

- pe probe de ser pentru depistarea sifilisului si urmarirea eficientei tratamentului;

- pe probe de LCR pentru confirmarea neurosifilisului la pacienti cu serologie pozitiva.

3. DOCUMENTE DE REFERINTA

3.1. Manualul de management cod MM-EM-01

3.2.Bench-level Laboratory Manual for Sexually Transmitted Diseases WHO/VDT/89.443
3.3. A Manual of Tests for Syphilis, 9t edition, ed. By S.A. Larsen et al., 1998

3.4. Ordinul MS pentru aprobarea programului de supraveghere si control al ITS, 1070/ 2004.
3.5. Instructiunile de utilizare din trusa, livrate de catre producator.

4. DEFINITII S| ABREVIERI

4.1. Definitii
Microreactia VDRL: test serologic netreponemic/cardiolipinic care detecteaza anticorpii antilipoidali/lipoidici in
probe biologice provenite de la pacienti cu sifilis, printr-o reactie de microaglutinare..

4.2. Abrevieri
I.N.C.D.M.I. Cantacuzino: Institutul National de Cercetare-Dezvoltare pentru Microbiologie si Imunologie
LNR : Laboratorul National de Referinta
ITS : Infectii cu Transmisie Sexuala
VDRL : Venereal Diseases Research Laboratory ( Atlanta, USA)
BFP : Reactii Biologic Fals Pozitive
ID/SN : numar de identificare/numar de serie
MM : Manualul de Management

5. DESCRIEREA ACTIVITATII

5.1. Conditii prealabile

o Probele sunt transportate in containere speciale si la primire se inregistreaza si eticheteaza cu
numar unic , dupa care sunt depozitate la +2+8°C maximum 5 zile sau la -20°C mx. 1 luna

o Probele de testat trebuie sa corespunda din punct de vedere cantitativ (min. 0.5ml) si calitativ. Nu se
testeaza probe de ser/LCR hemolizate, lipemice, contaminate bacterian/fungic sau LCR amestecat cu
sange, decat in cazuri exceptionale, cand recoltarea altei probe nu mai este posibila si numai cu
obtinerea acordului clientului si mentionarea acestui lucru in Buletinul de analiza, la rubrica Conformitate
la receptie/detalii. Nu se testeaza probe de plasma.

e Personalul desemnat sa execute testarile trebuie sa aiba calificarea/experienta necesara.
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5.2 Resurse necesare

5.2.1 Reactivii furnizati in trusa Antigen Cardiolipinic tip VDRL( IC)
- Antigen VDRL
- Diluent 1x, gata de lucru
- Control pozitiv si Control negativ
- Flacon brun pentru transferul antigenului din fiola
- Flacon pentru diluarea antigenului
- Picator antigen diluat pentru testarea serului: 1 picatura = 1/60 mL (17 microL)
- Picator antigen diluat pentru testarea LCR : 1 picatura = 1/100 mL(10 microL)
- placi cu godeuri, pentru executarea testului

5.2.2. Reactivi si materiale nefurnizate de trusa

- Solutie salina 0.9% pentru diluarea serurilor in reactia semicantitativa (dilutii binare) si pentru
martorul antigen

- Solutie salina 10% pentru diluarea antigenului %2, la testarea LCR

5.2.3. Echipamente/dispozitive
- Agitator rotativ, cu 20mm diametru de rotatie, reglat la 180 rpm
- Baie de apa termostata, pentru inactivarea serurilor la + 56°C+0.1°C
- Centrifuga de masa , pentru centrifugarea probelor daca este cazul
- Pipeta automata 10-100ul, conuri de prelevare galbene, de unica folosinta
- Pipete gradate de sticla 1ml si 5ml
- Lupa, lampa cu bec de halogen, hartie neagra
Stative pentru tuburi
Hartie de filtru
Vas cu solutie dezinfectanta pentru materialele folosite, recipient colectare deseuri contaminate
Manusi latex
- Termometru de camera
- Frigider, Congelator

5.3. Executia microreactiei VDRL

Reactia se poate executa calitativ (pe proba nediluata) sau semicantitativ (dilutii binare de ser in solutie
salina 0.9%) direct in placile de plastic cu godeuri.

Executia operatiunilor in succesiunea lor, verificarile si rezultatele se inregistreaza in Fisa de Lucru
Cod:

5.3.1. Etape preliminare

e Se pune in functiune baia de apa termostatata (+56°C)

o Se verifica temp. camerei de lucru (+23+29°C) si se inregistreaza in Fisa de lucru

e Se pregateste spatiul de lucru pentru executarea procedurii i asigurarea masurilor de biosiguranta
(manusi latex, halat, vasul cu dezinfectant, recipientul deseuri contaminate)

e Se scot reactivii, probele, serurile de control si diluentul VDRL 1x din frigider (+2+8°C) (sau
congelator,—20°C, daca este cazul) si se lasa in repaos la temperatura de lucru 30min. Se noteaza in
Fisa de lucru :Trusa de rectivi, Lotul, Data de expirare.

o Se verifica starea de functionare a echipamentelor utilizate pentru efectuarea testului si anume:
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- numarul de rotatii/min al agitatorului rotativ care trebuie sa fie 180 rpm (se numara rotatiile 15 sec
x 4) si se inregistreaza in Fisa de lucru

- temperatura apei din baia termostatata, care trebuie sa ajunga la +56°C+0.1°C;

- centrifuga de masa, functionala.

5.3.2. Pregatirea probelor (seruri, LCR) pentru testare

e Se controleaza aspectul serurilor si, daca este nevoie, se clarifica prin centrifugare ( 5min la
1200rpm).

e Seinactiveaza serurile de testat 30min la +56°C in Baia de apa . Dupa inactivare serurile se
reexamineaza si se centrifugheaza din nou, daca se constata aparitia unor particule in suspensie,
dupa care se lasa in repaos pe masa 30 min pentru a ajunge din nou la temperatura camerei.

¢ LCRnu se inactiveaza

5.3.3. Pregatirea suspensiei antigenice de lucru

e Se pipeteaza in flaconul de dilutie, cu capac, direct pe fund, 0.4ml diluent 1x. Prin rotirea usoara a
flaconului se asigura raspandirea uniforma a diluentului.

e Seadauga cu o pipeta 0.5ml antigen, picatura cu picatura, direct in diluent (cu varful pipetei in
treimea superioara a flaconului), in timp ce flaconul se roteste continuu, dar usor, pe o suprafata
plana. Durata operatiei este de aproximativ 6 secunde (18-20 rotatii).

e Se elimina fortat ultima picatura de antigen si se continua rotirea flaconului inca 10 sec.

e Se adauga 4.1ml diluent dupa care se astupa flaconul si se agita prin rasturnare de aproximativ 30 x,
inca 10 sec.

e Suspensia antigenica este gata de utilizare pentru tot cursul zilei. Ori de cate ori este folosita,
suspensia se amesteca usor numai prin rotirea flaconului. Este utilizata numai o zi.

5.3.4. Tehnica microreactiei calitative pentru seruri

Pe fiecare placa se includ obligatoriu martorii de reactie :seruri de control pozitiv, negativ si martorul de
antigen.

o In godeurile placii de testare se repartizeaza cate 0.05ml seruri control si probe; pentru martorul
antigen se repartizeaza 0.05ml solutie salina 0.9%.

o Se agita usor, prin rotire, recipientul cu suspensia antigenica si se umple picatorul prevazut cu
acul calibrat pentru repartizarea suspensiei antigenice

. Dupa ce se lasa sa curga primele doua-trei picaturi din picator, se depune cate o picatura de
suspensie antigenica(1/60ml) in fiecare godeu.

o Se acopera placa cu capac si se agita pe agitatorul rotativ (180 turatii/min) timp de 4min.

. Rezultatele se citesc imediat, cu ajutorul unei lupe, prin transluminare pe fond negru.

Deoarece dupa cateva minute poate apare un grad de aglutinare si la serurile negative, se executa maximum
20 reactii o data.

5.3.5. Tehnica microreactiei semicantitative pentru seruri

Se executa pentru probele cu rezultat pozitiv in testul calitativ, pentru cele care prezinta efectul de
prozona, sau pentru controlul eficacitatii tratamentului.

Testul se executa pe dilutii binare de ser (1/1, 1/2, 1/4, 1/8, 1/16. 1/32) in solutie salina 0.9% , in volum
final de 0.05ml.
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In schema de lucru se includ obligatoriu si martori: serurile de control si martorul de antigen.

o Pentru fiecare ser de testat se repartizeaza in godeurile corespunzatoare ,cu exceptia primului,
cate 0.05ml solutie salina, dupa care se adauga in primele doua godeuri cate 0.05mL de ser. Cu acelasi
con de prelevare se procedeaza la executia dilutiilor binare, incepand cu godeul doi, prin transferul unui
volum de 0.05ml in godeurile succesive (1/2—1/32). Din ultima dilutie se arunca 0.05ml.

o Se executa etapele de la pct. 5.3.4.( testarea calitativa), incepand cu repartizarea suspensiei
antigenice.

5.3.6. Tehnica microreactiei calitative/semicantitative pentru LCR
Pentru probele de LCR executia testului se desfasoara cu urmatoarele modificari fata de tehnica pentru
ser:
o Antigenul, preparat ca pentru ser, se va dilua 1/2 cu solutie salina 10%;
o Suspensia antigenica este utilizabila maximum 2 ore;
o Se repartizeaza cu acul calibrat astfel ca o picatura = 1/100ml (10pl)
o Agitarea placii se face timp de 8min.

5.3.7. Validarea testarii / Controlul calitatii testarii (Fisa de lucru :)
Citirea rezultatelor incepe obligatoriu cu controlul negativ, pozitiv si martorul de antigen.
o Testarea se valideaza daca rezultatele martorilor sunt cele asteptate si anume:
- martorul antigen si martorul negativ = lichid partial clar, fara flocoane(granulatie fina)
- martorul pozitiv = lichid clar sau partial clar, cu flocoane
o (Calitatea testarii este asigurata de respectarea/documentarea conditiilor prealabile enumerate la pct.
5.1. si de executarea corecta a etapelor de lucru enumerate in procedura

5.3.8. Aprecierea si inregistrarea rezultatelor

Rezultatele se inregistreaza in Fisa de lucru si, dupa validarea lor de catre responsabilul de analiza, in
Registrul rezultate serologie sifilis si apoi se completeaza Buletinul de analiza .
Rezultat negativ: lichid slab turbid, fara flocoane (aspect asemanator martorului negativ si martorului
antigen).
Rezultat indeterminat (+) = flocoane mici in lichid turbid
Rezultat slab pozitiv (1+) = flocoane mici in lichid slab turbid.
Rezultat pozitiv mediu (2+) = flocoane evidente in lichid partial clar.
Rezultat intens pozitiv (3 sau 4+) = flocoane mari in lichid clarificat.
Rezultatele apreciate cu intensitatea 1+ pana la 4+ sunt considerate pozitive
Titrul serului pozitiv, in testarea semicantitativa, este reprezentat de ultima dilutie care produce un rezultat
slab pozitiv (1+).
Manifestarea unui fenomen de prozona, impune repetarea testarii pe dilutii de ser.
5.3.9.Estimarea incertitudinii de masurare
Daca se solicita declararea incertitudinii de masurare, dar laboratorul identifica toate componentele si face
o estimare rezonabila a contributiei fiecaruia la bugetul de incertitudine

5.4. Interpretarea clinica a rezultatelor

e Fara suport clinico-epidemiologic pentru sifilis, un test VDRL pozitv, izolat, indica de obicei un BFP
(reactie biologic fals pozitiva).
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e Valoarea predictiva a unui test VDRL pozitiv in diagnosticul serologic al sifilisului este amplificata de
un test treponemic pozitiv (TPHA sau FTA-Abs). Un test treponemic negativ in conditiile unui VDRL
pozitiv, valideaza o reactie biologic fals pozitiva.

e (Cand se executa testul VDRL semicantitativ la pacientii cu sifilis :

- Cresterea de patru ori a titrului (doua dilutii) la repetarea testului pe 0 noua proba poate sugera
evolutia infectiei active si/ sau lipsa tratamentului;

- Scaderea de patru ori a titrului (doua dilutii) in sifilisul recent, sub tratament, indica eficacitatea
acestuia.

e (Cand se executa testul semicantitativ pentru diagnosticul sifilisului la nou nascut, titrul > cu titrul
mamei infectate sugereaza sifilisul congenital.

e (Cand se executa testul pe proba de LCR provenit de la un pacient cu serologie pozitiva (test
treponemic), un rezultat pozitiv la VDRL confirma neurosifilisul.

5.5. LIMITELE TESTULUI

o Poate sa apara ocazional reactie de prozona. Fenomenul de prozona (inhibitia completa sau partiala a
reactivitatii prin exces de anticorpi) apare cu serul nediluat ; maximum de reactivitate se obtine numai
cu serul diluat. Fenomenul de prozona poate fi atat de pronuntat incat in testul calitativ poate sa apara
doar un aspect usor grunjos (rough) la un ser care diluat are o reactivitate puternica. Toate probele de
ser, care la testul VDRL calitativ dau o reactie cat de cat grunjoasa (dubios/la limita), trebuie retestate
prin procedura semicantitativa.

o Testul VDRL poate fi pozitiv la persoane din tari in care sunt endemice treponematoze neveneriene ca
pianul (T.pertenue), sau pinta(T.carateum).

e Reactii biologic fals pozitive fata de antigene cardiolipinice pot sa apara ocazional la persoane cu
boli autoimune( lupus eritematos), in mononucleoza, lepra, malarie, toxoplasmoza, hepatita virala,
pneumonii atipice, tuberculoza, bruceloza,persoane vaccinate recent. BFP apar destul de frecvent in

sarcina.

o Titrul testelor netreponemice la persoanele care au fost tratate pentru stadiul latent sau tardiv al
sifilisului sau care s-au reinfectat nu scad tot atat de repede ca la cele tratate pentru stadiile recente ale
unei infectii primare. De fapt, acesti indivizi pot sa ramana “serofast’, pastrand un titru scazut de
reactivitate pentru toata viata.

5.5. Operatiuni finale

e Se depoziteaza probele la frigider/congelator

e Se evacueaza materialele contaminate

e Se curata si dezinfecteaza masa de lucru

e Se deconecteaza baia de apa la sfarsitul zilei de lucru

6. RESPONSABILITATI
Asistentul medical executa procedura.
Responsabilul de analiza si Seful de laborator verifica executarea procedurii si aproba Buletinul de
analiza.

7. FORMULARE / INREGISTRARI, DOCUMENTE CONEXE

7.1. FORMULARE / INREGISTRARI
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LNRITS

PROCEDURA SPECIFICA

DETECTAREA ANTICORPILOR

ANTICARDIOLIPINICI PRIN

MICROREACTIA VDRL
cod:

Exemplar nr.

Editia:

Revizia:

Data aplicarii:

7.1.1. FISALUCRU TEST VDRL/RPR/TPHA Cod :
7.1.2. REGISTRUL DE RECEPTIE PROBE - ELIBERARE BULETINE REZULTATE Cod:
7.1.3. REGISTRU GESTIUNE CONTRAPROBE Cod:
7.1.4. BULETIN ANALIZA INDIVIDUAL Cod:

7.2. DOCUMENTE CONEXE

8. ANEXE

Anexa 1. Model FISA LUCRU TEST VDRL / RPR /TPHA cod :

Anexa 2. Model REGISTRU RECEPTIE PROBE-REZULTATE ANALIZE Cod:

Anexa 2. Model BULETIN DE ANALIZA cod :

Anexa 1.
FISA DE LUCRU VDRL / RPR/ TPHA Cod :
N din data..........
Temperatura camerei: Ora:
Temperatura baie apa: Ora:
Reactivi : Trusa
v' Ag. Cdp tip VDRL Lot: Expira :
v' Ag.Cdp tip RPR Lot: Expira :
v' TPHA Lot: Expira :
Verificare calibrare ac de repartizare antigen VDRL / RPR
Specificat Rezultat Validare
v" VDRL/RPR ser Nr. picaturi/ml: 60+2 DA/NU
v VDRLLCR Nr. picaturi/ ml: 100 + 2 DA/NU
Verificare turatie agitator : 180+2rpm(VDRL) DA/NU
100+2rpm(RPR) DA /NU
Rezultate martori test
Martori test VDRL Antigen Ser pozitiv Ser slab pozitiv Ser negativ
Rezultat specificat trusa [+ ++
Rezultat obtinut
Validare test DA [ ] NU [ ]
Martori test RPR Ser pozitiv Ser negativ
Rezultat specificat trusa Reactiv (R) Nereactiv (N)
Rezultat obtinut
Validare test DA [ ] NU [ ]
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Hematii martor Hematii sensibilizate
Diluent Ser negativ Ser pozitiv Diluent Ser negativ Ser pozitiv
Martori test TPHA
Rezultat specificat trusa +H+
Rezultat obtinut
Validare test DA [ ] NU [ ]
Rezultate citire test :
Nr. si tip proba Test Reciproca dilutiei ser / plasma / LCR Interpretare
VDRL 1 2 4 8 16 32
RPR 1 2 4 8 16 32
TPHA 80 160 320 640 1280
VDRL 1 2 4 8 16 32
RPR 1 2 4 8 16 32
TPHA 80 160 320 640 1280
Anexa 2 REGISTRU RECEPTIE PROBE-REZULTATE ANALIZE Cod:
Datg /, Nr. proba | Nr. proba R
Nr.crt. | Nr. fisa . ici Nume prenume, varsta Trmi . Di .
lucru reg. unic | solicitant rimis de : lagnostic
VD.RL./RPR. TPHA ser TPHALCR ELISA Inregistrat
oM FTA Abs Je:
1 2 | 4 |8 |16 32| 80 |160 | 320 | 640 | 4 20 9 '
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PROCEDURA SPECIFICA Exemplar nr.

LN.C.D.M.I. DETECTAREA ANTICORPILOR Editia:
CANTACUZINO ANTICARDIOLIPINICI PRIN Revizia:
LNRITS MICROREACTIA VDRL Data aplicari:
cod :
Anexa 3
BULETIN DE ANALIZA Cod :
Nr . din.............
THMIS A€ v Unitatea ..o
IDENTIFICARE
SOLICITANT | Localitate ..o, Strada ..., Nr e, Judet/ sector ..............
Tel i FaX o EMAl 1ot
NUME...cocviviiieeeeeccee e Prenume .......ccocoeveeeieiieceeeeecnennen SeX .. Varsta .............
IDENTIFICARE
PACIENT ecxSe . o o
AAIESA ...ttt eaenena Tel. oo
Nr. din Registrul de primire probe ........c.cccovvvvvveererenennn, Nr. proba solicitant ..........c..cccovvvuennnen.
IDENTIFICARE , s .
PROBA Tip proba : Ser O Plasma O LCR O
Recoltat: data .......ccoevvreeeinennne. ora........ Primit: data ..o ora ........
Conformitate la receptie : DAL NU DO Detalii ..o
Analiza Metoda Trusa Data . REZULTAT INTERPRETARE
efectuarii
Ul 12 | 14 | 18 | 116 | NEGATIV
Determinare VDRL IC 1 INDETERMINAT
anticorpi anti O POZITIV
cardiolipinici RPR I NEGATIV
Biokit [J INDETERMINAT
O POZITIV
1/80 |1/160 |1/320 |1/640 |1/1280 |0 NEGATIV
TPHA Biokit [0 INDETERMINAT
O POZITIV
Determinare
anticorpi ?Uti FTA-ABS Viro-lmmun I NEGATIV [J INDETERMINAT O POZITIV
treponemici
) O NEGATIV : < val. cut off - 10%
ELISA IgM Omega 0D e | INDETERMINAT : val. cutoff & 10%
O POZITIV : > val. cut off + 10%
L =Toto] 4T Lo - TSP T TP
Responsabil analiza, Sef laborator,

Reproducerea partiala a buletinului de analiza se face numai cu aprobarea scrisa a laboratorului ITS
Rezultatele se refera numai la proba analizata
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