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INTENDED USE

VDRL Antigen is recommended for use in the Venereal Disease Research
Laboratory (VDRL)" test for the detection of reagin, an antibody-like substance, by
the qualitative and quantitative slide flocculation tests.

VDRL Test Control Serum Set is recommended for use in the quality control testing
of VDRL Antigen by the slide flocculation test.

SUMMARY AND EXPLANATION

Treponema pallidum is the causative agent of syphilis. Syphilis is a chronic infection
with many clinical manifestations which occur in distinct stages. Specific laboratory
tests are recommended for the detection of each stage of the disease.24

The VDRL Antigen is a nontreponemal antigen composed of cardiolipin, cholesterol
and lecithin. The nontreponemal tests measure anti-lipid antibodies, which are
formed by the host in response to lipids released from damaged host cells early in
infection with T. pallidum, and lipid-like material from the treponemal cell surface.5
During syphilis infection, an antibody-like substance called reagin can be detected
in the patient’s serum. In syphilis infection of the central nervous system, reagin can
be detected in the cerebrospinal fluid (CSF).

Reactive nontreponemal tests confirm the diagnosis in the presence of early or

late lesion syphilis. They offer a clue in latent subclinical syphilis, and are effective
tools for detecting cases in epidemiologic investigations. Nontreponemal tests are
superior to the treponemal test for following the response to therapy.3
Nontreponemal antigen tests are not entirely specific for syphilis, nor do they

have satisfactory sensitivity in all stages of syphilis. Whenever the results of a
nontreponemal antigen test disagree with the clinical impression, a treponemal
antigen test such as the FTA-ABS2.3 should be performed. Nontreponemal tests
such as the VDRL are used to screen patient serum, while treponemal tests such as
the FTA-ABS are used for confirmation. The likelihood of obtaining a reactive VDRL
test result in various stages of untreated syphilis has been reported as follows.3

Stages of Untreated Syphilis | % Reactive VDRL Test
Primary 78
Secondary 100
Latent 96
Late 71

PRINCIPLES OF THE PROCEDURE

In the VDRL Test procedures, the patient’s serum is heat-inactivated and mixed

with a buffered saline suspension of VDRL Antigen containing cardiolipin, lecithin
and cholesterol. The combination of reagin and VDRL Antigen forms microscopic
clumping called flocculation. With modification, the serum procedure can be used for
testing CSF.1

REAGENTS

VDRL Antigen is 0.03% cardiolipin and 0.9% cholesterol dissolved in absolute
alcohol with sufficient lecithin (approximately 0.20%) to produce standard
reactivity. It is prepared with modifications according to the directions given by
Harris, Rosenberg and Riedel.® Cardiolipin and lecithin are prepared according
to directions given by Pangborn.”:8.9

VDRL Buffered Saline is a 1% sodium chloride solution, pH 6.0 + 0.1, with 0.05%
formaldehyde as a preservative.

Nontreponemal Antigen Reactive Serum is a lyophilized human serum with 0.1%
sodium azide as a preservative which is standardized to provide a reactive reading
when tested according to the USR or VDRL test procedure.

VDRL Weakly Reactive Serum is a lyophilized human serum with 0.1% sodium
azide as a preservative which is standardized to provide a weakly reactive reading
when tested according to the VDRL test procedure.

Nontreponemal Antigen Nonreactive Serum is a lyophilized human serum with 0.1%
sodium azide as a preservative which is standardized to provide a nonreactive
reading when tested according to the USR or VDRL test procedure.

Warnings and Precautions:

1. For in vitro Diagnostic Use.

2. WARNING: POTENTIAL BIOHAZARDOUS REAGENTS. Each donor unit
used in preparation of VDRL Test Control Serum Set was tested by an FDA
licensed method for the presence of the antibody to human immunodeficiency
virus (HIV) as well as for hepatitis B surface antigen (HbsAg) and found to be
negative (were not repeatedly reactive).

Because no test method can offer complete assurance that HIV, hepatitis B virus
or other infectious agents are absent, these reagents should be handled at the
Biosafety Level 2 as recommended for any potentially infectious human serum
or blood specimen in the Centers for Disease Control/National Institutes of
Health Manual Biosafety in Microbiological and Biomedical Laboratories, 2007.

3. Pathogenic microorganisms, including hepatitis viruses and Human
Immunodeficiency Virus, may be present in clinical specimens. “Standard
Precautions™19-13 and institutional guidelines should be followed in handling all
items contaminated with blood and other body fluids.

4. VDRL Antigen
240764 BD VDRL Antigen; 1 x 5 mL Ampules with 1 x 60 mL Saline
240765 BD VDRL Antigen; 10 x 0.5 mL Ampules with 1 x 60 mL Saline
Danger

H225 Highly flammable liquid and vapor. P210 Keep away from heat/sparks/
open flames/hot surfaces. - No smoking. P280 Wear protective gloves/
protective clothing/eye protection/face protection. P303+P361+P353 IF ON
SKIN (or hair): Remove/Take off immediately all contaminated clothing. Rinse
skin with water/shower. P370+P378 In case of fire: Use for extinction: CO,,
powder or water spray. P403+P235 Store in a well-ventilated place. Keep cool.
P501 Dispose of contents/container in accordance with local/regional/national/
international regulations.
235201 BD Difco™ VDRL Test Control Serum Set, 1 set of 3 vials:

Nontreponemal Antigen Reactive Serum, one 3 mL vial

VDRL Weakly Reactive Serum, one 3 mL vial

Nontreponemal Antigen Nonreactive Serum, one 3 mL vial
Warning

H302 Harmful if swallowed. P264 Wash thoroughly after handling. P301+P312
IF SWALLOWED: Call a POISON CENTER/doctor if you feel unwell. P501
Dispose of contents/container in accordance with local/regional/national/
international regulations.
5. VDRL Test Control Serum Set
This Product Contains Dry Natural Rubber
WARNING: The control serum components contain sodium azide. Sodium azide is
toxic by inhalation, by skin contact, and if swallowed. Contact with acid liberates very
toxic gas. After contact with skin, wash immediately with plenty of water. Sodium
azide may react with lead and copper plumbing to form highly explosive metal
azides. On disposal, flush with a large volume of water to prevent azide build-up.

Storage Instructions:

Store VDRL Antigen at room temperature (15 — 30 °C) in the dark.

Store VDRL Buffered Saline at 15 — 30 °C. After bottle is opened, store at 2 — 8 °C.
Store lyophilized control sera in the VDRL Test Control Serum Set at 2 — 8 °C.
Upon re-hydration of the control sera, store at 2 — 8 °C if contents will be consumed
within one day. Alternatively, divide the control sera into aliquots sufficient for one
day of testing and store at <-20 °C.

Do not use if reagents show signs of contamination, evaporation, precipitation or
other signs of deterioration.

SPECIMEN COLLECTION AND PREPARATION

1. Collect 5 -8 mL of blood by aseptic venipuncture into clean, dry tube without
an anticoagulant.

2. Allow blood to clot at room temperature, and centrifuge to obtain serum.

3. Store serum specimens at room temperature for up to 4 h; after 4 h, store at
2 — 8 °C. Serum specimens may be refrigerated for up to 5 days, then frozen at
<-20 °C. Avoid repeat freezing — thawing of specimens.

4. Serum specimens must be clear, free of hemolysis and show no visible evidence
of bacterial contamination (turbidity, hemolysis or particulate matter). Refer to
appropriate references for more information on collection of specimens.3.14

5. Before testing, heat the test sera at 56 °C for 30 min. Specimens that are not
tested within 4 h must be reheated for 10 min at 56 °C.

6. Specimens must be at 23 — 29 °C when tested.



PROCEDURE

Materials Provided: VDRL Antigen, VDRL Buffered Saline, VDRL Test Control
Serum Set.

Materials Required But Not Provided:
0.9% Saline
Nondisposable syringe, 1cc

Nondisposable calibrated needles without bevel:
Serum test: 18 gauge
CSF test: 21 or 22 gauge

Bottles, 30 mL, round, narrow-mouthed, 35 mm in diameter with glass stoppers and
a flat inner bottom surface

NOTE: Properly washed 25 mL glass-stoppered Erlenmeyer flasks may be
substituted if 30 mL bottles are not available.

Micropipettor, 50 pL

Pipettes, serologic, graduated to tip:
1.0 mL graduated in 1/100 mL,

5.0 mL, graduated in 1/10 mL

10.0 mL graduated in 1/10 mL;
Slides:

Serum test: 2 x 3 inches with paraffin or ceramic rings approximately 14 mm in
diameter and high enough to prevent spillage during rotation.

CSF test: Kline concavity slides, 3 x 2 inches x 3 mm thick, 12 concavities
measuring 16 mm in diameter and 1.75 mm in depth.

Slide holder for 2 x 4 inch slides

Mechanical rotator adjustable to 180 + 2 rpm, circumscribing a circle 19 mm in
diameter on a horizontal plane

Water bath, 56°C

Light microscope with 10x ocular and 10x objective
Sterile distilled or deionized water

Absolute alcohol

Acetone

Timer

Reagent Preparation

1. To rehydrate control sera in the VDRL Test Control Serum Set, add 3 mL sterile
purified water and rotate gently to completely dissolve the contents.

2. Heat control sera at 56 °C for 30 min. Control sera that are not tested within 4 h
must be reheated for 10 min at 56 °C.

3. VDRL Antigen and VDRL Buffered Saline are ready to use in preparing
VDRL Antigen suspension. The VDRL Antigen ampoule has been pre-scored
around the neck area, indicated by a visible band. Open the glass ampoule by
following the instructions below:

a. Hold the ampoule upright to allow the contents to settle into the bottom
portion of the ampoule, emptying the head space. Tap the bottom of the
ampoule gently on a flat surface, if required.

b. Protect your hands from broken glass by loosely wrapping the upper
portion of the ampoule in a paper towel, light cloth or piece of gauze. If the
ampoule does not break cleanly, this can prevent cuts and helps contain
the glass shards.

c. With one hand holding the bottom, use the other hand, with the barrier, to
grasp the top portion of the ampoule just above the score, between the
thumb and index finger.

d.  While holding the bottom firmly, push the top section away from you with
easy, even pressure. A light pressure applied correctly will cleanly snap the
ampoule open, while using too much force can cause it to shatter.

e. Unwrap the opened ampoule and discard the top. The product is now
ready to be removed from the ampoule.

NOTE: The open ampoule may have sharp edges along the top where it
separated. Do not touch this area.

Preparation of Specific Glassware

Wash syringes with needles and suspension bottles by hand in the following manner:

Rinse with tap water.

Soak and wash thoroughly in a glassware detergent solution.

Rinse with tap water 6 — 8 times.

Rinse with unused distilled or deionized water.

Rinse with absolute alcohol.

Rinse with acetone.

Air dry until acetone odor is completely eliminated.

Remove needles from syringes for storage.
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Ceramic-ringed slides:
1. Rinse with tap water.

2. Wash with a glassware detergent solution.

3. Rinse with tap water 3 — 4 times.

4. Rinse with unused distilled or deionized water.

5. Wipe dry with lint-free cloth. If, after cleaning, the slide does not allow serum to

spread evenly within the inner surface of the circle, treat the slide as follows.
6. Scrub the slides with a nonabrasive cleanser.
7. Rinse, dry and polish with clean lint-free cloth.

Avoid prolonged soaking of ceramic-ringed slides in detergent solution because the
ceramic rings will become brittle and flake off.

Test Procedure

Prepare the Antigen Suspension

Check the pH of VDRL Buffered Saline at 25 °C before preparing VDRL antigen
suspension. Discard if outside the range of pH 6.0 + 0.1.

Allow VDRL Antigen and VDRL Buffered Saline to reach 23 — 29 °C before
preparing VDRL antigen suspension.

Use only suspension bottle with flat inner-bottom surfaces that allow the initial VDRL
buffered saline to evenly cover the inner-bottom surface of the bottle. If the VDRL
buffered saline beads or does not spread evenly to cover the bottom of the bottle,
rewash the bottle as described above. (See NOTE above regarding use of 25 mL
glass stoppered flasks).

For reproducible results, the VDRL Antigen suspension must be checked daily for
proper reactivity with VDRL Test Control Serum Set. Only those VDRL suspensions
producing the established reactivity pattern of the control serum should be used.

1. Prepare a fresh VDRL antigen suspension each testing day. The temperature
of the buffered saline, antigen and equipment should be between 23 — 29 °C at
the time the antigen suspension is prepared.

2. Pipette 0.4 mL of VDRL Buffered Saline to the bottom of a round, 30 mL glass-
stoppered bottle with a flat inner-bottom surface. Gently tilt bottle so that VDRL
buffered saline will cover the entire inner-bottom surface of the bottle.

3. Add 0.5 mL of VDRL Antigen (from the lower half of a 1.0 mL pipette graduated
to the tip) directly into the saline while continuously but gently rotating the bottle
on a flat surface. Add antigen drop by drop at a rate allowing approximately 6 s
for 0.5 mL of antigen. Keep the pipette tip in the upper third of the bottle. Do not
splash saline onto the pipette. The proper speed of rotation is obtained when
the center of the bottle circumscribes a 5 cm diameter circle approximately
3 times per s.

4. Expel the last drop of antigen from the pipette without touching the pipette to
the saline and continue rotation of the bottle for 10 s.

5. Add 4.1 mL of buffered saline from a 5 mL pipette. Do not drop the saline
directly onto the antigen; allow it to flow down the side of the bottle.

6. Cap the bottle and shake it from bottom to top and back approximately 30 times
in 10 s. The antigen suspension is ready for use and may be used during that
day (8 h).

7. Mix the VDRL Antigen suspension by gently swirling it each time it is used. Do
not mix the suspension by forcing it back and forth through the syringe and
needle, since this may cause breakdown of particles and loss of reactivity.

Test Accuracy of Antigen Suspension Needle for Serum Test

1. The accuracy of the test depends on the amount of antigen suspension used.
Check the calibration needle periodically to ensure delivery of the correct
volume of VDRL antigen suspension.

2. For the qualitative and quantitative tests on serum, dispense antigen
suspension from a syringe fitted with an 18 gauge needle without bevel, which
will deliver 60 + 2 drops for antigen suspension per mL when held vertically.

3. Place the needle on a 1 mL syringe. Fill the syringe with VDRL Antigen
suspension. Holding the syringe in a vertical position, count the number of
drops delivered in 0.5 mL. The needle is correctly calibrated if 30 + 1 drops are
delivered in 0.5 mL.

4. Replace the needle if it does not meet this specification. Repeat calibration on
the new needle.

VDRL Qualitative Slide Test on Serum

1. Slide flocculation tests for syphilis are affected by the room temperature. For
reliable and reproducible test results, the VDRL Antigen suspensions, controls
and test specimens must be at room temperature, 23 — 29 °C, when tests
are performed.

2. Pipette 50 pL of serum into one ring of paraffin or ceramic-ringed slide using a
safety pipetting device. Do not use a glass slide with concavities, wells or glass
rings. Spread the serum with a circular motion of the pipette tip so that the
serum covers the entire inner surface of the paraffin or ceramic ring.

3. Gently resuspend the VDRL Antigen suspension.

4. Holding the VDRL Antigen suspension dispensing needle and syringe in
a vertical position, dispense several drops to clear the needle of air. Then
add exactly 1 free-falling drop (17 L) of antigen suspension to each circle
containing serum. Do not allow the needle to touch the serum.

5. Place the slide on the mechanical rotator. Rotate the slide for 4 min at
180 + 2 rpm. When performing the test in a dry climate, cover the slides with a
moist, humidifying cover during rotation to prevent excessive evaporation.

6. Immediately after rotating the slide, remove it from the rotator and read the test
results microscopically using 100x magnification.

VDRL Quantitative Test on Serum

1. To quantitate serum samples to endpoint titer, prepare serum dilutions on the
slide at 1:1, 1:2, 1:4, and 1:8.

2. Dispense 50 L of 0.9% saline in circles numbered 2 — 4. Do not spread
the saline.



3. Dispense 50 pL of serum in circle 1 and 50 pL of serum in circle 2.
4. Mix the saline and the serum in circle 2 by drawing the mixture up and down in
the pipette approximately 8 times. Avoid forming bubbles.
5.  Transfer 50 pL from circle 2 (1:2) to circle 3 (1:4) and mix.
6. Transfer 50 L from circle 3 (1:4) to circle 4 (1:8), mix and then discard the last
50 pL.
7. Gently resuspend the antigen suspension.
8. Holding the antigen suspension dispensing needle and syringe in a vertical
position dispense several drops to clear the needle of air. Then add exactly
1 free-falling drop (17 pL) of antigen suspension to each circle.
9. Place the slide on the mechanical rotator. Rotate the slide for 4 min at
180 + 2 rpm. When performing the test in a dry climate, place the slide under a
moist, humidifying cover during rotation to prevent excessive evaporation.
10. Immediately after rotation, read the test microscopically using
100x magnification.
11. If the highest dilution tested (1:8) is reactive:
a. Prepare a 1:8 dilution of the test specimen by adding 0.1 mL of serum to
0.7 mL of 0.9% saline. Mix thoroughly.
b. Place 50 pL of 0.9% saline into the second, third and fourth paraffin
rings in a row on the slide. Prepare additional serial dilutions for strongly
reactive specimens.
c. Add 50 pL of the 1:8 dilution of the test specimen to paraffin rings 1 and 2.
d. Prepare serial twofold dilutions beginning with ring 2 and complete the test
described above.
User Quality Control of VDRL Antigen Suspension
1. Prepare a fresh antigen suspension each testing day. Once prepared, it should
be used within 8 h.
2. Use the prepared antigen suspension at 23 — 29 °C.
3. Test antigen suspension reactivity with control sera (Reactive, Weakly Reactive
and Nonreactive).
4. Use the antigen suspension only if it produces the expected reactivity with the
control sera (Reactive, Weakly Reactive and Nonreactive).
Quality control requirements must be performed in accordance with applicable
local, state and/or federal regulations or accreditation requirements and your
laboratory’s standard Quality Control procedures. It is recommended that the user
refer to pertinent CLSI guidance and CLIA regulations for appropriate Quality
Control practices.

RESULTS

Qualitative
1. Read and record results as follows:
Medium to large clumps-Reactive (R)
Small clumps-Weakly Reactive (WR)
NO clumping or very slight roughness - Nonreactive (NR)

2. Verify that the control sera results are as expected (Reactive, Weakly Reactive,
Nonreactive). If reactions are not expected, the test is invalid and results
cannot be reported.

3. Perform a quantitative test to endpoint on all serum specimens that produce
Reactive, Weakly Reactive or “rough” Nonreactive results in the qualitative
slide test.

Quantitative

Report the titer as the highest dilution that produces a Reactive (not Weakly

Reactive) result. For example:

Serum Dilutions

" Report
U"a':':';e‘i 1:2 1:4 1:8 | 116 | 1:32 °

R W N N N N Reactive, undiluted

R R W N N N Reactive, 1:2 dilution

R R R w N N Reactive, 1:4 dilution

w w R R W N Reactive, 1:8 dilution
N (rough) W R R R N Reactive, 1:16 dilution

W N N N N N Weakly Reactive, undiluted

If reactive results are obtained through dilution 1:32, prepare further twofold serial
dilutions in 0.9% saline (1:64, 1:128 and 1:256) and retest using the quantitative
test procedure.

Interpretation
1. The results of the serum VDRL Test must be confirmed by a treponemal test.

2. The diagnosis of syphilis depends upon the results of the VDRL, treponemal
confirmatory test, clinical signs and symptoms and risk factors.

3. Areactive VDRL Test may indicate past or present infection with a pathogenic
treponeme. However, it may be a false positive reaction. A false positive is
determined if the confirmatory treponemal test is negative.

4. Anonreactive VDRL Test with clinical evidence of syphilis may indicate early
primary syphilis, a prozone reaction in secondary syphilis, or late syphilis.

5. Anonreactive VDRL Test with no clinical evidence of syphilis indicates no
current infection or an effectively treated infection.

6. A quantitative VDRL Test detects changes in reagin titer. Therefore, a serum
specimen showing a fourfold increase in titer on a repeat specimen may
indicate an infection, a reinfection or a treatment failure. Likewise, a fourfold
decrease during treatment indicates adequate syphilis therapy.

VDRL Test on Cerebrospinal Fluid

Refer to the appropriate reference for the procedure when testing cerebrospinal
fluids with the VDRL Test.!

LIMITATIONS OF THE PROCEDURE

A prozone reaction may occur in which reactivity with undiluted serum is inhibited.
The prozone phenomenon often gives Weakly Reactive or “rough” Nonreactive
results in the qualitative test. Therefore, all specimens with these results must be
tested in the quantitative test.

Biological false positive reactions can occur with nontreponemal tests in persons
who abuse drugs, have diseases such as lupus erythematosus, mononucleosis,
malaria, leprosy or viral pneumonia, or have recently been immunized.!

Cross reactions may occur with other treponemal infections, such as yaws, pinta,
bejel, or siti.

In manufacturing, VDRL Antigen is tested only with serum. For a modification of
the serum test products and procedures for CSF testing, consult the appropriate
reference.! The user is responsible for modifying the products and procedures and
for the required quality control standards.

If the temperature of the testing area, specimens or reagents is less than 23 °C,
test reactivity is decreased:; if the temperature is greater than 29 °C, test reactivity
is increased.’

Test results are unpredictable when testing hemolyzed, contaminated or extremely
turbid serum specimens. Plasma is not an acceptable specimen.

For correct test results, strictly adhere to correct speed and length of time for
rotating the specimens and antigen.

PERFORMANCE CHARACTERISTICS15.16

The performance of the VDRL slide test was compared to two rapid plasma reagin
(RPR) card tests and a fluorescent treponemal antibody absorption (FTA-ABS) test
for the diagnosis of syphilis in a study by Perryman, Larsen, Hambie, Pettit, Mullally
and Whittington.'5 Fresh serum samples obtained from 505 individuals were tested
using these four test procedures.

Of the 505 fresh serum samples, 57 sera were reactive in at least one of the
nontreponemal tests. The three sera giving borderline FTA-ABS test results were
not entered into the tabulation. See Table 1 for distribution of reactive sera among
the three nontreponemal tests and the FTA-ABS test.15

Table 1
Nontreponemal test pattern of No. of sera with following
reactivity2 No. of result by FTA-ABS test2
RPR Card Test sera with
RPR Standard | VDRL Slide | pattern R B N
Test #1 RPR Test #2

R R R 43 38 2 3
N R R 1 1
N N R 4 2 2
N R N 1 1
R R N 5 5
R N N 1 1
R N R 2 1 1

2R, Reactive; B, borderline; N, nonreactive
Table 2 shows the diagnoses associated with reactive nontreponemal tests.!5
Table 2

No. of sera with indicated reaction by following test2
RPR card test
Stage of Syphilis Test #1 S-:-andard VDRL slide test FTA-ABS Test
est #2
RIN|JRIN]|JRIW|IN]|]R|B]N
Primary
Untreated | 51 1] 6| | 4| 2] | 6 | |
Treated | 71+ 7]+ s5 ] 1]2]38] |
Secondary
Untreated | 6 | | 6 | | 6 | | | 6 | |
Treated | 5 | | 5 | | 5 | | | 5 | |
Latent
Untreated 9 8 1 8 1 8 1
Treated 15 1 15 1 10 3 3 14 2
Past history of syphilis 1 1 1 1 2 2
Other s_exuall_y 3 P 2 3 3 2 P 3
transmitted diseases

aR, Reactive; N, nonreactive; W, weakly reactive (considered reactive in tabulation);
B, borderline

The sensitivity of all three nontreponemal tests, based on the 21 untreated cases

of syphilis was 95.2% (20 out of 21 results in agreement). With the 31 sera from

individuals with treated syphilis, the sensitivity of the VDRL slide test was 83.9%

3



(26 out of 31 results in agreement). The overall sensitivity (treated and untreated)
was 88.5% for the VDRL slide test, as compared to 92.3% for both RPR card tests.

The specificities of the three nontreponemal tests based on the 453 sera drawn
from individuals presumed not to have syphilis were 99.3% for RPR Test #1, 99.6%
for the standard RPR Test #2 and 98.9% for the VDRL slide test.!5

In another study conducted by Pope, Hunter and Feeley'6 at the Centers for
Disease Control in Atlanta, Georgia, 297 sera were tested by an enzyme-

linked immunosorbent assay (ELISA), VDRL slide test, FTA-ABS test and the
microhemagglutination assay for T. pallidum antibodies (MHA-TP). Table 3 below
lists the sensitivities and specificities of each method published in this study.16

Table 3

Test Sensitivity Specificity
ELISA 89.3% 98.5%
VDRL 93.3% 92.7%
FTA-ABS 100% 97.8%
MHA-TP 76% 98.2%
AVAILABILITY

Cat. No. Description
240764 BD VDRL Antigen; 1 x 5 mL Ampules with 1 x 60 mL Saline
240765 BD VDRL Antigen; 10 x 0.5 mL Ampules with 1 x 60 mL Saline
235201 BD Difco™ VDRL Test Control Serum Set, 1 set of 3 vials:
Nontreponemal Antigen Reactive Serum, one 3 mL vial
VDRL Weakly Reactive Serum, one 3 mL vial
Nontreponemal Antigen Nonreactive Serum, one 3 mL vial
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Francais
APPLICATION

Le VDRL Antigen (Antigéne VDRL) est recommandé pour réaliser le test VDRL!
du Venereal Disease Research Laboratory servant a détecter la réagine, une
substance apparentée a un anticorps, par des tests qualitatifs et quantitatifs de
floculation sur lame.

Le VDRL Test Control Serum Set (jeu de sérums de contréle du test VDRL) est
recommandé pour réaliser les tests de controle de qualité du VDRL Antigen par le
test de floculation sur lame.

RESUME ET EXPLICATION

Treponema pallidum est 'agent pathogene de la syphilis. La syphilis est une
infection chronique aux nombreuses manifestations cliniques qui évolue en trois
phases distinctes. Des tests de dépistage spécifiques sont recommandés a chacun
des stades de la maladie.24

Le VDRL Antigen est un antigéne non tréponémique composé de cardiolipine,
cholestérol et écithine. Les tests non tréponémiques dosent les anticorps anti-
lipidiques qui sont sécrétés par I'hote en réponse aux lipides libérés des cellules
hoétes endommagées au stade précoce de l'infection par T. pallidum et par des
substances apparentées aux lipides présentes en surface du tréponéme.5 Une
substance apparentée a un anticorps, appelée réagine, peut étre détectée dans
le sérum d’un patient syphilitique. Lorsque la syphilis s’étend au systeme nerveux
central, la réagine peut étre détectée dans le liquide céphalorachidien (LCR).

Les tests non tréponémiques sensibles confirment le diagnostic en présence

d’une Iésion syphilitique précoce ou tardive. lIs facilitent le diagnostic de la

syphilis infraclinique latente et constituent des outils de dépistage efficaces lors
d’études épidémiologiques. Les tests non tréponémiques sont supérieurs aux tests
tréponémiques en ce qui concerne le suivi de la réponse au traitement.3

Les tests d’antigéne non tréponémique ne sont pas totalement spécifiques de la
syphilis et ne présentent pas une sensibilité satisfaisante a tous les stades de la
syphilis. Lorsque les résultats d’un test d’antigene non tréponémique ne concordent
pas avec le tableau clinique, un test d’antigeéne tréponémique, comme le test FTA-
ABS23 doit étre effectué. Les tests non tréponémiques comme le VDRL servent de
tests de dépistage sur des échantillons sériques, alors que les tests tréponémiques
comme le FTA-ABS servent de tests de confirmation. La probabilité d’obtenir un
résultat de test VDRL positif (sérum réactif) aux différents stades d’une syphilis non
traitée est la suivante.®

Stades de la syphilis non traitée | % de test VDRL positif (sérum réactif)

Primaire 78
Secondaire 100
Latente 96
Tardive 7

PRINCIPES DE LA METHODE

Pour réaliser le test VDRL, le sérum du patient est inactivé a la chaleur, puis
mélangé a une suspension de VDRL Antigen dans du sérum physiologique
tamponné contenant de la cardiolipine, de la lécithine et du cholestérol. Le VDRL
Antigen conjugué a la réagine forme des agrégats microscopiques que I'on nomme
floculation. La méthode utilisée pour le sérum peut étre adaptée au test du LCR
aprés modification.!

REACTIFS

Le VDRL Antigen est composé de 0,03 % de cardiolipine et 0,9 % de cholestérol
dissous dans de I'alcool absolu avec une quantité suffisante de lécithine

(environ 0,20 %) pour présenter une réactivité standard. Il est préparé selon les
modifications proposées par Harris, Rosenberg et Riedel.6 La cardiolipine et la
lécithine sont préparées conformément aux instructions données par Pangborn.”.8.9

Le VDRL Buffered Saline est une solution de chlorure de sodium a 1 %, pH
6,0 + 0,1, contenant 0,05 % de formol (conservateur).

Le Nontreponemal Antigen Reactive Serum est un sérum humain lyophilisé
contenant 0,1 % d’azide de sodium comme agent conservateur, qui est standardisé
pour étre réactif lorsqu'il est testé conformément au mode opératoire du test USR
ou VDRL.

Le VDRL Weakly Reactive Serum est un sérum humain lyophilisé contenant
0,1 % d’azide de sodium comme agent conservateur, qui est standardisé pour étre
faiblement réactif lorsqu'il est testé conformément au mode opératoire du test VDRL.

Le Nontreponemal Antigen Nonreactive Serum est un sérum humain lyophilisé
contenant 0,1 % d’'azide de sodium comme agent conservateur, qui est standardisé
pour étre non réactif lorsqu'il est testé conformément au mode opératoire du test
USR ou VDRL.
Avertissements et précautions :
1. Réservé au diagnostic in vitro.
2. AVERTISSEMENT : REACTIFS A RISQUE BIOLOGIQUE. Chaque unité
de donneur utilisée pour la préparation du VDRL Test Control Serum Set
a été testée par des méthodes sous licence FDA de dépistage d’anticorps
spécifiques du virus d'immunodéficience humaine (VIH) et de I'antigéne de
surface de I'hépatite B (AgHBSs) et s’est avérée négative (n’était pas réactive
a plusieurs reprises).



5.

Aucune méthode de test ne pouvant garantir avec certitude I'absence du VIH,

du virus de I'hépatite B ou d’autres agents infectieux, il convient de manipuler

ces réactifs en respectant des pratiques de sécurité biologique de niveau 2,

comme pour tout sérum ou échantillon sanguin humain capable de transmettre

une maladie infectieuse (voir le manuel Biosafety in Microbiological and

Biomedical Laboratories, 2007, publié par les Centers for Disease Control and

Prevention/National Institutes of Health des Etats-Unis).

Des microorganismes pathogénes, notamment les virus de I'hépatite et de

l'immunodéficience humaine, sont susceptibles d’étre présents dans les

échantillons cliniques. Respecter les « Précautions standard »10-13 et les

consignes en vigueur dans I'établissement pour manipuler tout objet contaminé

avec du sang ou d’autres liquides organiques.

VDRL Antigen

240764 BD VDRL Antigen ; 1 ampoule de 5 mL et 60 mL de sérum
physiologique

240765 BD VDRL Antigen ; 10 ampoules de 0,5 mL et 60 mL de sérum
physiologique

Danger

H225 Liquide et vapeurs trés inflammables. P210 Tenir a I'écart de la chaleur,
des surfaces chaudes, des étincelles, des flammes nues et de toute autre
source d'inflammation. Ne pas fumer. P280 Porter des gants de protection/
des vétements de protection/un équipement de protection des yeux/du visage.
P303+P361+P353 EN CAS DE CONTACT AVEC LA PEAU (ou les cheveux):
Enlever immédiatement tous les vétements contaminés. Rincer la peau a
I'eau/Se doucher. P370+P378 En cas d’incendie: pour I'extinction, utiliser un
extincteur a CO,, a poudre ou a eau. P403+P235 Stocker dans un endroit bien
ventilé. Tenir au frais. P501 Eliminer le contenu/récipient conformément aux
réglements locaux/régionaux/nationaux/internationaux.

235201 BD Difco VDRL Test Control Serum Set, 1 jeu de 3 flacons :
Nontreponemal Antigen Reactive Serum, un flacon de 3 mL
VDRL Weakly Reactive Serum, un flacon de 3 mL
Nontreponemal Antigen Nonreactive Serum, un flacon de 3 mL
Attention

H302 Nocif en cas d'ingestion. P264 Se laver soigneusement apres
manipulation. P301+P312 EN CAS D’INGESTION: Appeler un CENTRE
ANTIPOISON ou un médecin en cas de malaise. P501 Eliminer le
contenu/récipient conformément aux réglements locaux/régionaux/
nationaux/internationaux.

VDRL Test Control Serum Set Ce produit contient du caoutchouc naturel sec

AVERTISSEMENT : Les composants du sérum de contréle contiennent de 'azide
de sodium. L'azide de sodium est toxique par inhalation, contact avec la peau ou
ingestion. Au contact d’un acide, un gaz tres toxique est dégagé. Apres tout contact
avec la peau, laver immédiatement a grande eau. L'azide de sodium peut réagir au
contact du plomb ou du cuivre des canalisations et former des azides métalliques
trés explosifs. Lors de I'élimination, faire couler un volume d’eau important pour
éviter 'accumulation d’azides.

Instructions pour la conservation :
Conserver le VDRL Antigen dans I'obscurité a température ambiante (15 a 30 °C).

Conserver le VDRL Buffered Saline entre 15 et 30 °C. Conserver les flacons
entamés entre 2 et 8 °C.

Conserver les sérums de contréle lyophilisés du VDRL Test Control Serum Set
entre 2 et 8 °C.

Conserver les sérums de contréle reconstitués entre 2 et 8 °C s'ils sont utilisés
dans les 24 h. Ou aliquoter les sérums de contrdle en volumes suffisants pour une
journée de test et conserver les aliquotes a une température < -20 °C.

Ne pas utiliser les réactifs s'il présentent des signes de contamination,
d’évaporation, de précipitation ou d’autres signes de détérioration.

PRELEVEMENT ET PREPARATION DES ECHANTILLONS

1.

Dans un tube propre et ne contenant pas d’anticoagulant, recueillir 5 a 8 mL de
sang par ponction veineuse en conditions aseptiques.

Laisser le sang coaguler a température ambiante et centrifuger afin de séparer
le sérum.

Les échantillons sériques se conservent jusqu’a 4 h a température ambiante ;
au-dela, conserver entre 2 et 8 °C. Les échantillons sériques peuvent

étre conservés jusqu’a 5 jours au réfrigérateur ; au-dela, congeler a une
température inférieure a -20 °C. Eviter de multiplier les cycles de congélation et
décongélation des échantillons.

Les échantillons sériques doivent étre limpides, non hémolysés et dépourvus
de traces de contamination bactérienne (turbidité, hémolyse ou matieres
particulaires visibles). Consulter les publications citées en référence pour plus
d'informations sur le prélévement des échantillons..3.14

Avant I'analyse, chauffer les sérums a tester a 56 °C pendant 30 min. Les
échantillons n’ayant pas été testés dans les 4 h doivent étre réchauffés
pendant 10 min a 56 °C.

Les échantillons doivent se trouver une température comprise entre

23 et 29 °C au moment du test.

METHODE

Matériaux fournis : VDRL Antigen (Antigéne VDRL), VDRL Buffered Saline (VDRL
avec sérum physiologique tamponné), VDRL Test Control Serum Set (Jeu de
sérums de contréle du test VDRL).

Matériaux requis mais non fournis :

Sérum physiologique (0,9 % NaCl)

Seringue lavable de 1 mL

Aiguilles calibrées lavables a pointe non biseautée :

Test sérique : 18 G2
TestLCR:210u22 G

Flacons de 30 mL, ronds, a col étroit, de 35 mm de diamétre avec bouchons de
verre et fond plat

REMARQUE : Des fioles d’Erlenmeyer de 25 mL a bouchon de verre
soigneusement lavées peuvent remplacer les flacons de 30 mL.

Micropipette de 50 pL

Pipettes sérologiques graduées jusqu’a la pointe :
1,0 mL, graduées en centiémes de mL

5,0 mL, graduées en dixiémes de mL

10,0 mL, graduées en dixiémes de mL

Lames :

Test sérique : Lames de 50,8 x 76,2 mm environ avec anneaux de paraffine
ou de céramique de 14 mm de diamétre environ et de hauteur suffisante
pour empécher un débordement en cours de rotation (test du LCR). Lames
a concavités (Kline), 50,8 x 76,2 mm environ, épaisseur 3 mm, comptant
12 concavités de 16 mm de diamétre et 1,75 mm de profondeur

Porte-lames pour lames de 50,8 x 101,6 mm

Agitateur rotatif réglable a 180 + 2 tr/min, décrivant un cercle de 19 mm de diamétre
dans le plan horizontal.

Bain-marie (56 °C)
Microscope optique avec oculaire 10X et objectif 10X
Eau distillée ou désionisée stérile

Alcool absolu
Acétone

Minuterie

Preparation des reactifs

1.

Pour reconstituer les sérums de contréle, ajouter 3 mL de VDRL Test
Control Serum Set et faire tournoyer doucement pour dissoudre entierement
le contenu.

Chauffer les sérums de controle a 56 °C pendant 30 min. Les sérums non été
testés dans les 4 h doivent étre réchauffés pendant 10 min. a 56 °C.

Le VDRL Antigen et le VDRL avec sérum physiologique tamponné sont préts a
I'emploi pour préparer la suspension de VDRL Antigen. L'ampoule d’antigene
VDRL est pré-limée au niveau du goulot, comme le signale la bande visible.
Suivre la procédure indiquée ci-dessous pour ouvrir 'ampoule en verre :

a. Maintenir 'ampoule en position verticale de maniére a permettre au
contenu de sédimenter au fond, libérant ainsi la partie supérieure de
'ampoule. Si nécessaire, tapoter doucement le fond de 'ampoule sur une
surface plane.

b. Se protéger les mains du verre brisé en enveloppant grossiérement la
partie supérieure de 'ampoule dans une serviette en papier, un tissu léger
ou un morceau de gaze. Ceci permet d’éviter les coupures et les bris de
verre si la cassure du goulot de 'ampoule n’est pas nette.

c. Tout en maintenant le bas de 'ampoule d’'une main, saisir la partie
supérieure de 'ampoule entre le pouce et I'index de l'autre main, avec la
protection, juste au-dessus de la marque.

d. Maintenir fermement le fond tout en appuyant sur la partie supérieure, vers
I'extérieur, afin de la détacher. Une pression |égére appliquée correctement
permet d’obtenir une ouverture nette de 'ampoule ; toute force excessive
risque de provoquer la formation d’éclats de verre.

e. Retirer la protection de I'ampoule ouverte et jeter 'embout détaché. Le
produit peut désormais étre sorti de 'ampoule.

REMARQUE : les bords de 'ampoule ouverte peuvent étre tranchants. Ne pas
toucher cette zone.

Preparation de la verrerie specifique

Procéder comme suit pour laver a la main les seringues (sans démonter les
aiguilles) et les flacons a suspension :

1.

o s 0N

Rincer a I'eau courante.

Faire tremper la verrerie dans une solution détergente et laver soigneusement.
Rincer 6 a 8 fois a I'eau courante.

Rincer a I'eau distillée ou désionisée non usagée.

Rincer a I'alcool absolu.



6. Rincer a l'acétone.

7. Sécher a l'air jusqu’a disparition de I'odeur d’acétone.
8. Retirer les aiguilles des seringues avant de les ranger.
Lames a anneaux de ceramique :

1. Rincer a I'eau courante.

2. Laver avec une solution détergente adaptée a la verrerie.

3. Rincer 3 a4 fois a I'eau courante.

4. Rincer a I'eau distillée ou désionisée non usagée.

5. Sécher avec un chiffon non pelucheux. Si le sérum ne s’étale pas

uniformément sur la surface intérieure de I'anneau des lames nettoyées, traiter
la lame comme suit.

6. Frotter les lames avec un nettoyant non récurant.
7. Rincer, sécher et lustrer avec un chiffon non pelucheux propre.

Eviter un trempage prolongé des lames a anneaux de céramique dans une solution
détergente car les anneaux de céramique risquent de se fragiliser et de s’effriter.

Mode operatoire du test
Preparer la suspension d’antigene

Contréler le pH du VDRL avec sérum physiologique tamponné a 25 °C avant de
préparer la suspension de VDRL Antigen. Jeter le tampon si le pH différe de 6,0 + 0,1.

Laisser la température du VDRL Antigen et du VDRL Buffered Saline s’équilibrer
entre 23 et 29 °C avant de préparer la suspension de VDRL Antigen.

Utiliser uniqguement un flacon de suspension a fond plat pour permettre au VDRL
Buffered Saline initial de couvrir uniformément le fond du flacon. Sile VDRL
Buffered Saline perle ou ne s’étale pas uniformément au fond du flacon, laver

a nouveau le flacon comme indiqué ci-dessus. (Voir la REMARQUE ci-dessus
concernant I'utilisation des fioles de 25 mL a bouchon de verre).

Pour garantir la reproductibilité des résultats, contréler quotidiennement la réactivité
de la suspension de VDRL Antigen avec le VDRL Test Control Serum Set. Seules
les suspensions de VDRL donnant le profil de réactivité attendu pour le sérum de
contréle doivent étre utilisées.

1. Préparer une nouvelle suspension de VDRL Antigen chaque jour ou le test est
réalisé. La température du sérum physiologique tamponnée, de 'antigéne et
du matériel doit &tre comprise entre 23 et 29 °C lors de la préparation de la
suspension d’antigéne.

2. Déposer a la pipette 0,4 mL de VDRL Buffered Saline au fond d’un flacon rond
a fond plat et bouchon de verre de 30 mL. Incliner [égérement le flacon afin que
le VDRL Buffered Saline en recouvre entiérement le fond.

3. Ajouter 0,5 mL de VDRL Antigen (a partir de la moitié inférieure d’une pipette
de 1,0 mL graduée jusqu’a la pointe) directement dans le sérum physiologique
en faisant tournoyer doucement, mais en continu, le flacon sur une surface
plane. Ajouter I'antigene goutte-a-goutte a raison de 0,5 mL de solution
d’antigéne en 6 s. Maintenir la pointe de la pipette dans le tiers supérieur du
flacon. Ne pas éclabousser la pipette de sérum physiologique. La vitesse de
rotation appropriée s’obtient en faisant décrire au centre du flacon un cercle de
5 cm de diamétre environ trois fois par s.

4. Faire tomber la derniére goutte de solution d’antigene sans toucher le sérum
physiologique avec la pointe de la pipette et poursuivre la rotation du flacon
pendant 10 s.

5. Ajouter 4,1 mL de sérum physiologique tamponné a l'aide d’une pipette de
5 mL. Ne pas déposer le sérum physiologique directement dans la suspension
d’antigéne ; le faire s’écouler le long de la paroi du flacon.

6. Boucher le flacon et I'agiter en le retournant environ 30 fois en 10 sec. La
suspension d’antigéne est préte a 'emploi et doit étre utilisée pendant la
journée (8 h).

7. Mélanger la suspension de VDRL Antigen en la faisant tournoyer doucement
avant chaque utilisation. Ne pas mélanger la suspension par aspiration et
dépose a la seringue munie d’une aiguille, car cela risque de provoquer la
rupture des particules et une perte de réactivité.

Tester la precision de I'aiguille servant a deposer la suspension d’antigene

pour le test serique

1. La précision du test dépend de la quantité de suspension d’antigene utilisée.
Contréler périodiquement I'étalonnage de I'aiguille pour s’assurer que le
volume de suspension de VDRL Antigen distribué est conforme.

2. Pour effectuer des tests qualitatifs et quantitatifs sur le sérum, distribuer la
suspension d’antigéne avec une seringue munie d’une aiguille 18 G a pointe
non biseautée pouvant distribuer 60 + 2 gouttes de suspension d’antigéne par
mL en position verticale.

3. Monter l'aiguille sur une seringue de 1 mL. Remplir la seringue avec 0,5 mL
de suspension de VDRL Antigen. En tenant la seringue verticalement, compter
le nombre de gouttes distribuées a partir de 0,5 mL. L'aiguille est étalonnée
correctement lorsque 0,5 mL permettent de distribuer 30 + 1 gouttes.

4. Dans le cas contraire, remplacer I'aiguille. Etalonner l'aiguille neuve.
Test VDRL sur lame qualitatif sur le serum

1. Les tests de floculation sur lame pour le dépistage de la syphilis sont
influencés par la température ambiante. Pour obtenir des résultats de test
fiables et reproductibles, la suspension de VDRL Antigen, les controles et les
échantillons a tester doivent se trouver a une température comprise entre
23 a 29 °C au moment des tests.

2. Déposer 50 pL de sérum sur une lame a anneau de paraffine ou de céramique
a l'aide d’un pipetteur étalonné. Ne pas utiliser de lame de verre présentant
des concavités, puits ou anneaux de verre. Etaler le sérum d’'un mouvement
circulaire de I'extrémité de la pipette de sorte que le sérum couvre en totalité la
surface interne de I'anneau de paraffine ou de céramique.

3. Remettre en suspension délicatement la suspension de VDRL Antigen.

4. Tenir verticalement la seringue munie d’une aiguille contenant la suspension
de VDRL Antigen et distribuer plusieurs gouttes pour purger I'aiguille de I'air.
Puis, ajouter exactement 1 goutte entierement formée (17 pL) de suspension
d’antigéne a chaque cercle rempli de sérum. Ne pas toucher le sérum
avec l'aiguille.

5. Placer la lame sur 'agitateur rotatif mécanique. Faire tourner la lame
pendant 4 min a 180 + 2 tr/min. Si I'air ambiant est sec, couvrir les lames
d’un couvercle d’humidification humide pendant la rotation pour éviter une
évaporation excessive.

6. Sortir la lame de I'agitateur rotatif dés la fin de I'agitation et lire les résultats du
test au microscope optique avec un grossissement de 100x%.
Test VDRL quantitatif sur le serum

1. Pour doser des échantillons sériques par détermination du point de fin de
titrage, préparer des dilutions sériques sur la lame au 1/1, 1/2, 1/4 et 1/8.

2. Distribuer 50 uL de sérum physiologique a 0,9 % dans les cercles numérotés
de 2 a 4. Ne pas étaler le sérum physiologique.

3. Distribuer 50 pL de sérum dans le cercle 1 et 50 pL de sérum dans le cercle 2.

4. Mélanger le sérum physiologique et le sérum dans le cercle 2 par aspiration et
dépose a la pipette 8 fois de suite environ. Eviter de former des bulles.

5. Transférer 50 pL du cercle 2 (1/2) dans le cercle 3 (1/4) et mélanger.

6. Transférer 50 pL du cercle 3 (1/4) dans le cercle 4 (1/8), mélanger, puis jeter
les 50 pL restants.

7. Remettre en suspension délicatement la suspension d’antigéne.

8. Tenir a la verticale la seringue munie d’une aiguille contenant la suspension
d’antigéne et distribuer plusieurs gouttes pour purger 'aiguille de I'air. Puis,
ajouter exactement 1 goutte enti€rement formée (17 pL) de suspension
d’antigéne a chaque cercle.

9. Placer la lame sur 'agitateur rotatif mécanique. Faire tourner la lame
pendant 4 min & 180 # 2 tr/min. Si I'air ambiant est sec, couvrir les lames
d’un couvercle d’humidification humide pendant la rotation pour éviter une
évaporation excessive.

10. Dés la fin de I'agitation, lire les résultats du test au microscope optique avec un
grossissement de 100x.

11. Sila dilution la plus élevée testée (1/8) est réactive :

a. Préparer une dilution au 1/8 de I'échantillon testé en ajoutant 0,1 mL de
sérum a 0,7 mL de sérum physologique a 0,9 %. Bien mélanger.

b. Déposer 50 pL de sérum physiologique a 0,9 % dans les second, troisieme
et quatrieme anneaux de paraffine d’'une rangée de la lame. Préparer des
dilutions sériées supplémentaires pour les échantillons fortement réactifs.

c. Déposer 50 pL de dilution au 1/8 de I'échantillon a tester dans les anneaux
de paraffine 1 et 2.

d. Préparer des dilutions sériées au demi en commengant a I'anneau 2 et
terminer le test comme décrit ci-dessus.

Controle de qualite par l'utilisateur de la suspension de VDRL Antigen

1. Préparer une nouvelle suspension d’antigene chaque jour ou le test est réalisé.
Une fois préparée, la suspension doit étre utilisée dans les 8 h.

2. Utiliser la suspension d’antigéne préparée entre 23 et 29 °C.

3. Tester la réactivité de la suspension d’antigéne avec les sérums de contréle
(réactif, faiblement réactif et non réactif).

4. Nutiliser la suspension d’antigene que si elle produit la réactivité attendue avec
les sérums de contréle (réactif, faiblement réactif et non réactif).

Effectuer les contréles de qualité conformément aux réglementations nationales

et/ou internationales, aux exigences des organismes d’homologation concernés

et aux procédures de controle de qualité en vigueur dans I'établissement. Il est

recommandé a I'utilisateur de consulter les directives CLSI et la réglementation

CLIA concernées pour plus d’informations sur les modalités de contréle de qualité.

RESULTATS
Qualitatifs
1. Lire et reporter les résultats comme suit :
Agrégats de taille moyenne a grande - Réactif (R)
Agrégats de petite taille - Faiblement réactif (WR)
ABSENCE d’agrégats ou trés Iégéres impuretés - Non réactif (NR)

2. S'assurer que les sérums de controle donnent les résultats attendus (réactif,
faiblement réactif et non réactif). Si les réactions ne sont pas conformes, le test
n’est pas valide et les résultats ne doivent pas étre pris en compte.

3. Effectuer un test quantitatif jusqu’au point de fin de titrage sur tous les
échantillons sériques réactifs, faiblement réactifs ou non réactifs (« estimés »).



Quantitatifs

Rapporter le titre comme la dilution la plus élevée donnant un résultat de test positif
(et non un résultat faiblement positif). Par exemple :

Dilutions sériques :
— Rapport

N°(':ﬂ')'"e 12 | 14 | 18 | 1116 | 1:32 °P

R W N N N N Réactif, non dilué

R R W N N N Réactif, dilution & 1/2

R R R W N N Réactif, dilution a 1/4

W W R R W N Réactif, dilution a 1/8
N (estimé) W R R R N Réactif, dilution & 1/16

w N N N N N Faiblement positif, non dilué

Si la dilution au 1/32 est réactive, diluer plus encore par dilution sériée au demi
avec du sérum physiologique a 0,9 % (1/64, 1/128 et 1/256) et tester de nouveau
selon la méthode d’analyse quantitative.

Interpretation

1. Les résultats du test VDRL sur le sérum doivent étre confirmés par un test
tréponémique.

2. Le diagnostic de syphilis dépend des résultats du test VDRL, du test de
confirmation tréponémique, des signes et des symptémes cliniques, ainsi que
des facteurs de risque.

3. Untest VDRL positif (sérum réactif) peut indiquer une infection passée
ou présente par un tréponeme pathogéne. Cependant, il peut s’agir
d’un faux positif. Un faux positif est révélé par un test de confirmation
tréponémique négatif.

4. Un test VDRL négatif (sérum non réactif) associé a un tableau clinique de
syphilis peut indiquer une syphilis primaire précoce, un effet prozone d’'une
syphilis en phase secondaire ou une syphilis tardive.

5. Un test VDRL négatif sans tableau clinique évocateur de syphilis indique une
absence d'infection ou une infection traitée avec succes.

6. Un test VDRL quantitatif est sensible aux variations de titre de réagine. Par
conséquent, un titre sérique multiplié par quatre peut indiquer une infection,
une réinfection ou I'échec d’un traitement. De méme, un titre sérique divisé par
quatre en cours de traitement indique un traitement adéquat de la syphilis.

Test VDRL sur liquide cephalorachidien

Consulter les publications citées en référence pour plus d’informations sur la
méthode de test VDRL sur le liquide céphalorachidien.!

LIMITES DE LA PROCEDURE

Un effet prozone peut expliquer la non réactivité d’un sérum non dilué. L'effet
prozone aboutit souvent & des résultats faiblement positifs (sérum faiblement
réactif) ou négatifs « estimés ». Par conséquent, les échantillons qui présentent de
tels résultats doivent étre analysés quantitativement.

Des faux positifs peuvent étre obtenus avec des tests non tréponémiques chez les
toxicomanes et en cas de lupus érythémateux, mononucléose, malaria, |épre ou
pneumonie virale, ou chez les individus récemment vaccinés.!

Des réactions croisées sont possibles avec d’autres infections tréponémiques,
comme le pian, la caraté, le bejel ou le siti.

Lors de la production, le VDRL Antigen est testé uniquement sur du sérum.
Consulter les publications citées en référence pour adapter les produits et les
méthodes de test du sérum au test du LCR." L'utilisateur assume la responsabilité
des modifications apportées aux produits et aux méthodes et des procédures de
controle de qualité nécessaires.

La sensibilité du test décroit si la température de la zone de test, des échantillons
ou des réactifs est inférieure a 23 °C ; si la température est supérieure a 29 °C, la
sensibilité du test est accrue.’

Les résultats du test sont imprévisibles avec des échantillons hémolysés,
contaminés ou présentant une turbidité tres importante. Le plasma n’est pas un
échantillon acceptable.

Pour garantir des résultats de test corrects, respecter scrupuleusement la vitesse te
la durée de rotation des échantillons et de I'antigéne.

CARACTERISTIQUES DE PERFORMANCES15:16

Les performances du test sur lame VDRL ont été comparées a celles de deux
tests a la réagine plasmatique rapide (RPR) sur carte et du test FTA-ABS
d’immunofluorescence absorbée du tréponéme dans une étude du diagnostic de la
syphilis menée par Perryman, Larsen, Hambie, Pettit, Mullally et Whittington. 5 Des
échantillons sériques frais obtenus aupres de 505 individus ont été testés selon ces
quatre méthodes de test.

Parmi les 505 échantillons sériques frais, 57 sérums étaient réactifs avec au

moins I'un des tests non tréponémiques. Les trois sérums donnant des résultats

de test FTA-ABS limites n’ont pas été pris en compte dans le tableau. Le

tableau 1 récapitule la distribution des sérums réactifs entre les trois tests non
tréponémiques et le test FTA-ABS.15

Tableau 1
Profil de réactivité des tests non 'Non_ﬂ?r('e _de serums ayant 1a
tréponémiques? Nomb réactivité indiquée avec le test
ombre FTA-ABS?
Test sur carte RPR de sérums
TestRPR | Lame ayantf-fe
rofi
Test RPR standard | VDRL p R B N
ne1
ne 2
R R R 43 38 2 3
N R R 1 1
N N R 4 2 2
N R N 1 1
R R N 5 5
R N N 1 1
R N R 2 1 1

aR, réactif ; B, limite ; N, non réactif
Le tableau 2 récapitule les diagnostics associés aux tests non
tréponémiques réactifs. 5

Tableau 2
Nombre de sérums ayant la réactivité indiquée avec le test
suivant?
Test sur carte RPR
Stade de la syphilis Test Test sur lame Test FTA-ABS
Testno1 | standard VDRL
ne 2
RIN[RIN]JRJW[N]R]BI]N
Primaire
Non traitée [ s [ 1]6] [ 4] 2] [ 6 [ [
Traitée [ 71171711511 21]8] [
Secondaire
Non traitée [ 6 [ [ 6 | [ 6 | [ [ 6 [ [
Traitée [ 5 ] [ 5 ] [ 5 | [ [ 5 | [
Latente
Non traitée 9 8 1 8 1 8 1
Traitée 15 1 15 1 10 3 3 14 2
?yrgiﬁ;dents de 1 1 1 1 > P
Autres MST 3 2 2 3 3 2 2 3

aR, réactif ; N, non réactif ; W, faiblement réactif (considéré réactif dans le

tableau) ; B, limite

La sensibilité des trois tests non tréponémiques, calculée d’aprés les 21 cas de
syphilis non traitée, était de 95,2 % (résultats concordants pour 20 tests sur 21). La
sensibilité du test sur lame VDRL, calculé d’aprés les tests réalisés sur le sérum de
31 patients syphilitiques traités, était de 83,9 % (résultats concordants pour 26 tests
sur 31). La sensibilité globale (syphilis non traitée et traitée) était de 88,5 % pour le
test sur lame VDRL, contre 92,3 % pour les deux tests sur carte RPR.

La spécificité des trois tests non tréponémiques calculée d’aprés les 453 sérums
recueillis sur des patients présumés non syphilitiques était de 99,3 % pour le

test RPR no 1, 99,6 % pour le test RPR standard n° 2 et 98,9 % pour le test sur
lame VDRL.15

Dans une autre étude réalisée Pope, Hunter et Feeley'6 au centre
épidémiologique d’Atlanta aux Etats-Unis, 297 sérums ont été testés par méthode
immunoenzymatique ELISA, test VDRL sur lame, test FTA-ABS et test de micro-
hémagglutination des anticorps spécifiques de T. pallidum (MHA-TP). Le tableau
3 ci-dessous récapitule les sensibilités et spécificités de chacune des méthodes
publiées dans cette étude.6

Tableau 3
Test Sensibilité Spécificité
ELISA 89,3 % 98,5 %
VDRL 93,3 % 92,7 %
FTA-ABS 100 % 97,8 %
MHA-TP 76 % 98,2 %
CONDITIONNEMENT

No ref. Description
240764 BD VDRL Antigen ; 1 ampoule de 5 mL et 60 mL de sérum physiologique
240765 BD VDRL Antigen ; 10 ampoules de 0,5 mL et 60 mL de sérum
physiologique
235201 BD Difco VDRL Test Control Serum Set, 1 jeu de 3 flacons :
Nontreponemal Antigen Reactive Serum, un flacon de 3 mL
VDRL Weakly Reactive Serum, un flacon de 3 mL
Nontreponemal Antigen Nonreactive Serum, un flacon de 3 mL
REFERENCES : voir la rubrique “References” du texte anglais.

Service et assistance technique de BD Diagnostics : contacter votre représentant
local de BD.
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BD Difco VDRL Test Control Serum Set

Deutsch

VERWENDUNGSZWECK

VDRL Antigen wird empfohlen zur Verwendung beim VDRL-Test (Venereal Disease
Research Laboratory Test)! zum Nachweis von Reagin (einer antikdrperahnlichen
Substanz) mittels qualitativer und quantitativer Objekttrager-Flockungstests.

Der VDRL Test Control Serum Set (VDRL-Test-Kontrollserum-Satz) wird fur
die Verwendung bei der VDRL Antigen-Qualitatskontrolle mittels Objekttrager-
Flockungstest empfohlen.

ZUSAMMENFASSUNG UND ERKLARUNG

Treponema pallidum ist der Erreger von Syphilis. Syphilis ist eine chronische
Infektionskrankheit mit zahlreichen klinischen Manifestationen, die in verschiedenen
Stadien auftreten. Fir den Nachweis der Erkrankung in den einzelnen Stadien
werden spezifische Labortests empfohlen.2-4

VDRL Antigen ist ein Nicht-Treponema-Antigen und besteht aus Cardiolipin,
Cholesterin und Lecithin. Nicht-Treponema-Tests dienen zur Messung von
Anti-Lipid-Antikérpern, die der Wirt zu Beginn einer T. pallidum-Infektion als
Reaktion auf die Lipidfreisetzung aus geschadigten Wirtszellen sowie auf von
der Treponemen-Zelloberflache stammendes lipidahnliches Material bildet.5 Bei
einer Syphilis-Infektion ist im Serum des Patienten eine als Reagin bezeichnete
antikorperahnliche Substanz nachweisbar. Bei Neurosyphilis ist Reagin im
Liquor nachweisbar.

Reaktive Nicht-Teponema-Tests bestatigen die Diagnose bei Vorliegen einer
Frihsyphilis oder Spatsyphilis mit Lasionen. Sie liefern einen Hinweis bei
subklinischer latenter Syphilis und sind wirksame Hilfsmittel fir den Fallnachweis
im Rahmen epidemiologischer Untersuchungen. Im Hinblick auf die Beobachtung
des Ansprechens der Therapie sind Nicht-Treponema-Tests den Treponema-Tests
Uberlegen.3

Nicht-Treponema-Antigentests sind nicht vollkommen syphilis-spezifisch und zeigen
auch nicht in allen Stadien der Syphilis eine zufriedenstellende Empfindlichkeit.
Wenn die Ergebnisse eines Nicht-Treponema-Antigentests nicht mit dem klinischen
Erscheinungsbild tbereinstimmen, ist ein Treponema-Antigentest, wie bspw. der
FTA-ABS-Test,23 durchzufiihren. Nicht-Treponema-Tests, wie bspw. der VDRL-Test,
werden flr das Screening von Patientenseren eingesetzt, wahrend Treponema-
Tests, wie der FTA-ABS-Test, zur Bestatigung herangezogen werden. Die
Wahrscheinlichkeit eines reaktiven VDRL-Testergebnisses in den verschiedenen
Stadien einer unbehandelten Syphilis wird folgendermaRen angegeben:3

Stadien der unbehandelten Syphilis Reaktiver VDRL-Test (%)
Primérstadium 78
Sekundarstadium 100
Latenzphase 96
Spéatsyphilis 71

VERFAHRENSGRUNDLAGEN

Beim VDRL-Test wird das Patientenserum durch Warmeeinwirkung inaktiviert
und mit einer VDRL Antigen-Puffer-Kochsalzlésungssuspension vermischt, die
Cardiolipin, Lecithin und Cholesterin enthalt. Beim Kombinieren von Reagin und
VDRL Antigen bilden sich mikroskopische Kliimpchen, was als Flockenbildung
bezeichnet wird. In abgewandelter Form kann das Serumverfahren auch fiir das
Testen von Liquor angewandt werden.!

REAGENZIEN

VDRL Antigen besteht aus 0,03 % Cardiolipin und 0,9 % Cholesterin, in absolutem

Alkohol geldst, mit einer ausreichenden Menge Lecithin (ca. 0,20 %) zur Erzielung

einer standardmaRigen Reaktivitat. Seine Herstellung erfolgt unter Abwandlung der
Anweisungen von Harris, Rosenberg und Riedel.¢ Cardiolipin und Lecithin werden

gemaf den Anweisungen von Pangborn hergestellt.7.8.9

VDRL Puffer-Kochsalzlésung ist eine 1%ige Natriumchlorid-Lésung (pH 6,0 + 0,1)
mit 0,05 % Formaldehyd als Konservierungsmittel.

Nontreponemal Antigen Reactive Serum (auf Nicht-Treponema-Antigen

reaktives Serum) ist ein lyophilisiertes Humanserum mit 0,1 % Natriumazid als
Konservierungsmittel und erbringt auf Grund seiner Standardisierung beim Testen
mit dem USR- oder VDRL-Testverfahren ein reaktives Ergebnis.

VDRL Weakly Reactive Serum (bei VDRL schwach reaktives Serum) ist ein
lyophilisiertes Humanserum mit 0,1 % Natriumazid als Konservierungsmittel und
erbringt auf Grund seiner Standardisierung beim Testen mit dem USR- oder VDRL-
Testverfahren ein schwach reaktives Ergebnis.

Nontreponemal Antigen Nonreactive Serum (auf Nicht-Treponema-Antigen nicht
reaktives Serum) ist ein lyophilisiertes Humanserum mit 0,1 % Natriumazid als
Konservierungsmittel und erbringt auf Grund seiner Standardisierung beim Testen
mit dem USR- oder VDRL-Testverfahren ein nicht reaktives Ergebnis.

Warnungen und Vorsichtsmafnahmen:
1. In-vitro-Diagnostikum.

2. WARNUNG: POTENZIELL BIOGEFAHRLICHE REAGENZIEN. Alle
zur Herstellung des VDRL Test Control Serum Set herangezogenen
Spendereinheiten wurden mit einer von der US-amerikanischen
Gesundheitsbehérde FDA zugelassenen Methode auf das Vorliegen von
Antikorpern gegen das HI-Virus (HIV) und das Hepatitis-B-Oberflachenantigen
(HbsAg) getestet und fiir negativ befunden (nicht wiederholt reaktiv).

Da keine Testmethode das Vorliegen von HIV, Hepatitis-B-Virus oder anderer
infektidser Substanzen vollstandig ausschlielen kann, sind diese Reagenzien
gemaR den Auflagen der Biosicherheitsstufe 2 (Biosafety Level 2) zu

handhaben, wie sie in der folgenden Veréffentlichung der US-amerikanischen
Gesundheitsbehdrden fiir alle potenziell infektiosen Humanseren oder
-blutproben empfohlen werden: Centers for Disease Control/National Institutes of
Health Manual Biosafety in Microbiological and Biomedical Laboratories, 2007.

3. Klinische Proben kénnen pathogene Mikroorganismen, wie z.B. Hepatitis-
Viren und HIV, enthalten. Beim Umgang mit allen mit Blut oder anderen
Korperflissigkeiten kontaminierten Artikeln sind die “Allgemeinen
Vorsichtsmafnahmen”10-13 sowie die einschlagigen Institutionsrichtlinien
zu beachten.

4. VDRL Antigen

240764 BD VDRL Antigen, eine (1) 5-mL-Ampulle mit 1 x 60 mL
Kochsalzlésung

240765 BD VDRL Antigen, zehn (10) 0,5-mL-Ampullen mit 1 x 60 mL
Kochsalzlésung

Gefahr

H225 Flissigkeit und Dampf leicht entziindbar. P210 Von Hitze, heilRen
Oberflachen, Funken, offenen Flammen sowie anderen Ziindquellenarten
fernhalten. Nicht rauchen. P280 Schutzhandschuhe/Schutzkleidung/
Augenschutz/Gesichtsschutz tragen. P303+P361+P353 BE| BERUHRUNG
MIT DER HAUT (oder dem Haar): Alle kontaminierten Kleidungsstiicke sofort
ausziehen. Haut mit Wasser abwaschen/duschen. P370+P378 Im Brandfall:
Léschen mit CO,, Pulver oder Spriihwasser. P403+P235 Kiihl an einem

gut bellfteten Ort aufgewahren. P501 Inhalt/Behalter gemaR den ortlichen/
regionalen/nationalen/internationalen Bestimmungen entsorgen.

235201 BD Difco VDRL Test Control Serum Set, 1 Satz von 3 Flaschchen:
Nontreponemal Antigen Reactive Serum, ein 3-mL-Flaschchen
VDRL Weakly Reactive Serum, ein 3-mL-Flaschchen
Nontreponemal Antigen Nonreactive Serum, ein 3-mL-Flaschchen
Achtung

H302 Gesundheitsschadlich bei Verschlucken. P264 Nach Gebrauch
grindlich waschen. P301+P312 BEI VERSCHLUCKEN: Bei Unwohlsein
GIFTINFORMATIONSZENTRUM oder Arzt anrufen. P501 Inhalt/
Behalter gemal den értlichen/regionalen/nationalen/internationalen
Bestimmungen entsorgen.

5. VDRL Test Control Serum Set
Dieses Produkt enthalt Naturkautschuk (getrocknet).

WARNUNG: Die Komponenten des Kontrollserums enthalten Natriumazid.
Natriumazid ist giftig beim Einatmen, bei Beriihrung mit der Haut und beim
Verschlucken. Bei Kontakt mit Saure entstehen hochgiftige Gase. Bei Kontakt

mit der Haut sofort mit viel Wasser abwaschen. Natriumazid kann mit Blei- und
Kupferleitungen reagieren und hochexplosive Metallazide bilden. Beim Entsorgen
mit sehr viel Wasser nachspllen, um Azidansammlungen zu vermeiden.
Aufbewahrung:

VDRL Antigen bei Raumtemperatur (15 — 30 °C) im Dunkeln lagern.

VDRL Buffered Saline bei 15 — 30 °C lagern. Nach dem Anbruch der Flasche bei
2-8°C lagern.

Lyophilisierte Kontrollseren im VDRL Test Control Serum Set bei 2 — 8 °C lagern.
Die Kontrollseren nach dem Rehydrieren bei 2 — 8 °C lagern, sofern der Inhalt
innerhalb eines Tages aufgebraucht wird. Andernfalls kénnen die Kontrollseren
auch in ausreichend grofe Teilmengen fiir jeweils einen Testtag aufgeteilt und bei
<-20 °C gelagert werden.

Die Reagenzien bei Anzeichen von Kontamination, Verdunstung, Niederschlag oder
sonstigen Anzeichen von Produktverfall nicht verwenden.

PROBENENTNAHME UND -VORBEREITUNG

1. Mit aseptischer Venenpunktionstechnik 5 — 8 mL Blut in ein sauberes,
trockenes Roéhrchen ohne Antikoagulans entnehmen.

2. Das Blut bei Raumtemperatur gerinnen lassen und zur
Serumgewinnung zentrifugieren.

3. Serumproben kénnen bei Raumtemperatur bis zu 4 h lang gelagert werden.
Nach Ablauf von 4 h bei 2 — 8 °C lagern. Serumproben kénnen bis zu 5
Tage lang gekiihlt und anschlieRend bei < -20 °C gefroren gelagert werden.
Wiederholtes Einfrieren und Auftauen der Proben vermeiden.

4. Serumproben missen klar und hamolysefrei sein und diirfen keine sichtbaren
Anzeichen von Bakterienkontamination, wie Triibung, Hamolyse oder Partikel,
aufweisen. Weitere Informationen zur Probenentnahme sind der einschlagigen
Literatur zu entnehmen.1.3.14



5. Die Testseren vor der Testdurchfiihrung 30 min lang bei 56 °C erwéarmen.
Proben, die nicht innerhalb von 4 h getestet werden, sind 10 min lang bei 56 °C
aufzuwarmen.

6. Bei der Testdurchfiihrung miissen die Proben eine Temperatur von
23 —29 °C haben.
VERFAHREN

Mitgelieferte Materialien: VDRL Antigen, VDRL Buffered Saline, VDRL Test
Control Serum Set.

Benétigtes, jedoch nicht mitgeliefertes Arbei ial:
0,9 % Kochsalzlésung
Wiederverwendbare Spritze (1 mL)
Wiederverwendbare kalibrierte Kanllen ohne Anschréagung:
Serumtest: 18 G
Liquortest: 21 oder 22 G

Flaschen (30 mL), rund, mit enger Offnung, 35 mm Durchmesser, mit Glasstopfen
und flacher innerer Bodenflache.

HINWEIS: Sollten keine 30-mL-Flaschen verfiigbar sein, kénnen stattdessen
auch gut gereinigte, mit Glasstopfen versehene 25-mL-Erlenmeyerkolben
verwendet werden.

Mikropipette (50 pL)

bis zur Spitze skalierte Serologiepipetten:
1,0 mL mit 1/100-mL-Skalierung;

5,0 mL mit 1/10-mL-Skalierung;

10,0 mL mit 1/10-mL-Skalierung;
Objekttrager:

Serumtest: 50,8 mm x 76,2 mm, mit Paraffin- oder Keramikringen von

ca. 14 mm Durchmesser und ausreichender Hohe zur Verhiitung von
Flussigkeitsaustritt wahrend des Rotierens beim Liquortest: Kline-Objekttrager
mit Kavitaten, 76,2 mm x 50,8 mm x 3 mm Dicke, 12 Kavitaten (16 mm
Durchmesser und 1,75 mm Tiefe).

Objekttrager-Halter fiir Objekttrager von 50,8 x 101,6 mm.

Auf 180 + 2 U/min einstellbarer mechanischer Rotationsarm, der einen horizontalen
Kreis von 19 mm Durchmesser beschreibt.

Wasserbad (56 °C)

Lichtmikroskop mit 10x-Okular und 10x-Objektiv

Steriles destilliertes oder deionisiertes Wasser

Absoluter Alkohol

Aceton

Zeitgeber

Vorbereitung der Reagenzien

1. Zum Rehydrieren der Kontrollseren im VDRL Test Control Serum Set 3 mL
steriles destilliertes Wasser zugeben und behutsam rotieren, bis der Inhalt
vollstandig gelost ist.

2. Die Kontrollseren 30 min lang bei 56 °C erwarmen. Kontrollseren, die nicht
innerhalb von 4 h getestet werden, sind 10 min lang bei 56 °C aufzuwarmen.

3. VDRL Antigen und VDRL Buffered Saline sind unmittelbar fiir die Herstellung
von VDRL Antigen-Suspension gebrauchsfertig. Die VDRL Antigen-Ampulle
weist im Halsbereich eine Sollbruchstelle auf, die durch ein sichtbares Band
gekennzeichnet ist. Die Glasampulle entsprechend den nachfolgenden

Anweisungen 6ffnen:

a. Die Ampulle aufrecht halten, damit sich der Inhalt im unteren Bereich der
Ampulle sammeln kann und so der Kopfraum frei wird. Bei Bedarf mit dem
Ampullenboden vorsichtig auf eine glatte Oberflache klopfen.

b. Hande vor Glasscherben schiitzen, in dem der obere Teil der Ampulle
locker mit einem Papiertuch, einem leichten Tuch oder einem Stiick
Gaze umwickelt wird. Wenn die Ampulle nicht sauber bricht, kénnen so
Schnittverletzungen vermieden und die Scherben aufgefangen werden.

c. Mit einer Hand den unteren Teil festhalten, und mit der anderen Hand und
dem Tuch den oberen Teil der Ampulle genau tber der Sollbruchstelle mit
Daumen und Zeigefinger greifen.

d. Unteren Teil gut festhalten und zugleich oberen Teil mit leichtem,
gleichméaRigem Druck vom Korper weg driicken. Bei korrekt angewandtem
leichtem Druck bricht die Ampulle sauber auf, bei zu viel Druckausiibung
kann die Ampulle zerbrechen.

e. Geoffnete Ampulle aus dem Tuch nehmen und oberen Teil entsorgen. Das
Produkt kann jetzt aus der Ampulle entnommen werden.

HINWEIS: Die gedffnete Ampulle kann scharfe Kanten an der Bruchstelle

aufweisen. Diesen Bereich nicht beriihren.

Vorbereitung spezifischer Glasutensilien

Spritzen mit Kaniilen und Suspensionsflaschen folgendermaRen von Hand waschen:
Mit Leitungswasser spllen.

In einer Reinigungslosung fiir Glasutensilien einweichen und griindlich waschen.
Mit Leitungswasser 6 — 8 Mal splilen.

Mit frischem destilliertem oder deionisiertem Wasser spilen.

Mit absolutem Alkohol spiilen.

Mit Azeton spiilen.

An der Luft trocknen lassen, bis der Azetongeruch vollstandig verschwunden ist.

NGO RA N

Vor dem Verwahren die Kaniilen von den Spritzen entfernen.
Objekttrager mit Keramikringen:
1. Mit Leitungswasser spllen.

2. Mit einer Reinigungsl6sung fiir Glasutensilien waschen.

3. Mit Leitungswasser 3 — 4 Mal spulen.

4. Mit frischem destilliertem oder deionisiertem Wasser spilen.

5. Mit einem fusselfreien Tuch abtrocknen. Lasst sich das Serum auf einem

gereinigten Objekttrager nicht gleichmaBig im Inneren des Kreises verteilen,
wie im Folgenden beschrieben vorgehen.

6. Objekttrager mit einem nicht scheuernden Reinigungsmittel schrubben.
7. Abspllen und mit einem sauberen fusselfreien Tuch abtrocknen und polieren.

Objekttrager mit Keramikringen nicht langere Zeit in der Reinigungslésung
einweichen, da dies zum Briichigwerden und Absplittern der Keramikringe fiihrt.

Testverfahren
Herstellung der AntigenSuspension

Vor dem Herstellen der VDRL Antigen-Suspension den pH-Wert der VDRL
Buffered Saline bei 25 °C prifen. Bei pH-Werten auflerhalb des Bereichs von
6,0 + 0,1 entsorgen.

VDRL Antigen und VDRL Buffered Saline vor dem Herstellen der VDRL Antigen-
Suspension 23 — 29 °C erreichen lassen.

Nur Suspensionsflaschen mit flacher innerer Bodenflache verwenden, damit

die anfangliche VDRL Buffered Saline den Flascheninnenboden gleichméaRig
bedecken kann. Sollte die VDRL Buffered Saline Perlen bilden oder den
Flaschenboden nicht gleichméaRig bedecken, die Flasche erneut waschen, wie
oben beschrieben. (Siehe den obigen HINWEIS bezliglich der Verwendung von
25-mL-Kolben mit Glasstopfen.)

Zur Erzielung reproduzierbarer Ergebnisse muss die VDRL Antigen-Suspension
taglich im Hinblick auf einwandfreie Reaktivitat mit dem VDRL Test Control Serum
Set gepriift werden. Es sollten ausschlieflich VDRL-Suspensionen verwendet
werden, welche die festgelegten Kontrollserum-Reaktivitatsmuster erbringen.

1. Die VDRL Antigen-Suspension an jedem Testtag frisch herstellen. Die
Temperatur von Puffer-Kochsalzlésung, Antigen und Geratschaften
sollte zum Zeitpunkt der Herstellung der Antigensuspension zwischen
23 und 29 °C betragen.

2. Aufden Boden einer runden 30-mL-Flasche mit Glasstopfen und flacher
innerer Bodenflache 0,4 mL VDRL Buffered Saline pipettieren. Die Flasche
behutsam kippen, so dass die VDRL Buffered Saline die gesamte innere
Bodenflache der Flasche bedeckt.

3. Unter standigem, jedoch behutsamem Drehen der Flasche auf einer ebenen
Flache aus der unteren Halfte einer bis zur Spitze skalierten 1,0-mL-Pipette
0,5 mL VDRL Antigen direkt in die Kochsalzlésung geben. Das Antigen
tropfenweise zugeben (mit einer Rate von ca. 0,5 mL Antigen pro 6 sec). Die
Pipettenspitze im oberen Flaschendrittel halten. Keine Kochsalzlésung auf
die Pipette spritzen. Die korrekte Rotationsgeschwindigkeit ist dann erreicht,
wenn der Flaschenmittelpunkt ca. 3 Mal pro sec einen Kreis von 5 cm
Durchmesser beschreibt.

4. Den letzten Tropfen Antigen aus der Pipette abgeben, ohne die Kochsalzlésung
mit der Pipette zu berlihren, und die Flasche weitere 10 sec lang rotieren.

5. Aus einer 5-mL-Pipette 4,1 mL Puffer-Kochsalzlésung hinzugeben. Die
Kochsalzlésung nicht direkt auf das Antigen tropfen lassen, sondern an den
Seiten der Flasche herunterflieRen lassen.

6. Die Flasche verschlieRen und ca. 30 Mal in 10 sec von oben nach unten
schitteln. Damit ist die Antigensuspension gebrauchsfertig und fir diesen Tag
(8 h) einsatzbereit.

7. Die VDRL Antigen-Suspension bei jeder Verwendung durch behutsames
Schwenken mischen. Die Suspension nicht durch Aufnehmen und Abgeben
mit Spritze und Kaniile mischen, da dies zum Zerfall von Partikeln und zu
Reaktivitatsverlusten fiihren kann.

Priifung der Genauigkeit der AntigenSuspensionskaniile fiir den SerumTest

1. Die Genauigkeit des Tests ist abhangig von der verwendeten Menge
Antigensuspension. Die Kalibrierung der Kaniile ist in regelmaRigen Abstéanden
zu Uberpriifen, um sicherzustellen, dass das korrekte Volumen an VDRL
Antigen-Suspension abgegeben wird.

2. Fur qualitative und quantitative Serumtests die Antigensuspension aus einer
Spritze mit 18-G-Kanlle ohne Anschragung abgeben, die 60 + 2 Tropfen
Antigensuspension pro mL dispensiert, wenn sie senkrecht gehalten wird.

3. Die Kaniile an einer 1-mL-Spritze montieren. Die Spritze mit VDRL
Antigen-Suspension fiillen. Die Spritze senkrecht halten und die Anzahl der
abgegebenen Tropfen in 0,5 mL zahlen. Die Kaniile ist dann korrekt kalibriert,
wenn 0,5 mL in 30 £ 1 Tropfen abgegeben werden.

4. Die Kanlle ersetzen, falls diese Spezifikation nicht eingehalten wird. Die
Kalibrierung fiir die neue Kaniile wiederholen.



Qualitativer VDRL-Objekttrager-Serumtest

1. Objekttrager-Flockungstests auf Syphilis werden von der Raumtemperatur
beeinflusst. Zur Erzielung zuverlassiger und reproduzierbarer Testergebnisse
missen die VDRL Antigen-Suspensionen, Kontrollen und Testproben bei der
Testdurchfiihrung Raumtemperatur (23 — 29 °C) aufweisen.

2. Unter Zuhilfenahme einer Sicherheitspipette 50 pL Serum in einen Ring eines
Objekttragers mit Paraffin- oder Keramikringen pipettieren. Keine glasernen
Objekttrager mit Kavitaten, Vertiefungen oder Glasringen verwenden. Das
Serum mit einer kreisférmigen Bewegung der Pipettenspitze verteilen, so dass
das Serum die gesamte Innenflache des Paraffin- oder Keramikrings bedeckt.

3. Die VDRL Antigen-Suspension behutsam erneut suspendieren.

4. Die Spritze und Kanlle mit der VDRL Antigen-Suspension senkrecht halten
und mehrere Tropfen abgeben, um die Luft aus der Kaniile zu entfernen.
Anschlielend exakt 1 frei fallenden Tropfen (17 pL) Antigensuspension in jeden
Kreis mit Serum hinzugeben. Die Kaniile darf das Serum nicht beriihren.

5. Den Objekttrager auf dem mechanischen Rotationsarm platzieren. Den
Objekttrager 4 min lang bei 180 + 2 U/min rotieren lassen. Wird dieser Test
in trockenem Klima durchgefiihrt, die Objekttrager wahrend des Rotierens
mit einer feuchten und feuchtigkeitsspendenden Abdeckung versehen, um
libermafiges Verdunsten zu vermeiden.

6. Den Objekttrager unmittelbar nach dem Rotieren vom Rotationsarm nehmen,
und die Testergebnisse bei 100facher VergrofRerung mikroskopisch ablesen.

Quantitativer VDRL-Serumtest

1. Zur quantitativen Bestimmung eines Endtiters fiir Serumproben auf dem
Objekttrager Serumverdiinnungen von 1:1, 1:2, 1:4 und 1:8 herstellen.

2. Indie Kreise Nr. 2 — 4 jeweils 50 pL 0,9%ige Kochsalzlésung abgeben. Die
Kochsalzlésung nicht verteilen.

3. InKreis Nr. 1 50 yL Serum geben, und in Kreis Nr. 2 50 uL Serum geben.

4. Die Kochsalzlésung und das Serum in Kreis Nr. 2 vermischen; dazu
das Gemisch ca. 8 Mal mit der Pipette aufnehmen und wieder abgeben.
Blasenbildung vermeiden.

5. Aus Kreis Nr. 2 (1:2) 50 pL in Kreis Nr. 3 (1:4) transferieren und mischen.

6. Aus Kreis Nr. 3 (1:4) 50 pL in Kreis Nr. 4 (1:8) transferieren, vermischen, und
anschlieRend die letzten 50 pL entsorgen.

7. Die Antigensuspension behutsam erneut suspendieren.

8. Die Spritze und Kaniile mit der Antigen-Suspension senkrecht halten
und mehrere Tropfen abgeben, um die Luft aus der Kaniile zu entfernen.
AnschlieRend exakt 1 frei fallenden Tropfen (17 pL) Antigensuspension in jeden
Kreis hinzugeben.

9. Den Objekttrager auf dem mechanischen Rotationsarm platzieren. Den
Objekttrager 4 min lang bei 180 + 2 U/min rotieren lassen. Wird dieser Test
in trockenem Klima durchgefiihrt, den Objekttrager wahrend des Rotierens
mit einer feuchten und feuchtigkeitsspendenden Abdeckung versehen, um
UibermaRiges Verdunsten zu vermeiden.

10. Unmittelbar nach dem Rotieren die Testergebnisse bei 100facher VergroRerung
mikroskopisch ablesen.
11. Ist die starkste getestete Verdiinnung (1:8) reaktiv:
a) Eine 1:8-Verdlinnung der Testprobe herstellen; dazu 0,1 mL Serum zu
0,7 mL 0,9%iger Kochsalzlésung geben. Gut durchmischen.
In den zweiten, dritten und vierten aufeinander folgenden Paraffinring des
Objekttragers 50 pL 0,9%ige Kochsalzlésung geben. Fir stark reaktive
Proben zusatzliche Reihenverdiinnungen herstellen.
In die Paraffinringe Nr. 1 und 2 jeweils 50 pL der im Verhaltnis
1:8 verdiinnten Testprobe geben.
Beginnend mit Ring Nr. 2 doppelte Reihenverdiinnungen herstellen, und
den oben beschriebenen Test durchfiihren.
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Qualitatskontrolle Durch den Anwender - VDRL Antigen-Suspension

1. Die Antigensuspension an jedem Testtag frisch herstellen. Nach der
Zubereitung innerhalb von 8 h verbrauchen.

2. Die zubereitete Antigensuspension bei 23 — 29 °C verwenden.

3. Die Reaktivitat der Antigensuspension mit Kontrollseren priifen (reaktiv,
schwach reaktiv und nicht reaktiv).

4. Die Antigensuspension nur dann verwenden, wenn sie die erwartete Reaktivitat
mit den Kontrollseren zeigt (reaktiv, schwach reaktiv und nicht reaktiv).

Es sind die geltenden gesetzlichen und behérdlichen und in den
Akkreditierungsbedingungen festgelegten Vorschriften zur Qualitatskontrolle sowie
die laborinternen Standardvorgaben zur Qualitatskontrolle zu beachten. Benutzer
sollten die relevanten CLSI-Dokumente und CLIA-Vorschriften tiber geeignete
Testverfahren zur Qualitatskontrolle einsehen.

ERGEBNISSE
Qualitatives Verfahren

1. Die Ergebnisse werden folgendermafen abgelesen und dokumentiert:
MittelgroRRe bis groRe Klimpchen - reaktiv (R)
Kleine Klimpchen - schwach reaktiv (SR)
KEINE Kliimpchen oder sehr geringfiigig grobe Beschaffenheit - nicht reaktiv (NR)

2. Sicherstellen, dass die Kontrollserenergebnisse erwartungsgeman
ausfallen (reaktiv, schwach reaktiv, nicht reaktiv). Fallen die Reaktionen
nicht erwartungsgeman aus, ist der Test ungiiltig und die Ergebnisse sind
nicht berichtbar.

3. Fdr alle Serumproben, die beim qualitativen Objekttréager-Test die Ergebnisse
“reaktiv”, “schwach reaktiv’ oder “grob” (nicht reaktiv) zeigen, einen
quantitativen Endpunkt-Test durchfiihren.

Quantitatives Verfahren

Den Titer als die hochste Verdiinnung berichten, die ein reaktives (und kein
schwach reaktives) Ergebnis ergibt. Beispiel:

Serumverdiinnungen
= Bericht
U"Var:‘:')’""‘ 122 | 14 | 18 | 116 | 1:32

R SR N N N N Reaktiv, unverdiinnt

R R SR N N N Reaktiv, 1:2-Verdiinnung

R R R SR N N Reaktiv, 1:4-Verdiinnung

SR SR R R SR N Reaktiv, 1:8-Verdiinnung
N (grob) SR R R R N Reaktiv, 1:16-Verdiinnung

SR N N N N N Schwach reaktiv, unverdiinnt

Ergibt die 1:32-Verdinnung reaktive Ergebnisse, weitere doppelte
Reihenverdiinnungen in 0,9%iger Kochsalzlésung herstellen (1:64, 1:128 und
1:256) und unter Anwendung des quantitativen Testverfahrens erneut testen.

Interpretation

1. Die Ergebnisse des VDRL-Serumtests sind mittels eines Treponema-Tests
zu bestatigen.

2. Die Diagnostizierung von Syphilis ist abhangig von den Ergebnissen des
VDRL-Tests und eines Treponema-Bestatigungstests, klinischen Anzeichen
und Symptomen und Risikofaktoren.

3. Ein reaktiver VDRL-Test kann auf eine frilhere oder aktuelle Infektion mit einem
Treponem-Erreger hindeuten. Es kann sich jedoch auch um eine falsch positive
Reaktion handeln. Von einem falsch positiven Ergebnis ist dann auszugehen,
wenn der Treponema-Bestatigungstest negativ ausfallt.

4. Ein nicht reaktiver VDRL-Test bei klinischen Anzeichen von Syphilis kann eine
Frihsyphilis im Primarstadium anzeigen, eine Prozonenreaktion im Syphilis-
Sekundarstadium oder eine Spatsyphilis.

5. Ein nicht reaktiver VDRL-Test ohne klinische Anzeichen von Syphilis
bedeutet, dass keine aktuelle Infektion vorliegt oder aber eine wirksam
behandelte Infektion.

6. Ein quantitativer VDRL-Test dient zur Feststellung von Reagin-
Titerveréanderungen. Daher kann eine Serumprobe, welche bei
Wiederholungsproben einen vierfachen Titeranstieg zeigt, auf eine Infektion,
eine erneute Infektion oder ein Fehlschlagen der Therapie hindeuten.
Desgleichen deutet eine vierfache Abnahme im Verlauf der Therapie auf die
Angemessenheit der Syphilis-Therapie hin.

VDRL-LiquorTest

Bezlglich des Vorgehens beim Testen von Liquorproben mit dem VDRL-Test bitte
die entsprechende Fachliteratur einsehen.’

VERFAHRENSBESCHRANKUNGEN

Es kann zu einer Prozonenreaktion kommen, bei der die Reaktivitat unverdiinnten
Serums gehemmt ist. Das Prozonenphanomen fiihrt beim qualitativen Testverfahren
haufig zum Ergebnis ,schwach reaktiv* oder ,grob“. Daher sind alle Proben mit
derartigen Ergebnissen mit dem quantitativen Test zu untersuchen.

Zu falsch positiven biologischen Reaktionen kann es kommen, wenn Nicht-
Treponema-Tests bei Personen durchgefiihrt werden, die Substanzen
missbrauchen, an Erkrankungen wie Lupus erythematodes, Mononukleose,
Malaria, Lepra oder Viruspneumonie leiden oder unlangst geimpft wurden.!

Es kann zu Kreuzreaktionen mit anderen Treponemen-Infektionen, wie Frambdosie,
Pinta, Bejel oder Siti (Ghana, Gambia), kommen.

Bei der Produktion wird VDRL Antigen nur mit Serum getestet. Bezliglich
Abwandlungen der Serumtestprodukte und Liquor-Testverfahren die
entsprechende Fachliteratur einsehen.! Der Anwender tragt die Verantwortung
hinsichtlich Abwandlungen der Produkte und Verfahren sowie fiir die
erforderlichen Qualitatskontrollstandards.

Betragt die Temperatur von Testumfeld, Proben oder Reagenzien weniger als 23 °C,
ist die Reaktivitat des Tests reduziert; betragt die Temperatur mehr als 29 °C, ist die
Reaktivitat des Tests erhoht.

Werden hamolytische, kontaminierte oder extrem getriibte Serumproben getestet,
sind die Ergebnisse unvorhersehbar. Plasma eignet sich nicht als Probe.

Die Erzielung korrekter Testergebnisse erfordert die strikte Einhaltung der korrekten
Geschwindigkeit und Zeitdauer beim Rotieren von Proben und Antigen.

LEISTUNGSMERKMALE?5.16

Im Rahmen einer Studie von Perryman, Larsen, Hambie, Pettit, Mullally und
Whittington wurde die Leistung des VDRL-Objekttragertests mit der zweier RPR-
Kartentests (RPR = Rapid Plasma Reagin) und der eines Fluoreszenz-Treponema-
Antikérper-Absorptionstests (FTA-ABS-Test) fir die Diagnostizierung von Syphilis
verglichen.'S Mit diesen vier Testverfahren wurden frische Serumproben von 505
Personen getestet.
Von den 505 frischen Serumproben erwiesen sich 57 Seren bei mindestens einem
der Nicht-Treponema-Tests als reaktiv. Die drei Seren mit grenzwertigen FTA-ABS-
Testergebnissen gingen nicht in die Aufstellung ein. Tabelle 1 enthélt die Verteilung
der reaktiven Seren auf die drei Nicht-Treponema-Tests und den FTA-ABS-Test.15
10



Tabelle 1

Reaktivitatsmuster der Nicht- f°|A:,z|adzl,:E: s:brzli.lsn[;gim
Treponema-Tests 9 FTA-ABg-Testa
RPR-Kartentest l;r;::l :,?tr
Standard-
VDRL- Muster
RPR-Test | miRiger Objekttriager R 2 "
Nr.1 RPR-Test
Nr. 2
R R R 43 38 2 3
N R R 1 !
N N R 4 2 2
N R N 1 !
R R N 5 5
R N N 1 !
R N R 2 ! !

aR = reaktiv; G = grenzwertig; N = nicht reaktiv
Tabelle 2 enthélt die mit reaktiven Nicht-Treponema-Tests assoziierten
Diagnosen.15

Tabelle 2
Anzahl der Seren mit angegebener Reaktion bei folgendem
Testa
Stadium der Syphilis RPR-Kartentest VDRL-
P Test Nr. 1 | Standard- | opiekttragertest FTA-ABS-Test
Test Nr. 2
RIN|JR|IN]JR|IsS|N]R|B]|]N
Primarstadium
Unbehandelt | 51 1] 6| | 4] 2| | 6 | |
Behandelt | 71+ 7] 115 1] 2]38] |
Sekundar-stadium
Unbehandelt | 6 | | 6 | | 6 | | | 6 | |
Behandelt | 5 | | 5 | | 5 | | | 5 | |
Latenzphase
Unbehandelt 9 8 1 8 1 8 1
Behandelt 15 1 15 1 10 3 3 14 2
Syphilis in der 1 1 1 1 Py Py
Anamnese
Sonstige Geschlechts-
krankhgeiten 3 2 2 3 3 2 2 3

aR = reaktiv; N = nicht reaktiv; S = schwach reaktiv (in der Aufstellung als reaktiv
eingestuft); G = grenzwertig
Die Empfindlichkeit aller drei Nicht-Treponema-Tests, ermittelt auf der Grundlage
der 21 unbehandelten Falle von Syphilis, betrug 95,2 % (20 von 21 Ergebnissen
stimmten (berein). Bei den 31 Seren von Personen mit behandelter Syphilis betrug
die Empfindlichkeit des VDRL-Objekttragertests 83,9 % (26 von 31 Ergebnissen
stimmten (berein). Die Gesamt-Empfindlichkeit (behandelt und unbehandelt)
betrug 88,5 % beim VDRL-Objekttragertest im Vergleich zu 92,3 % bei beiden
RPR-Kartentests.

Die Spezifitaten der drei Nicht-Treponema-Tests, auf der Grundlage der 453 Seren
von vermutlich nicht an Syphilis erkrankten Personen, betrug 99,3 % beim
RPR-Test Nr. 1, 99,6 % beim standardméaRigen RPR-Test Nr. 2 und 98,9 % beim
VDRL-Objekttragertest. 15

Bei einer anderen, von Pope, Hunter und Feeley'6 im US-amerikanischen
Seuchenschutzamt Centers for Disease Control in Atlanta (im Bundesstaat
Georgia) durchgefiihrten Studie wurden 297 Seren getestet, wobei ein
enzymgebundener Immunosorbensassay (ELISA), ein VDRL-Objekttragertest,

ein FTA-ABS-Test und der Mikro-Hamagglutinationsassay auf T. pallidum-
Antikérper (MHA-TP) zum Einsatz kamen. In Tabelle 3 im Folgenden sind die
Empfindlichkeiten und Spezifitaten jeder im Rahmen dieser Studie veréffentlichten
Methode aufgefiihrt.16

Tabelle 3
Test Sensibilité Spécificité
ELISA 89,3 % 98,5 %
VDRL 93,3 % 92,7 %
FTA-ABS 100 % 97,8 %
MHA-TP 76 % 98,2 %
LIEFERBARE PRODUKTE

Best.- Nr. Beschreibung
240764 BD VDRL Antigen, eine (1) 5-mL-Ampulle mit 1 x 60 mL Kochsalzlésung

240765 BD VDRL Antigen, zehn (10) 0,5-mL-Ampullen mit
1 x 60 mL Kochsalzlésung

235201 BD Difco VDRL Test Control Serum Set, 1 Satz von 3 Flaschchen:
Nontreponemal Antigen Reactive Serum, ein 3-mL-Flaschchen
VDRL Weakly Reactive Serum, ein 3-mL-Flaschchen
Nontreponemal Antigen Nonreactive Serum, ein 3-mL-Flaschchen
LITERATUR: S. “References” im englischen Text.

BD Diagnostics Technischer Kundendienst: setzen Sie sich mit lhrer zusténdigen
BD-Vertretung.

& BD VDRL Antigen
BD Difco VDRL Test Control Serum Set

Italiano

USO PREVISTO

L'uso di VDRL Antigen & raccomandato nel test Venereal Disease Research
Laboratory (VDRL)' per la rilevazione della reagina, una sostanza anticorpo-simile,
mediante test qualitativi e quantitativi di flocculazione su vetrino.

L'uso di VDRL Test Control Serum Set (set di sieri di controllo del test VDRL) &
raccomandato nei test di controllo di qualita di VDRL Antigen mediante test di
flocculazione su vetrino.

SOMMARIO E SPIEGAZIONE

Treponema pallidum é I'agente eziologico della sifilide, una infezione cronica con
numerose manifestazioni cliniche che si verificano in stadi distinti. Per la rilevazione
di ogni stadio della malattia, si raccomandano test di laboratorio specifici.24

VDRL Antigen & un antigene non treponemico costituito da cardiolipina, colesterolo
e lecitina. | test non treponemici rilevano anticorpi anti-lipidi formati dall’ospite in
risposta sia al rilascio di lipidi da parte delle cellule danneggiate nella fase iniziale
di infezione da T. pallidum sia a materiale lipido-simile dalla superficie cellulare
treponemica.5 Durante I'infezione luetica, nel siero del paziente & possibile rilevare
una sostanza anticorpo-simile chiamata reagina. Nella neurosifilide, la reagina pud
essere rilevata nel liquor cerebrospinale (LCS).

| test non treponemici reattivi confermano la diagnosi in presenza di sifilide

con manifestazioni iniziali o tardive, offrono importanti indicazioni nella sifilide
subclinica latente e sono strumenti efficaci per la rilevazione dei casi in ricerche
epidemiologiche. | test non treponemici sono superiori ai treponemici ai fini del
monitoraggio della risposta alla terapia.3

| test antigenici non treponemici non sono del tutto specifici per la sifilide e non
hanno una sensibilita soddisfacente in tutti gli stadi dell'infezione. Qualora i

risultati di un test antigenico non treponemico non concordino con la valutazione
clinica, eseguire un test antigenico treponemico, come per esempio il Fluorescent
Treponemal Antibody-Absorption (FTA-ABS), ossia test di assorbimento anticorpale
treponemico in fluorescenza.23 | test non treponemici, come per esempio VDRL,
sono usati per lo screening del siero dei pazienti, mentre quelli treponemici, quali

il test FTA-ABS, vengono usati a fini di conferma. La probabilita di ottenere un
risultato reattivo per il test VDRL in vari stadi di sifilide non trattata & stata descritta
come segue.3

Stadio di sifilide non trattata | % reattivita Test VDRL
Primario 78
Secondario 100
Latente 96
Tardivo 7

PRINCIPI DELLA PROCEDURA

Nelle procedure di test VDRL, il siero del paziente viene termo-inattivato e
mescolato con una sospensione di soluzione fisiologica tamponata di antigene
VDRL contenente cardiolipina, lecitina e colesterolo. La combinazione di reagina
e antigene VDRL determina un’agglutinazione microscopica definita flocculazione.
Modificata, la procedura su siero puo essere usata per testare il liquor
cerebrospinale (LCS).1

REAGENTI

VDRL Antigen contiene cardiolipina allo 0,03% e colesterolo allo 0,9% dissolti

in alcol assoluto con lecitina sufficiente (circa 0,20%) a produrre una reattivita
standard. Viene preparato con le modificazioni conformi alle istruzioni fornite da
Harris, Rosenberg and Riedel.® Cardiolipina e lecitina vengono preparate secondo
le istruzioni fornite da Pangborn.7.8.9

VDRL Buffered Saline & una soluzione di cloruro di sodio all"1%, pH 6,0 £ 0,1, con
formaldeide allo 0,05% come conservante.

Nontreponemal Antigen Reactive Serum & un siero umano liofilizzato contenente
0,1% di sodio azide come conservante e standardizzato per fornire una lettura
reattiva quando viene testato secondo la procedura di test USR o VDRL.

VDRL Weakly Reactive Serum € un siero umano liofilizzato contenente 0,1% di
sodio azide come conservante e standardizzato per fornire una lettura debolmente
reattiva quando viene testato secondo la procedura di test VDRL.

Nontreponemal Antigen Nonreactive Serum € un siero umano liofilizzato contenente
0,1% di sodio azide come conservante e standardizzato per fornire una lettura non
reattiva quando viene testato secondo la procedura di test USR o VDRL.
Avvertenze e precauzioni:

1. Per uso diagnostico in vitro.

2. AVVERTENZA - REAGENTI A POTENZIALE RISCHIO BIOLOGICO. Ogni
unita di donatore usata nella preparazione del set VDRL Test Control Serum
¢ risultata negativa (non ripetutamente reattiva) ai test - condotti con una
metodica approvata dalla FDA - per la determinazione degli anticorpi anti HIV
(virus dellimmunodeficienza umana) e del’HBsAg (antigene di superficie
dell’epatite B).



Poiché nessuna metodica di test pud garantire con certezza I'assenza di
HIV, virus dell’epatite B o altri agenti infettivi, manipolare questi reagenti
in conformita alle norme del Livello di Sicurezza Biologica 2 (BSL 2)
raccomandate per campioni di sangue o siero umano potenzialmente infetto
nel manuale Biosafety in Microbiological and Biomedical Laboratories, 2007,
redatto da Centers for Disease Control/National Institutes of Health.
3. | campioni clinici possono contenere microrganismi patogeni, inclusi i virus
dell’epatite e i virus dellimmunodeficienza umana. Manipolare tutti i materiali e
gli articoli contaminati con sangue e altri fluidi biologici in conformita alle norme
dellistituto e alle “Precauzioni standard”.10-13
4. VDRL Antigen
240764 BD VDRL Antigen, 1 flacone da 5 mL con 1 flacone da 60 mL di
soluzione fisiologica

240765 BD VDRL Antigen, 10 fiale da 0,5 mL con 1 flacone da 60 mL di
soluzione fisiologica

Pericolo

H225 Liquido e vapori faciimente infiammabili. P210 Tenere lontano da fonti di
calore, superfici calde, scintille, fiamme libere o altre fonti di accensione. Non
fumare. P280 Indossare guanti/indumenti protettivi/Proteggere gli occhi/il viso.
P303+P361+P353 IN CASO DI CONTATTO CON LA PELLE (o con i capelli):
togliere immediatamente tutti gli indumenti contaminati. Sciacquare la pelle/
fare una doccia. P370+P378 In caso d’incendio: estinguere con CO,, polvere
o acqua nebulizzata. P403+P235 Conservare in luogo fresco e ben ventilato.
P501 Smaltire il prodotto/recipiente in conformita alle normative locali/regionali/
nazionali/internazionali.

235201 BD Difco VDRL Test Control Serum Set, 1 set di 3 flaconi:
Nontreponemal Antigen Reactive Serum, un flacone da 3 mL
VDRL Weakly Reactive Serum, un flacone da 3 mL
Nontreponemal Antigen Nonreactive Serum, un flacone da 3 mL
Attenzione

H302 Nocivo se ingerito. P264 Lavarsi accuratamente dopo I'uso. P301+P312
IN CASO DI INGESTIONE: In caso di malessere, contattare un CENTRO
ANTIVELENI o un medico. P501 Smaltire il prodotto/recipiente in conformita
alle normative locali/regionali/nazionali/internazionali.

5. VDRL Test Control Serum Set Questo prodotto contiene gomma naturale secca.
AVVERTENZA: | componenti dei sieri di controllo contengono sodio azide. La
sodio azide ¢ tossica se inalata, a contatto con la pelle o ingerita. A contatto con
acido, libera gas estremamente tossici. In caso di contatto con la pelle, lavarsi
immediatamente e abbondantemente con acqua. La sodio azide pud reagire con

il piombo e il rame delle tubature, formando azidi metalliche altamente esplosive.
Eliminare la sodio azide facendo scorrere abbondante acqua negli scarichi per
impedire I'accumulo di azidi.

Modalita di conservazione:

Conservare VDRL Antigen a temperatura ambiente (15 — 30 °C), al buio.

Conservare VDRL Buffered Saline a 15 — 30 °C. Una volta aperto, conservare il
flaconea2 -8 °C.

Conservare i sieri di controllo liofilizzati del set VDRL Test Control Serum a 2 — 8 °C.

Una volta reidratati, conservare i sieri di controllo a 2 — 8 °C in caso di impiego del
contenuto entro un giorno. In alternativa, suddividere i sieri di controllo in aliquote
sufficienti per un giorno di test e conservare a < -20 °C.

Non usare i reagenti se presentano tracce di contaminazione, evaporazione,
precipitazione o altri segni di deterioramento.
RACCOLTA E PREPARAZIONE DEI CAMPIONI

1. Inuna provetta pulita e asciutta, non contenente anticoagulanti, raccogliere
5 — 8 mL di sangue mediante venipuntura in asepsi.

2. Attendere che il sangue si coaguli a temperatura ambiente e centrifugare per
ottenere il siero.

3. Conservare i campioni di siero a temperatura ambiente per un massimo
di 4 h, trascorse le quali i campioni devono essere conservatia 2 -8 °C. |
campioni di siero possono essere refrigerati per un massimo di 5 giorni e
successivamente congelati a < -20 °C. Evitare cicli ripetuti di congelamento-
scongelamento dei campioni.

4. | campioni di siero devono essere trasparenti, privi di emolisi e non presentare
segni evidenti di contaminazione batterica (torbidita, emolisi o particolati). Per
ulteriori informazioni sulla raccolta dei campioni, consultare la documentazione
appropriata.’.3.14

5. Prima del test, riscaldare i sieri da testare a 56 °C per 30 min. | campioni che
non vengono testati entro 4 h devono essere nuovamente riscaldati a 56 °C per
10 min.

6. Al momento del test, la temperatura dei campioni deve essere di 23 — 29 °C.

PROCEDURA

Materiali forniti - VDRL Antigen, VDRL Buffered Saline, VDRL Test Control
Serum Set.

Materiali necessari ma non forniti -

Soluzione fisiologica allo 0,9%

Siringa riutilizzabile da 1 cc

Aghi calibrati riutilizzabili senza smusso:
Test di siero: 18G
Test di LCS: 21G 0 22G

Flaconi da 30 mL, rotondi, a bocca stretta, diametro 35 mm, con tappi in vetro e
superficie interna del fondo piatta

N.B. - Qualora non fossero disponibili flaconi da 30 mL, si possono usare matracci
Erlenmeyer da 25 mL, accuratamente lavati e con tappi in vetro.

Micropipetta da 50 pL

Pipette sierologiche graduate sino al puntale:
da 1,0 mL, graduate in 1/100 mL,

da 5,0 mL, graduate in 1/10 mL,

da 10,0 mL, graduate in 1/10 mL;

Vetrini -

Test di siero: vetrini da 50,8 mm x 76,2 mm, con anelli in paraffina o ceramica,
del diametro di circa 14 mm e di alte za sufficiente a evitare versamenti durante
la rotazione. Test di LCS: vetrini a incavi Kline, da 76,2 mm x 50,8 mm, con uno
spessore di 3 mm, con 12 incavi del diametro di 16 mm e profondi 1,75 mm.

Portavetrini per vetrini da 50,8 mm x 101,6 mm

Rotatore meccanico, regolabile su 180 + 2 giri/min, in grado di circoscrivere un
cerchio di 19 mm di diametro sul piano orizzontale

Bagnomaria, 56 °C

Microscopio ottico con oculare 10x e obiettivo 10x

Acqua distillata o deionizzata

Alcol assoluto

Acetone

Cronometro

Preparazione dei reagenti

1. Per reidratare i sieri di controllo nel set VDRL Test Control Serum, dispensare
3 mL di acqua sterile purificata e roteare delicatamente per dissolvere
completamente il contenuto.

2. Riscaldare i sieri di controllo a 56 °C per 30 min. | sieri di controllo non testati
entro 4 h devono essere nuovamente riscaldati a 56 °C per 10 min.

3. VDRL Antigen e VDRL Buffered Saline sono pronti per I'uso nella preparazione
della sospensione VDRL Antigen. La fiala di VDRL Antigen ampoule ¢ stata
pre-incisa intorno al collo, come indicato dalla banda visibile. Seguire le
istruzioni indicate qui sotto per aprile la fiala di vetro.

a. Tenere la fiala in posizione verticale per permettere al contenuto
di sedimentare nel fondo e svuotare la parte superiore della fiala.

Se necessario, picchiettare leggermente il fondo della fiala su una
superficie piana.

b. Proteggersi le mani da frammenti di vetro avvolgendo la parte superiore
della fiala in una salvietta di carta, un panno leggero o della garza. Questo
puo prevenire ferite e contenere i frammenti di vetro in caso la fiala non si
rompa con taglio netto.

c. Tenendo il fondo della fiala con una mano, afferrarne la parte superiore,
appena sopra la pre-incisione, con I'altra mano, tra il police e I'indice,
usando la protezione.

d. Tenendo il fondo della fiala, spingere la parte superiore verso I'esterno,
con pressione leggera ma costante. Se la pressione non & troppo forte ed
€ applicata correttamente, la fiala si aprira senza che il vetro si frantumi.

e. Togliere la fiala aperta dal panno che I'avvolgeva e scartare la parte
superiore. |l prodotto & ora pronto per essere estratto dalla fiala.

NOTA: La fiala aperta puo avere bordi taglienti sulla linea d’apertura. Non

toccare quell’area.

Preparazione della vetreria specifica

Lavare a mano nel modo seguente i flaconi di sospensione e le siringhe con

gli aghi.

Risciacquare con acqua corrente.

Immergere e lavare accuratamente in una soluzione detergente per vetreria.

Risciacquare con acqua corrente 6 — 8 volte.

Risciacquare con acqua distillata o deionizzata non utilizzata.

Risciacquare con alcol assoluto.

Risciacquare con acetone.

Lasciare asciugare all'aria fino all’eliminazione completa dell’odore di acetone.

Per la conservazione, rimuovere gli aghi dalle siringhe.

© N oo AN

Vetrini con anelli in ceramica
1. Risciacquare con acqua corrente.
2. Lavare con una soluzione detergente per vetreria.
3. Risciacquare con acqua corrente 3 — 4 volte.
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4. Risciacquare con acqua distillata o deionizzata non utilizzata.

5. Asciugare con un panno che non lasci residui. Se dopo la pulizia il vetrino
non consente una diffusione uniforme del siero entro la superficie interna del
cerchio, procedere nel modo seguente.

6. Strofinare i vetrini con un detergente non abrasivo.
7. Risciacquare, asciugare e lucidare con un panno che non lasci residui.

Evitare 'immersione prolungata di vetrini con anelli in ceramica nella soluzione
detergente perché gli anelli potrebbero diventare fragili e sfaldarsi.

Procedura del test

Preparazione della Sospensione di Antigene

Controllare il pH di VDRL Buffered Saline a 25 °C prima di preparare la sospensione
VDRL Antigen. Gettare se non rientra nel range di pH 6,0 £ 0,1.

Attendere che VDRL Antigen e VDRL Buffered Saline si portino a 23 — 29 °C prima
di preparare la sospensione VDRL Antigen.

Per garantire che la soluzione fisiologica tamponata VDRL iniziale copra
uniformemente la superficie interna del fondo del flacone, usare soltanto flaconi

di sospensione con superficie interna del fondo piatta. Se VDRL Buffered Saline
floccula o non si distribuisce uniformemente sul fondo del flacone, rilavare il flacone
come sopra descritto. (Per quanto concerne I'uso di matracci da 25 mL con tappi in
vetro, vedere la NOTA sopra riportata).

Per ottenere risultati riproducibili, controllare ogni giorno la sospensione VDRL
Antigen per verificare la reattivita corretta con il set VDRL Test Control Serum.
Usare soltanto le sospensioni VDRL che producono il pattern di reattivita definito del
siero di controllo.

1. Preparare una sospensione fresca di VDRL Antigen ogni giorno in cui si
eseguono i test. Al momento della preparazione della sospensione di antigene,
la temperatura della soluzione fisiologica tamponata, dell’antigene e delle
apparecchiature usate deve essere compresa tra 23 e 29 °C.

2. Pipettare 0,4 mL di VDRL Buffered Saline sul fondo di un flacone da 30 mL,
rotondo, con tappo in vetro e superficie interna del fondo piatta. Inclinare
delicatamente il flacone per consentire alla soluzione fisiologica tamponata
VDRL di coprire tutta la superficie interna del fondo del flacone.

3. Dispensare 0,5 mL di VDRL Antigen (dalla meta inferiore di una pipetta da
1,0 mL graduata sino al puntale) direttamente nella soluzione fisiologica,
continuando a ruotare delicatamente il flacone su una superficie piatta.
Dispensare I'antigene a gocce, a una velocita tale da consentire la
dispensazione di 0,5 mL di antigene in circa 6 sec. Tenere il puntale della pipetta
nel terzo superiore del flacone. Non fare schizzare la soluzione fisiologica sulla
pipetta. La corretta velocita di rotazione si ottiene quando il centro del flacone
forma un cerchio del diametro di 5 cm circa 3 volte al secondo.

4. Espellere I'ultima goccia di antigene dalla pipetta evitando che questultima
venga a contatto con la soluzione fisiologica e continuando a ruotare il flacone
per 10 sec.

5. Dispensare 4,1 mL di soluzione fisiologica da una pipetta da 5 mL. Non
dispensare la soluzione fisiologica direttamente sull’antigene; attendere che
fluisca lungo il lato del flacone.

6. Tappare il flacone e agitarlo in senso verticale, dal basso all'alto e viceversa
per 30 volte in 10 sec. La sospensione di antigene & pronta per I'uso e pud
essere impiegata il giorno stesso (entro 8 h).

7. Mescolare la sospensione di VDRL Antigen roteandola delicatamente ogni volta
che la si utilizza. Non mescolare la sospensione aspirandola ed espellendola
attraverso la siringa e I'ago perché cid potrebbe causare frammentazione delle
particelle e perdita di reattivita.

Test dell’accuratezza dell’ago della sospensione di antigene per il test su siero

1. L'accuratezza del test dipende dalla quantita di sospensione di antigene
usata. Verificare periodicamente la calibrazione dell'ago per garantire la
dispensazione del volume corretto di sospensione VDRL Antigen.

2. Peritest qualitativi e quantitativi su siero, dispensare la sospensione di antigene
da una siringa con ago 18G senza smusso, in grado di erogare 60 + 2 gocce di
sospensione di antigene per mL, allorché tenuta in posizione verticale.

3. Montare I'ago su una siringa da 1 mL. Riempire la siringa con la sospensione
VDRL Antigen. Tenendo la siringa in posizione verticale, contare il numero
di gocce dispensate in 0,5 mL. L’'ago & correttamente calibrato se in 0,5 mL
vengono dispensate 30 + 1 gocce.

4. Sostituire 'ago se non soddisfa questo prerequisito. Ripetere la calibrazione
dell'ago nuovo.

Test qualitativo VDRL su vetrino su siero

1. Latemperatura ambiente incide sui test di flocculazione su vetrino. Per
ottenere risultati affidabili e riproducibili, al momento di eseguire i test le
sospensioni di VDRL Antigen, i controlli e i campioni da testare devono essere
a temperatura ambiente, 23 — 29 °C.

2. Usando un dispositivo di pipettamento di sicurezza, pipettare 50 pL di siero
in un anello di un vetrino con anelli in paraffina o ceramica. Non usare un
vetrino di vetro con incavi, pozzetti o anelli di vetro. Distribuire il siero con un
movimento circolare del puntale della pipetta in maniera tale che il siero copra
l'intera superficie interna dell’anello di paraffina o ceramica.

3. Risospendere delicatamente la sospensione VDRL Antigen.

4. Tenendo in posizione verticale la siringa e I'ago di dispensazione della
sospensione VDRL Antigen, dispensare alcune gocce per eliminare l'aria
dall’ago. Lasciare quindi cadere liberamente 1 goccia (17 pL) di sospensione di
antigene su ogni cerchio contenente siero. Evitare che I'ago venga a contatto
con il siero.

5. Porre il vetrino sul rotatore meccanico. Fare ruotare il vetrino per 4 min a
180 + 2 giri/min. Se il test viene eseguito in un ambiente secco, coprire
i vetrini con un coperchio umidificatore durante la rotazione per evitare
un’eccessiva evaporazione.

6. Subito dopo la rotazione, rimuovere il vetrino dal rotatore e leggere i risultati del
test al microscopio, usando un ingrandimento 100x.

Test quantitativo VDRL su siero

1. Per quantificare i campioni di siero sino al titolo endpoint, preparare sul vetrino
diluizioni 1:1, 1:2, 1:4 e 1:8.

2. Dispensare 50 pL di soluzione fisiologica allo 0,9% nei cerchi 2 — 4. Non
distribuire la soluzione fisiologica.

3. Dispensare 50 L di siero nel cerchio 1 e altri 50 pL di siero nel cerchio 2.

4. Mescolare la soluzione fisiologica e il siero nel cerchio 2 aspirando e versando
la miscela con la pipetta circa 8 volte. Evitare la formazione di bolle.

5. Trasferire 50 L dal cerchio 2 (1:2) al cerchio 3 (1:4) e mescolare.

6. Trasferire 50 pL dal cerchio 3 (1:4) al cerchio 4 (1:8), mescolare e quindi
eliminare gli ultimi 50 pL.

7. Risospendere delicatamente la sospensione di antigene.

8. Tenendo in posizione verticale la siringa e I'ago di dispensazione della
sospensione di antigene, dispensare alcune gocce per eliminare I'aria dall'ago.
Lasciare quindi cadere liberamente 1 goccia (17 pL) di sospensione di antigene
su ogni cerchio.

9. Porre il vetrino sul rotatore meccanico. Fare ruotare il vetrino per 4 min
a 180 + 2 giri/min. Se il test viene eseguito in un ambiente secco, coprire
il vetrino con un coperchio umidificatore durante la rotazione per evitare
un’eccessiva evaporazione.

10. Subito dopo la rotazione, leggere i risultati del test al microscopio usando un
ingrandimento 100x.

11. Se la diluizione piu elevata testata (1:8) € reattiva, procedere nel modo seguente.

a. Preparare una diluizione 1:8 del campione da testare dispensando
0,1 mL di siero in 0,7 mL di soluzione fisiologica allo 0,9%.
Mescolare accuratamente.

b. Dispensare in successione 50 pL di soluzione fisiologica allo 0,9% nel
secondo, terzo e quarto anello in paraffina sul vetrino. Per campioni
fortemente reattivi, preparare altre diluizioni seriali.

c. Dispensare 50 pL della diluizione 1:8 del campione da testare negli anelli in
paraffina 1 e 2.

d. Preparare diluizioni seriali al raddoppio iniziando dall'anello 2 e completare
il test sopra descritto.

Controllo di qualita a cura dell’'utente della sospensione VDRL Antigen

1. Preparare una sospensione di antigene fresca ogni giorno in cui si eseguono i
test. Una volta preparata, usarla entro 8 h.

2. Usare la sospensione di antigene pronta per 'uso a una temperatura compresa
tra23°Ce 29 °C.

3. Testare la reattivita della sospensione di antigene con i sieri di controllo
(reattivo, debolmente reattivo e non reattivo).

4. Usare la sospensione di antigene soltanto se sviluppa la reattivita attesa con i
sieri di controllo (reattivo, debolmente reattivo e non reattivo).

Le procedure prescritte per il controllo di qualita devono essere effettuate in
conformita alle norme vigenti o ai requisiti di accreditazione e alla prassi di
controllo di qualita in uso nel laboratorio. Per una guida alla prassi di controllo di
qualita appropriata, si consiglia di consultare le norme CLIA e la documentazione
CLSI in merito.

RISULTATI
Qualitativl

1. Leggere e annotare i risultati come segue.
Grumi medio - grandi - Reattivo (R)
Grumi piccoli - Debolmente reattivo (WR)
ASSENZA di grumi o leggerissima disomogeneita - Non reattivo (NR)

2. \Verificare che i risultati dei sieri di controllo siano quelli attesi (reattivo,
debolmente reattivo, non reattivo). Se le reazioni non sono quelle attese, il test
non & valido e i risultati non possono essere refertati.

3. Eseguire un test quantitativo sino all'endopoint su tutti i campioni di siero che
nel test qualitativo su vetrino producono risultati reattivi, debolmente reattivi o
non reattivi “disomogenei”.



Quantitativl

Refertare il titolo come la diluizione piti elevata che produce un risultato reattivo
(non debolmente reattivo). Per esempio:

Diluizioni di siero
P Referto
N°’;1ﬂ')""° 12 | 14 | 18 | 1:6 | 1:32

R w N N N N Reattivo, non diluito

R R W N N N Reattivo, diluizione 1:2

R R R W N N Reattivo, diluizione 1:4

W w R R w N Reattivo, diluizione 1:8

N W R R R N Reattivo, diluizione 1:16

(disomogeneo)
w N N N N N Debolmente reattivo, non diluito|

Se si ottengono risultati reattivi con una diluizione 1:32, preparare altre diluizioni
seriali al raddoppio in soluzione fisiologica allo 0,9% (1:64, 1:128 e 1:256) e
ritestare usando la procedura di test quantitativo.

Interpretazione

1. Irisultati del test VDRL su siero devono essere confermati mediante un
test treponemico.

2. Ladiagnosi di sifilide dipende dai risultati del test VDRL e del test treponemico
di conferma, dai sintomi e segni clinici e dai fattori di rischio.

3. Untest VDRL reattivo puo indicare infezione pregressa o in atto da un
treponema patogeno, sebbene possa trattarsi di una reazione falsamente
positiva, che viene determinata nel caso in cui il test treponemico di conferma
sia negativo.

4. Un test VDRL non reattivo con evidenza clinica di sifilide, puo indicare sifilide
precoce primaria, una reazione di prozona in sifilide secondaria o sifilide tardiva.

5. Un test VDRL non reattivo senza evidenza clinica di sifilide, indica nessuna
infezione in atto o un’infezione trattata efficacemente.

6. Un test VDRL quantitativo rileva le variazioni nel titolo della reagina. Di
conseguenza, un campione di siero che evidenzia un aumento di quattro volte
nel titolo su un campione ripetuto puo indicare una infezione, una reinfezione
o il fallimento della terapia. Analogamente, una diminuzione di quattro volte
durante il trattamento € indice di terapia adeguata della sifilide.

Test VDRL su liquor cerebrospinale

Per la procedura da seguire in caso di impiego del test VDRL con liquor
cerebrospinale, consultare la documentazione appropriata.’

LIMITAZIONI DELLA PROCEDURA

Si puo verificare una reazione di prozona in cui la reattivita con siero non diluito
viene inibita. Il fenomeno di prozona produce spesso risultati debolmente reattivi
o non reattivi “disomogenei” nel test qualitativo. Tutti i campioni con tali risultati
devono pertanto essere sottoposti a un test quantitativo.

Reazioni biologiche falsamente positive possono verificarsi con test non
treponemici in soggetti tossicodipendenti affetti da malattie come lupus eritematoso,
mononucleosi, malaria, lebbra o polmonite virale oppure recentemente immunizzati.!

Reazioni crociate possono verificarsi con altre infezioni treponemiche, come per
esempio framboesia, mal del pinto, bejel o siti.

Alivello di produzione, VDRL Antigen & testato esclusivamente con siero. Per una
modificazione delle procedure e dei prodotti per il test su siero in caso di test su
LCS, consultare la documentazione appropriata.’ L'utente & responsabile delle
modifiche dei prodotti e delle procedure nonché degli standard prescritti per il
controllo di qualita.

La reattivita del test puo risultare diminuita nel caso in cui la temperatura dell'area di
test, dei campioni o dei reagenti sia inferiore a 23 °C, mentre in caso di temperatura
superiore a 29 °C, risulta aumentata.’

| risultati del test sono imprevedibili quando si testano campioni di siero emolizzati,
contaminati o estremamente torbidi. Il plasma non & un campione accettabile.
Affinché i risultati dei test siano corretti, rispettare rigorosamente la velocita e la
durata appropriate per la rotazione dei campioni e dell’antigene.

PRESTAZIONI METODOLOGICHE15:16

Le prestazioni del test su vetrino VDRL sono state comparate a due test su
cartoncino RPR (Rapid Plasma Reagin) e a un test di assorbimento anticorpale
treponemico in fluorescenza (FTA-ABS) per la diagnosi di sifilide in uno studio
condotto da Perryman, Larsen, Hambie, Pettit, Mullally e Whittington.'> Campioni
di siero freschi raccolti da 505 soggetti sono stati testati usando le seguenti quattro
procedure di test.

Dei 505 campioni di siero freschi, 57 sieri sono risultati reattivi in almeno uno dei
test non treponemici. | tre sieri che hanno prodotto risultati borderline al test FTA-
ABS non sono stati inseriti nella tabulazione. Per la distribuzione dei sieri reattivi tra
i tre test non treponemici e il test FTA-ABS, vedere la Tabella 1.15

Tabella 1

Pattern di reattivita dei test non N. di sieri con il seguente
treponemici risultato al test FTA-ABS2
Test su cartoncino RPR N. di sieri con
Vetrino pattern
Testrer 500 | VoRL R B N
n.1
n. 2
R R R 43 38 2 3
N R R 1 1
N N R 4 2 2
N R N 1 1
R R N 5 5
R N N 1 1
R N R 2 1 1

aR, reattivo; B, borderline; N, non reattivo
La Tabella 2 presenta le diagnosi associate a test non treponemici reattivi.15
Tabella 2

N. di sieri con reazione indicata dal test seguente2
Test su cartoncino RPR
Stadio di sifilide Test | Testsuvetrino | r. i pra AR
Testn. 1 standard VDRL
n.2
R | N RIN|JR]IW]|IN]R]|B]N
Primaria
Non trattata | 51 1] 6| | 4] 2] | 6 | |
Trattata | 71 1+ 711 ]1s]1]2]s8] |
Secondaria
Non trattata | 6 | | 6 | | 6 | | | 6 | |
Trattata | 5 | | 5 | | 5 | | | 5| |
Latente
Non trattata 9 8 1 8 1 8 1
Trattata 15 1 15 1 10 3 3 14 2
A.nla.mnesi positiva per 1 4 1 4 Py >
sifilide
Altre ma!ahie a 3 Py 2 3 3 Py Py 3
trasmissione sessuale

aR, reattivo; N, non reattivo; W, debolmente reattivo (considerato reattivo nella
tabulazione); B, borderline
La sensibilita di tutti e tre i test non treponemici, in base ai 21 casi non trattati di
sifilide, € risultata pari al 95,2% (concordanza di 20 risultati su 21). Con i 31 sieri
di soggetti con sifilide trattata, la sensibilita del test su vetrino VDRL & risultata pari
all'83,9% (concordanza di 26 risultati su 31). La sensibilita complessiva (sifilide
trattata e non trattata) € risultata pari all'88,5% per il test su vetrino VDRL, rispetto
al 92,3% per entrambi i test su cartoncino RPR.

Le specificita dei tre test non treponemici in base ai 453 sieri raccolti da soggetti
presumibilmente non affetti da sifilide, sono risultate pari al 99,3% per il test RPR
n. 1, al 99,6% per il test RPR standard n. 2 e al 98,9% per il test su vetrino VDRL.15

In un altro studio condotto da Pope, Hunter e Feeley'® presso i Centers for Disease
Control in Atlanta, Georgia, USA, 297 sieri sono stati testati mediante ELISA, test
su vetrino VDRL, test FTA-ABS e test di microemoagglutinazione per gli anticorpi
anti Treponema pallidum (MHA-TP). La Tabella 3 seguente elenca le sensibilita e
specificita per ciascuna metodica pubblicata in questo studio.®

Table 3

Test Sensibilita Specificita
ELISA 89,3% 98,5%
VDRL 93,3% 92,7%
FTA-ABS 100% 97,8%
MHA-TP 76% 98,2%
DISPONIBILITA

N. di cat. Descrizione

240764 BD VDRL Antigen, 1 flacone da 5 mL con 1 flacone da 60 mL di
soluzione fisiologica

240765 BD VDRL Antigen, 10 fiale da 0,5 mL con 1 flacone da 60 mL di
soluzione fisiologica

235201 BD Difco VDRL Test Control Serum Set, 1 set di 3 flaconi:
Nontreponemal Antigen Reactive Serum, un flacone da 3 mL
VDRL Weakly Reactive Serum, un flacone da 3 mL
Nontreponemal Antigen Nonreactive Serum, un flacone da 3 mL
BIBLIOGRAFIA: Vedere “References” nel testo inglese.

Assistenza e supporto tecnico BD Diagnostics: rivolgersi al rappresentante locale BD.

& BD VDRL Antigen
BD Difco VDRL Test Control Serum Set
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USO PREVISTO

VDRL Antigen se recomienda para uso en la prueba VDRL (Venereal Disease
Research Laboratory, Examen de laboratorio de investigacion de enfermedades
venéreas)' para la deteccion de reagina, una sustancia similar a un anticuerpo, por
medio de pruebas cualitativas y cuantitativas de floculacién en portaobjetos.



Se recomienda el uso de VDRL Test Control Serum Set (sueros de control de
prueba) para el analisis de control de calidad de VDRL Antigen mediante la prueba
de floculacion en portaobjetos.

RESUMEN Y EXPLICACION

Treponema pallidum es el agente causante de la sifilis. La sifilis es una infeccion
crénica con numerosas manifestaciones clinicas que se desarrollan en etapas
diferentes. Se recomiendan pruebas de laboratorio especificas para la deteccion de
cada etapa de la enfermedad2-4.

El VDRL Antigen es un antigeno no treponémico formado por cardiolipina,
colesterol y lecitina. Las pruebas no treponémicas miden los anticuerpos anti-
lipidicos, que desarrolla el anfitrion como respuesta a los lipidos liberados por las
células anfitrionas dafiadas en la primera etapa de la infeccién de T. pallidumy el
material similar a lipido de la superficie celular treponémica®. Durante la infeccion
de sifilis, puede detectarse una sustancia similar a un anticuerpo (denominada
reagina) en el suero del paciente. En la infeccion de sifilis del sistema nervioso
central, la reagina puede detectarse en el liquido cefalorraquideo (LCR).

Las pruebas no treponémicas reactivas confirman el diagnéstico en presencia de
lesiones sifiliticas tempranas o tardias. Ofrecen un indicio en la sifilis subclinica
latente y constituyen herramientas efectivas para la deteccion de casos en
investigaciones epidemioldgicas. Las pruebas no treponémicas ofrecen resultados
superiores a las pruebas treponémicas para el seguimiento de la respuesta

al tratamiento3.

Las pruebas con antigeno no treponémico no son completamente especificas
para sifilis, ni tampoco presentan una sensibilidad satisfactoria en todas las
etapas de sifilis. Siempre que los resultados de la prueba con antigeno no
treponémico no guarde relacion con la impresion clinica, debe realizarse una
prueba con antigeno no treponémico tal como FTA-ABSZ23. Las pruebas no
treponémicas tales como el VDRL Test se utilizan para realizar un analisis de
deteccion en el suero del paciente, mientras que las pruebas treponémicas como
FTA-ABS se utilizan para confirmar los resultados. La probabilidad de obtener un
resultado del VDRL Test reactivo en diversas etapas de la sifilis no tratada, se ha
informado de la manera siguiente3.

Etapas de sifilis sin tratar | % VDRL Test reactivo
Primaria 78
Secundaria 100
Latente 96
Tardia 7

PRINCIPIOS DEL PROCEDIMIENTO

En los procedimientos de VDRL Test, el suero del paciente se inactiva por calor y
se mezcla con una suspension de solucién salina con tampén de VDRL Antigen
con cardiolipina, lecitina y colesterol. La combinacion de reagina y VDRL Antigen
forma una aglutinacién microscépica denominada floculacién. Con algunas
modificaciones, el procedimiento del suero puede utilizarse para analizar LCR!.

REACTIVOS

VDRL Antigen esta formado por 0,03% de cardiolipina y 0,9% de colesterol
disueltos en alcohol puro con suficiente lecitina (aproximadamente 0,20%) para
producir una reactividad estandar. Se prepara con modificaciones segun las
instrucciones de Harris, Rosenberg y RiedelS. Se preparan la cardiolipina y la
lecitina segun las instrucciones de Pangborn?.8.9.

VDRL Buffered Saline es una solucién de cloruro de sodio al 1%, con un pH de
6,0 £ 0,1y formaldehido al 0,05% como conservante.

El suero reactivo con antigeno no treponémico es un suero humano liofilizado con
azida sodica al 0,1% como conservante, normalizado para proporcionar una lectura
reactiva al analizarse segun el procedimiento de las pruebas USR o VDRL.

El suero VDRL débilmente reactivo es un suero humano liofilizado con azida sédica
al 0,1% como conservante, normalizado para proporcionar una lectura débilmente
reactiva al analizarse segun el procedimiento de la prueba VDRL.

El suero no reactivo con antigeno no treponémico es un suero humano liofilizado
con azida sédica al 0,1% como conservante, normalizado para proporcionar una
lectura no reactiva al analizarse segun el procedimiento de las pruebas USR

o VDRL.

Advertencias y precauciones:
1. Para uso diagnéstico in vitro.

2. ADVERTENCIA: REACTIVOS CON POSIBLE RIESGO BIOLOGICO. Cada
unidad donante utilizada para preparar VDRL Test Control Serum Set fue
analizada mediante un método con licencia de la FDA para determinar la
presencia de anticuerpos al virus de inmunodeficiencia humana (HIV) y
el antigeno de superficie de la hepatitis B (HbsAg) y los resultados fueron
negativos (no fueron reactivos repetidas veces).

Debido a que ningiin método de andlisis puede ofrecer una garantia total de

la ausencia de HIV, del virus de la hepatitis B o de otros agentes infecciosos,
dichos reactivos deben manipularse adoptando las medidas de seguridad
biolégica de nivel 2, segun lo recomendado para todo suero humano o muestra
de sangre potencialmente infecciosos en el manual Biosafety in Microbiological
and Biomedical Laboratories (2007) de los Centers for Disease Control/
National Institutes of Health.

3. En las muestras clinicas puede haber microorganismos patégenos, como
los virus de la hepatitis y el virus de la inmunodeficiencia humana. Para
la manipulacién de todos los elementos contaminados con sangre u otros
liquidos corporales deben seguirse las “Precauciones estandar"10-13 y las
directrices del centro.

4. VDRL Antigen
240764 BD VDRL Antigen, ampollas de 5 mL con 60 mL de solucién salina
240765 BD VDRL Antigen, ampollas de 5 mL con 60 mL de solucién salina
Peligro

H225 Liquido y vapores muy inflamables. P210 Mantener alejado del calor,
de superficies calientes, de chispas, de llamas abiertas y de cualquier otra
fuente de ignicion. No fumar. P280 Llevar guantes/prendas/gafas/mascara de
proteccion. P303+P361+P353 EN CASO DE CONTACTO CON LAPIEL (o el
pelo): Quitar inmediatamente todas las prendas contaminadas. Aclararse la
piel con agua/ducharse. P370+P378 En caso de incendio: para la extincién
utilizar CO,, polvo o agua pulverizada. P403+P235 Almacenar en un lugar
bien ventilado. Mantener en lugar fresco. P501 Eliminar el contenido/el
recipiente de conformidad con las normativas locales, regionales, nacionales
e internacionales.

235201 BD Difco VDRL Test Control Serum Set, 1 equipo de 3 frascos:
Suero reactivo de antigeno no treponémico, 1 frasco de 3 mL
VDRL Weakly Reactive Serum, 1 frasco de 3 mL
Suero no reactivo de antigeno no treponémico, 1 frasco de 3 mL
Atencion

H302 Nocivo en caso de ingestion. P264 Lavarse concienzudamente tras la
manipulacién. P301+P312 EN CASO DE INGESTION: Llamar a un CENTRO
DE INFORMACION TOXICOLOGICA o a un médico en caso de malestar.
P501 Eliminar el contenido/el recipiente de conformidad con las normativas
locales, regionales, nacionales e internacionales.

5. VDRL Test Control Serum Set
Este producto contiene goma natural seca.

ADVERTENCIA: Los componentes del suero de control contienen azida sddica.
La azida sddica es toxica por inhalacion, por contacto cutaneo y por ingestion.

El contacto con &cidos libera un gas muy tdxico. En caso de contacto con la piel,
lavar de inmediato el area afectada con abundante agua. La azida sédica puede
reaccionar con las cafierias de plomo y cobre y formar azidas metalicas muy
explosivas. Al eliminar el material por el desagtie, utilizar un gran volumen de agua
para evitar la acumulacion de azidas.

Instrucciones de Almacenamiento:

Almacenar VDRL Antigen a temperatura ambiente (15 — 30 °C) en un lugar oscuro.
Almacenar VDRL Buffered Saline a una temperatura de 15 — 30 °C. Después de
abrir el frasco, almacenara 2 — 8 °C.

Almacenar los sueros de control liofilizados en el VDRL Test Control Serum Set
a2-8°C.

Cuando se rehidraten los sueros de control, almacenarlos a 2 — 8 °C si se piensa
utilizar el contenido en el plazo de un dia. También se pueden dividir los sueros de
control en alicuotas suficientes para un dia de analisis y almacenar < -20 °C.

No utilizar si los reactivos muestran signos de contaminacion, evaporacion,
precipitacion u otros signos de deterioro.

RECOGIDAY PREPARACION DE LAS MUESTRAS

1. Recoger 5 — 8 mL de sangre mediante venopuncién aséptica en un tubo limpio
y seco sin anticoagulante.

2. Dejar la sangre coagular a temperatura ambiente y centrifugar para obtener
el suero.

3. Almacenar las muestras a temperatura ambiente durante un maximo de 4 h.
Después de dicho lapso, almacenar a 2 — 8 °C. Las muestras séricas pueden
refrigerarse durante un méaximo de 5 dias, luego congelarse a < -20 °C. No
congelar y descongelar las muestras repetidas veces.

4. Las muestras deben ser transparentes, sin hemdlisis ni evidencia visible de
contaminacién bacteriana (turbidez, hemdlisis o particulas). Consultar las
referencias correspondientes para obtener informacién adicional acerca de la
recogida de las muestras?.3.14.

5. Antes del andlisis, calentar los sueros de prueba a 56 °C durante 30 min.

Las muestras que no se analicen dentro de las 4 h deben volver a calentarse
durante 10 min a 56 °C.

6. Las muestras deben encontrarse a una temperatura de 23 — 29 °C en el
momento del analisis.

PROCEDIMIENTO

Materiales suministrados: VDRL Antigen, VDRL Buffered Saline, VDRL Test
Control Serum Set.

Materiales necesarios pero no suministrados:
Solucion salina al 0,9%
Jeringa no desechable de 1 cc



Agujas calibradas no desechables sin bisel:

Prueba sérica: calibre 18

Prueba de LCR: calibre 21 0 22
Frascos de 30 mL, redondos, de boca angosta de 35 mm de diametro con tapones
de vidrio y un fondo interno plano

NOTA: Se pueden reemplazar por matraces de Erlenmeyer de 25 mL, bien lavados
y con tapones de vidrio, si no se dispone de frascos de 30 mL.

Micropipeta de 50 pL

Pipetas seroldgicas graduadas hasta la punta:
1,0 mL, graduadas en 1/100 mL;

5,0 mL, graduadas en 1/10 mL;

10,0 mL, graduadas en 1/10 mL.
Portaobjetos:

Prueba sérica: 50,8 x 76,2 mm con aros de parafina o ceramica de
aproximadamente 14 mm de diametro y suficientemente altos para evitar
el desbordamiento durante la rotacién de la prueba de LCR: Portaobjetos
céncavos Kline, 76,2 x 50,8 mm, 3 mm grosor, 12 unidades de 16 mm de
didametro y 1,75 mm de profundidad.

Soporte para portaobjetos de 50,8 x 101,6 mm.

Agitador rotativo mecanico, ajustable a 180 + 2 rpm, que circunscriba un circulo de
19 mm de diametro en un plano horizontal

Barfio Maria de 56 °C

Microscopio 6ptico con ocular de 10% y objetivo de 10x
Agua destilada o desionizada estéril

Alcohol puro

Acetona

Cronémetro

Preparacion del Reactivo

1. Para rehidratar los sueros de control en el VDRL Test Control Serum Set,
afiadir 3 mL de agua purificad estéril y revolver suavemente hasta disolver
el contenido.

2. Calentar los sueros de control a 56 °C durante 30 minutos. Los sueros que
no se prueben en un plazo de 4 horas deben calentarse de nuevo durante
10 minutos a 56 °C.

3. VDRL Antigen y VDRL Buffered Saline estan listos para su uso en la
preparacion de la suspension de VDRL Antigen. La ampolla VDRL Antigen esta
previamente ranurada alrededor del cuello, lo que se indica mediante una linea
visible. Para abrir la ampolla de vidrio, siga las instrucciones proporcionadas
a continuacion:

a. Sujete la ampolla en posicion vertical para que su contenido quede
depositado en la base de la ampolla y la parte de arriba quede vacia. Si es
preciso, golpee suavemente la ampolla sobre una superficie lisa.

b. Como medida de proteccién para prevenir cortes en las manos al abrirla,
cubra la parte superior de la ampolla con una toallita de papel, un trapo
fino o una gasa. De este modo, si la ampolla no se rompe limpiamente, se
evitan posibles heridas y los fragmentos de vidrio no se esparcen.

c. Sujete la base con una mano y con el indice y el pulgar de la otra mano
sujete la parte superior de la ampolla, con la proteccion, justo por encima
de la linea ranurada.

d. Mientras sujeta firmemente la base, tire de la seccién superior con un
movimiento suave pero constante. Si se aplica la presion adecuada, la
parte superior de la ampolla se partira limpiamente; en cambio, si se aplica
demasiada fuerza, la ampolla puede romperse.

e. Una vez abierta la ampolla, deseche la parte superior. Ahora, el producto
esta listo para su extraccion de la ampolla.

NOTA: los bordes de la ampolla por donde se ha partido la parte superior

pueden cortar. No toque esta area.

Preparacion del Material de Vidrio Especifico

Lavar a mano las jeringas con las agujas y los frascos con suspension de la

manera siguiente:

Enjuagar con agua del grifo.

Empapar y lavar bien en una solucién de detergente para material de vidrio.

Enjuagar con agua del grifo de 6 a 8 veces.

Enjuagar con agua destilada o desionizada sin usar.

Enjuagar con alcohol puro.

Enjuagar con acetona.

Dejar secar al aire hasta que el olor de acetona se elimine completamente.

Quitar las agujas de las jeringas para su almacenamiento.

© N oo AL N s

Portaobjetos con Aros de Ceramica:
1. Enjuagar con agua del grifo.

2. Lavar con una solucién de detergente para material de vidrio.

3. Enjuagar con agua del grifo de 3 a 4 veces.

4. Enjuagar con agua destilada o desionizada sin usar.

5. Secar con un pafio sin pelusa. Si el portaobjetos limpio no permite la

distribucion uniforme del suero dentro de la superficie interna del circulo, tratar
el portaobjetos de la manera siguiente:

6. Limpiar los portaobjetos con un limpiador no abrasivo.
7. Enjuagar, secar y pulir con un pafio limpio sin pelusa.

No dejar en la solucion de detergente durante un periodo prolongado los
portaobjetos con aros de ceramica porque éstos se pueden quebrar y desprenderse.

Procedimiento de Analisis
Preparar la Suspension de Antigeno

Verificar el pH de VDRL Buffered Saline a 25 °C antes de preparar la suspension de
VDRL antigen. Desechar si se encuentra fuera del intervalo de pH 6,0 + 0,1.

Dejar que VDRL Antigen y VDRL Buffered Saline alcancen una temperatura entre
23y 29 °C antes de preparar la suspension de VDRL Antigen.

Utilizar solamente frascos de suspension con fondos internos planos que permitan
cubrir uniformemente con VDRL Buffered Saline inicial el fondo interno del

frasco. Si se forman microesferas de VDRL Buffered Saline o no se esparce con
uniformidad en el fondo del frasco, volver a lavarlo como se describe anteriormente.
(Véase la NOTA anterior con respecto al uso de matraces de 25 mL con tapones
de vidrio).

Para que los resultados sean reproducibles, la suspension de VDRL Antigen debe
comprobarse diariamente para determinar una reactividad apropiada con el VDRL
Test Control Serum Set. Sélo deben utilizarse las suspensiones de VDRL que
produzcan el patron de reactividad establecido del suero de control.

1. Preparar una nueva suspension de VDRL Antigen cada dia de andlisis. La
temperatura de la solucién salina tamponada, el antigeno y el equipo debe
encontrarse entre 23 y 29 °C en el momento en que se prepara la suspension
de antigeno.

2. Pipetear 0,4 mL de VDRL Buffered Saline al fondo de un frasco redondo de
30 mL con tapén de vidrio y fondo interno plano. Inclinar suavemente el frasco
de manera que VDRL Buffered Saline cubra toda la superficie interna del fondo
del frasco.

3. Afadir 0,5 mL de VDRL Antigen (de la mitad inferior de una pipeta de 1,0 mL
graduada hasta la punta) directamente en la solucion salina a la vez que se
hace girar continuamente pero con suavidad el frasco sobre una superficie
plana. Afadir el antigeno, gota a gota, a una velocidad que permita verter
0,5 mL de antigeno en 6 sec. Mantener la punta de la pipeta en el tercio
superior del frasco. No salpicar solucion salina en la pipeta. La velocidad
adecuada de rotacion se obtiene cuando el centro del frasco realiza un circulo
de 5 cm de diametro aproximadamente 3 veces por sec.

4. Expulsar la Gltima gota de antigeno de la pipeta, sin tocarla con la solucién
salina, y continuar con la rotacién del frasco durante 10 sec.

5. Anadir 4,1 mL de solucién salina con una pipeta de 5 mL. No dosificar la
solucién salina directamente sobre el antigeno; dejarla fluir por un lado
del frasco.

6. Tapar el frasco y agitarlo aproximadamente 30 veces en 10 sec. La suspension
del antigeno esta lista para usar y puede utilizarse durante ese dia (8 h).

7. Mezclar la suspension de VDRL Antigen girando el frasco suavemente cada
vez que se utilice. No mezclar la suspensién de manera forzada extrayéndola
y expulsandola con una jeringa con aguja, ya que asi es posible que se
descompongan las particulas y se pierda reactividad.

Probar la Exactitud de la Aguja de Suspension de Antigeno para la Prueba
Serica

1. Laexactitud de la prueba depende de la cantidad de suspensién de antigeno
utilizada. Comprobar la calibracion de la aguja periédicamente para asegurar el
suministro del volumen correcto de la suspension de VDRL Antigen.

2. Para las pruebas cuantitativas y cualitativas en el suero, dosificar la
suspension de antigeno con una jeringa con una aguja de calibre 18 sin bisel
que suministrara 60 + 2 gotas de suspension de antigeno por mL cuando se la
sostiene en posicion vertical.

3. Colocar la aguja en una jeringa de 1 mL. Llenar la jeringa con suspension de
VDRL Antigen. Sosteniendo la jeringa en posicion vertical, contar el nimero
de gotas suministradas en 0,5 mL. La aguja esta calibrada correctamente si se
suministran 30 + 1 gotas en 0,5 mL.

4. Cambiar la aguja si no se cumple esta especificacion. Repetir la calibracion
con la nueva aguja.

Prueba Cualitativa en Portaobjetos de VDRL en Suero

1. Latemperatura ambiente afecta las pruebas de floculacion en portaobjetos
para la deteccion de sifilis. Para obtener resultados de pruebas reproducibles
y fiables, las suspensiones de VDRL Antigen, los controles y las muestras de
prueba deben encontrarse a temperatura ambiente (23 — 29 °C) cuando se
realizan las pruebas.

2. Pipetear 50 pL de suero en un aro de un portaobjetos con aros de parafina o
ceramica mediante una pipeta segura. No utilizar un portaobjetos de vidrio con
concavidades, pocillos o aros de vidrio. Esparcir el suero con el movimiento
circular de la punta de la pipeta de manera que el suero cubra toda la
superficie interna del aro de parafina o ceramica.

3. Volver a suspender suavemente la suspension de VDRL Antigen.

4. Sosteniendo la jeringa con la aguja con suspension de VDRL Antigen en
posicion vertical, dosificar varias gotas para quitar el aire a la aguja. Luego,
dejar caer exactamente 1 gota (17 pL) de suspension de antigeno a cada
circulo con suero. No permitir que la aguja toque el suero.
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5. Colocar el portaobjetos en el agitador rotativo mecanico. Girar el portaobjetos
durante 4 min a 180 + 2 rpm. Si se realiza la prueba en un clima seco, cubrir
los portaobjetos con una cubierta humidificadora mojada durante la rotacion
para evitar la evaporacion excesiva.

6. Inmediatamente después de la rotacion del portaobjetos, retirarlo del agitador
rotativo y efectuar la lectura de los resultados al microscopio con un aumento
de 100x.

Prueba Cuantitativa de VDRL en Suero

1. Pararealizar un recuento de las muestras de suero hasta obtener una
titulacion segun criterio de valoracién, preparar las diluciones de suero en el
portaobjetos en una concentracion de 1:1, 1:2, 1:4 y 1:8.

2. Dosificar 50 pL de solucion salina al 0,9% en los circulos 2 — 4. No esparcir la
solucion salina.

3. Dosificar 50 pL de suero en el circulo 1y 50 pL de suero en el circulo 2.

4. Mezclar la solucion salina y el suero en el circulo 2 extrayendo y expulsando
la mezcla hacia arriba y hacia abajo en la pipeta aproximadamente 8 veces.
Evitar la formacién de burbujas.

5. Transferir 50 pL del circulo 2 (1:2) al circulo 3 (1:4) y mezclar.

6. Transferir 50 pL del circulo 3 (1:4) al circulo 4 (1:8), mezclar y luego descartar
los ultimos 50 pL.

7. Volver a suspender suavemente la suspension del antigeno.

8. Sosteniendo la jeringa con la aguja con suspension en posicion vertical,
dosificar varias gotas para quitar el aire a la aguja. Luego, dejar caer
exactamente 1 gota (17 pL) de suspension de antigeno a cada circulo.

9. Colocar el portaobjetos en el agitador rotativo mecanico. Girar el portaobjetos
durante 4 min a 180 + 2 rpm. Si se realiza la prueba en un clima seco, cubrir
los portaobjetos con una cubierta humidificadora mojada durante la rotacion
para evitar la evaporacion excesiva.

10. Inmediatamente después de la rotacion, efectuar la lectura de la prueba al
microscopio con un aumento de 100x.

11. Si la dilucién mas alta analizada (1:8) es reactiva:
a. Preparar una dilucion de 1:8 de la muestra de prueba afiadiendo 0,1 mL de
suero a 0,7 mL de solucién salina al 0,9%. Mezclar bien.
b. Colocar 50 L de solucion salina al 0,9% en el segundo, tercer y cuarto
aros de parafina en una fila del portaobjetos. Preparar diluciones seriadas
adicionales para las muestras muy reactivas.

c. Afadir 50 L de la dilucion de 1:8 de la muestra de prueba a los aros de
parafina 1y 2.

d. Preparar las diluciones seriadas de 1:2 comenzando con el aro 2 y
completar la prueba descrita anteriormente.

Control de Calidad del Usuario de la Suspension del VDRL Antigen

1. Preparar una nueva suspension de antigeno cada dia de analisis. Una vez
preparada, la suspension se debe utilizar dentro de las 8 h.

2. Usar la suspension de antigeno preparado a 23 — 29 °C.

3. Analizar la reactividad de la suspension del antigeno con sueros de control
(reactivo, débilmente reactivo y no reactivo).

4. Utilizar la suspension de antigeno solamente si produce la reactividad prevista
con los sueros de control (reactivo, débilmente reactivo y no reactivo).

El control de calidad debe llevarse a cabo conforme a la normativa local y/o
nacional aplicable, a los requisitos de los organismos de acreditacion y a los
procedimientos estandar de control de calidad del laboratorio. Se recomienda
consultar las instrucciones de CLSI y normativas de CLIA correspondientes para
obtener informacion acerca de las practicas adecuadas de control de calidad.

RESULTADOS
Resultados del Analisis Cualitativo

1. Leery registrar los resultados de la manera siguiente:

Grumos medianos a grandes: reactivo (R)
Grumos pequefios: débilmente reactivo (WR)
SIN grumos o rugosidad muy leve: no reactivo (NR)

2. \Verificar que los resultados de los sueros de control son los previstos (reactivo,
débilmente reactivo, no reactivo). Si las reacciones no son las previstas, la
prueba no es valida y no pueden notificarse los resultados.

3. Realizar una prueba cuantitativa para determinar el criterio de valoracion de
todas las muestras séricas que producen resultados reactivos, débilmente
reactivos o no reactivos “rugosos” en la prueba cualitativa en portaobjetos.

Resultados del Analisis Cuantitativo

Notificar la titulacion como la dilucion mas elevada que produce el resultado
reactivo (no el débilmente reactivo). Por ejemplo:

Diluciones séricas
— Informe
s"z1f'1")“" 12 | 14 | 18 | 116 | 132

R w N N N N Reactivo, sin diluir
R R W N N N Reactivo, dilucion de 1:2
R R R w N N Reactivo, dilucion de 1:4
w W R R w N Reactivo, dilucion de 1:8

N (rugosos) W R R R N Reactivo, dilucion de 1:16
w N N N N N Débilmente reactivo, sin diluir

Si los resultados reactivos se obtienen mediante la dilucién 1:32, preparar mas
diluciones seriadas de 1:2 en solucién salina al 0,9% (1:64, 1:128 y 1:256) y repetir
la prueba con el procedimiento de prueba cuantitativa.

Interpretacion

1. Los resultados del suero del VDRL Test deben confirmarse con una
prueba treponémica.

2. Eldiagnostico de sifilis depende de los resultados del VDRL Test, la prueba de
confirmacion treponémica, indicios y sintomas clinicos y factores de riesgo.

3. Un VDRL Test reactivo puede indicar una infeccion pasada o presente con un
treponema patégeno. Sin embargo, puede tratarse de una reaccion positiva
falsa. Un resultado positivo falso se determina si la prueba treponémica de
confirmacién es negativa.

4. Un VDRL Test no reactivo con signos clinicos de sifilis puede indicar una
sifilis en la primera etapa o etapa primaria, una reaccién prozona en sifilis
secundaria o una sifilis en etapa tardia.

5. Un VDRL Test no reactivo con ausencia de signos clinicos de sifilis indica falta
de infeccién actual o una infeccion tratada eficazmente.

6. Un VDRL Test cuantitativo detecta cambios en la titulacién de reagina. Por
tanto, una muestra de suero con un incremento de cuatro veces en la titulacion
en una muestra repetida puede indicar una infeccién, una reinfeccién o un
tratamiento fallido. Asimismo, una reduccion de cuatro veces durante el
tratamiento indica un tratamiento adecuado de la sifilis.

VDRL Test en Liquido Cefalorraquideo

Consultar en las referencias correspondientes el procedimiento de analisis de
liquido cefalorraquideo con el VDRL Test!.

LIMITACIONES DEL PROCEDIMIENTO

Se puede producir una reaccion prozona en la que esté inhibida la reactividad con
un suero sin diluir. El fenémeno prozona a menudo da un resultado débilmente
reactivo o no reactivo “rugoso” en las pruebas cualitativas. Por tanto, todas las
muestras con estos resultados deben analizarse en la prueba cuantitativa.

Las reacciones bioldgicas positivas falsas pueden ocurrir con pruebas de personas
que abusan de las drogas, tienen enfermedades tales como lupus eritematoso,
mononucleosis, malaria, lepra o neumonia viral o se han vacunado recientemente™.

Pueden producirse reacciones cruzadas con otras infecciones treponémicas, tales
como yaws, pinta, bejel o siti.

Durante la fabricacién, VDRL Antigen se analiza sélo con suero. Para una
modificacion de los productos de prueba sérica y procedimientos para andlisis

de LCR, consultar las referencias correspondientes’. El usuario tiene la
responsabilidad de modificar los productos y procedimientos, ademas de cumplir
con las normas de control de calidad requeridas.

Si la temperatura del area de andlisis, las muestras o los reactivos es inferior a
23 °C, se disminuye la reactividad de la prueba. Si la temperatura es superior a
29 °C, se aumenta la reactividad de la prueba’.

Los resultados de la prueba no son predecibles cuando se realizan analisis con
muestras de suero con hemolisis, contaminacién o turbidez extrema. El plasma no
es una muestra aceptable.

Para obtener resultados correctos de las pruebas, es necesario cumplir
estrictamente con la velocidad y la duracién correctas de rotacién de las muestras
y el antigeno.

CARACTERISTICAS DE RENDIMIENTO15:16

El rendimiento de la prueba de VDRL en portaobjetos se comparé con dos
pruebas de reagina plasmatica rapida (RPR) en tarjeta y una prueba de absorcion
de anticuerpos treponémicos fluorescentes (FTA-ABS) para el diagnéstico de la
sifilis en un estudio realizado por Perryman, Larsen, Hambie, Pettit, Mullally y
Whittington15. Las muestras de suero recientes obtenidas de 505 personas se
analizaron por medio de estos cuatro procedimientos.

De las 505 muestras de suero recientes, 57 sueros fueron reactivos en al menos
una de las pruebas no treponémicas. Los tres sueros que dieron resultados
dudosos en la prueba de FTA-ABS no se incluyeron en la tabulacion. Consultar
en la tabla 1 la distribucion de los sueros reactivos entre las tres pruebas no
treponémicas y la prueba de FTA-ABS1S.



Tabla 1

Patrén de reactividad de las pruebas f:arrt. de sueros con el
no treponémicas siguiente resultado en la
prueba de FTA-ABS2
- Cantidad de
Prueba de RPR en tarjeta sueros con
Prueba Prueba patrén
Pruebade | de RPR VDRL en R B N
RPR N°1 estandar | portaobjetos
N° 2
R R R 43 38 2 3
N R R 1 1
N N R 4 2 2
N R N 1 1
R R N 5 5
R N N 1 1
R N R 2 1 1

aR, Reactivo; B, dudoso; N, no reactivo

La tabla 2 muestra los diagnésticos asociados con las pruebas no
treponémicas reactivas?5.

Tabla 2

Cant. de sueros con r ion indicada por la si

prueba?
Prueba de RPR en
tarjeta
Etapa de la sifilis P Prueba de VDRL | Prueba de FTA-
Prueba ",‘eba en portaobjetos ABS
N° 1 estandar
N° 2

RIN|JR|IN]JR|IW]|N]R]|]B]N
Primaria
Sin tratar 5 1 6 4 2 6
Tratada 7 1 7 1 5 1 2 8
Secundaria
Sin tratar | 6 | | 6 | | 6 | | | 6 | |
Tratada | 5 | | 5 | | 5 | | | 5 | |
Latente
Sin tratar 9 8 1 8 1 8 1
Tratada 15 1 15 1 10 3 3 14 2
Historial de sifilis 1 1 1 1 2 2
Otras e_n_ffermedades de 3 P 2 3 3 Py 2 3
transmision sexual

aR, Reactivo; N, no reactivo; W, débilmente reactivo (considerado reactivo en la
tabulacion); B, dudoso

La sensibilidad de las tres pruebas no treponémicas, basada en los 21 casos

de sifilis no tratados, fue del 95,2% (20 de los 21 resultados presentaron
concordancia). Con los 31 sueros de personas con tratamiento de sifilis, la
sensibilidad de la prueba de VDRL en portaobjetos fue del 83,9% (26 de los 31
resultados presentaron concordancia). La sensibilidad general (de los casos

tratados y no tratados) fue del 88,5% para la prueba de VDRL en portaobjetos,
comparado con 92,3% para ambas pruebas de RPR en tarjeta.

La especificidad de las tres pruebas no treponémicas basadas en los 453 sueros
extraidos de personas que aparentemente no habian sufrido sifilis fue del 99,3%
para la prueba de RPR N° 1, 99,6% para la prueba de RPR estandar N° 2 y 98,9%
para la prueba de VDRL en portaobjetos®.

En otro estudio, realizado por Pope, Hunter y Feeley'6 en los Centers for Disease
Control en Atlanta, Georgia, EE.UU., se analizaron 297 sueros mediante un analisis
de inmunoabsorcion ligado a enzimas (ELISA), una prueba VDRL en portaobjetos,
una prueba FTA-ABS y el andlisis de microhemaglutinacién para anticuerpos de

T. pallidum (MHA-TP). La tabla 3 siguiente enumera los niveles de sensibilidad y
especificidad de cada método publicado en este estudio®®.

Tabla 3
Prueba Sensibilidad Especificidad
ELISA 89,3% 98,5%
VDRL 93,3% 92,7%
FTA-ABS 100% 97,8%
MHA-TP 76% 98,2%

DISPONIBILIDAD
N° de Cat. Descripcion
240764 BD VDRL Antigen, ampollas de 5 mL con 60 mL de solucién salina
240765 BD VDRL Antigen, ampollas de 5 mL con 60 mL de solucién salina
235201 BD Difco VDRL Test Control Serum Set, 1 equipo de 3 frascos:
Suero reactivo de antigeno no treponémico, 1 frasco de 3 mL
VDRL Weakly Reactive Serum, 1 frasco de 3 mL
Suero no reactivo de antigeno no treponémico, 1 frasco de 3 mL
REFERENCIAS: Ver “References” en el texto en inglés.

Servicio técnico de BD Diagnostics: pongase en contacto con el representante local
de BD.
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