Туберкулез тест (Tuberculosis Test (TB-Check-1)).
VEDALAB, Франция

Каталожный номер: 22071           Фасовка: 20 тестов/упаковка

Справка

Туберкулез до сих пор представляет собой важную социально-экономическую и медицинскую проблему во всем мире. В 1995 году от туберкулеза в мире умерло больше людей, чем от других инфекционных заболеваний. Процент смертельных случаев оценивается как 55% для не лечившихся и 15% для лечившихся пациентов.

Обычно используемые диагностические тесты на туберкулез, такие как обследование мокроты на наличие бацилл, посев мокроты или других жидкостей, кожная проба с туберкулином и радиологические исследования, не имеют необходимой диагностической чувствительности. Фактически, самые лучшие средства для клинической и эпидемиологической работы в диагностике туберкулеза – это серологические тесты, такие как гемагглютинация, фиксация комплемента, иммунофлуоресценция, ИФА и радиоиммунодиффузные методики (1, 2, 3). Но для выполнения туберкулезных тестов с использованием вышеуказанных методов требуются высоко-квалифицированные специалисты и дорогостоящий материал.

Предназначение и принцип метода

Качественный скрининговый иммунохроматографический экспресс-тест для обнаружения человеческих антител к бациллам Коха в сыворотке, плазме или цельной крови. Тест способен специфически определять наличие антител у пациента на активной стадии заболевания. Пробы вакцинированных людей не проявляют реакции в данном тесте. Метод определения основан на использовании конъюгированных с красителем специфического комплекса мышиных антител к человеческим иммуноглобулинам и иммобилизованных в тестовой зоне кассеты высокоочищенных BCG-белков (4) для специфического обнаружения антител против бацилл Коха. Тест в основном определяет IgG и IgA, но также реагирует на IgM при его высоких концентрациях. Чувствительность была откорректирована до 350 единиц в соответствии с предыдущими исследованиями (5), в которых эта предельная величина была установлена как наилучшая в отношении специфичности, чувствительности и прогностической значимости для серологического туберкулезного теста. При прохождении пробы через слой адсорбента окрашенный иммунный комплекс из конъюгата мышиных антител и иммуноглобулинов человека связывается в реакционной зоне кассеты с BCG-белками, образуя цветную линию. В отсутствие анти-BCG антител линия в реакционной зоне не наблюдается. Вне зависимости от результатов теста реакционная смесь продолжает продвигаться по слою адсорбента и достигает контрольной зоны (С), где осаждается с образованием контрольной полосы, подтверждающей качественность применяемых в тесте реагентов. Тест пригоден как для визуального считывания, так и для качественного считывания результатов на иммунохроматографическом экспресс-анализаторе «Easy Reader» (VEDALAB).
Состав

Тестовые кассеты
20

Одноразовые пластмассовые пипетки
20

Разбавитель во флаконе-капельнице, 5 мл
1

содержит солевой буфер, детергент и азид натрия (NaN3 < 0,1%)

Инструкция
1

Стабильность и хранение

1. Хранить при температуре от 4 до 30°C в герметичной фабричной упаковке.

2. Не замораживать!

3. Тест стабилен до истечения срока хранения, указанного на этикетке.

Меры предосторожности

Данный тест предназначен только для диагностики in vitro и профессионального применения.

При работе с пробами пользоваться защитной одеждой и одноразовыми перчатками.

Не принимать пищу, не пить и не курить в помещении, где выполняется работа с пробами.

При взятии и тестировании проб не прикасаться руками к слизистой оболочке глаз и носа.

Внимательно прочитать инструкцию перед проведением теста.

Не использовать тестовую кассету, если её защитная упаковка повреждена.

Не использовать тестовую кассету с истекшим сроком хранения.

Пробы цельной крови следует тестировать сразу после взятия (в течение 4 часов).

Обезвреживание отходов

Все пробы следует считать потенциально инфекционными. После завершения процедуры тестирования утилизировать пробы следует с осторожностью и только после стерилизации в автоклаве или обработки 0,5 – 1% раствором гипохлорита натрия не менее 1 часа.

Подготовка реагента

Все реагенты готовы к использованию.

Исследуемые образцы

Сыворотка, плазма (с гепаринатом лития или аммония, ЭДТА) или цельная кровь.

Взятие и подготовка проб

1. Взятие крови должен осуществляться в стандартных лабораторных условиях (асептическим способом, исключающим гемолиз).

2. При выполнении теста с пробами цельной крови необходимо использовать свежие пробы (<4 часов).

Если тест может быть выполнен в течение 48 часов после взятия крови, пробу следует хранить в холодильнике (4о-8°C). Если тест будет выполняться позже, пробу необходимо заморозить. Замороженные пробы перед тестированием следует оттаять, тщательно перемешать и довести до комнатной температуры. Повторное замораживание проб не допускается.

3. В случае мутности, высокой вязкости или наличия нерастворимых частиц в пробе сыворотки необходимо перед тестированием развести пробу равным объёмом разбавителя (не входит в комплект набора, но может поставляться по заказу).

Процедура тестирования

1. Довести все пробы, тестовые кассеты и разбавитель для образца до комнатной температуры.

2. Извлечь тестовую кассету из защитной упаковки, оторвав край упаковки по надрезу.

3. Пометить тестовую кассету фамилией или кодовым номером пациента.

4. Набрать пробу (сыворотки или плазмы) в пипетку-капельницу и, держа её вертикально, внести одну каплю (25 мкл) в лунку для проб. Если используется цельная кровь, внести в лунку для проб две капли (50 мкл) пробы. Подождать, пока образец полностью впитается.
5. Внести в лунку для проб по капле 3-4 полных капли (150 мкл) разбавителя, давая впитываться предыдущей капле.

6. Считать результаты теста через 10-15 минут после внесения пробы.

НЕ ИНТЕРПРЕТИРОВАТЬ РЕЗУЛЬТАТЫ ТЕСТА ПО ИСТЕЧЕНИИ 15 МИНУТ.
Интерпретация результатов

Отрицательный: Появляется только одна цветная полоса в контрольной зоне (C).

Положительный: Кроме цветной полосы в контрольном окне, появляется также чётко различимая полоса в тестовой зоне.

Неопределённый: Если чёткой цветной полосы в контрольной зоне не появилось, тест считается не прошедшим контроль качества. В этом случае рекомендуется повторить его, взяв новую тестовую кассету.

Характеристики теста

а) Чувствительность:

Серия из 23 положительных и отрицательных сывороток, предварительно протестированных методом ИФА на IgG, IgA и IgM, были протестированы с помощью данного теста. Результаты, представленные в таблице I, показывают чувствительность около 250 Е/мл как для IgG, так и для IgA. Конечный тест на чувствительность был в дальнейшем откорректирован до 350 Е/мл для оптимизации чувствительности, специфичности и прогностической ценности теста (5).

	Сыворотка
	ИФА
	Тест VEDALAB

(15 мин)

	
	IgG (Е/мл)
	IgA (Е/мл)
	IgM (Е/мл)
	

	830
	Отр.
	Отр.
	Отр.
	Отр.

	866
	Отр.
	Отр.
	Отр.
	Отр.

	868
	Отр.
	Отр.
	Отр.
	Отр.

	869
	Отр.
	Отр.
	Отр.
	Отр.

	870
	Отр.
	Отр.
	Отр.
	Отр.

	871
	Отр.
	Отр.
	Отр.
	Отр.

	876
	Отр.
	Отр.
	Отр.
	Отр.

	881
	Отр.
	Отр.
	Отр.
	Отр.

	883
	Отр.
	Отр.
	Отр.
	Отр.

	910
	Отр.
	Отр.
	Отр.
	Отр.

	919
	Отр.
	Отр.
	Отр.
	Отр.

	921
	Отр.
	Отр.
	Отр.
	Отр.

	HM
	Отр.
	Отр.
	Отр.
	Отр.

	873
	258
	Отр.
	Отр.
	Отр.

	834
	430
	Отр.
	Слабо+
	Пол.

	879
	525
	200
	Отр.
	Пол.

	849
	Отр.
	290
	Пол.
	Пол.

	878
	Слабо+
	435
	Пол.
	Пол.

	828
	Отр.
	240
	Пол.
	Пол.

	849
	Отр.
	290
	Пол.
	Пол.

	M 10/11
	700
	350
	Слабо+
	Пол.

	M 24/10
	1000
	1000
	Пол.
	Пол.

	874
	500
	1600
	Пол.
	Пол.


Таблица I: Сравнение с методом ИФА

Другое исследование проводилось с участием 391 клинически охарактеризованных людей. Результаты представлены в таблице II.

	Клинический статус
	Результаты теста VEDALAB

	
	Кол-во
	Положительный
	Отрицательный
	Положительный

	1. Активный легочный туберкулез
	130
	113
	17
	87

	2. Активный нетуберкулезный микобактериоз (НТМ)
	24
	20
	4
	83

	3. Застарелый туберкулез
	15
	4
	11
	27

	4. Другие респираторные заболевания 
	79
	4
	75
	5

	5. Другие заболевания
	60
	2
	58
	3

	6. Здоровые объекты
	83
	7
	76
	8

	Всего
	391
	


Таблица II: Результаты оценки теста 

Показано, что чувствительность теста составляет 87% (113 / 130) для легочного туберкулеза, 83% (20 / 24) для нетуберкулезного микобактериоза и 86% (133 / 154) в целом.

В таблицах III, IV, V и VI показаны результаты тестирования в сравнении с различными методами диагностики (мазок, посев мокроты или PPD) и в соответствии с историями болезни. Для этих исследований были выбраны только пациенты групп (1) и (2) (активный микобактериоз).

	Результаты тестирования мазка
	Результаты теста VEDALAB

	
	Кол-во
	Положительный
	Отрицательный
	Чувствительность (%)

	G0 (отриц.)
	23
	18
	5
	78

	G1-G3
	66
	54
	12
	82

	G4-G6
	46
	43
	3
	93

	G7-G10
	19
	18
	1
	95

	Всего
	154
	133
	21
	86,4%


Таблица III: Сравнение результатов теста с методом тестирования мазка

	Результаты посева мокроты
	Результаты теста VEDALAB

	
	Кол-во
	Положительный
	Отрицательный
	Чувствительность (%)

	-
	6
	5
	1
	83

	+
	75
	59
	16
	79

	2+
	35
	32
	3
	91

	3+
	23
	22
	1
	96

	4+
	11
	11
	0
	100

	Всего
	150
	129
	21
	86%


Таблица IV: Сравнение результатов теста и метода посева мокроты

	Результаты тестирования мазка
	Результаты теста VEDALAB

	
	Кол-во
	Положительный
	Отрицательный
	Чувствительность (%)

	0,5-5 мм
	5
	4
	1
	80

	6-10 мм
	7
	6
	1
	86

	11-20 мм
	33
	24
	9
	73

	21-40 мм
	29
	25
	4
	86

	41- мм
	10
	9
	1
	90

	Всего
	84
	68
	16
	81%


Таблица V: Сравнение результатов теста и метода PPD реакции

	Истории болезни
	Результаты теста VEDALAB

	
	Кол-во
	Положительный
	Отрицательный
	Чувствительность (%)

	Первый приступ болезни:
	- менее 3 мес
	64
	53
	11
	83

	
	- более 3 мес
	29
	27
	2
	93

	Рецидив:
	- менее 3 мес
	15
	13
	2
	87

	
	- более 3 мес
	10
	9
	1
	90

	Хронический туберкулез
	12
	11
	1
	92

	Всего
	130
	113
	17
	87%


Таблица VI: Результаты теста в соответствии с историями болезни

б) Специфичность:

Специфичность теста рассчитывалась по результатам таблицы II следующим образом:

Специфичность 
= отриц. по тесту / отриц. по клинич. тестам x100

 = (11 + 75 + 58 + 76) / (15 + 79 + 60 + 83) x 100

= 220 / 237 x 100 = 92,8%

в) Общее соответствие

Общее соответствие теста относительно клинического статуса было рассчитано по результатам, представленным в таблице II, следующим образом:

Корреляция 
= истинно пол. + истинно отр. / общее число случаев x100

= (113 + 20) + (11 + 75 + 58 + 76) / 391 x 100

= 353 / 391 x 100 = 90%

г) Перекрестная реактивность

Как показано в таблице II, тест имеет высокую перекрестную реактивность с другими микобактериальными инфекциями (группа 2: активный нетуберкулезный микобактериоз).

Ограничения метода

1. Как и в случае всякой диагностической процедуры, врач должен подтвердить данные, полученные с использованием этого теста, в свете другой клинической информации.

2. Очень ранняя стадия инфицирования может привести к ложным отрицательным результатам по причине низкой концентрации антитуберкулезных антител в пробах сыворотки, плазмы или цельной крови.

3. Тест показывает высокую перекрестную реактивность с другими микобактериями, и такие случаи должны учитываться до тестирования.

4. Положительный результат не исключает наличия других патогенов.

5. По причине иммунодепрессивного эффекта туберкулеза пациент на поздней стадии заболевания может иметь ложноотрицательные результаты (низкая концентрация циркулирующих антител).
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