monogen

Szybki test do jako $ciowego i polilo s$ciowego wykrywania
heterofilnych przeciwciat przeciwko mononukleozie

w surowicy lub osoczu metod g aglutynacji cz astek lateksu
na kartach.

Monogen jest pomocny przy diagnozowaniu zaka zen
mononukleoz a.

Informacje podstawowe

Mononukleoza (IM) jest ostrg chorobg zakazng o etiologii wirusowe;j.
Najczestszymi symptomami sg goraczka, bdl gardia, limfadenopatia, jadtowstret, zte
samopoczucie oraz miesniobdle. U wiekszosci pacjentéw wystepuje powigkszenie
$ledziony. Wysypka plamiasta, plamiasto-grudkowa lub wybroczynowa pojawia sie
maksymalnie w 50% przypadkéw, ale ten objaw najczesciej ujawnia sie u pacjentow
leczonych ampicyling.
Komplikacje w przebiegu IM moga obejmowa¢ wtérne bakteryjne zapalenie gardtia,
pekniecie $ledziony, autoimmunologiczng anemie hemolityczng, autoimmunologiczng
matoplytkowos$¢, zapalenie mig$nia sercowego, zapalenie watroby i powiktania ze strony
centralnego uktadu nerwowego w postaci zapalenia opon i mézgu lub poprzecznego
zapalenia rdzenia. Piorunujaca $miertelna postac IM lub nabyta
hypogammaglobulinemia sg rzadko spotykane.
Postawienie diagnozy tylko w oparciu o historie choroby i objawy jest niezwykle trudne.
Przytacza sie wiele przypadkéw w ktérych IM zostata Zle zréznicowana od
niespokrewnionych choréb wirusowych lub bakteryjnych (1). Z tego powodu testy
hematologiczne i serologiczne sg bardzo przydatne przy diagnozowaniu.
W 1932, Paul i Bunnell (2) doniesli, ze surowica pacjentéw z mononukleozg wykazuje
wysokie miano heterofilnych przeciwciat przeciwko erytrocytom owcy. Opisano réwniez
aglutynacje czerwonych krwinek innych ssakéw (3,4). Biatka odpowiedzialne za tg
aglutynacje sa glikoproteinami ostonki erytrocytéw i przez wielu autoréw nazywane sg
antygenem Paul-Bunnell. Badania nad tymi glikoproteinami dowiodly, ze wyizolowane z
erytrocytow bydlecych sa najbardziej czute na heterofilne przeciwciata przeciwko IM.
Heterofilne przeciwciata przeciwko erytrocytom owczym (r6zne od tych, ktére wystepuja
w czasie mononukleozy) moga by¢ réwniez wykrywane w surowicy zdrowych oséb,
ktore przyjmowaly zastrzyki z surowicy (3,5).
Tradycyjnie heterofilne przeciwciata przeciwko IM sg oddzielane od innych przeciwciat
heterofilnych metoda réznicujacej absorpcji (6,7) przy uzyciu czerwonych krwinek
wotowych i tkanki nerek swinki morskiej. Uzycie wysoko oczyszczonego antygenu Paul-
Bunnell’a zwigzanego z czastkami lateksu daje prostg, wysoce czutg metode
wykrywania specyficznych heterofilnych przeciwciat przeciwko IM.
W 1968 roku zostat opisany czynnik etiologiczny wywotujacy IM (8). Zostat on nazwany
wirusem Epstein-Baar (EBV) i nalezy do grupy herpeswiruséw. W nastepstwie rozwingto
sie wiele technik serologicznych obejmujgcych antygeny zwiazane z EBV.
Transmisja IM najprowdopodobniej odbywa sie poprzez intymny pocatunek,
zanieczyszczone $ling naczynia na zywnos¢ i droga kropelkowa (9).
Zasada metody
Odczynnik monogen jest zawiesing jednorodnych czasteczek polistyrenowego lateksu
optaszczonego wysokooczyszczonym antygenem Paul-Bunnell otrzymanym z btony
komoérkowej erytrocytow wotowych. Stopien oczyszczenia antygenu jest taki, ze
monogen reaguje tylko z heterofilnymi przeciwciatami przeciwko IM. Z tego powodu nie
jest konieczna réznicujgca absorpcja.
Czasteczki lateksu pozwalajg na wizualizacje reakcji antygen-przeciwciato. Jezeli w
prébce znajduja sie heterofilne przeciwciata przeciwko IM, to jednorodna zawiesina
lateksu zmienia swéj wyglad i pojawia sie wyrazna aglutynacja.
Odczynniki
- Odczynnik lateksowy:
Zawiesina czasteczek polistyrenowego lateksu optaszczonych antygenem Paul-
Bunnell w buforze. Zawiera < 0.1% azydku sodu.
- Kontrola dodatnia:
Rozcienczone buforem krélicze 1gG przeciwko antygenowi Paul-Bunnell. Zawiera <
0.1% azydku sodu
- Kontrola ujemna:
Rozcienczona, niereaktywna surowica ludzka. Zawiera < 0.1% azydku sodu

Srodki ostro_znos$ci

monogen jest testem do diagnostyki IN VITRO.

Jako konserwanta uzyto azydku sodu. Azydek sodu moze reagowa¢ z metalowg
instalacjag kanalizacyjna, tworzac wybuchowe zwigzki. Po wylaniu odczynnika, nalezy go
obficie sptuka¢ woda.

Kazdy materiat pochodzenia ludzkiego uzyty do przygotowania odczynnikéw zostat
przebadany metodami zatwierdzonymi przez FDA w kierunku obecnosci HIV % i
przeciwciat przeciwko HCV a takze w kierunku HbsAg. Wszystkie wyniki byty ujemne.
UWAGA: MATERIAL POTENCJALNIE ZAKAZNY

Poniewaz zadna metoda nie daje catkowitej pewnosci braku czynnikéw zakaznych,
odczynnikami nalezy postugiwac si¢ z nalezytg ostroznoécia (10).

Zuzyty materiat nalezy usuwa¢ do odpowiedniego pojemnika na odpady zakazne.
Przechowywanie

Odczynniki wykazujg stabilno$¢ do daty waznosci podanej na etykiecie, jesli sa
przechowywane w temp. 2 - 8C. Nie zamra za¢. Odczynniki moga ulec zniszczeniu na
skutek nieprawidtowego obchodzenia si¢ nimi, a gtéwnie z powodu narazenia na
ekstremalne temperatury.

Odczynnik lateksowy, musi po zamieszaniu utworzy¢ jednorodng zawiesing, bez
widocznych skupisk. Podczas przechowywania moze powsta¢ niewielki osad, co jest
normalne.

Nie uzywac¢ odczynnikéw z widocznym zanieczyszczeniem.
Zakraplacz dozuje krople o objetosci 28 pl +10%. Nalezy go trzymaé pionowo
w stosunku do karty i pozwoli¢ na splynigcie tylko jednej kropli.
Dost epne opakowania
- Nr kat. 3000-1001, zestaw na 50 testéw
1 x 1,4ml odczynnika, 1ml kontroli dodatniej, 1ml kontroli ujemnej, 9x6
jednorazowych kart
- Nrkat. 3000-1002, zestaw na 150 testéw
3x1,4ml odczynnika, 2ml kontroli dodatniej, 2ml kontroli ujemnej, 27x6
jednorazowych kart
Materiat potrzebny, ale nie dostarczony
Sol fizjologiczna (0.9% NaCl, tylko do testu poétilosciowego), automatyczne pipety,
wytrzasarka, patyczki, stoper
Pobieranie materiatu
Surowica :
Uzywac¢ $wiezej surowicy odciggnietej po odwirowaniu z krwi petnej pobranej na skrzep.
Prébki moga by¢ przechowywane w temp. 2-8C do 8 dni. W celu diuzszego
przechowywania prébki nalezy zamrozi¢ (-20C).
Osocze:
Pobra¢ materiat do probéwki z EDTA. Chcac uzywaé innych antykoagulantéw, nalezy
najpierw sprawdzi¢ ich przydatnos¢ (prawidtowo$¢ otrzymywanych —wynikow).
Odwirowaé, odciagna¢ osocze. Test nalezy wykona¢ do 24 godzin od pobrania
materiatu.
Nie uzywa¢ hemolizowanych i zanieczyszczonych prébek.
Wykonanie:
Kontrola jakosci: Przed wykonaniem rutynowych badan wskazane jest sprawdzenie
odczynnika lateksowego z kazdg kontrolg z zestawu, postepujac zgodnie z procedurg
opisang w czesci TEST JAKOSCIOWY. Reakcja pomiedzy kontrolg dodatnig
a odczynnikiem powinna da¢ wyrazng aglutynacje rézniacg si¢ od jednorodnego
wygladu kontroli ujemnej. Jezeli reakcja ta nie wystapi, to zestawu nie nalezy uzywac.
Aby uzy¢ odpowiedniej ilosci odczynnika, kroplomierz nalezy trzymaé pionowo
i zakropli¢ tylko jedna krople.
TEST JAKO $ClOwWY
- Doprowadzi¢ odczynniki do temperatury pokojowej (20-30C).
- Delikatnie potrzasna¢ buteleczkg z odczynnikiem, aby doktadnie i rbwnomiernie
zawiesi¢ w buforze czasteczki lateksu.
- Nanie$¢ 50 pl materiatu badanego (lub 1 krople kontroli)) na pole testowe
- Wymiesza¢ odczynnik w buteleczce i umiesci¢ 1 krople obok prébki.
- Zmiesza¢ patyczkiem obie krople tak, aby pokry¢ cate pole testowe
- Mieszac¢ recznie ruchami kolistymi przez 2 minuty lub przy uzyciu wytrzasarki
z predkoscig 80-100 rpm.
- Odczyta¢ wynik aglutynacji.
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Interpretacja wynikow

Wynik dodatni:

Wystepuje aglutynacja. Probka zawiera heterofilne przeciwciata przeciwko IM
3+ Duze zlepy na przejrzystym poditozu.
2+ Srednie zlepy wsrdd lekko metnego plynu
1+ Male zlepy wéréd metnego ptynu

Wynik ujemny:

Brak aglutynaciji, jednorodna zawiesina.

TEST POLILOSCIOWY

- Nanies¢ 50 pl soli fizjologicznej na pola testowe od 1 do 6.
- Przy uzyciu pipety automatycznej, nanie$¢ 50 pl surowicy na pole 1.
- Uzywajac tej samej pipety, w celu doktadnego wymieszania kilkakrotnie wciagna¢
i wypusci¢ sot fizjologiczng i surowice na polu 1.

- Pobra¢ 50 pl mieszaniny z pola 1 i przenies$¢ na pole 2.

- Powtérzy¢ wiw czynno$¢ w celu doktadnego wymieszania sktadnikéw az do pola 6,
z ktérego na koniec nalezy usuna¢ 50 pl.

- Zbada¢ kazde rozcienczenie zgodnie z metodyka opisang w czesci TEST
JAKOSCIOWY

Interpretacja wynikow

Mianem IM w prébce jest najwyzsze rozcienczenie, przy ktorym wystepuje jeszcze

aglutynacja.

Ograniczenia metody

- Wyniki musza by¢ interpretowane z uwzglednieniem klinicznych, hematologicznych i
serologicznych informacji o pacjencie.

- Czasem przeciwciata heterofilne w wykrywalnym stezeniu pojawiajg si¢ pdézniej niz
objawy choroby. Jezeli symptomy utrzymuja sie, to nalezy po kilku dniach powt6rzy¢
badanie. U niektorych pacjentéw, gtéwnie u dzieci i mtodziezy wyniki mogg pozostaé
przez caly czas negatywne. Odnotowano, ze tylko 80-90% miodziezy i ponizej 50%
malych dzieci wytwarza heterofilne przeciwciata

- Wyniki falszywie dodatnie odnotowywano w prébkach od pacjentéw zarazonych
cytomegalowirusem, zéttaczkg zakazng typu A, parwowiroza i leptospiroza.

- Przeciwciata heterofilne moga w niektérych przypadkach utrzymywaé sie na
poziomie wykrywalnym przez miesigce, a rzadziej nawet przez lata.

- Jakkolwiek miano przeciwciat heterofilnych ma niewielki zwigzek z nasileniem
choroby, metoda potilosciowa moze byé uzywana przy monitorowaniu rozwoju
infekcji.

Oczekiwane warto $ci

Z r6znorodnych badan (11,12) nad obecnoscig przeciwciat przeciwko IM u dawcéw krwi,

wynika, ze z chorobg zetkneto sie od 0,9 do 1,7% populacji. Poniewaz obecno$¢

przeciwciat przeciwko IM wskazuje na

w miare $wieza infekcje, to te rezultaty sugeruja, ze zachorowan jest wiecej niz

zdiagnozowanych przypadkéw.

Ocena jako sci

W celu okreslenia czutosci i specyficznosci testu wykonano badania poréwnujace

monogen z r6znymi powszechnie dostgpnymi testami hemaglutynaciji. R6znymi testami

hemaglutynacyjnymi wybrano 106 prébek dodatnich i 114 ujemnych.

Niezgodnosci w wynikach otrzymanych réznymi testami zostaly rozstrzygnigte przy

uzyciu specyficznych dla wirusa Epstein-Beer (EBV) badan serologicznych.

W badaniach tych oznaczono miana przeciwciat specyficznych do antygenu otoczki

(Capsie antygen) EBV (zaréwni IgG jak i IgM), EBV Early antygen (zaréwno diffused-D-,

jak i restricted -R-) oraz antygenu jadra EBV. Wyniki tych badan specyfikuja, czy infekcja

IM jest $wieza lub ostra, kiedy to surowica powinna by¢ dodatnia, lub czy jest to infekcja

stara, gdy przeciwciata powinny by¢ nieobecne lub obecne w ilosciach szczatkowych,

kiedy to surowica uwazana jest za ujemna. Dwanascie ze 100 zgodnych surowic

dodatnich i pie¢ ze 106 zgodnych surowic ujemnych przebadano réwniez z

zastosowaniem tych samych specyficznych badan serologicznych. We wszystkich

przypadkach wyniki dodatnie i ujemne potwierdzity sie w testach specyficznych dla EBV.

W poréwnaniu z testami hjemaglutynacyjnymi czuto$¢ testu monogen wynosi 94%, za$

jego specyficzno$¢ 93%. Przyjmujac, ze zgodno$¢ wynikdw z testami serologicznymi

EBV wykonanymi na prébkach o niezgodnych wynikach w potaczeniu z wynikami

wszystkich testow, okreslono czuto$¢ testu monogen na 99% w odniesieniu do

specyficznych testéw EBV, za$ jego specyficzno$é na 93% (réwniez w odniesieniu do
testow specyficznych). Otrzymano tylko jeden wynik ujemny w tescie monogen i dodatni

w tescie EBV. Probka ta zostata okreslona jako pochodzaca z ustepujacej, a nie ostrej

infekcji, ze wzgledu na brak anty VCA IgM i antygenu jadrowego. Z tego powodu wynik

ujemny nie moze byé¢ interpretowany jako efekt prozone.

W osobnym badaniu monogen poréwnano z jakosciowym testem czerwonych krwinek

konskich, z uzyciem 224 prébek osocza pobranego na EDTA. Uzyskano catkowitg

zgodnos¢ wynikow , wéréd ktorych 51 bylo dodatnie a 173 ujemne. Podsumowuijac,

wyniki badan wskazujg jasno, ze monogen jest testem o wysokiej specyficznosci i

czutosci przy diagnozowaniu IM.

Panel 10 dodatnich prébek surowicy przebadano przez 3 kolejne dni metoda

potilosciowa. Wyniki testu wskazujg, ze monogen posiada 100% precyzje. Blad w

powtérzeniach wydaje sie by¢é spowodowany tylko nieprawidtowosciami  w

rozcienczeniach.
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