ELI.HA Schistosoma

Serodijanjosi ta' schistosomiasis minn
emagglutinazzjoni indiretta
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Ghal uzu dijanjostiku in vitro biss, ghal uzu professjonali biss.
Test ta' uzu wiehed.

C€

ELI.HA Schistosoma tippermetti d-determinazzjoni kwantitattiva, b'emagglutinazzjoni indiretta,
ta'" antikorpi fis-serum ta' pazjenti li jbatu minn schistosomiasis Schistosoma mansoni
(lokalizzazzjoni intestinali) u Schistosoma haematobium (lokalizzazzjoni urinarja).

Il-kaxxa tippermettilek li taghmel 120 test jew 20 reazzjoni ta' 6 dilwizzjonijiet.

2 - INTRODUZZJONI

Il-bilharziasis, jew schistosomiasis, jirrapprezentaw grupp ta' mard parassitiarju minhabba
flatworms mhux segmentati tal-generu Schistosoma.

Dud adulti jindu¢u I-bidu progressiv ta' immunita. Il-bajd huwa I-element patogeniku tal-marda. II-
marda tizviluppa fi tliet fazijiet sucéessivi: kontaminazzjoni - invazjoni - stat.

Id-dijanjosi tas-schistosomiasis tista' tigi kkonfermata billi tenfasizza I-bajd, izda dawn ma jistghux
jigu skoperti qabel il-fazi "tal-istat". Id-dijanjosi immunologika parassitika hija ghalhekk essenzjali
fil-bidu tal-marda.

3 - PRINCIPJU

ELI.HA Is-Schistosoma hija bbazata fuq il-prin¢ipju ta' emagglutinazzjoni indiretta. I¢-celloli
homor  sensitizzati jikkonsistu fcelluli homor tad-demm tan-naghag miksija b'antigen
Schistosoma mansoni. ll-prezenza ta' antikorpi tas-serum specifici twassal ghal agglutinazzjoni
ta¢-¢elluli homor tad-demm sensitizzati li tirrizulta f'velu ahmar/kannella i jghatti t-tazza. Fin-
nuqqgas ta' antikorpi specifici, dawn i¢-celluli homor tad-demm jiffurmaw sediment fil-giegh tat-
tazza fil-forma ta' ¢irku. Celluli homor tad-demm mhux sensitizzati jizguraw |-ispecificita tar-
reazzjoni u jaghmluha possibbli li tigi eliminata |-interferenza minhabba agglutinini naturali kontra
n-naghag (eteroantikorpi Forssman, antikorpi mononukleosi infettiva, e¢¢.).

Ir-reazzjoni titwettaq f'microplate b'giegh U.

L-immaniggjar huwa sempli¢i u rapidu. Ir-rizultati jinkisbu f'saghtejn.

4 - REAGENTI U MATERJALI

Deskrizzjoni Kwantita
R1: Kunjett ta' 2.4 mL ta' ¢elluli homor sensitizzati 1
R2: Kunjett ta' 1 mL ta' ¢elluli homor mhux sensitizzati 1
BUF: Kunjett ta’ 55 mL ta’ bafer tal-fosfat pH 7.2 1
R3[: Kunjett ta' 2 mL ta' adsorbent 1
CONTROL+: Kunjett ta' 0.2 mL ta' kontroll pozittiv tittrat 1
CONTROL-: Kunjett ta' 0.2 mL ta' kontroll negattiv 1
MICROPLATE: Microplate tal-giegh U 2
QATTARA: gattara specjali 2

5 - PREKAWZJONIJIET GHALL-UZU

- Ir-reagenti huma ghal uzu dijanjostiku biss in vitro u ghandhom jigu mmaniggjati minn persuni
awtorizzati. It-testijiet huma ghal uzu ta' darba biss.

- Ir-reagenti kollha flief ir-reagenti BUF, fihom sustanzi li joriginaw mill-annimali u ghandhom
jigu mmaniggjati bil-prekawzjonijiet tas-soltu.

- ll-kampjuni huma potenzjalment infettivi. Ghandhom jigu ttrattati bil-prekawzjonijiet tas-soltu,
filwaqt li jirrispettaw ir-regoli tal-igjene u r-regolamenti fis-sehh fil-pajjiz tal-uzu.

- ll-reagenti fihom sodium azide (konéentrazzjoni < 0.1%). L-azide tas-sodju li jinsab fir-reagenti
jista' jirreagixxi mal-metalli tqal fil-pajpijiet biex jifforma komposti splussivi. Ghalhekk huwa
rakkomandat li ma tarmix ir-reagenti fil-sink u li ssegwi r-rakkomandazzjonijiet u r-regolamenti
ghar-rimi tal-iskart fis-sehh.

- Tuzax reagenti lil hinn mid-data ta' skadenza.

- Tuzax reagenti minn lottijiet differenti.

- Halli s-serum u r-reagenti jibbilan¢jaw ghat-temperatura tal-ambjent.

- Hawwad ir-reagenti sewwa R1 u R2 gabel |-uzu.

- Meta tgassam reagenti R1 u R2, kun zgur li |-gattara tkun perfettament vertikali. Ic¢ekkja n-
nuqqgas ta' bziezaq tal-arja fil-gtar, sabiex il-volumi mwassla jkunu kostanti.

6 - GBIR U PROCESSAR TA' KAMPJUNI

Uza serums friski jew serums mahzuna f-20°C, u li ma juru l-ebda emolisi, imsahhba jew
kontaminazzjoni.

Evita l-iffrizar u t-tidwib ripetuti. Tiskomplementax is-serum.

7 - HAZNA U PREPARAZZJONI TAR-REAGENTI

Ir-reagenti huma lesti biex jintuzaw.

Ir-reagenti kollha mahzuna f2-8°C huma stabbli sad-data ta' skadenza indikata fuq il-kaxxa.
M'ghandhomx jigu ffrizati.

8 - MATERJALI MEHTIEGA IMMA MHUX PROVVDUTI

- Pipetta(jiet) awtomatika(ci) bil-volum tal-pipetta adattat ghall-kwantita | trid titkejjel;
- Recipjenti ghall-iskart ikkontaminat;

- Magna centrifuga;

- Tubi tal-emolisi.

9 - MOD TA' OPERAZZJONI
Ibbilancja r-reagenti ghat-temperatura tal-kamra gabel I-uzu.
9.1 - Preparazzjoni tal-kampjun
Iddilwa s-serum i jrid jigi ttestjat ghal 1/40:
* 50 pL ta' serum;
+1.95 mL ta' reagent BUF.

9.2 - Twettiqg tat-test tal-microplate
- Bl-uzu ta' mikropipetta b'hafna kanali, aghti 50 L ta' reagent BUF fi 8 tazzi tal-microplate.

Billi tuza mikropipetta, gassam 50 pL tas-serum dilwit flewwel tazza.

Hallat mar-reagent BUF u ttrasferixxi, preferibbilment bl-uzu ta' mikro-dilwitur (“tulipan”), 50 pL
talewwel tazza fittieni wahda, tattieniwahda fittielet wahda, u I-bgija sas-sitt wahda wkoll,
filwaqt li tnehhi 50 uL missitt tazza.

Ghalhekk jinkisbu d-dilwizzjonijiet 1/80 sa 1/2560.

Qassam 50 pL tas-serum dilwit fisseba' tazza.

Hallat mar-reagent BUF u nehhi 50 pL.

Din id-dilwizzjoni (1/80) tikkostitwixxi I-kontroll tas-serum, li r-rwol tieghu huwa li jiskopri I-
agglutinini naturali kontra n-naghag li jista’ jkun fihom ¢ertu serum.

- Hawwad ir-reagenti sew R1 u R2.
« Poggi qatra wahda ta' reagent R1 flewwel 6 tazzi.
» Poggi qatra wahda ta' reagent R2 fisseba' tazza (kontroll tas-serum).
« Poggi gatra wahda ta' reagent R1 fittmien tazza(kontroll reattiv) li r-rwol tieghu huwa li
jiccekkja I-validita tal-bafer u tac-celluli homor tad-demm sensitizzati.

Nota: Aghmel kontroll ta' reagent wiehed biss ghal kull serje ta' testijiet.

- Omogenizza I-kontenut tat-tazzi b'attenzjoni kbira:
« jew manwalment, billi ttektek lateralment fuq il-gnub tal-microplate, impoggija ¢atta;
* jew bl-uzu ta' shaker li jivvibra ghall-pjanci tal-mikrotitrazzjoni (per ezempju 1300 rpm ghal
10 sekondi). Tuzax orbital shaker.
- Imbaghad halli I-pjan¢a ma tic¢aglagx, protetta minn kwalunkwe vibrazzjoni.

- Agra r-reazzjoni saghtejn wara.

9.3 -_Assorbiment ta' agglutinini naturali kontra n-naghag fil-kaz ta' agglutinazzjoni tal-
kontroll tas-serum
- Hawwad ir-reagent sewwa R3.
- Qassam ftubu u hallat:
« 0.1 mL ta' serum;
+ 0.3 mL ta' reagent R3.
- Hallih jinkuba ghal 60 minuta f'temperatura tal-ambjent.
- lééentrifuga f2000 rpm ghal 15-il minuta.
- Igbor is-supernatant; is-serum imbaghad jigi dilwit ghal 1/4.
- lddilwa s-supernatant 1/10 fir-reagent BUF biex tikseb dilwizzjoni stokk (1/40) adsorbita.
- Irrepeti I-protokoll ghal "Twettiq tat-test fugq microplate” billi tissostitwixxi d-dilwizzjoni tal-istokk
bid-dilwizzjoni tal-istokk adsorbit.

10 - QARI
Reazzjoni negattiva:Nuqgqas ta' emagglutinazzjoni.
Prezenza ta' ¢irku xi ftit jew wisq wiesa' fil-qiegh tat-tazza.

Reazzjoni pozittiva:Prezenza ta' emagglutinazzjoni.
Prezenza ta' velu ahmar/kannella li jghatti t-tazza; kultant, prezenza
ta' burdura periferali fina.

EZempju: Serum pozittiv f1/1280

CNONONONONORENONO

1/80 1/160 1/320 1/640 1/1280  1/2560 Prova Prova
serum reagent

11 - INTERPRETAZZJONI TAR-RIZULTATI

Titolu < 1/160: Reazzjoni insinifikanti ta' infezzjoni attiva.

Jista' jikkorrispondi ghal infezzjoni antika jew ittrattata.
Gedded it-test 2 sa 3 gimghat wara u ghaqgad elettrosinerezi jew
immunoelettroforesi.

Titru > 1/160: Reazzjoni sinifikanti.
Prezunzjoni ta' infezzjoni evoluttiva.

12 - KONTROLL INTERN TAL-KWALITA

Ir-reagenti CONTROL+ u CONTROL- ghandhom jigu ttrattati bhas-serums li ghandhom jigu
analizzati. It-titru tar-reagent CONTROL + ghandu jkun ugwali ghat-titru ddikjarat fuq it-tikketta tal-
kunjett f'+ dilwizzjoni wahda. Ir-reagent CONTROL- irid juri nuggas ta' emagglutinazzjoni. Jekk
le, it-test ikun invalidu.

13 - KAWZI TA' ZBALJI U LIMITAZZJONUJIET TAT-TEST

- Konservazzjoni hazina tas-serum.

- Konservazzjoni hazina tar-reagenti wara I-ftuh.

- Uza biss il-gattara pprovduti fil-kaxxa.

- Tibdelx il-qattara bejn ir-reagenti R1 u R2.

- Fil-kaz ta' reazzjoni pozittiva fl-ewwel 6 tazzi, kompli d-dilwizzjonijiet biex issib it-titru ta'
emagglutinazzjoni tal-limiti.

- ll-kontroll tas-serum ghandu jaghti reazzjoni negattiva (¢irku). Fil-kaz ta' emagglutinazzjoni ta'
dan il-kontroll, huwa mehtieg li jigi ripetut it-test wara li jkunu eliminati I-agglutinini naturali
kontra n-naghag mis-serum permezz ta' adsorbiment.

- Il-kontroll tar-reagent ghandu jaghti reazzjoni negattiva (cirku). Fil-kaz ta' emagglutinazzjoni
ta' dan il-kontroll, ir-reagent ELI.HA schistosoma ma jistax jintuza.

- Certi serums, li I-kon¢entrazzjoni ta' antikorpi taghhom hija gholja hafna, jistghu jaghtu lok ghal
fenomenu ta' zona (b'retrazzjoni tal-velu) fl-ewwel dilwizzjonijiet, li tisparixxi fid-dilwizzjonijiet li
jsegwu.

- Il-kwalita tar-reagenti taghmilha possibbli li titwettaq ir-reazzjoni filghaxija u li jsir il-qari I-ghada
filghodu, sakemm il-microplate ma tkun suggetta ghall-ebda moviment u jkun protett mill-
vibrazzjonijiet.

- Fil-kazijiet kollha u gabel l-istabbiliment tad-dijanjosi finali, I-interpretazzjoni tat-test ghandha
titwettaq billi tigi integrata d-data klinika, epidemjologika u bijologika kollha u r-rizultati tat-
testijiet |-ohra.

14 - PRESTAZZJONI

ELI.LHA Schistosoma tikkonsisti minn celluli homor tad-demm sensitizzati minn antigen
Schistosoma mansoni ippurifikata hafna, li jizgura sensittivita u specificita ghal din ir-reazzjoni
ta' emagglutinazzjoni indiretta.

L-evalwazzjonijiet tal-prestazzjoni relatati ma’ 63 serum pozittiv (sa Schistosoma haematobium u
mansoni) u 56 serum negattiv juru sensittivita ta’ 85.7% u specifiita ta’ 98.2%.

15 - RIMI TA' SKART

L-iskart ghandu jintrema skont ir-regoli u r-regolamenti tal-igjene fis-sehh ghal dan it-tip ta’ prodott fil-pajjiz
tal-uzu.

F'kaz ta' tixrid ac¢identali ta' reagent BUF, naddaf il-worktop b'karta assorbenti u lahlah bl-ilma. Jekk is-
serum jew reagent iehor ikun imxerred, naddaf bil-bli¢ u xugaman tal-karti.
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