ELI.H.A Schistosoma

Serodijagnoza bilharzije
indirektnom hemaglutinacijom

120 testova
(Kat. br. 66600)

8000120-SR-2025-07
Samo za in vitro dijagnostiku, iskljucivo za profesionalnu upotrebu.
Testovi su samo za jednokratnu uporabu.

1-NAMENA

ELI.H.A Schistosoma omoguc¢ava kvantitativno odredivanje, indirektnom hemaglutinacijom,
serumskih antitela pacijenata sa bilharzijom koju izaziva Schistosoma mansoni (intestinalna
forma) i Schistosoma haematobium (urinarna forma).

Svaki kit omogucava da se uradi 120 testova ili 20 reakcija od 6 razblazenja.

2- UVOD

Bilharzije, ili Sistozomijaze, predstavljaju grupu parazitskih bolesti koje izazivaju nesegmentisani
pljosnati crvi reda Schistosoma.

U prisustvu adultnih crva, imunitet se stie progresivno. Ipak, patogeni element bolesti
predstavljaju jaja Sistozome. Bolest napreduje u tri sukscesivne faze: kontaminacija — invazija —
stanje bolesti.

Dijagnoza bilharzije se moze uspostaviti identifikacijom jaja, ali se ona ne mogu detektovati pre
faze “stanja bolesti”. Stoga, imunolo$ka dijagnostika parazira je od presudnog znacaja u inicijalnoj
fazi bolesti.

3- PRINCIP

ELI.H.A Schistosoma se zasniva na principu indirektne hemaglutinacije. Senzibilisana crvena
krvna zrnca sastoje se od crvenih krvnih zrnaca ovce prekrivenih antigenom Schistosoma
mansoni.

Prisustvo specifiénih antitela seruma dovodi do aglutinacije senzibilisanih crvenih krvnih zrnaca
Giji je rezultat mutan crveno-smed talog koji prekriva polje. Kada specifi¢na antitela nisu prisutna,
crvena krvna zrnca stvaraju prstenasti talog na dnu polja.

Nesenzibilisana crvena krvna zrnca obezbeduju specificnost reakcije $to omogucava eliminaciju
svakog uticaja prirodnih anti-aglutinina ovce (Forsmanova heteroantitela, antitela infektivne
mononukleoze, itd.).

Reakcija se vrsi na U-mikroplocici.

Rukovanje je jednostavno i brzo a rezultati se dobijaju u roku od 2 sata.

4 - REAGENSI | MATERIJAL

Opis Koli¢ina
R1: Bocica sa 2,4 mL senzibilisanih crvenih krvnih zrnaca
R2: Bocica sa 1 mL nesenzibilisanih crvenih krvnih zrnaca
BUF: Bocica sa 55 mL fosfatnog pufera pH 7,2

R3: Bocica sa 2 mL adsorbenta

CONTROL +: Bogica sa 0,2 mL titrirane pozitivne kontrole
CONTROL -: Boéica sa 0,2 mL negativne kontrole
MICROPLATE: Mikroploica sa poljima koja imaju U-dno
DROPPER: Specijalna kapaljka
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5- MERE PREDOSTROZNOSTI

- Reagensi su predvideni da se koriste iskljucivo za in vitro dijagnostiku i sa njima mora da
rukuje ovla$éeno osoblje. Testovi su iskljudivo za jednokatnu upotrebu.

- Svireagensi, osim reagensa BUF, sadrze sirovine Zivotinjskog porekla i sa njima mora da se
postupa oprezno.

- Uzorci su potencijalno infektivni. Pri rukovanju se mora pridrzavati higijenskih uputstava koji
su propisani za ovaj tip proizvoda u zemlji u kojoj se koristi.

- Reagensi sadrzi natrijum azid (koncentracija < 0.1%). Natrijum azid koji se nalazi u
reagensima moze reagovati sa teSkim metalima u cevima i formirati eksplozivna jedinjenja.
Stoga se preporucuje da se reagensi ne bacaju u sudoperu i da se postuju vazecée preporuke
i propisi za odlaganje otpada.

- Ne koristiti reagense nakon datuma isteka roka.

- Ne koristiti reagense sa razli¢itim brojevima lota.

- Pre upotrebe serum i reagense temperirati na sobnu temperaturu.

- Pre upotrebe pazljivo promuckati reagense R1 i R2.

- Prilikom doziranja reagenasa R1 i R2 proveriti da li kapaljka stoji potpuno vertikalno. Voditi

ratuna da u kapima nema mehuri¢a vazduha da bi se obezbedio konstantan volumen

doziranja.

6 - SAKUPLJANJE | OBRADA UZORKA

Koristiti svez serum ili serum koji je ¢uvan na -20°C, koji ne pokazuje znake hemolize,
zamucenosti ili kontaminacije.

Izbegavati viSestruko zamrzavanje i odmrzavanje.

Ne razredivati serum.

7 - STABILNOST, CUVANJE | PRIPREMA REAGENSA

Reagensi su spremni za upotrebu.

Svi reagensi koji se Cuvaju u svom originalnom pakovanju na temperaturi od 2-8°C su stabilni
sve do datuma isteka roka trajanja koji je naveden na kutiji. Ne zamrzavajte.

8 - NEOPHODAN MATERIJAL KOJI SE NE NALAZI U PROIZVODI

- Automatska pipeta sa volumenom doziranja prilagodenim volumenu koji ¢e se
meriti;

- Posude za odlaganje otpada;

- Centrifuga;

- Epruvete za hemolizu.

9- NACIN RADA
Pre upotrebe reagense ostaviti da postignu sobnu temperaturu.

9.1-Priprema uzorka

Razblaziti serum koji treba da se testira u razmeri 1:40:
« 50 pL seruma;
« 1.95 mL BUF reagensa.

9.2- lzvodenje testa na mikroplogici
- Pomoéu multikanalne mikropipete ispipetirati 50 ul BUF reagensa u 8 polja mikroplocice.

- Pomoéu mikropipete, dodati 50 L razblazenog seruma u prvo polje.
IzmeSati serum sa BUF reagensom i napraviti serijska razblazenja, pozeljno pomocu
mikrodilutera, dodavanjem 50 pL iz prvog (1) u drugo (2) polje, zatim 50 pL iz drugog (2) u
trece (3), i tako do Sestog (6) polja. 50 UL iz Sestog polja se odbacuje.
Na ovaj nacin se dobije serija razblazenja od 1:80 do 1:2560.

- Dodati 50 pL razblazenog seruma u sedmo (7) polje.
Izmes$ati serum sa BUF reagensom a zatim odbaciti 50 pL.
Ovo razblazenje (1:80) predstavlja kontrolu seruma, i ima ulogu da detektuje prirodne anti-
ovca aglutinine koji mogu biti prisutni u serumu uzoraka.

- Pazljivo promuckati reagense R1 i R2.
«Dodati 1 kap R1 reagensa u prvih 6 polja.
«Dodati 1 kap R2 reagensa u sedmo polje (kontrola seruma).
« Dodati 1 kap R1 reagensa u osmo polje (kontrola reagensa), koje ima ulogu da
kontroliSe valjanost BUF i R1 reagenasa.

Napomena: Za svaku seriju testova raditi samo jednu kontrolu reagensa.

- Veoma pazljivo promuckati sadrzaj u poljima:
* Ruéno, lateralno lupkati bo¢nu stranu mikroplocice koja je stavljena na ravan radni
sto;
« lli upotrebom vibracione mesalice za mikrotitracione plo¢e (npr. 1300 rpm, 10
sekundi). Ne koristiti orbitalnu mesalicu.

- Ostaviti plogicu da odstoji, dalje od bilo kog izvora vibracija.

- Plogica se moze oditati nakon 2 ¢asa.

9.3 - Adsorpcija prirodnih anti-ovca aglutinina u slu€aju aglutinacije kontrole seruma
- Pazljivo promuckati reagens R3.
- U epruveti, dodati i promesati:
+0.1 mL seruma;
+0.3 mL R3 reagensa.
- Inkubirati na sobnoj temperaturi 60 minuta.
- Centrifugirati na 2000 rpm 15 minuta.
- Sakupiti supernatant;serum je sada u razblazenju 1:4.
- Razblaziti supernatant u BUF reagensu u razmeri 1:10, dobije se razblaZeni adsorbovani
materijal (1:40).
- Pratiti korake opisane u odeljku “lzvodenje testa na mikroplocici», ali razblazeni materijal
zameniti razblazenim adsorbovanim materijalom.

10- OCITAVANJE

Negativna reakcija: Odsustvo hemaglutinacije.

Prisustvo vise-manje velikog prstena na dnu polja.

Pozitivna reakcija: Prisustvo hemaglutinacije.

Prisustvo mutnog crveno-smedeg taloga koji prekriva dno; ponekad
Primer: Serum pozitivan u razblazenju 1:1280

je prisutna fina obodna ivica.
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1:80 1:160 1:320 1:640 1:1280 1:2560 Kontrola Kontrola
Seruma reagenasa

11 - TUMACENJE REZULTATA

Titar < 1:160: Beznaéajna reakcija progresivne infekcije.
Moze da ukaze na prethodnu ili le¢enu infekciju.
Ponoviti testiranje nakon 2 do 3 nedelje, takode uraditi
testiranje elektrosinerezom ili imunoelektroforezom.
Titar > 1:160: Znacajna reakcija.

Pretpostavka aktivne infekcije.

12 -INTERNA KONTROLA KVALITETA

Reagensi CONTROL + i CONTROL — se moraju tretirati kao test serumi. Titar reagensa
CONTROL + mora biti isti kao titar koji je naznacen na bocici + jedno razblazenje. Ne sme biti
bilo kakve hemaglutinacije u reakciji CONTROL -. Ako je prisutna hemaglutinacija, test nije
validan.

13- UZROCI GRESKE | OGRANICENJA TESTA

LoSe Cuvanje seruma.

- LoSe Cuvanje reagensa nakon prvog otvaranja.

Koristiti isklju¢ivo kapaljke koje se nalaze u sastavu proizvoda.

Ne koristiti istu kapaljku i za reagens R1 i za R2.

- U slu¢aju pozitivne reakcije u prvih 6 polja, izvrsiti dalje serijsko razblazivanje da bi se
odredila graniéna vrednost titra hemaglutinacije.

Kontrola seruma mora da da negativnu reakciju (prsten). U slu¢aju hemaglutinacije ove kontrole
bice neophodno ponoviti test posSto se iz seruma adsorpcijom odstrane prirodni anti-ovca
aglutinini.

- Kontrola reagensa mora da da negativnu reakciju (prsten). U slu¢aju hemaglutinacije ove
kontrole, proizvod ELI.H.A Schistosoma ne moze da se Kkoristi.

Odredeni serumi sa visokom koncentracijom antitela mogu da daju povod za fenomen zone (sa
nestajanjem zamucenja) u pocetnim razblaZenjima koji iS¢ezava u kasnijim razblazenjima.
Kvalitet reagensa omoguc¢ava da se reakcija izvr§i uvece a oCitavanje testa sledeceg jutra pod
uslovom da se mikroploc€ica nikako ne pomera i da bude zasti¢ena od bilo kog izvora vibracija.
U svim slucajevima, neophodno je da se pre utvrdivanja kona¢ne dijagnoze u potpunosti

uzmu u obzir klinicki, epidemioloski i bioloski podaci.

14 - PERFORMANSE

Proizvod ELI.H.A Schistosoma se sastoji od crvenih krvnih zrnaca senzibilisanih visoko-
preci§¢enim antigenom Schistosoma mansoni, koji obezbeduje specifinost i senzitivnost
indirektne hemagulacione reakcije.

Evaluacija performansi, izvr§ena na 63 pozitivna seruma (Schistosoma haematobium i mansoni)
i 56 negativnih seruma, pokazala je osetljivost od 85.7% i specifinost od 98.2%.

15- ODLAGANJE OTPADA

Otpad treba odloziti u skladu sa sanitarnim pravilnicima i propisima koji vaze za ovu vrstu
proizvoda u zemlji u kojoj se koriste.

Ukoliko se BUF reagens prospe, ogistiti radnu povrsinu upijajuéim papirom i isprati vodom.
Ukoliko se na radnu povrsinu prospe serum ili neki drugi reagens, odistiti izbeljivatem i upijaju¢im papirom.
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