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Sistozomiyaz serodiagnozu i¢in
indirekt hemaglutinasyon testi
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Yalnizca in vitro diagnostik kullanim igindir, sadece profesyonel kullanim igindir.
Tek kullanimlik testler.
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ELILH.A Sistozomiyaz, Sistozoma mansoni (badirsak), Sistozoma hematobium (lriner) ve
Sistozoma intercalatum (rektal) hastalarindan alinan serum antikorlarinin indirekt
hemaglitinasyon testi yoluyla nicel olarak belirlenmesi saglanir.

Her bir kit, 120 test veya 6 dillisyondan 20 reaksiyon gergeklestiriimesini miimkin kilar.

2 - GIRI

Bilharyaz veya sistozomiyaz, Sistozoma tlirlindeki bollimlere ayriimamis yassi asalak solucanlarin
neden oldugu bir grup paraziter hastaliklari temsil eder.

Yetigkin solucanlarin varliginda, badisiklik kademeli olarak kazanilir. Yumurtalar hastaligin patojen
elementidirler. Hastalik birbirini takip eden (i asamada ilerler: kontaminasyon - enfestasyon - hastalik
durumu.

Bilharyaz tanisi yumurta teshisi ile konulabilir, ancak yumurtalar “hastalik durumu” agamasindan
once tespit edilemezler. Dolayisiyla antikorlarin tespiti yoluyla imminolojik tani, bu hastaligin ilk
asamalarinda esastir.

3-USUL

ELI.H.A Sistozomiyaz indirekt hemaglitinasyon testi usulinii baz olarak alir. Koyun eritrositleri,
Sistozoma mansoni antijeni ile hassaslastirilir. Serumda spesifik antikorlarin varligi tespit edilirse,
hassaslastirilmis eritrositler kuyucuk dibinde kirmizi/kahverengi bir tabaka olusturacak sekilde
aglitine olur. Spesifik antikor yoklugunda ise bu eritrositler agliitine olmaz ve kuyucugun dibinde
halka benzeri bir tortu olusmasina neden olur. Hassaslastirimamis eritrositler, reaksiyonun
spesifikligini sadlar ve dogal anti-koyun aglitininlerine (Forssman heteroantikorlari, infeksiy6z
mononiikleoz antikorlari vs.) bagl karisikliklarin ortadan kaldirilmasini mimkin kilar.

Reaksiyon bir U-mikroplakada gergeklestirilir.

islem hizli ve kolaydir. Sonuglar 2 saat iginde alinir.

4 - REAKTIFLER VE MALZEME

Tanim Miktar

R1: 2,4 mL hassaslastiriimig eritrosit viyali

R2: 1 mL hassaslastirimamis eritrosit viyali

BUF: 55 mL fosfat tamponu pH 7.2 viyali

R3|: 2 mL adsorban viyali

CONTROL +: 0,2 mL titre edilmis pozitif kontrol viyali
CONTROL -: 0,2 mL negatif kontrol viyali
MIKROPLAKA: U-mikroplaka

DAMLALIK: 6zel damlalik
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5 - KULLANIM ONLEMLERI

- Reaktifler yalnizca in vitro tani amagh kullanim icindir ve yetkili kisiler tarafindan uygulanmalidir.
Testler tek kullanimhktir.

- BUF reaktifi hari¢ tim reaktifler, hayvansal kokenli maddeler igerir ve olagan &énlemlerle
kullaniimalidir.

- Orneklerin bulasici olma olasildi vardir. Hijyen kurallarina ve kullanildigi ilkede yiriirliikte olan
yonetmeliklere uyularak olagan énlemlerle uygulanmalidir.

- CONTROL viyalleri sodyum azid igerir (konsantrasyon < %0.1).

- Reaktifleri son kullanma tarihinden sonra kullanmayin.

- Farkl partilerden reaktifler kullanmayin.

- Serum ve reaktiflerin oda sicakligina gelmesini bekleyin.

- Kullanmadan dnce R1 ve R2 reaktifleri iyice calkalayin.

- R1 ve R2 reaktifleri dagitirken damlaligin tamamen dikey oldugundan emin olun. Hacimlerin
sabit olmasi icin damlalarda hava kabarcigi olmadigini kontrol edin.

6 - ORNEKLERIN TOPLANMASI VE iSLENMESI
Taze veya - 20°C'de saklanan ve hemoliz, bulaniklik veya kontaminasyon géstermeyen serumlar
kullanin.

Tekrar tekrar dondurup ¢ézdlrmekten kaginin.
Serumu dekomplemente etmeyin.

7 - REAKTIFLERIN SAKLANMASI VE HAZIRLANMASI

Tim reaktifler kullanima hazirdir.

Orijinal durumlarinda 2-8°C'de saklanan reaktifler, kit Uizerinde belirtilen son kullanma tarihine
kadar stabildir. Dondurmayin.

8 - GEREKLI OLAN ANCAK SAGLANMAYAN MATERYALLER

- Olglilecek miktara gére uyarlanmis pipetieme hacmine sahip otomatik pipet(ler);
- Kontamine atik kaplari;

- Santrifij

- Hemoliz tpleri.

9 - UYGULAMA SEKLI

Kullanimdan 6nce reaktifleri oda sicakligina getirin.

9.1 - Numunenin hazirlanmasi

Test edilecek serumu 1/40'a kadar seyreltin:
* 50 pL serum;
+ 1,95 mL BUF reaktifi.

9.2 - Testin mikroplaka iizerinde uygulanisi
- Cok kanalli mikropipet kullanarak mikroplagin 8 kuyucuguna 50’ser ul BUF reaktifini koyun.

Bir mikropipet kullanarak, seyreltilmis 50 uL serumu 1- kuyucuga dagitin.

BUF reaktifi ile karistirin ve tercihen bir mikro seyreltici ("lale") kullanarak, kuyucuk iceriginin
50 pI'sini 1' kuyucuktan 2'ye, 2’den 3“ye aktarin ve bu islemi 6' kuyucuga kadar devam ettirin
ve 6 kuyucugun igeriginin 50 pl’sini disari atin.

Baylelikle 1/80 ila 1/2560'lik diliisyonlar elde edilir.

7" kuyucuga 50 pl serum stok diltisyonu ekleyin.

BUF reaktifi ile karistirin ve 50 pl disari atin.

Bu 1/80’lik diliisyon, bazi serum o6rneklerinde bulunabilen dogal anti-koyun aglitininlerini
saptayabilmek amaciyla serum kontrolii olarak kullanilir.

- R1 ve R2 reaktifleri dikkatlice galkalayin .
« ik 6 kuyucuga 1’er damla R1 reakiifi ekleyin.
» Serum kontrol kuyucugu olan 7. kuyucuda 1 damla R2 reaktifi koyun.
« Tampon ve duyarlilagtinimis eritrositlerin kullanilabilirligini kontrol etmek amaciyla 8.
kuyucuga (ayirag kontrol kuyucugu) 1 damla R1 reaktifi koyun.

Not: Her mikroplak igin sadece bir kuyucuk ayirag kontrolli olarak kullanin.

- Kuyucuk iceriklerini dikkatlice homojenize edin:
« ya yere paralel tutulan mikroplagin kenarlarina hafifce vurarak, manuel olarak;
« ya da mikrotitre plakalar igin titresimli bir karistirici kullanarak (6rnegin 10 saniye boyunca
1300 devir / dakika). Orbital karistirici kullanmayin.
- Sonrasinda plak titresimsiz, diiz bir zemin Gzerine yerlestirilerek hareketsiz kalmasini sadlayin.

- Reaksiyonu 2 saat sonra okuyun.

9.3 - Serum kontroliiniin agliitinasyonu durumunda dogal anti-koyun aglitininlerinin adsorpsiyonu
- RS reaktifi dikkatlice galkalayin.
- Bir tlipe koyun ve karistirin:
« 0,1 mL serum;
* 0,3 mL R3 reaktifi.
- Oda sicakliginda 60 dakika inkiibe edin.
- 2000 rpm'de 15 dakika santriftjleyin.
- Siziintliyl toplayin; serum 1/4 oraninda seyreltilmistir.
- Adsorbe edilmis bir stok dillisyonu (1/40) elde etmek icin BUF reaktifinde stzintuyt 1/10
oraninda seyreltin.
- Stok diliisyonunu adsorbe edilmis stok dillisyonu ile degistirerek "Testin mikroplaka tizerinde
uygulanigi” protokoliini tekrarlayin.

10 - SONUCLARIN OKUNMASI

Negatif reaksiyon: Hemagliitinasyon eksikligi.
Kuyucuk dibinde kiiglik veya biiylk capli daire seklinde ¢okelti varlig.

Pozitif reaksiyon: Hemagliitinasyon varhgr.

Kuyucuk dibinde kirmizi/kahverengi bir tabaka varligi; bazen de ince
bir periferal hattin varlig.

Ornek: 1/1280'de serum pozitif

CNONONONONONENONO.

1/80 1/160 1/320 1/640 1/1280 1/2560 Kontrol Kontrol
ayirag serum

11 - SONUCLARIN YORUMLANMASI

Titre < 1/160 : Aktif bir enfeksiyonun énemsiz reaksiyonu.
Eski veya tedavi edilmis bir enfeksiyona karsilik gelebilir.
Testi, 2 ila 3 hafta sonra tekrarlayin ve bir elektrosinerez veya
immiinoelektroforez ile birlestirin.

Titre > 1/160 : Onemli reaksiyon.

Aktif enfeksiyon varsayimi.

12 - DAHILI KALITE KONTROLUC

CONTROL+ ve CONTROL- reaktifleri analiz edilecek serum olarak ele alinmalidir. CONTROL +
reaktifi titresi, flakon etiketinde belirtilen titreye + bir dilisyon ile esit olmalidir. CONTROL- reaktifi
hemaglitinasyon yoklugu gostermelidir. Boyle degilse, test gegersizdir.

13 - HATA NEDENLERI VE TESTIN SINIRLAMALARI

- Serumun uygun olmayan kosullarda muhafaza edilmesi.

- Reaktiflerin acildiktan sonra uygun olmayan kosullarda muhafaza edilmesi.

- Yalnizca kutu iginde verilen damlaliklari kullanin.

- R1 ve R2 reaktifleri arasinda damlaliklari degistirmeyin.

- Ik 6 kuyucukta pozitif reaksiyon olmasi durumunda, limit hemagliitinasyon titresini bulmak igin
dilisyonlar sirdirin.

- Kontrol serumu negatif reaksiyon (halka) vermelidir. Bu kontrolin hemaglitinasyonu
durumunda, dogdal anti-koyun aglitininleri adsorpsiyon yoluyla serumdan elimine edildikten
sonra testi tekrarlamak gerekir.

- Ayirag kontroli negatif reaksiyon (halka) vermelidir. Bu kontrolin hemaglitinasyonu
durumunda ELI.H.A Sistozomiyaz reaktifi kullanilamaz.

- Antikor konsantrasyonunun ¢ok yiliksek oldugu belirli serumlarda, ilk dillisyonda bir prozon
fenomenine (agilinca) yol agabilir ve sonraki dillisyonlarda kaybolabilir.

- Reaktiflerin kalitesi, mikroplakanin herhangi bir harekete maruz kalmamasi ve titresimlerden korunmasi
kosuluyla, reaksiyonun aksam yritiilmesini ve ertesi sabah okumayi miimkiin kilar.

- Her durumda ve kesin tani koyulmadan &nce, testin yorumlanmasi, tiim klinik, epidemiyolojik
ve biyolojik veriler ile diger testlerin sonuglari birlestirilerek yapilmaldir.

14 - PERFORMANSLAR

ELI.H.A Sistozomiyaz bu indirekt hemaglitinasyon reaksiyonuna duyarlilik ve 6zgilliik saglayan
yiksek oranda saflastirimis Sistozomiyaz mansoni antijeni tarafindan hassaslastirimis
eritrositierden olusur.

63 pozitif serumla ilgili performans degderlendirmeleri (Schistosoma haematobium ve mansoni) ve
56 negatif serum %85, 7duyarlilik ve %98,2 6zglilliik gosterir.

15 - ATIKLARIN iIMHASI

Atiklar, kullanim tlkesindeki bu gibi reaktifler icin gegerli olan hijyen kurallarina ve yénetmeliklerine
uygun olarak bertaraf edilmelidir.

BUF reaktifinin kazara dokiilmesi durumunda, galisma yiizeyini emici kagitla temizleyin ve su ile
durulayin. Serum veya baska bir reaktifin dokilmesi halinde, javel suyu ve emici kagit ile
temizleyin.
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