ELI.H.A Echinococcus

Serodijagnostika hidatidoze pomocu
testova neizravne

102 hemaglutinacije
(Réf. 66604)

8000140-HR-2025-07
Samo za in vitro dijagnostiku, isklju¢ivo za profesionalnu uporabu.
Testovi su samo za jednokratnu uporabu.
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ELI.HA Echinococcus omogucuje kvantitativno odredivanje serumskih antitijela usmjerenih
protiv Echinococcus granulosus pomocu postupka neizravne hemaglutinacije.
Komplet omogucuje izvodenje 102 ispitivanja ili 17 reakcija 6 otopina.

2-UVOoD

Hidatidoza ili ehinokokoza je parazitska bolest koja nastaje u organizmu prijelaznog domacina,
ukljuéujuci Covjeka, razvojem licinke (hidatidoza) jedne vrste parazita roda Echinococcus. Ciklus
larve Echinococcus granulosus ukljucuje psa kao glavnog domacina, ovce ili, rijede, Covjeka kao
prijelaznog domacina.

Lokalizacija hidatida u podrudju jetre je naj¢eS¢a (50 do 70%), nakon ¢ega slijedi lokalizacija u
podrudju jetre (25 do 40%).

Hidatidozu uzrokovanu larvom li¢inke parazita roda Echinococcus granulosus karakterizira
usporenost i podmukao tempo njenog razvoja. Bolest je asiptomatska, a laboratorijska
dijagnostika uglavnom je imunolo$ko ispitivanje antitijela.

3-NACELO

ELI.HA Echinococcus temelji se na nacelu neizravne hemaglutinacije.

Osjetljiva crvena krvna zrnca sastoje se od crvenih krvnih zrnaca ovce prekrivenih antigenom
Echinococcus granulosus.

Prisutnost  antitijela u antiserumuEchinococcus granulosus dovodi do aglutinacije
senzibiliziranih crvenih krvnih zrnaca, $to rezultira crvenim / smedim slojem koji prekriva
posudicu. U odsutnosti specifi¢nih protutijela, ova crvena krvna zrnca se u obliku prstena taloze
na dnu posudice. Nesenzibilizirana crvena krvna zrnca osiguravaju specifinost reakcije i
omogucuju uklanjanje interferencija nastalih djelovanjem prirodnog anti-ovaca aglutinina
(Forssman heteroantitijela, antitijela infektivne mononukleoze, itd.).

Reakcija se provodi na mikroplogici s dnom u obliku slova "U".

Rukovanje je jednostavno i brzo. Rezultati se dobivaju za 2 sata.

4 - REAGENSI | OPREMA

Opis Koli¢ina

R1 :bogica zapremine 2,2 mL ispunjena senzibiliziranim crvenim krvnim zrncima
R2: bodica zapremine 1 mL ispunjena senzibiliziranim crvenim krvnim zrncim
BUF : bocica zapremine 55 mL ispunjena fosfatnim puferom pH-vrijednosti 7,2
R3: bocica zapremine 2 mL ispunjena adsorbensom

CONTROL + : bo€ica zapremine 0,2 mL ispunjena titriranom pozitivnim
kontrolnim serumom

CONTROL - : bocica zapremine 0,2 mL negativnog kontrolnog seruma
MICROPLATE : mikroplo¢ica s dnom u obliku slova "U"

DROPPER : specijalna kapaljka
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5 - MJERE OPREZA PRI UPORABI

- Reagensi su namijenjeni samo za dijagnozu in vitro i mogu ih koristiti samo ovlastene osobe.

- Testovi su samo za jednokratnu uporabu.

- Svi reagensi osim reagensa BUF sadrze tvari Zivotinjskog podrijetla i njima treba rukovati uz
uobiCajene mjerame opreza.

- Uzorci su potencijalno zarazni. Obavezno rukovanje uz obi¢ajene mjere opreza u skladu s
pravilima higijene i propisima koji su na snazi u zemlji uporabe.

- Reagensi sadrze natrijev azid (koncentracija < 0.1%). Natrijev azid sadrzan u reagensima
moZe reagirati s teSkim metalima u cijevima i stvarati eksplozivne spojeve. Stoga se
preporucuje da se reagensi ne bacaju u sudoper te da se slijede vazece preporuke i propisi
za odlaganje otpada.

- Nemojte koristiti reagense kojima je istekao rok valjanosti.

- Nemojte koristiti reagense iz razlicitih $arzi.

- Nemoijte koristiti reagense koji su o$teceni ili nepropisno pohranjeni prije upotrebe.

- Pricekajte da se serum i reagensi uravnoteze na sobnoj temperaturi.

- Temeljito protresite reagense R1 i R2 prije uporabe.

- Tijekom raspodjele reagensa R1 i R2, vodite ratuna da kapaljka bude u potpuno okomitom
polozajul. Provjerite nema li u kapima mjehurica zraka kako bi se doziranje volumena
seruma vrsilo bez prekida.

6 - PRIKUPLJANJE | OBRADA UZORAKA

Koristite svjeze ili serume konzervirane pri temperaturi od -20 °C, bez remecenja postupka
hemolize ili kontaminacije.

I1zbjegavajte ponovljeno zamrzavanje i odmrzavanje.
Nemojte dekomplementirati serum.

7 - CUVANJE | PRIPREMA REAGENSA

Reagensi su spremni za upotrebu.

Svi reagensi pohranjeni na temperaturi od 2-8 °C su stabilni do datuma isteka roka trajanja
navedenog na kompletu. Ne smiju se zamrzavati.

8 - POTREBNI MATERIJALI KOJI SE NE ISPORUCUJU ZAJEDNO S KOMPLETOM
- Automatska pipeta/pipete volumena pipetiranja prilagodenog koli¢ini koja se mjeri;

- Spremnici za kontaminirani otpad;

- Centrifuga ;

- Cijevi za hemolizu.

9 - OPERATIVNI POSTUPAK
Prije upotrebe uravnotezite reagense na sobnoj temperaturi.

9.1 - Priprema uzorka

Razrijedite serum koji ¢e se testirati u omjeru 1/40:
* 50 L seruma;
+ 1,95 mL reagensa BUF.

9.2 - Postupak testiranja na mikroplog¢i
- Koriste¢i visekanalnu mikropipetu, ulijte 50 yL reagensa BUF u 8 jazica na mikroplo&i.

- Koristeéi mikropipetu, ulijte 50 L razrijedenog seruma u' posudicu.
PomijeSajte s reagensom BUF i prebacite, po moguénosti pomoéu mikro-razriedivata
("tulipan"), 50 pL sadrzaja iz" posudice u%, iz> u*, i tako dalje do® posudice, izlijevajuci
50 uL iz® posudice.
Na taj nacin su dobivene su otopine 1/80 do 1/2560.

Uljte 50 uL razrijedenog seruma u” posudicu.

PomijeSajte s reagensom BUF i odlijte 50 L.

Ova otopina (1/80) predstavlja kontrolni serum cija je uloga detektiranje prirodnih aglutinina
protiv ovaca koje mogu sadrzavati neki serumi.

- Temeljito protresite reagense R1 i R2.
« Stavite 1 kap reagensa R1 u prvih 6 posudica.
+ Stavite 1 kap reagensa R2 u” posudicu (kontrolni serum).
- Stavite 1 kap reagensa R1 u® posudicu (kontrolni reagens), &ija je uloga provjera
valjanosti reagensa BUF i reagensa R1.

Napomena : u jednoj seriji testova koristite samo jedan kontrolni reagens .

- Vrlo pazljivo homogenizirajte sadrzaj posudica:
« bilo ru¢no, kucajuci po boénim stranicama mikroplo¢e poloZene ravno;
« bilo koritenjem vibracijske mjeSalice za mikrotitar plo¢e (primjerice 1300 okretaja u
minuti tijekom 10 sekundi). Nemojte koristiti orbitalnu tresilicu.
- Ostavite plo¢u da miruje, zastiéenu od svih vibracija.

- Procitajte reakciju 2 sata kasnije.

9.3 - Adsorpcija prirodnih anti-ovaca aglutinina u sluéaju aglutinacije kontrolnog seruma
- Temeljito protresite reagens R3.
- Ulijte u cijev i promijeSajte:
« 0,1 mL seruma;
* 0,3 mL reagensa R3.
- Ostavite da inkubira 60 min na sobnoj temperaturi.
- Centrifugirajte na 2000 okretaja u minuti 15 minuta.
- Prikupite supernatant; serum je tako razrijeden u omjeru 1/4.
- Razrijedite supernatant u omjeru 1/10 u reagensu BUF kako biste dobili slabo razrijedenu
adsorbiranu otopinu (1/40).
- Ponovite protokol "Testiranje na mikroplo¢i“ zamjenom slabo razrijedene otopine sa slabo
razrijedenom adsorbiranom otopinom.

10 - CITANJE

Negativna reakcija : Odsutnost hemaglutinacije.

Prisutnost prstena vece ili manje $irine na dnu posudice.

Prisutnost hemaglutinacije.
Prisutnost crvenog/smedeg sloja koji prekriva posudicu; u nekim
sluajevima oznacava prisutnost tanke periferne granice.

Pozitivna reakcija :

Primjer: Serum pozitivan na 1/1280

ONCNONONONORENONO,

1/80 1/160 1/320 1/640 1/1280 1/2560 Kontrola ~ Kontrola
serum reagens

11 - INTERPRETACIJA REZULTATA

Titar < 1/160 : Neznacajna reakcija .
Vjerojatna odsutnost hidatidoze.
Ponovite test 2 do 3 tjedna kasnije i pridruzite mu
elektrosintezu ili imunoelektroforezu.

Titar = 1/160: Sumnjiva reakcija.
Ponovite test 2 do 3 tjedna kasnije i pridruzite mu

elektrosintezu ili imunoelektroforezu.

Titar2 1/320: Znacajna reakcija u korist progresivne hidatidoze.

12 - UNUTARNJA KONTROLA KVALITETE

Reagense CONTROL+ i CONTROL- treba tretirati kao serume za analizu. Titar reagensa
Control + mora biti jednak titru navedenom na etiketi bocice * jedna otopina. Reagens
CONTROL- treba predstavljati odsutnost hemaglutinacije. Ako to nije slucaj, test nije valjan.

13 - UZROCI POGRESAKA | OGRANICENJA TESTIRANJA

- Los nacin €uvanja seruma.

- Nepravilno skladistenje reagensa nakon otvaranja.

- Koristite samo pipete koje se isporucuju u kutiji.

- Nemojte razmjenijivati pipete izmedu reagensa R1 i R2.

- U sluéaju pozitivne reakcije u prvih 6 posudica, nastavite razriedivanje kako biste pronasli
graniéni hemaglutinacijski titar.

- Kontrola seruma treba dati negativnu reakciju (prsten). U slu€aju hemaglutinacije ove
kontrole, potrebno je ponoviti test nakon uklanjanja prirodnih anti-ovaca aglutinina iz seruma
pomocu postupka adsorpcije.

- Reaktivna kontrola mora dati negativnu reakciju (prsten). U slu¢aju hemaglutinacije ove
kontrole, reagens ELI.HA Echinococcus ne moze se koristiti.

- Neki serumi ¢ija je koncentracija antitijela vrlo visoka, mogu dovesti do pojave zone (uz
povlacenje sloja) u prvim otopinama, a koji nestaje u narednim otopinama.

- Kvaliteta reagensa omogucéuje provedbu reakcije navecer i Citanje sliedeceg jutra, pod
uvjetom da nije bilo nikakvih pomicanja mikroploce te da je bila zasti¢ena od vibracija.

- U svim slucajevima i prije postavljanja kona¢ne dijagnoze, interpretacija testa mora se
provesti uzimajuéi u obzir sve klinicke, epidemioloSke i bioloSke podatke i rezultate ostalih
testova.

14 - IZVEDBE

ELIL.H.AA Echinococcus se sastoji od crvenih krvnih zrnaca senzibiliziranih antigenom
Echinococcus granulosus. Osigurava osjetljivost i specificnost reakcije.

Istrazivanje provedeno na 221 ljudskom serumu je pokazalo osjetljivost od 93,0% (bez obzira
na lokaciju ciste) i specificnost od 94,9%. Usporedbe s testovima IFI i ELISA su pokazale
izvanrednu komplementarnost ovih razli¢itih reakcija (2).

15 - ODLAGANJE OTPADA

Otpad mora biti zbrinut u skladu s higijenskim pravilima i propisima koji su na snazi za ovu vrstu
proizvoda u zemlji uporabe.

U sluéaju slucajnog prolijevanja reagensa BUF, o€istite radnu povr$inu upijaju¢im papirom i
isperite vodom. U sluéaju prolijevanja seruma ili nekog drugog reagensa, povrSinu o istite
izbjeljivatem i papirnatim ru¢nikom.
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