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Hidatidozes serodiagnostika ar netieSo hemaglutinaciju
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Tikai in vitro diagnostikas lietoSanai, tikai profesionalai lieto$anai.
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1 - MERKIS
ELLH.A Echinococcus lauj kvantitafivi noteikt anti-Echinococcus granulosus seruma antivielas, izmantojot netieSo hemaglutinaciju. Mérka popula
kam ir aizdomas par hidatidozi. Katrs komplekts lauj veikt 102 testus vai 17 reakcijas ar 6 atSkaidijumiem.

2 - [IEVADS

Hidatidoze jeb cistiska ehinokokoze ir parazitara slimiba, ko izraisa Echinococcus gints cestodes kapuri (hidafidi). Echinococcus granulosus dzives ciklam nepiecieSami gan galigie, gan
starpposma saimnieki. Parasti galigais saimnieks ir suns, bet starpposma saimnieks ir aitas un retos gadijumos cilvéki.

Hidatidas visbieZak atrodamas aknas (50-70 %) un plausas (2540 %).

E. granulosus hidatidozes infekcijai raksturiga Iena un vilfiga slimibas atfisfiba. Infekcija ir salidzinoi bez simptomiem, un biologiska diagnoze galvenokart balstas uz antivielu
noteikSanu.

3 - PRINCIP

ELI.H.A Echinococcus balstas uz netieSo hemaglutinacijas principu.

Sensibilizétas sarkanas asins $tnas sastav no aitu sarkanajam asins $inam, kas parklatas ar Echinococcus granulosus antigénu.

Anti-Echinococcus granulosus seruma antivielu klatbatne izraisa sensibilizétu sarkano asins $tnu aglutinaciju, ka rezultata uz skidruma virsmas veidojas dulkains
sarkans/brans nogulsnéjums. Ja specifiskas antivielas nav, sarkanas asins $inas veido gredzenveida nogulsné&jumu skidruma apaksa.

Nesensibilizétas sarkanas asins $tnas nodrosina reakcijas specifiskumu, kas |auj novérst jebkadu dabisko pret aitu aglutininu (Forssman heteroantivielas,
infekcioza mononukleoze antivielas...) ietekmi.

Reakcija tiek veikta U-mikroplaté.

Apkalpo$ana ir vienkar$a un atra, rezultati ir pieejami 2 stundu laika.

4 — REAGENTI UN MATERIALI

Apraksts D
R1: 2,2 ml flakons ar sensibilizétiem sarkano asins $tnu

R2: 2,2 ml flakons ar nesensibilizétam sarkanajam asins $Gnam
BUF: 55 ml fosfata buferskiduma pH 7.2 flakons

R3: 2 ml adsorbenta flakons

CONTROL + : 0,2 ml titrétas pozitivas kontroles flakons
KONTROLE -: 0,2 ml negativas kontroles flakons
MIKROPLAKSNE: mikroplaksne ar U veida dibenu
PILINATAJS : 1pass pilinatajs
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5 — PIESARDZIBAS PASAKUMI

- Reaktivi ir paredzéti tikai in vitro diagnostikai, un ar tiem drikst rikoties tikai pilnvarots personals.

- Reaktivi un mikroplates var izmantot tik daudz reizu, cik noradits uz iepakojuma. Katra mikroplates bedrite ir paredzéta vienreizéjai lietoSanai.

- Visi reagenti, iznemot BUF reagentu, satur dzivnieku izcelsmes izejvielas, un ar tiem jaapietas ar piesardzibu.

- Pacientu paraugi ir potenciali infekciozi. Ar tiem jaapietas ar piesardzibu, ievérojot higiénas noteikumus un spéka esoSos noteikumus $ada veida produktiem lieto$anas
valsti.

- Reaktivi satur natrija azidu (koncentraciia < 0,1 %). Reaktivos esoSais natrija azids var reagét ar caurulvados eso$ajiem smagajiem metaliem, veidojot
spradzienbistamus savienojumus. Tapéc ieteicams reaktivus neizlietot izlietné un ievérot speka esosos ieteikumus un noteikumus par atkritumu apglabasanu.

- Nelietojiet reagentus péc deriguma termina beigam.

- Nelietojiet reagentus no dazadiem partijas numuriem.

- Nelietojiet bojatus vai nepareizi uzglabatus reagentus pirms lietodanas
- Pirms lietoSanas |aujiet serumam un reagentiem sasniegt istabas temperatru.

- Pirms lietoSanas uzmanigi sakratiet R1 un R2 reagentus.
- Izdalot R1 un R2 reagentus, parliecinieties, ka pilinatajs ir pilnTgi vertikals. Parbaudiet, vai pilienos nav gaisa burbulu, lai nodrosinatu nemainigu izdalfto tilpumu.

6 — PARAUGU SAVAKSANA UN APSTRADE

Izmantojiet svaigu serumu, kas iegits péc asins savakdanas sausas mégenés (uzglabajot lidz 7 dienam 2-8 °C temperatira vai -20 °C temperatira, ja uzglabasana ilgst
ilgak par 7 dienam) un kura nav hemolizes, dulkainibas, dzeltena krasas vai piesamojuma. Katrai laboratorijai ieteicams parbaudit izmantoto savakSanas mégenu
savietojamibu.

Izvairieties no atkartotas sasaldé$anas un

atkauséSanas. Neizdaliet serumu.

7 - REAGENTU UZGLABASANA UN SAGATAVOSANA

Reaktivi ir gatavi lietoSanai.

Reaktivi, kas uzglabati 2—8 °C temperatara originalaja iepakojuma un péc atvérsanas, ir stabili lidz uz iepakojuma noraditajam deriguma terminam. Tos nedrikst
sasaldét.

8 — NEIEVADAMS, BET NEPIEGADATS MATERIALS

- Automatiska pipete(-es) ar pipetésanas tilpumu, kas pielagots méramajam tilpumam;
- Piesamoto atkritumu konteineri;

- Centrifiga;

- Hemolizes mégenes.

9 - METODE
Pirms lieto$ laujiet

istabas temperatiru.

9.1 - Parauga sagatavo$ana

Veiciet testéjama seruma atSkaidisanu 1:40 proporcija:
* 50 pL seruma;
* 1,95 ml BUF reagenta.

9.2 - Testa veikSana uz mikropilnites

- Izmantojot daudzkanalu mikropipeti, pievienojiet 50 uL BUF reagenta 8 mikroplates bedritém.

- Izmantojot mikropipeti, pievienojiet 50 UL at$kaidita seruma 1. bedritei.

Sajauc serumu ar BUF reagentu un veic sérijveida atSkaidisanu, vélams izmantojot mikrodilutoru, parnesot 50 pL no 1. akas uz 2. aku, tad 50 pL no 2. uz 3. aku un ta
talak, lidz sasniedz 6. aku. Péc tam 50 pL no 6. akas izlej.

Tada veida tiek iegiti atSkaidTjumi no 1:80 [idz 1:2560.

- Pievienojiet 50 L atSkaidita seruma 7. bedritei.
Sajauc serumu ar BUF reagentu un izlej 50 pL.
Sis atSkaidijums (1:80) ir seruma kontrole, kuras uzdevums ir noteikt dabiskos pret aitu aglutininus, kas var bit atrodami noteiktos seruma paraugos.

- Ripigi sakratiet R1 un R2 reagentus.
* Pievienojiet 1 pilienu R1 reagenta pirmajam 6 bedritém.
* Pievienojiet 1 pilienu R2 reagenta 7. bedritei (seruma kontrole).
* Pievienojiet 1 pilienu R1 reagenta 8. bedritei (reagenta kontrole), kuras uzdevums ir kontrolet BUF un R1 reagenta derigumu.

Piezime: Veiciet tikai vienu reagenta kontroli katrai testu sérijai.

- Loti uzmanigi sakratiet aku saturu:
* vai nu manuali, pieskaroties mikroplates saniem, kas ir novietota uz galda;
* vai izmantojot vibréjosu plaksnu kratitaju mikrotitra plaksném (pieméram, 1300 apgr./min. 10 sekundes). Nelietojiet orbitalo kratitaju.

- Péc tam plaksni atstajiet nemainiga stavokli, pasargatu no vibracijas, istabas temperattra no 15 lidz 30 °C.
- Reakciju nolasiet péc 2 stundam. Rezultatus var interpretét péc vismaz 1,5 stundam un ne vélak ka péc 24 stundam.

9.3 — Dabisko pret aitu aglutininu adsorbcija seruma kontroles aglutinacijas gadijuma
- R3 reagentu uzmanigi sakratiet.
- Mégené pievienojiet un sajauciet:
* 0,1 ml seruma;
* 0,3 ml R3 reagenta.
- Inkubgjiet istabas temperattira 60 mindtes.
- Centrifugéjiet 2000 apgr./min 15 mindtes.
- Savac supematantu; serums tagad ir atSkaidits 1:4.
- Veiciet supernatanta atskaidisanu 1:10 attieciba pret BUF reagentu, lai iegtitu adsorbétu krajumu atSkaidijumu (1:40).
- Izpildiet solus, kas apraksfiti sadala , Testa veikSana uz mikroplates”, bet aizstajiet koncentrata atSkaidijumu ar adsorbéto koncentrata atSkaidijumu.

10 — NOLASISANA

Neg: 1

inacijas nav.
Vairak vai mazak liela gredzena klatbdtne akas dibena.

Pozitiva inacijas klatbatne.

Diimakains sarkans/briins nogulsn&jums, kas parklaj aknu, dazkart ir redzama smalka periféra apmale.

Piemérs: Pozitivs serums atSkaidijuma 1/1280.

180 1/160 1/320 1/640 11280 1/2560 Serums Reagents
kontrole kontrole

11 - REZULTATU INTERPRETACIJA

Titrs < 1/160: Nenozimiga reakcija.

lesp&jams, nav hidatidozes.

Atkartojiet testu péc 2-3 nedélam un kombingjiet ar imanblotingu.
Titrs = 1/160: Aizdomiga reakcija.

Atkartojiet testu péc 2-3 nedélam un apvienojiet ar imnblotingu.
Titrs 2 1/320: levérojama reakcija, kas liecina par progreséjosu hidatidozi.

12 - IEKSEJA KVALITATES KONTROLE
Reaktivi CONTROL+ un CONTROL- jaapstrada ka testa serumi. Reaktiva CONTROL+ titram jabat tadam pasam ka uz flakona etiketes noraditajam titram + viena
atSkaidijuma pakape. CONTROL- nedrikst bat hemaglutinacija. Ja ir hemaglutinacija, tests nav derigs.




13 - KLUDU CELONI UN TESTA IEROBEZOJUMI

- Nepareiza seruma uzglabasana.

- Reaktivu nepareiza uzglabasana péc atvérSanas.

- Izmantojiet tikai komplekta ieklautos pilinatajus.

- Izmantojiet tikai komplekta ieklautas plaksnes ar U veida dibenu.

- Nekada gadijuma neapmainiet pilinatajus starp R1 un R2 reagentiem.

2. un 3. tabula: Kliniska efektivitate ar slieksni 1/320

- Ja pirmajos 6 laucinos reakcija ir pozitiva, veiciet turpmaku sérijveida atSkaidisanu, lai noteiktu hemaglutinacijas titra robezu.

- Seruma kontrolei jabat negativai (gredzens). Ja ST kontrole ir hemaglutingjosa, tests jaatkarto péc dabisko pret aitu aglutininu izdali$anas no seruma ar adsorbcijas

palidzibu.
- Reagenta kontrolei jabat negativai reakcijai (gredzens). Ja T kontrole izraisa hemaglutinaciju, ELL.H.A Echinococcus komplektu nevar izmantot.

- Dazi serumi, kuru antivielu koncentracija ir loti augsta, sakotnéjas atSkaidijumos var izraistt zonas paradibu (ar apdulkojuma izzu$anu), kas pazdd turpmakajos

atSkaidijumos.

- Reaktivu kvalitate lauj reakciju veikt vakara un nakamaja rita nolast testa rezultatus, ja mikroplaksne netiek nekadi parvietota un ir aizsargata no jebkadiem vibraciju
avotiem.

- Nelietojiet atkartoti aku, kas jau ir izmantota testa veikSanai.

- Francijas mediciniskas biologijas procedtiru nomenklattra ir noteikts, ka serologiskaja skrininga uz ehinokokozi anti-Echinococcus antivielu meklésana javeic, izmantojot
divas dazadas metodes. Tas ir nepiecieSams, lai varétu izslégt jebkadus nezinamus traucéjumus. Tadél $is serologijas visparéja interpretacija jabalsta uz dazadu
izmantoto metoZu rezultatiem. Visos gadijumos pirms galigas diagnozes noteik3anas ir nepiecie$ams pilniba nemt véra kiiniskos, epidemiologiskos un biologiskos

datus.
- Neparvietojot vai nevibréjot mikroplati, testu var veikt vakara un nakamaja rita (t. i., péc maksimala reakcijas laika 24 stundas) nolasit rezultatus.

14 - DARBIBAS RADITAJI

14.1 — ANALITISKAS IESPEJAS

14.1.1 - Atkartojamiba

Pozitiva seruma iericei ir 100 % atkartojamiba ar pienemamu pielaidi vienai akas atSkiribai. Negativa seruma iericei
ir 100 % atkartojamiba bez pielaides pozitivam rezultatam.

Seruma kontroles un reagenta kontroles akas ir 100 % atkartojamibas.

14.1.2 — Reproduktivitate

Pozitiva seruma iericei ir 100 % reproducé&jamiba ar pienemamu pielaidi vienai labinai. Negativa seruma iericei ir
100 % reproducgjamiba bez pielaides pozitivam rezultatam.

Seruma kontroles un reagenta kontroles akas ir 100 % reproducgjamas.

14.1.3 - Interferences

Sakara ar augsto genétisko homologiju starp divam Echinococcus sugam: E. multilocularis un E. granulosus, ir nepiecieSami sekundari testi, lai izsleégtu
krustenisko reaktivitati (9).

Krustreakcijas ir novérotas ar pozitiviem paraugiem pret Fasciola antivielam vai pret S. mansoni antivielam (2).

Krustreakcijas novérotas ar paraugiem no pacientiem ar toksoplazmozi, HIV, EBV, aspergilozes, filaridazes un klonorhiazém (1,3).

Potenciala mijiedarbiba ar hemoglobinu, lipidiem un bilirubinu tika pétita saskana ar CLSI EPO7 ieteikumiem (4,5,6,7,8). Lidz $adam
maksimalajam koncentracijam netika konstatéta nozimiga mijiedarbiba:

Parbauditas vielas Maksimalas koncentracijas
Bilirubins 800 mg/l
Lipidi 15 gll
Hemoglobins 10 g/l

Pétijums Pétijums Nr. 1 [10] Pétijums Nr. 2 [11] Pétijums Nr. 3 [2]
PublicéSanas gads 2009 2024 2010
30 seruma paraugi no
19 . 40 serums no 74 seruma paraugi no 30 serums no pacientiem DaC\e_ntiem ar citam
seruma 'paraugl pacientiem ar pacientiem ar iespgjamu ar cistisko ehinokokozi | parazitaram infekcijam, X
Populacija no:a; 'e;l;e{%;r parazitozi un 20 serums no cistisko ehinokokozi (51 un bez citam S. mansoni (n=6), 10 seruma paraugi
plausu l’l ati citam plausu veseliem sieviete un 23 viriesi vecuma parazitologiskam Fasciola (n=6), H. nana | NO pacientiem bez
cistam slimibam subjektiem no 3 lidz 86 gadiem) infekcijam (n=6), E. histolytica (n=6) | Parazitaram infekciam
un Giardia lamblia (n=86).
Salidzino$a metode - Kiinisko un radiologisko Kiiniska analize un
(atskaites standarts) Darbibas rezultat NA NA zinojumu rezultati operacija NA NA
Jutiba 1/320 736 70,8 86,7
Specifiskums 1/320 98,3 96,2 95
PPV* 1/320 93,3 97,1 92,9
NPV* 1/320 92,1 64,1 90,5
Pétijums Pétijums Nr. 4 [12] Pétijums Nr. 5 [13]
Publicésanas gads 2023 2016
23 serums no pacientiem ar _ .
- = et 18 serums no bérniem ar 27 serums no 20 seruma paraugi no
Populacija alzdog‘ar‘gk%i:);:lesnsko cistisko ehinokokozi pieaugusajiem ar cistisko veseliem
ehinokokozi individiem
Salidzino$a metode . PR - = « s o
(atskaites standarts) Histopatologiska izmekléSana Kiiniska 1a un mediciniska
Jutiba 1/320 82,4 % 88,9 %*
Specifiskums 1/320 100 % 100 % *
PPV*1/320 100 % ® 100 % *
NPV* 1/320 66,7 %* 80%°

*: PPV: pozifiva prognostiska vértiba
*: NPV: negativa prognostiska vértiba
(2: ELITech Microbio aprékinata vértiba

Zinatniskaja literatra kliniska jutiba un specifiskums nozimiguma slieksnim 1/160 ir attiecigi 94 % un 100 %.
Nozimiguma slieksnim 1/320 kliniska jutiba un specifiskums ir attiecigi no 73,6 % Iidz 88,9 % un no 95 % Iidz 100 %. Nozimiguma slieksnim 1/160

PPV ir 100 % un NPV ir 85,7 %.

Ja nozimiguma slieksnis ir 1/320, PPV ir no 92,86 % [lidz 100 % un NPV ir no 66,67 % lidz 92,1 %.

15 — ATKRITUMU LIQUIDACIJA

Atkritumi jautilizé saskana ar higiénas noteikumiem un spéka esosajiem noteikumiem $ada veida produktiem lietosanas valstr.

Ja BUF reagents ir izlidis, darba vietu notiriet ar absorb&josu papiru un noskalojiet ar tideni. Ja uz darba vietas ir izlidis cita reagenta serums, to notiriet ar balinataju un

absorb&josu papiru.

16 — BIBLIOGRAFIJA

Padzilinata literatiras parskatiSana lava mums izslégt iespéjamas zalu mijiedarbibas, vienlaikus péc iespéjas samazinot risku, kas saistits ar jebkadiem vél

neidentificétiem trauc&jumiem.

14.2 - KLINISKA EFEKTIVITATE

ELI.H.A Echinococcus sastav no sarkano asins $inu, kas sensibilizétas ar Echinococcus granulosus antigénu. Tas nodro$ina reakcijas jutibu un specifiskumu. Pétjuma
ar 221 cilvéka serumu tika pieradita 93,0 % jutiba (neatkarigi no cistas atraSanas vietas) un 94,9 % specifiskums. Salidzindjums ar IFl un ELISA testiem paradija

ievérojamu $o dazado reakciju savstarpé&jo papildinamibu (1).

ELI.H.A Echinococcus komplekta kiTniska efektivitate tika novértéta, izvértéjot zinatnisko literattiru, pamatojoties uz piecam publikacijam laikposma no 2009. gada Iidz

2023. gadam (2,10,11,12,13).
Tika iegati $adi rezultati:

1. tabula: Kliniska efektivitate ar slieksni 1/160

Pétijums Nr. 4 [12]
PublicéSanas gads 2023

23 seruma paraugi no pacientiem ar
aizdomam par cistisko
ehinokokozi

Populacija

Salidzino$a metode Histopatologiska izmeklésana

(atskaites standarts)
Jutiba 1/160 94 %*
Specifiskums 1/160 100 %°
100 % °

PPV*1/160

1.
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Par jebkuru nopietnu incidentu, kas saistits ar ierici, jazino razotajam un tas dalibvalsts kompetentajai iestadei, kura lietotajs ir registréts.

Izmainas salidzinajuma ar iepriek$éjo versiju ir izcelti peléka krasa.
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