ELI.H.A Echinococcus
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Yalnizca in vitro diagnostik kullanim igindir, sadece profesyonel kullanim igindir.
Tek kullanimlik testler.

1- HEDEF

ELI.H.A Echinococcus karsi yonlendirilen serum antikorlarinin kantitatif olarak belirlenmesini
saglar. Ekinokokus graniilozus dolayli hemaglitinasyon ile.
Kit, 102 testin veya 6 dilisyonun 17 reaksiyonunun gergeklestirilmesine izin verir.

2 - ONSOZ

Hidatidoz veya ekinokokkoz, cinsin bir sestodunun larvasinin (hidatik hidatik) insanlar dahil ara
konakta gelismesine karsilik gelen paraziter bir hastaliktir. Ekinokok. Devir Echinococcus
granulosus'un kdépegi son konak olarak icerir ve koyun veya daha az yaygin olarak, ara konakgi
olarak insan olabilir.

Hidatidin karaciger seviyesinde lokalizasyonu en yaygin olanidir (%50 ila 70), bunu akciger
lokalizasyonu (%25 ila 40) takip eder.

hidatidoz Ekinokokus granilozus yavas evrimi ve sinsi gorinimu ile karakterizedir. Cok az
semptomatik kalir ve biyolojik tani esas olarak antikor testi yoluyla immuinolojik olarak yapilir.

3 - PRENSIP

ELI.H.A Echinococcus indirekt hemaglitinasyon ilkesine dayanir.

Hassaslastirilmis kirmizi kan hicreleri, bir antijenle kapl koyun kirmizi kan hicrelerinden
olusur. Ekinokok granulosus.

karsi serum antikorlarinin varligi hepatik fasciola hassaslasmis kirmizi kan hiicrelerinin bir
araya toplanmasina neden olarak kupulayi kaplayan kirmizi/kahverengi bir értiye neden olur.
Spesifik antikorlarin yoklugunda, bu kirmizi kan hiicreleri bir halka seklinde kuyucugun dibine
yerlesir. Duyarlilagtinimamis kirmizi kan hicreleri, reaksiyonun 6zgulligini saglar ve dogal
anti-koyun aglutininleri (Forssman'in heteroantikorlari, enfeksiyéz mononiikleoz antikorlari, vb.)
tarafindan miidahalelerin ortadan kaldiriimasina izin verir.

Reaksiyon, U-sekilli bir mikrotitre plakasinda gergeklesir.

isleme hizli ve kolaydir. Sonuglar 2 saat iginde alinir.

4 - REAKTIFLER VE MALZEME

Tanim Adet

R1: 2.2 mL duyarl kirmizi kan hiicresi sisesi

R2: 1 mL duyarsiz kirmizi kan hiicresi sisesi

BUF: 55 mL flakon fosfat tamponu pH 7.2

R3: 2 mL adsorban sisesi

CONTROL +: 0,2 mL titre edilmis pozitif kontrol sisesi
CONTROL -: 0.2 mL negatif kontrol sisesi.

MIKRO PLAKA: U-sekilli mikroplaka

DROPPER: 6zel damlalik
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5 - KULLANIM ONLEMLERI

- Reaktifler sunlara yoneliktir: laboratuvar ortaminda teshis ve yetkili personel tarafindan ele
alinmahdir.

- Testler tek kullanimhktir.

- Reaktif digindaki tum reaktifler BUF, hayvansal kokenli maddeler icerir ve dikkatli
kullaniimalidir.

- Ornekler potansiyel olarak bulasicidir. Olagan énlemlerle ve kullanildiklar {lkede yiiriirlikte
olan hijyen yénetmeliklerine uygun olarak kullaniimalidirlar.

- Reaktifler sodyum azid icerir (konsantrasyon < % 0.1). Reaktiflerde bulunan sodyum azid,
borulardaki agir metallerle reaksiyona girerek patlayici bilesikler olusturabilir. Bu nedenle
reaktifleri lavaboya atmamaniz ve yirlrliikteki atik bertarafi 6nerilerine ve yonetmeliklerine
uymaniz onerilir.

- Son kullanma tarihi gegmis reaktifleri kullanmayin.

- Farkli partilerden reaktifler veya kontroller kullanmayin.

- Kullanmadan 6nce hasarli veya yanlis saklanmis reaktifleri kullanmayin.

- Serum ve reaktiflerin oda sicakligina ulagsmasini bekleyin.

- Reaktifleri sallayin R1 ve R2 kullanmadan énce dikkatli olun.

- Reaktifleri uygularken R1 ve R2 damlaticinin tamamen dikey oldugundan emin olunmalidir.
Verilen hacimlerin sabit olmasi igin damlalarda hava kabarcigi olmadigini kontrol edin.

6 - NUMUNE TOPLAMA VE iSLEME

-20°C'de saklanan ve bulanik hemoliz veya kontaminasyon gdstermeyen taze serum veya
serum kullanin.

Tekrar tekrar dondurup ¢dzdlrmekten kaginin.

Serumu asla pargalamayin.

7 - REAKTIFLERIN SAKLANMASI VE HAZIRLANMASI|

Reaktifler kullanima hazirdir.

2-8°C'de saklanan tum reaktifler, paket tizerinde belirtilen son kullanma tarihine kadar stabildir.
Dondurulmamalari gerekir.

8 - GEREKLI OLAN ANCAK SAGLANMAYAN MALZEMELER
Olgiilecek miktara uyarlanmis bir pipetieme hacmine sahip otomatik pipet(ler);
- kirlenmis atik malzeme igin kaplar;
- Bir santrif(j.
- Hemoliz tupleri.

9- YONTEM
Kullanmadan dnce reaktiflerin oda sicakhigina gelmesini bekleyin.

9.1 — Numunenin hazirlanmasi

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

9.2 - Testin mikroplaka iizerinde gerceklestirilmesi
- Cok kanalli bir mikropipet kullanarak 50 pL reaktif uygulayin BUF mikrotitre plakasinin 8
kuyusunda.

Bir mikropipet kullanarak, seyreltiimis serumdan 50 uL serumu ilk kuyucuga dagitin.

BUF reaktifi ile karistirin ve tercihen mikro seyreltici kullanarak kuyucugun iceriginin 50
uL’sini ilk kuyucuktan ikinciye, ikinciden tglnciiye aktarin ve bu islemi altinci kuyucuga kadar
devam ettirin ve altinci kuyucugun igeriginin 50 plL’sini digari atin. Boylelikle 1:80 ile
1:12560'lik diliisyonlar elde edilir.

- Yedinci kuyucuga seyreltilmis 50 uL serumu aktarin.
Serum ile BUF reaktifini karistirin ve 50 pL’sini disari atin.
Bu seyreltme (1/80), bazi serum 6rneklerinde bulunabilen dogal anti-koyun aglitininlerini
saptayabilmek amaciyla serum kontroli olarak kullanilir.

- R1 ve R2 reaktiflerini dikkatlice galkalayin.
« ilk 6 kuyucuga birer damla R1 reaktifi ekleyin.
« Serum control kuyucugu olan yedinci kuyucuga bir damla R2 reaktifi koyun.
* BUF ve R1 reaktiflerinin kullanilabilirligini control etmek amaciyla sekizinci kuyucuga
(ayirag control kuyucugu) bir damla R1 reaktifi koyun.

Not: Her mikroplaka igin sadece bir kuyucuk reaktif kontroli kullanin.

- Kuyularin igeriklerini dikkatlice homojenize edin:
« ya elle, diz yerlestiriimis mikroplagin kenarlarina hafifce vurarak;
« veya bir mikrotitre plakali titresimli karistirici vasitasiyla (6rn. 10 saniye boyunca 1300
rpm). Orbital bir kanistirici kullanmayin.
- Sonrasinda plak titresimsiz, diiz bir zemin Uzerine yerlestirilerek hareketsiz kalmasini
saglayin

- Reaksiyonu 2 saat sonra okuyun.

9.3 - Serum kontroliiniin agliitinasyonu durumunda dogal anti-koyun aglutininlerinin
adsorpsiyonu
- RB3 reaktifini dikkatlice galkalayin.
- Bir tiipe koyun ve asagidakilerle karistirin:
« 0.1 mL serum;
« 0.3 mL reaktif R3.
- Oda sicakhiginda 60 dakika inkiibe edin.
- 2000 rpm'de 15 dakika santrifujleyin.
- Slpernatanti toplayin; serum daha sonra 1/4 oraninda seyreltin.
- Absorbe edilmis bir stok dillisyonu (1/40) elde etmek i¢in BUF reaktifinde stipernatanti 1/10
oraninda seyreltin.
- Stok dillisyonunu adsorbe edilmis stok dillisyonu ile degistirerek “Testin mikroplaka lizerinde
gerceklestirilmesi” protokoliini tekrarlayin.

10 - SONUCLARIN OKUNMASI

Negatif reaksiyon: Hemaglitinasyon eksikligi.
Kuyunun dibinde az gok genis bir halkanin varligi.

Pozitif reaksiyon: Hemagliitinasyon varhigi.

Kuyucuk &rten kirmizi/kahverengi bir értiniin varligi; ince bir
Ornek: 1/1280'de serum pozitif
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1/80 1/160 1/320 1/640 1/1280 1/2560 Kontrol Kontrolii
serum reaktifleri

11 - SONUCLARIN YORUMLANMASI

Titre < 1/160: Onemsiz reaksiyon
Muhtemel hidatidoz yoklugu.
2 ila 3 hafta sonra testi tekrarlayin ve elektrosentez veya
immunoelektroforez testi gergeklestirin.

Titre = 1/160: Glvenilmez reaksiyon
2 ila 3 hafta sonra testi tekrarlayin ve elektrosentez veya

immunoelektroforez testi gergeklestirin.

Titre 2 1/320: Progresif hidatidoz lehine anlamli reaksiyon.

12 - iC KALITE KONTROLU

Reaktifler CONTROL+ ve CONTROL- analiz sirasinda serum olarak ele alinmalidir. Reaktifin
titresi CONTROL+ # bir dilisyonda flakon etiketinde belirtilen titreye esit olmalidir. Reaktif
CONTROL- hemaglutinasyon olmadigini géstermelidir. Aksi takdirde, test gecerli degildir.

13 - HATALARIN NEDENLERI VE TESTIN SINIRLAMALARI

- Serumun uygun olmayan kosullarda muhafaza edilmesi

- Reaktiflerin agildiktan 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
icin dillisyonlari surdiriin.

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

- Reaktif kontrolii negatif reaksiyon (halka) vermelidir. Bu kontroliin hemaglitinasyonu
durumunda ELI.H.A Echinococcus reaktifi kullanilamaz.

- Antikor konsantrasyonunun cok yiiksek oldugu belirli serumlarda, ilk diliisyonda bir prozon
fenomenine (agilinca) yol agabilir ve sonraki diliisyonlarda kaybolabilir.

- Reaktiflerin kalitesi, mikroplakanin herhangi bir harekete maruz kalmamasi ve titresimlerden
korunmasi kosuluyla, reaksiyonun aksam yuritiimesini ve ertesi sabah okunmayi mimkin
kilar.

- Her durumda ve kesin tani konulmadan 6nce testin yorumlanmasi, tim klinik, epidemiyolojik
ve biyolojik verilerin ve dider testlerin sonuglari birlestirilerek yapilmalidir.

14 - PERFORMANSLAR

ELIi.H.A Echinococcus antijeni tarafindan hassaslastirilmis kirmizi kan hiicrelerinden olusur.
Ekinokok graniiloz. Reaksiyon igin duyarlilik ve 6zgilligii garanti eder.

221 insan serumu Uzerinde yapilan bir ¢alisma, %93.0 duyarlihk (kistlerin konumundan
bagimsiz olarak) ve %94,9 6zgullik gostermistir. IFl ve ELISA testi ile yapilan karsilagtirmalar,
bu farkli reaksiyonlarin birbirini dikkate deger bir sekilde tamamladigini gostermistir (2).

15 — ATIKLARIN IMHASI

Atiklar, kullanim (lkesindeki bu gibi reaktifler igin gecerli olan hijyen kurallarina ve
yonetmeliklerine uygun olarak bertaraf edilmelidir.

BUF reaktifinin kazara dokulmesi durumunda; calisma yuizeyini emici kagit ile temizleyin ve su
ile durulayin. Serum veya baska bir reaktif dokulirse, camasir suyu ve emici kagit ile temizleyin.
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