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Distomatozisin serodiagnozu
dolayli hemagliitinasyon
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Yalnizca in vitro diagnostik kullanim icindir, sadece profesyonel kullanim igindir.
Tek kullanimlik testler.
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ELI.H.A Distomu kars! yonlendirilen serum antikorlarinin kantitatif olarak belirlenmesini saglar.
hepatik fasciola dolayll hemaglitinasyon ile.
Kit, 102 testin veya 6 dillisyonun 17 reaksiyonunun gergeklestirilmesine izin verir.

2 - GIRiS
Distomatozlar, trematodlar tarafindan olusturulan parazitlerdir ve yetiskinlerin kesin konaktaki
konumuna bagli olarak, asagidakiler arasinda bir ayrim yapilir:

. Hepatobiliyer Distomatozis
. bagirsak distomatozu
. akciger dismomatozu

Hepatobiliyer distomatozlar arasinda, Faciola hepatica insanlar da dahil olmak uzere kesin
konakta bir transperitoneal ve transhepatik larva gocu fazini iceren gelisen bir dongi. Bu
parazitozun istila evresi sirasinda biyolojik tanisi, esasen antikorlarin arastiriimasiyla (diskida
yumurta saliniminin olmadigi evre) immiinolojiktir. Yumurtalar az miktarda dékuldigi igin bu
immiinolojik tani durum evresinin baslangicinda da gok énemlidir.

3- USUL

ELI.HA Distomu indirekt hemaglitinasyon ilkesine dayanir. Duyarli kirmizi kan hucreleri
antijeni ile kapli koyun kirmizi kan hiicrelerinden olusur. Hepatik fasciola.

karsi serum antikorlarinin varligi hepatik fasciola hassaslasmis kirmizi kan hiicrelerinin bir araya
toplanmasina neden olarak kupulayi kaplayan kirmizi/kahverengi bir 6rtiiye neden olur. Spesifik
antikorlarin yoklugunda, bu kirmizi kan hiicreleri bir halka seklinde kupulanin dibine yerlesir.
Duyarlilagtinimamis kirmizi kan hiicreleri, reaksiyonun 6zgilliginu saglar ve dogal anti-koyun
aglutininleri (Forssman'in heteroantikorlari, enfeksiy6z mononiikleoz antikorlari, vb.) tarafindan
miidahalelerin ortadan kaldiriimasina izin verir.

Reaksiyon, U-sekilli bir mikrotitre plakasinda gerceklesir.

isleme hizli ve kolaydir. Sonuglar 2 saat iginde alinir.

4 - REAKTIFLER VE MALZEME

Tanim Adet
R1  :2.2mLduyarli kirmizi kan hiicresi sisesi

R2  :1 mL duyarsiz kirmizi kan hicresi sisesi
BUF: 55 mL flakon fosfat tamponu pH 7.2

R3  :2mL adsorban sisesi

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

DROPPER: 6zel damlalik
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5 - KULLANIM ONLEMLERi

- Reaktifler sunlara yoneliktir: laboratuvar ortamindateshis ve yetkili personel tarafindan ele
alinmalidir.

- Testler tek kullanimliktir.

- Reakiif disindaki tiim reaktifler BUF, hayvansal kokenli maddeler igerir ve dikkatli kullaniimalidir.

- Omekler potansiyel olarak bulagicidir. Olagan énlemlerle ve kullanildiklar Glkede yirirliikte olan
hijyen yonetmeliklerine uygun olarak kullaniimalidiriar.

- Son kullanma tarihi gegmis reaktifleri kullanmayin.

- Farkl partilerden reaktifler veya kontroller kullanmayin.

- Serum ve reaktiflerin oda sicakligina ulagmasini bekleyin.

- Reaktifleri sallayin R1 ve R2 kullanmadan énce dikkatli olun.

- Reaktifleri uygularken R1 ve R2 damlaticinin tamamen dikey oldugundan emin olunmaldir.

- Verilen hacimlerin sabit olmasi igin damlalarda hava kabarcigi olmadigini kontrol edin.

- 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 yiirlrliikteki atik bertarafi onerilerine ve yonetmeliklerine

uymaniz onerilir.

6 - NUMUNELERIN TOPLANMASI VE ISLENMESI

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

Tekrar tekrar dondurup ¢ézdirmekten kaginin.

Serumu asla pargalamayin.

7 - REAKTIFLERIN SAKLANMASI VE HAZIRLANMASI

Reaktifler kullanima hazirdir.

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

8 - GEREKLI OLAN ANCAK SAGLANMAYAN MATERYALLER

- Olgillecek miktara uyarlanmig bir pipetleme hacmine sahip otomatik pipet(ler);
- kirlenmis atik malzeme igin kaplar;

- Bir santrifdj.

- Hemoliz tupleri.

9 - YONTEM
Kullanmadan 6nce reaktiflerin oda sicakhigina gelmesini bekleyin.

9.1 - Numunenin hazirlanmasi

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

9.2 - Testin mikroplaka izerinde uygulanmasi

- Cok kanalli bir mikropipet kullanarak 50 pL reaktif uygulayin BUF mikrotitre plakasinin 8
kuyusunda.

- Bir mikropipet kullanarak, seyreltilmis serumdan 50 pL&apos;yi 1. kuyu.
Reaktif ile karistinn BUF ve tercihen bir mikro-tiner (“lale") kullanarak 1'in 50 pL'sini
uygulayin. 2'deki cukur peki, 2'den 3'teki gukur ve bdylece 6'ya kadar kuyu, 50 pL 6 igeren iyi
atilir.
Bu, 1/80 ila 1/2560 arasinda seyreltmelerle sonuglanir.

- 50 pL seyreltimis serumu 7'ye aktarin. kuyu.
Reaktif ile karistirin BUF ve atmak 50 pL uzakta.
Bu seyreltme (1/80), gorevi belirli serumlarin igerebilecegi dogal anti-koyun aglutininlerini
saptamak olan serum kontrollin{i olusturur.

- Reaktifleri sallayin R1 ve R2 kullanmadan énce dikkatli olun.
+ 1 damla reaktif uygulayin R1 ilk 6 kuyuda.
« 1 damla reakiif yerlestirin R2 7'de iyi (serum kontrolii).
« 1 damla reaktif uygulayin R1 8'de reakiifin gegerliligini kontrol etmekle gérevli kuyu
(reaktif kontroli) BUF ve reaktif R1 kontrol etmek.

Not: Calisma basina yalnizca bir reaktif kontrolii galistirin.
- Kuyularin igerigini gok dikkatli bir sekilde homojenlestirin:
« yaelle, diiz yerlestirilmis mikrotitre plakasinin kenarlarina vurarak;
« veya bir mikrotitre plakal titresimli karigtirici vasitasiyla (6rn. 10 saniye igin 1300 rpm).
Yuvarlak bir karistirici kullanmayin.
- Ardindan plakay! sabit ve tamamen titresimsiz birakin.
- Yaniti 2 saat sonra okuyun.

9.3 - Serum kontroliiniin aglitinasyonu durumunda dogal anti-koyun aglutininlerinin
adsorpsiyonu
- Reakitifi sallayin R3 dikkatlice.
- Birtiipe koyun ve karigtirin:
« 0.1 mL serum;
« 0,3 mL reaktif R3.
- Oda sicakhiginda 60 dakika kulugkaya birakin.
- 2000 rpm'de 15 dakika santrifijleyin.
- Sulpernatanti toplayin; serum daha sonra 1/4 oraninda seyreltilir.
Reaktifte slipernatanti 1/10 oraninda seyreltin BUF adsorbe edilmis bir ana seyreltme (1/40)
elde etmek igin.
- "Mikrotitre Plakasinda Testi Gergeklestirme" protokoliinii tekrarlayin ve ana diltisyonu
adsorbe edilmis ana diliisyonla degistirin.

10 - SONUCLARIN OKUNMASI

Negatif reaksiyon: Hemaglitinasyon yoklugu.
Kuyunun dibinde az ¢ok genis bir halkanin varligi.

Olumlu tepki: Hemaglitinasyon varhgi.

Cukuru drten kirmizi/kahverengi bir értiintin varligi; ince bir periferik
seridin varhgr.

Ornek: 1/1280'de serum pozitif

CNCNONONONONENONO,

180 1/160 1/320 1/640 1/1280 1/2560 kontrol kontrolii
serum reaktifleri

11 - SONUCLARIN YORUMLANMASI

Titre < 1/160: Onemsiz tepki.
Muhtemelen distomatozis degildir.
2 ila 3 hafta sonra testi tekrarlayin veBir
elektrosentez veya immiinoelektroforez.

Titre = 1/160: Guvenilmez yanit.
2 ila 3 hafta sonra testi tekrarlayin ve
elektrosentez veya immunoelektroforez.

Titre 2 1/320: Progresif distomatozis lehine anlamh yanit.

12 - IC KALITE KONTROLU
Reaktifler CONTROL+ ve CONTROL- analiz sirasinda serum olarak ele alinmalidir. Reaktifin
titresi CONTROL+ * bir dillisyonda flakon etiketinde belirtilen titreye esit olmalidir. Reaktif
CONTROL- hemaglutinasyon olmadigini gostermelidir. Aksi takdirde, test gecerli degildir.

13 - HATALARIN NEDENLERI VE TESTIN SINIRLAMALARI

- Serumun koétu depolanmasi.

- Agcildiktan sonra kot reaktif saklama.

- Yalnizca kitte verilen damlaliklar kullanin.

- Reaktifler arasinda damlaliklari degistirmeyin R1 ve R2.

- ik 6 kuyucukta reaksiyon pozitifse, sinirlayici hemagliitinasyon titresini aramak igin
seyreltmelerle devam edin.

- Serum kontroli negatif reaksiyon (halka) vermelidir. Bu kontrolun hemaglitinasyonu
durumunda, dogal anti-koyun aglutininleri adsorpsiyon yoluyla serumdan ¢ikarildiktan sonra
test tekrarlanmalidir.

- Reaktif kontroli negatif reaksiyon (halka) vermelidir. Bu kontroliin hemaglitinasyonu
durumunda reaktif ELI.H.A Distomu kullanilamaz halde.

- Antikor konsantrasyonlari gok yiiksek olan bazi serumlar, ilk seyreltmelerde bir zon
fenomenine (perdenin geri ¢ekilmesiyle) neden olabilir ve sonraki seyreltmelerle kaybolabilir.

- Reaktiflerin kalitesi, mikrotitre plakasinin hareket ettiriimemesi ve titresimden korunmasi kosuluyla,
reaksiyonun aksam gergeklestiriimesine ve ertesi sabah okunmasina izin verir.

- Her durumda ve kesin tani konulmadan énce testin yorumlanmasi, tim klinik, epidemiyolojik
ve biyolojik verilerin ve diger testlerin sonuglarinin entegrasyonu ile gergeklestiriimelidir.

14 - PERFORMANSLAR

ELI.H.A Distomu antijeni tarafindan duyarli hale getirilmis kirmizi kan hiicrelerinden olusur.
Hepatik fasciola. garanti eder reaksiyon icin duyarlilik ve 6zguilluk.

Bdylece test degerlendirmelerinin sonuglar %96,1 duyarlilik ve %96,6 ézgtilliik gostermektedir.

15 - ATIKLARIN IMHASI

Atiklar, bu tir Grunlerin kullanildigr tlkede gegerli olan hijyen ydnetmeliklerine ve mevzuata
uygun olarak bertaraf edilmelidir.

Reaktifin kazara dokilmesi durumunda BUF: Calisma yuzeyini emici kagit ile temizleyin ve su ile
durulayin. Serum veya baska bir reaktif dokilirse, camasir suyu ve emici kagit ile temizleyin.
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