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SHKURTESAVE

QELLIMI KJO PSO KA PER QELLIM TE SHPJEGOJE HAPAT E PROCEDURES PER PERCAKTIMIN
KUALITATIV TE ANTITRUPAVE TE KLASES IGM NDAJ LEPTOSPIRA NE SERUM
HUMAN OSE PLAZME.
DETERMINIMI IMUNOENZIMATIK KUALITATIV [ ANTITRUPAVE SPECIFIK BAZOHET
NE TEKNIKEN ME ELISA (TEKNIKA IMUNOENZIMATIKE  E NDERLIDHUR ME
ENZIME). MANUALE DHE AUTOMATIKE.

NDERLIDHIA LIGJI NR. 08/L-200 PER PARANDALIMIN DHE KONTROLLIN E SEMUNDJEVE NGJITESE:

ME AKTET PLANI STRATEGJIK KOMBETAR PER LABORATORE 2024-2030

LISTA E NTU- NOVATEK NJESI

ELISA-TEKNIKA IMUNOENZIMATIKE E NDERLIDHUR ME ENZIME
TMB-TETRAMETHY LBENZIDINE

IgG-IMUNOGLOBULINA G

IgM-IMUNOGLOBULINA M
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PROCEDURA

HAPI

NEN-HAPAT

(1]

Zbatimi i masave
pér menaxhim té
mostrave

wn

Mostra merret nga infermieri né kliniké ose nga laboranti né
zyrén e pranimit;

Mostra transportohet nga laboranti né zyrén e pranimit deri n&
laboratorin e serologjisé:

Pranimi, ndarja, procedura e testimit dhe ruajtja e mostrés
kryhen nga laboranti pérkatés né laborator;

Rezultati analizohet nga laboranti dhe mjeku pérkatés;
Rezultati aprovohet nga mjeku pérgjegjés;

Zyrtari i Cilésisé né Divizionin pér Kontrollin e Cilésisé dhe
Shérbime té Pérbashkéta Mikrobiologjike &shté pérgjegjés
pér sigurimin e zbatimit t€ masave té biosigurisé¢ dhe
biombrojtjes, pérfshiré kriteret e refuzimit dhe pranimit té
mostrave.

(1]

Reagjentét dhe
pajisjet q€ jané té
nevojshme pér
testim

Reagjentét lihen né temperaturé dhome (20-25°C) dhe
pérzihen miré para fillimit té testimit;

Menjéheré pas pérdorimit té stripeve, pjesa tjetér e tyre
mbahet né& folie bashké& me tharésin dhe t&€ ruhet né frigorifer
né temperaturé 2-8 °C;

Pérgatitja e buferit pér pastrim : 10 mL bufer + 190 mL ujé i
destiluar. Buferi i pérgatitur mund t&€ ruhet 5 dit€ né
temperaturé t&¢ dhomés;

Nése paraqiten kristale né koncentrat, t&€ ngrohet né banjo
ujore 37°C dhe té pérzihet miré para pérdorimit;

Reagjenti TMB Solucioni pér substrat: i gatshém pér
pérdorim ruhet né temperaturé 2-8 °C, larg drités. Tretja duhet
té jeté e pangjyré ose me njé nuance té lehté blu;

Si mostér pérdoret serumi human ose plazma (me citrat,
heparin).Ruhet né temperaturé 2-8°C pér ruajtje afatshkurtér,
ose deri né -80 °C pér ruajtje afatgjaté;

Hollohet 1:100, tretet 10 pl. mostér né 1 mL bufer dhe
pérzihet miré me vortex;

Sigurohu qé té gjitha pajisjet dhe reagentét e méposhtém jané
té disponueshém dhe funksionalé para fillimit té testimit:

a. Dorézat, mantili, maska, syzet, mburoja pér fytyrén;

b. Lexuesi i pllakés me ELISA, pajisje pér matjen e
absorbancés 450/620 nm;
¢. Inkubatori 37 °C;

MINISTRIA E SHENDETESISE

PERCAKTIMI I ANTITRUPAVE TF KLASES IMMUNOGLOBULIN-M
TE LEPTOSPIRA ME ELISA
3




Sm oMo o

Pajisje manuale ose automatike pér shpélarjen e pllakés;
Pipetat pér volumin né mes 10 dhe 1000 pl;

Vortexi;

Ujé i destiluar;

Kivetat;

Pllaka mikrotitruese: 12 gropéza té ndara né 8 stripe té
mbuluar me antigjené té Leptosirés brenda njé folie té
aluminit;

IgG bufer pér hollimin e mostrés: 1 shishe q&€ pé&rmban
100mL bufer phosphati pér hollimin e mostrés; pH7.2+/-
0.2, me ngjyré t& verdhé, i gatshém pér pérdorim, kapak
t€ bardhé;

Stop tretje: njé shishé qé 15mL acid sulfurik, i gatshém pr
pérdorim, kapak ngjyré té kuge;

Bufer pér pastrim: (20x i koncentruar), njé shishe
pérmban 50mL t& buferit fosfatik t€ koncentruar,
pH7.2+/-0.2 pér pastrimin e gropézave, kapak i bardh&;

Konjugati: njé shishe pérmban 20mL té proteinés A té
peroxiduar né bufer fosfati, me ngjyré té& kaltér, i gatshém
pér pérdorim, kapak té errét;

TMB tretje substrati: njé shishe pérmban 15mL, TMB, i
gasthém pér pérdorim, kapak ngjyré té verdhe;

Kontrolla pozitive: njé shishe pérmban 2mL kontroll, me
ngjyré té verdhé, e gatshme pér pérdorim, kapak ngjyré té
kuge;

Cutt-off Kontrolla: njé shishe pérmban 3mL kontroll, me
ngjyré té verdhé, e gatshme pér pérdorim, kapak ngjyré té
gjelbért;

Kontrolla negative: njé shishe pérmban 2mL kontroll, me
ngjyré té verdhé, e gatshme pér pérdorim, kapak ngjyré té
kaltért;

Materialet shtesé:
e Njé folie mbuluese,
e Udhézimi pér pérdorim,

e Nijé pllaké.

[111]

Veprimet
laboratorike té
testimit

Ndezét inkubatori deri té arrihet temperatura 37° C:
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1.

Té vendoset 100ul standarde/kontrolla dhe mostra e holluar
né gropéza respektive. Té lihet gropéza Al e zbrazét pér
substrat;

Té mbulohet pllaka me folien qé ndodhet brenda né kit;

Té inkubohet pér | oré +/-5min né 37° C;

. Pas pérfundimit té inkubimit largohet folia, aspirohet

pérmbajtja e gropézave dhe t& pastrohet secila grop&z tri heré
me 300 pl bufer pastrues:

a. Té evitohet rrijedhja e pérmbajtjes jashté gropézave.
Intervali né mes pastrimit dhe aspirimit duhet t& jeté >
Ssec.

b. Né fund t& largohet e téré pérmbajtja duke i goditur stripet
né njé letér pambuku para fillimit t€ hapit té€ ardhshém.

Té vendoset 100ul konjugat né té gjitha gropézat, pérveg
gropézés Al;

Té inkubohet pér 30 min né temp dhome (20 - 25° C) né
errésiré. Té mos ekspozohet né dritén direkte té diellit;

Té pérséritet nénhapi 4;

Té vendoset 100ul TMB tretje e substratit né té gjitha
gropézat;

. T¢€ inkubohet 15 min né temperaturé t& dhomés (20 - 25°C)

né errésiré. Ngjyra e kaltér do té€ shfaqet pér shkak té
reaksionit enzimatik;

Té vendoset 100ul tretje Stop né t&€ gjitha gropézat né
renditien e njéjté sikur TMB, me ¢’rast do t& paraqitet
ndérrimi i ngjyrés nga e kaltér né té verdhé;

. Té matet absorbanca 450/620 nm brenda 30 min pas

vendosjes sé tretjes Stop.

Veprimet

[IV] | laboratorike pér
leximin e
rezultateve.

. Lexuesi i mikropllakés ELISA vendoset né zero duke

pérdorur gropézén e zbrazét t& substratit;

Absorbanca matet né 450 nm pér té gjitha gropézat, dhe vlerat
regjistrohen pér ¢do kontroll dhe mostér.

Rekomandohet matje bikromatike me gjatési valore 620 nm,
nése éshté e mundur. Pér gropézat e dyfishta, kalkulohet
mesatarja e absorbancés.
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Validimi dhe
[V] | interpretimi i
rezultateve

Testi konsiderohet i vlefshém vetém nése plotésohen kriteret
e méposhtme pér vlerat e absorbancés:

a.

b.

Substrati 1 zbrazét: vlera e absorbancés <0.100;

Kontrolla negative: vlera e absorbancés: <0.200 dhe <
Cutt-off;

Kontrolla Cutt-off: vlera e absorbancés 0.150 -1.300;
Kontrolla pozitive: vlera e absorbancés > Cutt-off;

Kalkulimi i rezultateteve né bazé té vlerés sé& absorbancés
sé& Cutt-off kontrolle;

Rezultatet né njési (NTU): Vlera e absorbancés sé mostrés
x 10/ Cutt-off = NTU.

Interpretimi i rezultateve duhet té béhet né pérputhje me vlerat
e kalkuluara té absorbancés dhe NTU. Interpretimi ndahen
sipas kritereve té méposhtme:

d.

Titri i larté IgM me titér t€ ulét IgG, sugjeron njé
infeksion té freskét;

Titri i larté i 1gG me titér t&€ ulét IgM sugjeron njé
infeksion té kaluar;

IgGpozitive: Karakteristikat e pérgjegjés sekondare.
Mund té pérzistojé pér njé kohé t& gjaté.
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