ELI.H.A Amoeba

Serodiagnostico de la amibiasis
por hemaglutinacién indirecta

120 pruebas
(Ref. 66602)

8000100-ES-2025-07
Para uso en diagnéstico in vitro, sélo para uso profesional.
Pruebas de un solo uso.

1- EINALIDAD

ELILHAA Amoeba permite la determinacién cuantitativa por indirecta hemaglutinacién de los
anticuerpos séricos dirigidos contra el Entamoeba histolytica.
Cada kit permite realizar 120 pruebas o 20 reacciones de 6 diluciones.

2 - INTRODUCCION

La amibiasis (0 ameobiasis) es una infeccién parasitaria causada por un protozoo (protozoarios)
especifico del hombre: Entamoeba histolytica. Es la Unica amibiasis patolégica del hombre. El
serodiagnéstico permite confirmar amibiasis de tipo hepéatico o pulmonar.

3 - PRINCIPIO

ELI.HAA Amoeba se basa en el principio de la hemaglutinacién indirecta. Los glébulos rojos
sensibilizados estan constituidos por eritrocitos de cordero recubiertos por un antigeno soluble de
Entamoeba histolytica.

La presencia de anticuerpos séricos de Entamoeba histolytica provoca una aglutinacién de los glébulos
rojos sensibilizados que se traduce en una mancha roja / marrén que cubre la clpula. A falta de anticuerpos
especificos, los glébulos rojos forman un depdsito en forma de anillo en el fondo de la ctpula.

Los glébulos rojos no sensibilizados aseguran la especificidad de la reaccién y permiten eliminar las
interferencias debidas a las aglutinaciones naturales anti-cordero (heteroanticuerpos de Forssman,
anticuerpos de la mononucleosis infecciosa...).

La reaccion se efectia en una microplaca con el fondo en forma de U.

La manipulacién es simple y répida y los resultados se obtienen en 2 horas.

4 - REACTIVOS Y MATERIAL

Descripcion Cantidad

R1 : Frasco de 2,4 mL de gl6bulos rojos sensibilizados

R2 : Frasco de 1 mL de glébulos rojos no sensibilizados
BUF: Frasco de 55 mL de tampén fosfato pH 7,2

R3 : Frasco de 2 mL de adsorbente

CONTROL +: Frasco de 0,2 mL de control positivo titulado
CONTROL -: Frasco de 0,2 mL de control negativo
MICROPLATE: Microplaca con fundo en U

DROPPER: Cuentagotas especial
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5 - PRECAUCIONES

- Los reactivos estan destinados a un uso in vitro Unicamente y deben ser manipulados por personal
capacitado para ello.

- Las pruebas son de un solo uso.

- Todos los reactivos, excepto el reactivo BUF, contienen sustancias de origen animal y deben, ser
manipulados de acuerdo con las precauciones de uso.

- Las muestras de pacientes son potencialmente infecciosas. Deben ser manipuladas de acuerdo con
las precauciones de uso, de conformidad con las normas de higiene y la normativa vigente para este
tipo de producto en el pais de uso.

- Los reactivos contienen azida sédica (concentracion < 0,1%). La azida sddica contenida en los
reactivos puede reaccionar con los metales pesados de las tuberias y formar compuestos
explosivos. Por lo tanto, se recomienda no desecharlos por el desagtie y seguir las recomendaciones
y normativas vigentes sobre eliminacién de residuos.

- No usar los reactivos después de la fecha de caducidad.

- No usar reactivos de lotes distintos.

- Antes de usar, esperar a que los reactivos estén a temperatura ambiente.

- Agitar con cuidado los reactivos R1 y R2 antes de usarlos.

- En el momento de distribuir los reactivos R1 y R2, asegurarse de que el cuentagotas esté
perfectamente vertical. Comprobar que no haya burbujas de aire en las gotas para que los
volimenes suministrados sean constantes.

6 — RECOGIDA DE MUESTRAS Y TRATAMIENTO

Utilizar suero fresco o conservado a -20°C y que no presente signos de hemdlisis turbia ni de
contaminacion.

Evitar las congelaciones y descongelaciones repetidas.

No descomplementar el suero.

7 — CONSERVACION Y PREPARACION DE LOS REACTIVOS

Los reactivos estan listos para usar.

Los reactivos almacenados a 2°- 8°C en sus envases originales se mantienen estables hasta la fecha
de caducidad indicada en la caja. No congelar.

8 — MATERIAL NECESARIO PERO NO SUMINISTRADO

- Pipetas automaticas con volumen de pipeteo adaptado al volumen que va a medirse;
- Recipiente para desechos contaminados;

- Centrifugadora;

- Tubos para hemdlisis.

9 - METODO
Llevar los reactivos a temperatura ambiente antes de usarlos.

9.1 - Preparacién de la muestra
Diluir el suero a analizar a 1/40:

* 50 pL de suero;

* 1,95 mL del reactivo BUF.

9.2 - Realizacién de la prueba en una microplaca
- Utilizar una pipeta de varios canales, afiadir 50 pL de reactivo BUF en 8 cuipulas de la microplaca.

- Con una micro pipeta, afiadir 50 pL de suero diluido en la 12 cipula.
Mezclar el suero con el reactivo BUF y realizar una dilucién en serie, preferentemente con un micro
diluidor, transfiriendo unos 50 pL de la cipula n°1L a la n°2, después de la 22 a la 32 y asi
sucesivamente hasta la ctipula n° 6 y rechazando los Gltimos 50 pL de la ctpula n° 6.
De esa manera, se obtienen diluciones de 1/80 hasta 1/2560.

Afadir 50 pL de suero diluido a la cipula n® 7.

Mezclar el suero con el reactivo BUF y desechar 50pL.

Esa dilucién (1/80) constituye el suero de control cuya funcion es detectar las aglutininas anti cordero
que pueden aparecer en determinados sueros.

Agitar con cuidado los reactivos R1y R2.

« Afadir 1 gota del reactivo R1 a las 6 primeras cupulas.

« Afadir 1 gota del reactivo R2 a la cipula n°7 (suero de control).

« Afadir 1 gota del reactivo R1 a la clipula n°8 (reactivo de control), cuya funcién es controlar la
validez del reactivo BUF y del reactivo R1.

Nota: Realizar inicamente un reactivo de control por cada serie de pruebas.

- Homogeneizar muy cuidadosamente el contenido de las clpulas.
« bien manualmente, dando golpecitos laterales sobre los lados de la microplaca, colocada en
plano;
« bien mediante un agitador vibrador para placas de micro titulacién (por ejemplo, a 1300 rpm
durante 10 segundos). No utilizar un agitador orbital.
- Después, dejar la placa inmovil, lejos de cualquier tipo de vibracion.

- Leer la reaccion una vez transcurridas 2 horas.

9.3 - Adsorcién de las aglutininas anti cordero naturales en caso de aglutinacién del
suero de control
- Agitar con cuidado el reactivo R3.
- Enun tubo, afiadir y mezclar:
« 0,1 mL de suero;
« 0,3 mL de reactivo R3.
- Incubar a temperatura ambiente durante 60 minutos.
- Centrifugar a 2000 rpm durante 15 minutos.
- Colectar el sobrenadante; el suero estara diluido a 1/4.
- Diluir el sobrenadante a 1/10 en el reactivo BUF para obtener una diluciéon “madre” adsorbida de
1/40.
- Seguir las etapas descritas el parrafo “Realizacion de la prueba en una microplaca”, pero
sustituyendo la dilucién “madre” por la dilucion “madre” adsorbida.

10 - LECTURA

Reaccién negativa: Ausencia de hemaglutinacion.

Presencia de un anillo mas o menos ancho en el fondo de la ctipula.

Reaccion positiva: Presencia de hemaglutinacién.

Presencia de una pelicula roja / marrén que cubre la cipula; a veces,
presencia de un borde fino periférico.

Ejemplo: Suero positivo en una dilucién de 1/1280
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11 - INTERPRETACION DE LOS RESULTADOS

Titulo < 1/80: Reaccion negativa.

Probable ausencia de amibiasis tisular.

Reaccién dudosa.

Debe realizarse un control con el método de electrosinéresis aglutinacién
latex (ELITex Bicolor Amoeba) e inmunofluorescencia indirecta.
Reaccion significativa a favor de una amibiasis visceral.

1/80 < Titulo < 1/160:

Titulo > 1/320:

12 - CONTROL DE CALIDAD INTERNO

Los reactivos CONTROL+ y CONTROL~- deben ser utilizados como los sueros que se van a analizar.
La titulacién del reactivo del CONTROL+ debe ser la misma que la titulacién impresa en la etiqueta del
frasco + una dilucién. El reactivo CONTROL - debe presentar una ausencia de hemaglutinacién. En
caso de presencia de hemaglutinacion, la prueba no sera valida.

13 - CAUSAS DE ERRORES Y LIMITES DE LA PRUEBA

- Incorrecta conservacion del suero.

- Incorrecta conservacion de los reactivos después de abrirlos.

- Utilizar Gnicamente el cuentagotas proporcionado en el kit.

- No intercambiar los cuentagotas entre los reactivos R1 y R2.

- En el caso de reaccién positiva en las 6 primeras clpulas, continuar con la serie de diluciones para
determinar la titulacién limite de hemaglutinacion.

- El suero de control debe dar una reaccién negativa (anillo). En caso de hemaglutinacién de este
control, seria necesario repetir la prueba después de haber eliminado las aglutininas naturales anti
cordero del suero mediante adsorcién.

- El reactivo de control debe dar una reacciéon negativa (anillo). En caso de hemaglutinacién de este
control, el ELI.H.A Amoeba no podra utilizarse.

- Ciertos sueros, con una concentracién muy alta de anticuerpos, pueden dar lugar a un fenémeno de
zona (con desaparicién de la pelicula) en las primeras diluciones, que desaparece con las diluciones
siguientes.

- La calidad de los reactivos permite hacer las diluciones por la tarde y leer la prueba a la mafiana
siguiente, a condicién de que la microplaca no se mueva y quede protegida de las vibraciones

- En todos los casos y antes de establecer el diagnéstico final, la interpretacién de la prueba debe
realizarse teniendo en cuenta el conjunto de datos clinicos, epidemiolégicos y biolégicos, asi como
los resultados de otras pruebas.

14 - EFICACIA

ELI.LH.A Amoeba estd4 formado por glébulos rojos sensibilizados con un antigeno de Entamoeba
histolytica obtenido por cultivo axénico, que asegura la especificidad y la sensibilidad de la reaccién.

De esta manera, los resultados de las evaluaciones demuestran que el reactivo ELI.H.A Amoeba tiene
una sensibilidad del 93 % y una especificidad del 97 %.

15 - ELIMINACION DE LOS DESECHOS

Los desechos deben ser eliminados respetando las reglas de higiene y la reglamentacién en vigor para
este tipo de productos en el pais de utilizacion.

En caso de vertido accidental del reactivo BUF, limpiar el plano de trabajo con un papel absorbente y
enjuagar con agua.

En caso de vertido accidental del suero u otro reactivo, limpiar con lejia y papel absorbente
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