ELI.H.A Echinococcus

Serodiagnostico de la hidatidosis mediante hemaglutinacién indirecta
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Solo para uso diagnéstico in vitro, solo para uso profesional.
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1 - OBJETIVO

ELLH.A Echinococcus pemite la determinacion cuantitativa de anticuerpos séricos anti-Echinococcus granulosus mediante hemaglutinacion indirecta. La

poblacién objetivo incluye a cualquier persona sospechosa de padecer hidatidosis. Cada kit permite realizar 102 pruebas o 17 reacciones de 6 diluciones.

2 - INTRODUCCION

La hidatidosis o equinococosis quistica es una enfermedad parasitaria causada por las larvas (hidatida) de un cestodo del género Echinococcus. El ciclo de vida del Echinococcus
granulosus requiere tanto huéspedes definitivos como intermediarios. En general, el perro es el huésped definitivo, mientras que las ovejas y, en casos excepcionales, los seres humanos
son los huéspedes intermediarios.

Los hidatidos se encuentran con mayor frecuencia en el higado (50 a 70 %) y, en segundo lugar, en los pulmones (25 a 40 %).

La infeccion por hidatidosis por E. granulosus se caracteriza por una progresion lenta e insidiosa de la enfermedad. La infeccion es relativamente asintomética, y el diagnstico biologico
se basa principalmente en la deteccion de anticuerpos.

3 - PRINCIPIO

ELI.H.A Echinococcus se basa en el principio de hemaglutinacion indirecta.

Los glébulos rojos sensibilizados consisten en glébulos rojos de oveja recubiertos con un antigeno de Echinococcus granulosus.

La presencia de anticuerpos séricos anti-Echinococcus granulosus provoca la aglutinacion de los glébulos rojos sensibilizados, lo que da lugar a un depdsito turbio de
color rojo/marrén que recubre el pocillo. En ausencia de anticuerpos especificos, los glébulos rojos forman un depésito en forma de anillo en el fondo del pocillo.
Los gldbulos rojos no sensibilizados garantizan la especificidad de la reaccion, lo que permite eliminar cualquier interferencia de las aglutininas anti-oveja
naturales (heteroanticuerpos de Forssman, anticuerpos de mononucleosis infecciosa, etc.).

La reaccion se lleva a cabo en una microplaca en U.

El manejo es sencillo y répido, y los resultados se obtienen en 2 horas.

4 - REACTIVOS Y MATERIAL

Descripcion Cantidad
R1: vial de 2,2 ml de glébulos rojos sensibilizados

R2: vial de 2,2 ml de glébulos rojos no sensibilizados
BUF: vial de 55 ml de tampén fosfato pH 7,2

R3: vial de 2 ml de adsorbente

CONTROL +: vial de 0,2 ml de control positivo titulado
CONTROL -: vial de 0,2 ml de control negativo
MICROPLACA: microplaca con fondo en U
CUENTAGOTAS: cuentagotas especial
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5 — PRECAUCIONES

- Los reactivos estan destinados exclusivamente al diagnéstico in vitro y deben ser manipulados por personal autorizado.

- Los reactivos y la microplaca pueden utilizarse hasta el nimero de pruebas indicado en la caja. Cada pocillo de la microplaca es de un solo uso.

- Todos los reactivos, excepto el reactivo BUF, contienen materias primas de origen animal y deben manipularse con precaucion.

- Las muestras de los pacientes son potencialmente infecciosas. Deben manipularse con precaucion, respetando las normas de higiene y la normativa vigente para este
tipo de productos en el pais de uso.

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

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

- No utilice reactivos de diferentes nimeros de lote.

- No utilice reactivos dafiados o almacenados incorrectamente antes de su uso.
- Antes de su uso, deje que el suero y los reactivos alcancen la temperatura ambiente.

- Agite cuidadosamente los reactivos R1y R2 antes de su uso.
- Al dispensar los reactivos R1y R2, asegurese de que el gotero esté perfectamente vertical. Compruebe que no haya burbujas de aire en las gotas para
garantizar volimenes de dispensacion constantes.

6 — RECOGIDA Y TRATAMIENTO DE MUESTRAS

Utilice suero fresco obtenido tras la extraccion de sangre en tubos secos (hasta 7 dias de almacenamiento a 2-8 °C o a -20 °C para un almacenamiento superior a 7
dias) y que no presente hemdlisis, turbidez, ictericia ni contaminacion. Se recomienda a cada laboratorio que verifique la compatibilidad de los tubos de extraccién
utilizados.

Evite la congelacioén y descongelacion

repetidas. No descomponga el suero.

7 — ALMACENAMIENTO Y PREPARACION DE LOS REACTIVOS
Los reactivos estan listos para su uso.

Los reactivos almacenados a 2-8 °C en su estado original y después de su apertura son estables hasta la fecha de caducidad indicada en la caja. No deben congelarse.

8 — MATERIAL NECESARIO PERO NO SUMINISTRADO

- Pipeta(s) automatica(s) con un volumen de pipeteo adaptado al volumen que se va a medir;
- Contenedores para residuos contaminados;

- Centrifuga;

- Tubos de hemdlisis.

9 - METODO
Deje que los reactivos alcancen la temperatura ambiente antes de utilizarlos.

9.1 - Preparacion de la muestra

Realice una dilucién 1:40 del suero que se va a analizar:
* 50 pl de suero;
* 1,95 ml de reactivo BUF.

9.2 - Realizacién de la prueba en una microplaca

- Con una micropipeta multicanal, afiada 50 pL de reactivo BUF a 8 pocillos de la microplaca.

- Utilizando una micropipeta, afiada 50 pL de suero diluido al primer pocillo.

Mezcle el suero con el reactivo BUF y realice una dilucién en serie, preferiblemente utilizando un microdilutor, transfiriendo 50 pL del primer pocillo al segundo, luego 50
WL del segundo al tercero, y asi sucesivamente hasta llegar al sexto pocillo. A continuacion, se desechan 50 pL del sexto pocillo.

De esta manera, se obtienen diluciones de 1:80 a 1:2560.

- Aflada 50 pL de suero diluido al séptimo pocillo.

Mezcle el suero con el reactivo BUF y, a continuacion, deseche 50 pl.

Esta dilucion (1:80) es el control de suero, cuya funcion es detectar las aglutininas anti-oveja naturales que podrian estar presentes en determinadas muestras de
suero.

- Agite cuidadosamente los reactivos R1y R2.
* Afiada 1 gota del reactivo R1 a los 6 primeros pocillos.
* Afada 1 gota del reactivo R2 al séptimo pocillo (control de suero).
* Afada 1 gota del reactivo R1 al octavo pocillo (control del reactivo), cuya funcién es controlar la validez del BUF y del reactivo R1.

Nota: Realice solo un control de reactivo por cada serie de pruebas.

- Agite con mucho cuidado el contenido de los pocillos:
* ya sea manualmente, golpeando lateralmente el lado de la microplaca que se ha colocado en posicién horizontal sobre la mesa;
* o utilizando un agitador de placas vibratorio para placas de microtitulacién (por ejemplo, a 1300 rpm durante 10 segundos). No utilice un agitador orbital.

- A continuacién, deje la placa en reposo, protegida de vibraciones, a temperatura ambiente entre 15y 30 °C.
- Lea la reaccion después de 2 horas. Los resultados pueden interpretarse después de un minimo de 1,5 horas y hasta un maximo de 24 horas.

9.3 — Adsorcion de las aglutininas naturales contra ovejas en caso de aglutinacién del control de suero.
- Agite cuidadosamente el reactivo R3.
- En un tubo, afiada y mezcle:
* 0,1 ml de suero;
* 0,3 ml de reactivo R3.
- Incubar a temperatura ambiente durante 60 minutos.
- Centrifugue a 2000 rpm durante 15 minutos.
- Recoger el sobrenadante; el suero se encuentra ahora en una dilucién 1:4.
- Realizar una dilucién 1:10 del sobrenadante en reactivo BUF para obtener una dilucién madre adsorbida (1:40).
- Siga los pasos descritos en «Realizacién de la prueba en una microplaca, pero sustituya la dilucion madre por la dilucion madre adsorbida.

10 - LECTURA
Reaccion negativa: Ausencia de hemaglutinacion.

Presencia de un anillo mas o menos grande en el fondo del pocillo.

Reaccion positiva:

Presencia de hemaglutinacion.
Presencia de un deposito turbio de color rojo/marrén que recubre el pocillo, a veces con un fino borde periférico.

1/640 1/1280 1/2560 Suero Reactivo
control Control

1/80 1/320

11 - INTERPRETACION DE LOS RESULTADOS

Titulo < 1/160: Reaccioén no significativa.

Probable ausencia de hidatidosis.

Repita la prueba al cabo de 2 o 3 semanas y combinela con un ensayo de inmunotransferencia.
Titulo = 1/160: Reaccion dudosa.

Repita la prueba 2 o 3 semanas después y combinela con un ensayo de inmunotransferencia.

Titulo 2 1/320: Reaccion significativa a favor de una hidatidosis progresiva.

12 - CONTROL DE CALIDAD INTERNO

Los reactivos CONTROL+ y CONTROL- deben tratarse como sueros de prueba. El titulo del reactivo CONTROL+ debe ser el mismo que el titulo impreso en la etiqueta
del vial + una dilucién. No debe producirse hemaglutinacién del CONTROL-. Si se produce hemaglutinacion, la prueba no es valida.



13 - CAUSAS DE ERRORES Y LIMITES DE LA PRUEBA

- Conservacion deficiente del suero.

- Conservacion inadecuada de los reactivos después de su apertura.

- Utilice unicamente los goteros proporcionados en el kit.

- Utilice unicamente las placas suministradas en el kit con pocillos con fondo en forma de U.

- No intercambie los goteros entre los reactivos R1y R2.

- En caso de reaccion positiva en los primeros 6 pocillos, realice una dilucion seriada adicional para determinar el limite del titulo de hemaglutinacion.

- El control del suero debe dar una reaccion negativa (anillo). En caso de hemaglutinacion de este control, sera necesario repetir la prueba tras haber eliminado las
aglutininas naturales anti-oveja del suero mediante adsorcién.

- El control del reactivo debe dar una reaccion negativa (anillo). En caso de hemaglutinacion de este control, no se podra utilizar el kit ELI.H.A Echinococcus.

- Ciertos sueros cuya concentracion de anticuerpos es muy alta pueden dar lugar a un fenémeno de zona (con desaparicion de la turbidez) en las diluciones iniciales,
que desaparece en las diluciones posteriores.

- La calidad de los reactivos permite realizar la reaccion por la tarde y leer la prueba a la mafana siguiente, siempre que la microplaca no se mueva de ninguna
manera y se proteja de cualquier fuente de vibracion.

- No reutilice un pocillo que ya se haya utilizado para realizar una prueba.

- La nomenclatura francesa para los procedimientos de biologia médica especifica que, para el cribado serolégico de la equinococosis, la busqueda de anticuerpos anti-
Echinococcus debe realizarse utilizando dos técnicas diferentes. Esto es asi para poder eliminar cualquier interferente desconocido. Por lo tanto, la interpretacién global
de esta serologia debe basarse en los resultados de las diferentes técnicas utilizadas. En todos los casos, es necesario tener plenamente en cuenta los datos clinicos,
epidemioldgicos y bioldgicos antes de establecer el diagnostico definitivo.

- Sin mover ni vibrar la microplaca, la prueba se puede realizar por la noche y leer a la mafiana siguiente (es decir, tras un tiempo de reaccion maximo de 24 horas).

14 — RENDIMIENTO

14.1 —RENDIMIENTO ANALITICO

14.1.1 - Repetibilidad

En suero positivo, el dispositivo tiene una repetibilidad del 100 % con una tolerancia aceptable de una diferencia de
pocillo. En suero negativo, el dispositivo tiene una repetibilidad del 100 % sin tolerancia para la positividad en el
resultado.

Los pocillos de control de suero y de control de reactivos tienen una repetibilidad del 100 %.

14.1.2 — Reproducibilidad

En suero positivo, el dispositivo tiene una reproducibilidad del 100 % con una tolerancia aceptable de una diferencia
de pocillo. En suero negativo, el dispositivo tiene una reproducibilidad del 100 % sin tolerancia para la positividad en
el resultado.

Los pocillos de control de suero y control de reactivo tienen una reproducibilidad del 100 %.

14.1.3 - Interferencia

Debido a la alta homologia genética entre las dos especies de Echinococcus: E. multilocularis y E. granulosus, es necesario realizar pruebas secundarias para
descartar la reactividad cruzada (9).

Se han observado reacciones cruzadas con muestras positivas para anticuerpos anti-Fasciola o anticuerpos anti-S. mansoni (2).

Se han observado reacciones cruzadas con muestras de pacientes con toxoplasmosis, VIH, VEB, aspergilosis, filariasis y clonorquiasis (1,3).

Se estudi6 la posible interferencia con la hemoglobina, los lipidos y la bilirrubina segun las recomendaciones CLSI EP07 (4,5,6,7,8). No se
detectd ninguna interferencia significativa hasta las siguientes concentraciones maximas:

Sustancias analizadas Concentraciones maximas
Bilirrubina 800 mg/L
Lipidos 15 gL
Hemoglobina 10 gL

Una revision bibliografica exhaustiva nos permitié descartar posibles interacciones farmacolégicas, al tiempo que redujimos, en la medida de lo posible, el riesgo
asociado a cualquier interferente atin no identificado.

14.2 - RENDIMIENTO CLINICO

ELI.H.A Echinococcus esta compuesto por gldbulos rojos sensibilizados por un antigeno de Echinococcus granulosus. Garantiza la sensibilidad y la especificidad de
la reaccion. Un estudio realizado con 221 sueros humanos demostré una sensibilidad del 93,0 % (independientemente de la localizacién del quiste) y una especificidad
del 94,9 %. Las comparaciones con las pruebas IFl y ELISA mostraron una notable complementariedad entre estas diferentes reacciones (1).

El rendimiento clinico del kit ELLH.A Echinococcus se evalué mediante una revision de la literatura cientifica basada en cinco publicaciones entre 2009 y 2023
(2,10,11,12,13).
Se obtuvieron los siguientes resultados:

Tabla 1: Rendimiento clinico para un umbral de 1/160

Estudio Estudio n.° 4 [12]
Ao de publicacion 2023
Poblacién 23 sueros de pacientes con sospecha de
equinococosis quistica
Método comparativo Examen histopatolégico
(estandar de referencia) patolog
Sensibilidad 1/160 94 %°
Especificidad 1/160 100 %°
PPV*1/160 100 %°
VPN* 1/160 85,7 %°

Tablas 2 y 3: Rendimiento clinico para un umbral de 1/320

Estudio Estudio n.° 1 [10] Estudio n.°2 [11] Estudio n.° 3 [2]
Afio de publicacion 2009 2024 2010
30 suero de pacientes
19 d 40 sueros de 74 sueros de pacientes con 30 suero de pacientes con ofras parasitosis,
;uetros e pacientes con de equi i con eqL i S. mansoni (n=6),
Poblacién ga:;ler;\;sl%c_m parasitosis y 20 sueros de quistica (51 mujeres y 23 quistica y sin otra Fasciola (n=6), H. nana _10suerosde
Quist elfn m:rleslws ofras sujetos sanos hombres de entre 3y 86 infeccion parasitolégi (n=6), E. hi ica (n=6) | PACientes sin parasitosis
pu enfermedades afios) y Giardia lamblia (n=6).
pulmonares
Método comparativo Resultados de informes Analisis clinicos y
(estandar de referencia) E:;gsggs NA NA clinicos y radiolégicos cirugia NA NA
Sensibilidad 1/320 736 70,8 86,7
Especificidad 1/320 98,3 96,2 95
VPP* 1/320 93,3 97,1 92,9
NPV* 1/320 92,1 64,1 90,5
Estudio Estudio n.°4[12] Estudio n.° 5 [13]
Afio de licaci 2023 2016
Poblacié: Sii:gi[?:jee ggﬁ"igtcejcgzr"s 18 suero de nifios con 27 sueros de adultos con 20 sueros de sujetos
oblacion quistica equinococosis quistica equinococosis quistica sanos
equinococosis
';n:sm:!;?:ep:zxzcia) Examen histopatologico Examen clinico e imagenes médicas
Sensi lad 1/320 82,4 %* 88,9 %°
Especificidad 1/320 100 %2 100 %°
VPP* 1/320 100 % 100 %°
NPV* 1/320 66,7 %* 80 %

*: VPP: Valor predictivo positivo
*: VPN: Valor predictivo negativo
2: Valor calculado por ELITech Microbio

En la literatura cientifica, la sensibilidad y la especificidad clinicas para un umbral de significacién de 1/160 son del 94 % y del 100 %, respectivamente.
Para un umbral de significacién de 1/320, la sensibilidad y la especificidad clinicas oscilan entre el 73,6 % y el 88,9 % y entre el 95 % y el 100 %,
respectivamente. Para un umbral de significacién de 1/160, el VPP es del 100 % y el VPN es del 85,7 %.

Para un umbral de significacién de 1/320, el VPP oscila entre el 92,86 % y el 100 %, y el VPN oscila entre el 66,67 % y el 92,1 %.

15 - ELIMINACION DE RESIDUOS

Los residuos deben eliminarse de acuerdo con las normas de higiene y la normativa vigente para este tipo de productos en el pais de uso.

Si se derrama el reactivo BUF, limpie la zona de trabajo con papel absorbente y enjuague con agua. Si se derrama un suero de otro reactivo en la zona de trabajo, limpie
con lejia y papel absorbente.
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Cualquier incidente grave relacionado con el dispositivo debera notificarse al fabricante y a la autoridad competente del Estado miembro en el que esté establecido el
usuario.

Los cambios con respecto a la version anterior se resaltan en gris.
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