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1 - OBJETIVO

O dispositivo ELLH.A TOXO permite a determinagdo semi-quantitativa de
anticorpos séricos anti-Toxoplasma gondii por hemaglutinagao indireta.

O kit permite a realizagéo de 120 testes ou 20 reagdes de 6 diluigdes.

- INTRODUCAO

A toxoplasmose é uma doenga parasitaria causada pelo protozoario Toxoplasma
gondii. Benigna ou assintomatica na maioria dos casos, apresenta risco grave para
gestantes soronegativas, recém-nascidos e individuos com sistema imunolégico
debilitado.

Diferentes anticorpos, correspondentes a variedade de antigénios envolvidos em
infecbes por Toxoplasma, sdo desenvolvidos durante a resposta imune. A
proporgao relativa desses varios anticorpos no soro pode diferir, de um sujeito para
outro, e mudar no tempo para o mesmo paciente (1,2,3,4).

3 - PRINCIPIO

O ELI.H.A TOXO é baseado no principio da hemaglutinagéo indireta. Os glébulos
vermelhos sensibilizados consistem em glébulos vermelhos de ovelha cobertos
com um antigénio de Toxoplasma. Esta técnica torna possivel detetar IgG e IgG
anti-Toxoplasma no soro do paciente. Estes podem ser diferenciados tratando o
soro com 2-mercaptoetanol (2-ME) que inibe o poder aglutinante de IgM (2).

A presenga de anticorpos séricos contra Toxoplasma gondii resulta na aglutinagéo
dos glébulos vermelhos sensibilizados, resultando num depdsito vermelho/marrom
turvo que reveste o poco. Na auséncia de anticorpos especificos, os glébulos
vermelhos formam um depdsito semelhante a um anel no fundo do pogo.

Os glébulos vermelhos ndo sensibilizados garantem a especificidade da reacéo,
possibilitando eliminar qualquer interferéncia das aglutininas naturais anti-ovelha
(heteroanticorpos Forssman, anticorpos contra mononucleose infeciosa, etc.).

A reag3o é realizada numa microplaca U.

O manuseio é simples e rapido. Os resultados estao disponiveis em 2 horas.

4 - REAGENTES E MATERIAIS

Descricdo Quantidade
R1 : frasco de 2,4 mL de glébulos vermelhos sensibilizados 1

R2 : frasco de 1 mL de glébulos vermelhos ndo sensibilizados
BUF : frasco de 55 mL de tampao fosfato pH 7,2

R3 : frasco de 2 mL de adsorvente

CONTROL + : frasco de 0,2 mL de controlo positivo titulado
CONTROL - : frasco de 0,2 mL de controlo negativo
MICROPLATE : microplacas com fundo em U

DROPPER : conta-gotas especial (18 + 2 L)

NN =S

5 - PRECAUCOES

- Os reagentes destinam-se apenas ao uso de diagndstico in vitro e devem ser
manuseados por pessoal autorizado.

- Os reagentes e a microplaca podem ser utilizados até ao numero de testes
indicado na embalagem. Cada copo da microplaca é de uso unico.

- Todos os reagentes, exceto o BUF, contém matérias-primas de origem animal
e devem ser manuseados com cautela.

- As amostras de pacientes sdo potencialmente infeciosas. Devem ser
manuseadas com cautela, respeitando as regras de higiene e as normas
vigentes para este tipo de produto no pais de uso.

Os reagentes contém azida de sédio (concentragéo < 0.1%). A azida de so6dio
contida nos reagentes pode reagir com os metais pesados nos canos e formar
compostos explosivos. Assim, recomenda-se ndo deitar os reagentes para o
lavatorio e seguir as recomendagdes e normas vigentes para a deposi¢éo de
residuos.

N&o utilizar apoés a data de validade.

- Nao use reagentes de lotes diferentes.

- Nao use reagentes danificados ou mal conservados.

Permita que os reagentes e as amostras retornem a temperatura ambiente antes
de realizar o teste.

Agite cuidadosamente os reagentes R1 e R2 antes de usar: a agitagdo manual
ou em vortex vigoroso € obrigatéria para a homogeneizagdo dos glébulos
vermelhos. Deve-se garantir que nenhum depdsito de glébulos vermelhos
permanega no fundo do frasco.

Ao dispensar os reagentes R1 e R2, certifique-se de que o conta-gotas esteja
perfeitamente vertical. Verifique a auséncia de bolhas de ar nas gotas para
garantir volumes de entrega constantes.

6 — COLHEITA E TRATAMENTO DE AMOSTRAS

Use soro fresco obtido apds a colheita de sangue para tubo seco (até 7 dias de
armazenamento a +2°C a +8°C ou -20°C para armazenamento superior a 7 dias) e
ndo apresente nenhum sinal de hemdlise, turvagéo, ictericia ou contaminag&o.
Recomenda-se que cada laboratdrio verifique a compatibilidade dos tubos de
amostragem utilizados.

Nao volte a congelar a amostra.

N&o descomplique o soro.

7 — ARMAZENAMENTO E PREPARACAO DE REAGENTES

Todos os reagentes estédo prontos para uso.

Os reagentes armazenados a +2°C a +8°C no seu estado original, séo estaveis até
a data de validade indicada na caixa. Ndo devem ser congelados.

8 — MATERIAL NECESSARIO, MAS NAO FORNECIDO

- Pipeta(s) automatica (s) com volume de pipetagem adaptado ao volume que sera
medido.

- Recipientes de residuos contaminados
- 2-mercaptoetanol (2-ME)

- Centrifuga
- Tubos de hemdlise

9 - METODO
Permita que os reagentes e o soro estabilizem a temperatura ambiente antes de
usar.

9.1 — Preparacdo de amostra

Realize uma diluicdo de 1/40 do soro a ser testado:
. 50 L de soro;
. 1,95 mL de reagente BUF.

9.2 - Realizacdo do teste em microplaca

- Usando uma micropipeta multicanal, adicione 50 pL de reagente BUF a 8 pocos
da microplaca.
- Usando uma micropipeta, adicione 50 uL do soro diluido ao 1° pogo.
Misture o soro com o reagente BUF e realize uma diluigdo em série usando uma
micropipeta transferindo 50 pL do 1° pogo para o 2°, depois 50 uL do 2° para o 3°,
e assim por diante até que o 6° pogo seja atingido. 50 pL do 6° pogo sdo entdo
descartados.
Desta forma, sdo obtidas diluicdes de 1/80 a 1/2560.
- Adicionar 50 pL do soro diluido ao 7° pogo.
Misture o soro com o reagente BUF e depois descarte 50 pL.
A diluigao 1/80 é o soro controlo, cujo papel é detetar as aglutininas naturais anti-
ovelha que possam estar presentes em determinadas amostras de soros.
- Agite em vortex ou vigorosamente os reagentes R1 e R2 antes de usar.

. Adicionar 1 gota de reagente R1 aos primeiros 6 pogos.

. Adicione 1 gota de reagente R2 ao 7° pogo (controlo de soro).

. Adicionar 1 gota de reagente R1 ao 8° pogo (controlo de reagente) cujo

papel é controlar a validade dos reagentes BUF e R1.
Nota: Realize apenas um controlo de reagente para cada série de testes.
- Com muito cuidado, agite o contetido dos pogos:
. manualmente, batendo lateralmente na lateral da microplaca, até a
completa homogeneizagéo dos pogos;

. ou usando um agitador vibratério para placas de microdiluicdo (até
1500 rpm). N&o use um agitador orbital.
- Agora deixe a placa em repouso, longe de qualquer fonte de vibragdo, a
temperatura ambiente entre +15°C e +30°C.
- A placa pode ser lida apos 2 horas. Os resultados podem ser interpretados a partir
de uma reagdo minima de 1h30 e até um maximo de 24 horas.

9.3 — Detecdo de IgM: tratamento com 2-mercaptoetanol

A determinagdo de anticorpos anti-Toxoplasma, antes e ap6s o tratamento do soro
com 2-ME, permite a detegéo de anticorpos do tipo IgM. Para testar o soro, proceda
conforme explicado abaixo:

- Prepare a solug&o 2-ME: 140 uL de reagente 2-ME e BUF para fazer 10 mL. Esta
solugdo deve ser mantida num baldo castanho. E estavel durante 1 més a +2°C a
+8°C.

- Misture e distribua 50 yL desta solugéo de 2-ME em 6 pogos da microplaca.

- Em seguida, siga o protocolo de "Realizagéo do teste em microplaca" da segunda
etapa.

9.4 - Adsorcao de aglutininas naturais anti-ovelha em caso de aglutinacédo do
soro controlo
- Agite cuidadosamente o reagente R3.
- Num tubo, adicione e misture:
. 0,1 mL de soro;
. 0,3 mL de reagente R3.
- Incubar a temperatura ambiente por 60 minutos.
- Centrifugar a 800 g durante 15 minutos.
- Recolher o sobrenadante; o soro esta agora numa diluigéo de 1/4.
- Realizar uma diluigdo de 1/10 do sobrenadante em reagente BUF para obter uma
diluigao de stock adsorvido (1/40).
- Repita as etapas descritas em "Realizagédo do teste em microplaca”, mas
substitua a diluigéo do stock pela diluicdo do stock adsorvido.

10 - CONTROLO DE QUALIDADE INTERNO

- Os reagentes de CONTROLO+ e CONTROLO- devem ser tratados como soros
de teste. O titulo do CONTROLO+ deve ser o mesmo que o titulo impresso no
rétulo do frasco + uma diluicdo. Ndo deve haver nenhuma hemaglutinagdo do
CONTROLO-. Se a hemaglutinagao estiver presente, o teste ndo é valido.

- O controlo do soro deve dar uma reacdo negativa (anel). Em caso de
hemaglutinagéo deste controlo, sera necessario repetir o teste apds ter eliminado
as aglutininas naturais anti-ovinos do soro por adsorgao.

- O controlo do reagente deve dar uma reagédo negativa (anel). Em caso de
hemaglutinagéo deste controlo, o ELI.H.A TOXO n&o pode ser usado.

11 - LEITURA
Reacao negativa: Auséncia de hemaglutinagao.

Presenga de um anel mais ou menos grande no fundo
do pogo.

Presenca de hemaglutinacéo.

Presenga de um depésito vermelho/marrom turvo
revestindo o pogo; as vezes ha a presenga de uma
borda periférica fina.

Reacéao positiva:

Imagens de hemaglutinagao, obtidas com soro positivo, sédo apresentadas a seguir:
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O titulo é dado pela primeira diluigdo mostrando um anel largo e periférico.
O titulo em Ul/mL é igual ao inverso desta diluicao limite multiplicado pelo
limiar de sensibilidade impresso na caixa.

Exemplo: Se um soro for positivo até a diluicdo 1/320, e se o limiar de sensibilidade
for 0,1 Ul/mL, entao o titulo do soro sera 320 x 0,1 = 32 Ul/mL.

12 - INTERPRETACAO DOS RESULTADOS

Titulo < 1/80: Reagao negativa.

Sem anticorpos anti-Toxoplasma ou quantidade ndo detetavel.

. Teste de triagem: paciente provavelmente ndo imune, necessita
acompanhamento seroldgico para gestantes e paciente imunocomprometido.

. Teste realizado em caso de potencial infecdo aguda para um paciente
imunocompetente: sem infecdo por Toxoplasma ou infegdo de inicio muito
recente. Deve ser controlado numa 22 amostra para detetar um possivel
aparecimento de anticorpos.

Tratamento com 2-mercaptoetanol (2-ME):

O tratamento do soro com 2-ME elimina a resposta IgM. Uma diminuigdo de pelo
menos 2 diluigdes antes e apds o tratamento com solucdo 2-ME do soro significa
que o soro contém anticorpos IgM. Presuncdo de toxoplasmose aguda. Caso
contrario: provavelmente infegdo passada (anticorpos residuais).

1/80 < Titulo < 1/160: Reagao duvidosa.

Presenca de nivel limite de anticorpos anti- Toxoplasma. Uma possivel auséncia de

IgM pode ser demonstrada pelo tratamento sérico com 2-ME.

. Se IgG equivoco (1/80) e IgM negativo: realizar uma técnica de confirmacéo
de 1gG de principio diferente; recomenda-se o envio do soro para um
laboratério especializado para a realizagao de técnicas adicionais:

— Se o resultado de testes 1gG adicionais for negativo: conclua com a
auséncia de anticorpos IgG; acompanhamento serolégico a ser adaptado
(gravidez ou paciente imunocomprometido).

— Se o resultado de testes 1gG adicionais for positivo: uma infe¢do antiga é
provavel; o resultado deve ser confirmado numa nova amostra com 3
semanas de intervalo.

Titulo 2 1/160: Reagao positiva.

Presenca de niveis significativos de anticorpos anti-Toxoplasma. O tratamento do

soro com 2-ME pode ser realizado para testar a presencga de IgM.

. Se IgG positivo (= 1/160) e IgM negativo:

- No caso de um paciente imunocomprometido, presenca de uma infegéo
antiga; o resultado da serologia deve ser comparado com a clinica, a biologia
e 0 grau de imunossupressao.

- No caso de paciente imunocompetente ou gestante, deve ser realizado
teste serologico 3 semanas depois:

— Se o titulo de IgG for estavel: a infecdo é antiga.

— Se o titulo de IgG estiver aumentado: realize uma datagéo da infecdo com
um método de avidez de IgG, para poder concluir se é infegdo recente ou
uma possivel reativagéo da infegdo.

. Se 1gG negativo e IgM positivo (= 1/160): neste caso, execute uma técnica
de confirmagéo de IgM com base num principio diferente. Se os resultados
forem positivos, provavelmente é infegdo recente, realize uma nova prova
serolégica em 2 semanas. Se os resultados forem negativos, entdo o IgM é
inespecifico natural ou interferéncias, uma infecdo recente ndo pode ser
descartada, deve realizar monitorizagéo sorolégico em 2 semanas.

. Se IgG e IgM positivos (= 1/160):

- No caso de um paciente imunocomprometido, os resultados da serologia terdo
que ser comparados com a clinica, a biologia e o grau de imunossupressao.

- No caso de paciente imunocompetente ou gestante, realizar a datagédo da infegdo
com teste de avidez por IgG.

13 — CAUSAS DOS ERROS E LIMITES DOS TESTES

- Ma preservagao do soro.

- Ma conservacéo dos reagentes apos a abertura.

- Utilize apenas os conta-gotas fornecidos no kit.

- Nao troque os conta-gotas entre os reagentes R1 e R2.

- No caso de uma reagéao positiva nos primeiros 6 pogos, realizar uma diluicdo em
série adicional para determinar o limite de titulo de hemaglutinagéo.

- Alguns soros, cuja concentracé@o de anticorpos € muito alta, podem dar origem a
um fendbmeno de zona (com desaparecimento da turvagdo) nas diluigdes iniciais,
que desaparece nas diluigdes subsequentes.

- A nomenclatura francesa de atos de biologia médica especifica que 2 testes
devem ser realizados simultaneamente para o diagndstico serologico de
toxoplasmose. Portanto, a interpretagdo global desta serologia deve ser feita de
acordo com os resultados das diferentes técnicas. Em qualquer caso, o diagnéstico
deve ser feito usando os resultados deste teste juntamente com os outros achados
clinicos, epidemioldgicos e laboratoriais.

14 - PERFORMANCES

14.1 — Sensibilidade / Especificidade / Diagnéstico

O limiar de sensibilidade do reagente, expresso em Ul/mL, é indicado na caixa.

A sensibilidade das técnicas propostas para o diagndstico serolégico da toxoplasmose a
cada um desses anticorpos varia de acordo com a natureza do antigénio utilizado na
reacao.

Além disso, o padrao internacional pode conter uma percentagem relativa de cada um
dos anticorpos diferente da presente no soro a ser testado. O titulo expresso em Ul/mL
pode, portanto, variar significativamente dependendo dos métodos utilizados.

E por isso que é essencial especificar a técnica utilizada nas unidades
internacionais para processar os resultados do diagnéstico.

A qualidade dos reagentes permite que a reagéo seja iniciada a noite e a leitura seja
realizada na manha seguinte (apés um maximo de 24 horas de reagdo), desde que a
microplaca ndo sofra nenhum deslocamento e esteja protegida de vibragoes.

O reagente R1 consiste em glébulos vermelhos sensibilizados por um antigénio de
Toxoplasma total misto, que inclui constituintes endégenos e de membrana do
Toxoplasma, garante sensibilidade e especificidade a reagao.

Os resultados de sensibilidade e especificidade foram sintetizados com base em dois
estudos (5,6). Um primeiro estudo compreendendo 1710 soros positivos para 1gG/IgM
anti-Toxoplasma e 1290 soros negativos (5), e um segundo estudo compreendendo 342
soros positivos para IgG/IgM anti-Toxoplasma e 247 soros negativos (6), foram analisados
usando o modelo Meta Analysis (pacote "meta") do software R (https://www.r-
project.org/).

Assim, os resultados desta meta-analise mostram uma sensibilidade diagnéstica de 99%
IC 95% [99%-99%] e uma especificidade diagndstica de 98% IC 95% [96%-99%)]. Os
Valores Preditivos Positivos (VPP) estdo entre 98,3% e 99,5% e os Valores Preditivos
Negativos (VPN) estdo entre 98% e 98,8%.

14.2 - Limite de quantificacao

O limite de quantificacdo do teste de ELI.H.A TOXO é definido pelo limiar de
sensibilidade e corresponde a diluicdo do primeiro pogo do teste. O seu valor é
igual ao inverso desta diluicdo multiplicado pelo limiar de sensibilidade.

14.3 - Repetibilidade

Em soros positivos com titulos superiores a 16 Ul/mL, o dispositivo ELL.LH.A TOXO
tem 100% de repetibilidade com uma tolerancia aceitavel de +/- uma diluigao.

Em soros negativos, estritamente abaixo de 8 Ul/mL, o dispositivo ELI.H.A TOXO
tem 100% de repetibilidade sem tolerancia de positividade no resultado.

14.4 — Reprodutibilidade

Em soros positivos com titulos superiores a 16 Ul/mL, o dispositivo ELL.LH.A TOXO
tem 100% de reprodutibilidade com uma tolerancia aceitavel de +/- uma diluigdo.
Em soros negativos estritamente abaixo de 8 Ul/mL, o dispositivo ELI.H.A TOXO
tem 100% de reprodutibilidade sem tolerancia de positividade no resultado.

14.5 — Interferéncia

Reagdes cruzadas foram observadas com amostras positivas de anticorpo anti-
nuclear ou anticorpo anti-sifilis.

Na&o foram observadas reagdes cruzadas com anticorpos de esclerodermia, HA IgM
(hepatite A), CMV IgM (citomegalovirus) ou amostras positivas de anticorpos de
Lyme (6).

As potenciais interferéncias com hemoglobina, lipidos e bilirrubina foram estudadas
de acordo com as recomendacgdes do CLSI EP07 (7,8,9,10,11).

Nenhuma interferéncia significativa foi detetada até as seguintes concentracdes
maximas:

Substancia em estudo Concentragdes de pico
Bilirrubina 800 mg/L
Lipidos 15 g/L

Hemoglobina 10 g/L

14.6 - Linearidade / Exatiddo
O teste de ELI.LH.A TOXO possibilita a obtengdo de resultados de titulagdo
diretamente proporcionais a quantidade de analito (anticorpo Anti-Toxoplasma
gondii) presente na amostra, na faixa de medicédo de 8 a 256 Ul/mL.

O viés de precisdo do método ELI.H.A TOXO é:
Soro < 8 Ul/mL: 0%
Soro para 10,4 Ul/mL: 15,38%
Soro para 213,5 Ul/mL: -10,07%

15 — ELIMINACAO DE RESIDUOS

Os residuos devem ser eliminados de acordo com as regras de higiene e
regulamentos vigentes para este tipo de produto no pais de uso.

Se o reagente BUF for derramado, limpe a area de trabalho com papel absorvente
e enxague com agua. Se um soro ou outro reagente for derramado, limpe com
alvejante e papel absorvente.
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Qualquer incidente grave relacionado com o dispositivo deve ser notificado ao fabricante e a
Autoridade Competente do Estado-Membro em que o utilizador esta estabelecido.

O Resumo de Seguranca e Desempenho (SSP) sera disponibilizado através da base de dados
europeia EUDAMED assim que estiver totalmente operacional:
https://ec.europa.eu/tools/eudamed

As alteragoes em relagdo a versao anterior sdo destacadas em cinzento.
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