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Serodiagndstico de la toxoplasmosis por
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Para el diagnéstico in vitro, para uso profesional.
Las pruebas son para un solo uso.

c € 0459

1- FINALIDAD

ELILH.A Toxo permite la determinacién cuantitativa de anticuerpos séricos
dirigidos contra Toxoplasma gondii por hemaglutinacién indirecta.

El kit permite realizar 120 pruebas o 20 reacciones con 6 diluciones.

2 - INTRODUCCION

La toxoplasmosis es una infeccién parasitaria cuyo agente causal es el protozoo
Toxoplasma gondii. Benigno o, en la gran mayoria de los casos, incluso
asintomatico, esto solo representa un riesgo grave para las mujeres
embarazadas seronegativas y los pacientes con un sistema inmunolégico débil.
Durante la respuesta inmune, el individuo desarrolla varios tipos de anticuerpos
dirigidos contra varios antigenos toxoplasmaticos. El porcentaje relativo de cada
uno de estos anticuerpos en el suero puede variar de un sujeto a otro y dentro
del mismo sujeto dependiendo de la etapa de desarrollo de la infeccion.

3 - PRINCIPIO

ELI.H.A Toxo se basa en el principio de la hemaglutinacién indirecta. Los
glébulos rojos sensibilizados consisten en glébulos rojos de ovejas cubiertas con
un antigeno toxoplasmatico. Esta técnica se utiliza para la deteccién de IgG y
IgM antitoxoplasmaticos. Se pueden distinguir por el tratamiento del suero con 2-
mercaptoetanol (2-ME), que inhibe la fuerza de unién de IgM.

La presencia de anticuerpos anti-toxoplasmagondii en el suero conduce a la
aglutinaciéon de glébulos rojos sensibilizados, lo que resulta en un velo marrén
rojizo en el pozo. En ausencia de anticuerpos especificos, estos glébulos rojos
se sedimentan en la parte inferior del pozo en forma de anillo.

Los glébulos rojos no sensibilizados garantizan la especificidad de la reaccién y
eliminan las interferencias causadas por las aglutininas naturales contra las
ovejas (heteroanticuerpos de Forssman, anticuerpos contra la mononucleosis
infecciosa, etc.).

La reaccidn tiene lugar en una placa de microtitulacion en forma de U.

El manejo es sencillo y rapido. Los resultados se obtienen en 2 horas.

4 - REACTIVOS Y MATERIALES

Descripcion Nimero
R1 : Recipiente con 2,4 mL de glébulos rojos sensibilizados 1

R2 : Recipiente que contiene 1 mL de glébulos rojos no 1
sensibilizados

BUF: Deposito con 55 mL de tampén de fosfato pH 7,2 1

R3 : recipiente con 2 mL de adsorbente 1
CONTROL + : recipiente con control positivo titulado de 0,2 mL 1
CONTROL - : recipiente con control negativo de 0,2 mL 1
MICROPLACA : microplacas en forma de U 2
DROPPER : cuentagotas especial (18 + 2 pL) 2

5 - PRECAUCIONES DE USO

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

- Las pruebas son para un solo uso.

- Todos los reactivos, excepto BUF, contienen sustancias de origen animal y
deben tratarse con precaucion.

- Las muestras son potencialmente infecciosas. Deben tratarse con las
precauciones habituales y de conformidad con las normas de higiene vigentes
en el pais de uso.

- Los recipientes CONTROL contienen azida sédica (<0,1%).

- No utilice reactivos mas alla de la fecha de caducidad.

- No utilice reactivos de diferentes lotes.

- Espere a que el suero y los reactivos se equilibren a temperatura ambiente

antes de realizar la prueba.

Agitar cuidadosamente los reactivos R1 y R2 antes de su uso.

Al dosificar los reactivos R1 y R2, asegurese de que el gotero esté en posicion

vertical. Asegurese de que no haya burbujas de aire en las gotas para que el

caudal se mantenga constante.

6 - MUESTREOQO Y PROCESAMIENTO

Use sueros frescos o sueros almacenados a -20°C que estén libres de hemolisis,
turbidez o contaminacion.

Evitar la congelacién y descongelacion repetidas.

No descomponga el suero.

7 - CONSERVACION Y FABRICACION DE REACTIVOS

Los reactivos estan listos para su uso.

Una vez abierto, todos los reactivos almacenados a 2-8°C son estables hasta la
fecha de caducidad indicada en el envase. No deben congelarse.

8 - MATERIAL NECESARIO PERO NO SUMINISTRADO

- Pipeta(s) automatica (s) con volumen de pipeteo adaptado a la cantidad a
medir

- Recipientes para residuos contaminados
- 2-mercaptoétanol (2-ME)

- Centrifuga
- Tubos de hemolisis.

9 - PROCEDIMIENTO
Deje que los reactivos se equilibren a temperatura ambiente antes de su uso.

9.1 - Preparacion de la muestra
Diluir el suero a probar a 1/40:

* 50 L de suero;

1,95 mL de reactivo BUF.

9.2 - Realizacién de la prueba de microplacas
- Afiadir 50 pL de reactivo BUF a 8 pozos de la placa de microtitulacion con una
pipeta multicanal.
- Con una micropipeta, vierta 50 pL del suero diluido en el ler pozo.
Mezclar con el reactivo BUF y pipetear 50 pL del primer pozo en el segundo,
del segundo al tercero, y asi sucesivamente hasta el sexto pozo, eliminando
50 pL del sexto pozo.
Esto da como resultado diluciones de 1/80 a 1/2560.
- Afadir 50 yL de suero diluido en el séptimo pozo.
Mezclar con el reactivo BUF y desechar 50 pl.
Esta dilucion (1/80) representa el control del suero, cuya tarea es detectar las
aglutininas naturales contra las ovejas que pueden contener ciertos sueros.
- Agitar con cuidado los reactivos R1 y R2.
» Coloque 1 gota de reactivo R1 en los primeros 6 pozos.
« Coloque 1 gota de reactivo R2 en el séptimo pozo (control sérico).
« Coloque 1 gota de reactivo R1 en el octavo pozo (control de reactivos),
cuya tarea es controlar la validez del reactivo BUF y el reactivo R1.

Nota: Realice solo un control reactivo por ejecucion de prueba.
- Homogeneizar el contenido de los pozos con mucho cuidado:

*ya sea manualmente golpeando los lados de la microplaca sobre los
lados;

«0 por medio de agitador para placas de microtitulacion. No utilice un
agitador orbital.

- A continuacion, deje la placa quieta y libre de vibraciones.
- Lealareaccion 2 h més tarde.

9.3 - Deteccién de IgM: tratamiento con 2-mercaptoetanol

La determinacion de anticuerpos antitoxoplasmaticos antes y después del

tratamiento del suero con 2-ME permite resaltar la presencia de anticuerpos IgM.

- Preparar la solucién de 2-ME: 140 pL de 2-ME gsp 10 mL con reactivo BUF.
Esta solucion debe almacenarse en un frasco marrén. Estd estable a
+2°....+8°C durante 1 mes.

- Agitar y dosificar 50 yL de esta solucién de 2-ME en 6 pozos de la placa de
microtitulacion.

- Luego, desde el segundo paso, siga el protocolo "Realizacién de la prueba de
microplaca".

9.4 - Adsorcién de antiaglutininas ovinas naturales durante la glutinacién
del control sérico
- Agite el reactivo R3 con cuidado.
- Péngalo en un tubo y mezcle:
* 0,1 mL de suero;
* 0,3 mL de reactivo R3.
- Incubar a temperatura ambiente durante 60 minutos.
- Centrifugar a 800 g durante 15 minutos.
- Recoger el sobrenadante; el suero se diluye a 1/4.
- Diluir el sobrenadante a 1/10 en el reactivo BUF para obtener una dilucién de
la sustancia adsorbida (1/40).
- Repita el protocolo "Realizar la prueba en microplaca" y reemplace la dilucion
de la madre con la dilucién de la madre adsorbida.

10 - CONTROL DE CALIDAD INTERNO

- Los reactivos CONTROL+ y CONTROL- deben tratarse como sueros para su
andlisis. El titulo de CONTROL+ debe coincidir con el titulo indicado en la
etiqueta del frasco a * una dilucion. EI CONTROL- no debe tener
hemaglutinacion. Si no es asi, la prueba no es valida.

- El control del suero debe desencadenar una reaccién negativa (anillo). En el
caso de hemaglutinacién de este control, es necesario repetir la prueba después
de que las aglutininas naturales contra las ovejas se hayan eliminado del suero
por adsorcion.

- El control reactivo debe desencadenar una reaccién negativa (anillo). Si este
control es hemaglutinado, no se puede utilizar ELI.H.A Toxo.

11 - LECTURA

Reaccion negativa: Ausencia de hemaglutinacion.
Presencia de un anillo mas o menos ancho en la parte

inferior del pozo.
Reaccion positiva: Presencia de hemaglutinacién.
Presencia de un velo rojo/marrén que recubre el pozo;
a veces con un borde delgado.
Las imagenes reactivas de la hemaglutinacién obtenidas con sueros positivos se
muestran a continuacion.



Ejemplo 1:
1/80 1/160 1/320 1/640 1/1280 1/2560

Suero
Sin @ @ @
tratar
Suero @
tratado
con 2-ME

Control Reactivo de

Suero control

% Serum positivo al 1/160 sin IgM

Ejemplo B 2:
1/80 1/160 1/320 1/640 1/1280 1/2560
Suero
sin
tratar

Suero { i
tratado

con 2-ME

Reactivo de
control

Control
Suero

Suero positivo al 1/640 sin tratar — Suero tratado con 2-ME positivo al 1/80
% Suero positivo que contiene IgM

El titulo se da por la primera dilucién, que tiene un anillo ancho y periférico.
El titulo UI/mL corresponde al inverso de esta dilucion limite multiplicado
por el umbral de sensibilidad del reactivo indicado en el kit.

Ejemplo: Si un suero es positivo hasta una diluciéon de 1/320 y el umbral de
sensibilidad es de 0,1 Ul / ml, el titulo de este suero es
320x0,1=32Ul/ ml

12 — INTERPRETACION DE LOS RESULTADOS

Titulo < 1/80 : Reaccidn negativa.

Ausencia de anticuerpos anti-toxoplasma o nivel indetectable.

e Examen de deteccion: ausencia de inmunidad probable que requiere monitoreo
seroldgico en caso de embarazo.

o Investigacion en caso de sospecha de infeccion toxoplasmaética:

Ausencia de infeccion toxoplasmaética o infeccion muy temprana.

Comprobar con una nueva muestra para resaltar la posible aparicion de

anticuerpos.

1/80 < titulo < 1/160: Reaccion positiva.

Presencia de anticuerpos anti-toxoplasma de limite.

e Examen de cribado: interpretar de acuerdo con los resultados de todas las
técnicas de serologia toxoplasmatica aplicadas al suero. Si procede, se
sometera a ensayo una nueva muestra.

e Examen de sequimiento de una mujer embarazada gque se sabe que no es

Titulo = 1/160:

Anticuerpos anti-toxoplasma.

e Prueba de deteccion: inmunidad pasada probable (anticuerpos residuales).

e Examen de seguimiento de una mujer embarazada que se sabe que no es
inmune, o examen en caso de sospecha de una nueva infeccion:
probablemente toxoplasmosis activa.

Se recomienda tratar el suero con 2-ME para buscar la presencia de IgM y

realizar un control con una nueva muestra.

Reaccién positiva.

Tratamiento con 2-ME:

Una disminucién del titulo de al menos 2 diluciones de suero antes y después del
tratamiento con 2-ME indica la presencia de anticuerpos IgM. Presuncion de
toxoplasmosis progresiva.

De lo contrario: inmunidad anterior probable (anticuerpos residuales).

13 - CAUSAS DE LOS ERRORES Y LIMITACIONES DE LA PRUEBA

- Almacenamiento incorrecto del suero.

- Almacenamiento incorrecto de los reactivos después de la apertura.

- Utilice unicamente el gotero incluido en el kit.

- No cambie los goteros de los reactivos R1 y R2.

- En caso de una reaccién positiva en los primeros 6 pozos, coloque las diluciones
para la busqueda del titulo de hemaglutinacion marginal.

- Algunos sueros, cuya concentracion de anticuerpos es muy alta, pueden
provocar un fenémeno zonal (con retirada del velo) en las primeras diluciones que
desaparecen en las siguientes diluciones.

- La nomenclatura francesa de biologia médica prescribe lo siguiente 2 pruebas
deben realizarse simultineamente para el diagnéstico serologico de la
toxoplasmosis. Por lo tanto, la interpretacion general de esta serologia debe
prepararse de acuerdo con los resultados de las diferentes técnicas. En todos los
casos, es necesario integrar todos los datos clinicos, epidemiolégicos y biolégicos
antes de realizar el diagnostico final.

14 - RENDIMIENTO

El umbral de sensibilidad del reactivo, expresado en Ul/mL, se muestra en el kit.
La sensibilidad de las técnicas propuestas para el ensayo de toxoplasmosis a
cada uno de estos anticuerpos depende del tipo de antigeno utilizado en la
reaccion.

Ademas, el estandar internacional puede contener un porcentaje relativo de cada
anticuerpo, que es diferente del del suero que se esta probando.

Por lo tanto, el titulo expresado en IU/mL puede variar ampliamente segun el
método utilizado.

Por lo tanto, es importante especificar la técnica utilizada para representar
los resultados del diagnéstico en unidades internacionales.

La calidad de los reactivos permite la reaccion por la noche y la medicién a la
mafiana siguiente, a menos que la placa de microtitulaciéon se mueva y se proteja
de las vibraciones.
El reactivo R1 consiste en glébulos rojos sensibilizados con un antigeno total
mixto de toxoplasma que contiene componentes enddgenos y de membrana del
toxoplasma. Asegura la sensibilidad y especificidad de la reaccion.
Por ejemplo, los resultados de las evaluaciones de las pruebas muestran una
sensibilidad del 99,2% y una especificidad del 97,7%.
Cuando este reactivo se asocia con ELITex Toxo, se logra una correlacion del
98,2 (18) al 99,8% (17) dependiendo de la técnica de referencia utilizada.
En la " Révaluation de 40 trousses de réactifs pour la détection des anticorps anti-
toxoplasmosis de type IgG " realizada por la Agencia de Drogas en marzo de
1998 (19), se analizaron 40 sueros diferentes con ELI.H.A Toxo:

- 9 sueros negativos dieron resultados negativos

- No se observé ninguna reaccion adversa en 7 sueros limite positivo

probado

- 24 sueros positivos han sido identificados como tales
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15 - GESTION DE RESIDUOS Los cambios desde la dltima revisién son de color ELITech MICROBIO

inmune, o0 examen en caso de sospecha de una nueva infeccion:
probablemente toxoplasmosis activa. Se debe realizar una prueba de IgM.
Se recomienda hacer un control con una nueva muestra 15 a 21 dias después.
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Los residuos deben eliminarse de acuerdo con las normas y regulaciones de
higiene aplicables en el pais para este tipo de productos.

Si el reactivo BUF se derrama accidentalmente, limpie la superficie de trabajo con
papel absorbente y enjuague con agua. Si se derrama suero u otros reactivos,
limpie con lejia y toallas de papel.



