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TOXO-HAI
FUNDAMENTO
Eritrócitos estabilizados de aves e sensibilizados com componentes antigênicos do Toxoplasma gondii altamente purificados são aglutinados pelos anticorpos anti-Toxoplasma gondii presentes na amostra analisada.

APLICAÇÃO CLÍNICA

A toxoplasmose é uma zoonose de distribuição mundial, doença infecciosa congênita ou adquirida, causada pelo protozoário Toxoplasma gondii. Como ele parasita todas as células nucleares, as manifestações clinicas podem ser muito variáveis, tais como: coriorretinites, miocardites, pericardites, pneumonias, miosites, meningoencefalites e hepatites. 

O problema mais sério que resulta da infecção por Toxoplasma gondii é a transmissão congênita do parasita ao feto durante a gravidez.

O comprometimento fetal severo pode acarretar a morte do feto, a morte do recém nascido ou a enfermidade congênita, expressada por uma tríade de sintomas: hidrocefalia ou microcefalia, coriorretinite e calcificação cerebral.

A transmissão congênita transplacentária da toxoplasmose depende basicamente da existência de infecções agudas na etapa gestacional.

Quanto menor a idade gestacional, maior o risco de comprometimento fetal, sendo que o comprometimento mais grave ocorre no primeiro trimestre da gestação.

O diagnóstico da toxoplasmose jamais poderá ser estabelecido com base em dados puramente clínicos. Há sempre necessidade da confirmação laboratorial e correta interpretação dos resultados.

A interpretação dos resultados da imunofluorescência indireta na caracterização de ausência de infecção atual ou pregressa deve ser baseada na presença ou ausência de anticorpos IgG e IgM anti-toxoplasma.

Os principais métodos laboratoriais para o diagnóstico da toxoplasmose são a imunofluorescência indireta (IFI), a hemaglutinação passiva (HAI) e os ensaios imunoenzimáticos (ELISA). 

AMOSTRA

Preparo do Paciente

Colher sangue pela manhã após jejum de 8 horas, salvo orientações médicas.

Amostras utilizadas

Soro. 

Usar soros frescos ou conservados a -20 ºC de pacientes em jejum. 

Não usar soro hemolisado, contaminado ou lipêmico.

Evitar o congelamento e descongelamento repetido do soro.

Os soros envelhecidos tendem a se gelificar ao contato com o 2-mercaptoetanol.

Volume ideal utilizado para análise

(Definir o volume ideal a ser encaminhado para análise).

Volume mínimo utilizado para análise
(Definir o volume mínimo a ser encaminhado para análise).

Fazer referência ao manual ou POP de coleta, separação e distribuição de material.

REAGENTE UTILIZADO

TOXO-HAI

CAT. 511

MS 80022230157
GOLD ANALISA DIAGNÓSTICA LTDA

CNPJ – 03.142.794/0001-16

Av. Nossa Senhora de Fátima, 2363

Belo Horizonte – MG – Brasil

Farmacêutico Responsável: Homero Jackson de Jesus Lopes
CRF – MG - 2010

Componentes do kit

Conservar entre 2-8 ºC. Não congelar.

1- Suspensão de Hemácias - Contém suspensão de hemácias de aves sensibilizadas com componentes antigênicos do Toxoplasma gondii em solução tampão salina formalizada. Pronta para uso. Armazenar em posição vertical  para evitar auto-aglutinação irreversível.

Deixar em temperatura ambiente antes do uso para estabilização.

Homogeneizar bem, sempre com movimentos circulares e por inversão do frasco. Não agitar, pois isto pode acarretar hemólise e/ou autoaglutinação.

2- Diluente - Contém tampão fosfato salino. Pronto para uso.

3- 2-Mercaptoetanol - Solução concentrada de 2-mercaptoetanol. Conservar ao abrigo da luz. 

4- Controle Positivo - Soro humano em tampão salino e azida sódica 15,4 mmol/L. 
5- Controle Negativo - Soro humano em tampão salino e azida sódica 15,4 mmol/L. 
Material Auxiliar

1- Placa de microtitulação contendo 96 poços de fundo em “V”. Manter em sua embalagem original entre 2 a 30°C.
Estabilidade

Os reagentes são estáveis até o vencimento da data de validade impressa no rótulo do produto e na caixa quando conservados na temperatura recomendada, bem vedados e se evite a contaminação durante o uso.
Precauções e Cuidados Especiais
1- Aplicar os cuidados habituais de segurança na manipulação dos reagentes e amostra biológica.
2- Recomendamos o uso das Boas Práticas de Laboratórios Clínicos para a execução do teste.

3- De acordo com as instruções de biossegurança, todas as amostras devem ser manuseadas como materiais potencialmente infectantes.

4- Descartar os reagentes e as amostras de acordo com as resoluções normativas locais, estaduais e federais de preservação do meio ambiente.

5- Recomendamos o uso de equipamentos de proteção individual (EPI) como avental, óculos de segurança, luvas descartáveis e outros que se fizerem necessários para a realização do teste.

6- Os controles contém azida sódica como conservante. Não ingerir ou aspirar. Evitar contato com a pele e mucosa.

7- Todos os reagentes derivados do sangue humano foram testados para anticorpos anti-HCV, anti-HIV e antígeno HbsAg e apresentaram resultados negativos. No entanto, devem ser tratados com precaução, como potencialmente infectantes. Manusear e descartar as normas de biossegurança.
PROCEDIMENTO

Procedimento Técnico Manual

Notas

1- Usar exclusivamente a placa do kit e não reutilizar as cavidades.

2- Recomenda-se que todos os resultados positivos sejam confirmados por outro método diagnóstico.

3- São aceitáveis variações de 1 ou 2 títulos para um mesmo soro nas reações de hemaglutinação.

4- Excesso de incubação do soro com 2-mercaptoetanol (mais de 60 minutos) facilita a gelidificação parcial do soro.

5- As amostras devem estar em temperatura ambiente antes do uso e não necessitam de qualquer tratamento prévio.
Teste Qualitativo

Objetivo: Fazer triagem e eliminação dos soros não reagentes.

1- Colocar a placa de microtitulação sobre um pano úmido para neutralizar as forças eletrostáticas.

2- Usar 1 cavidade da placa por amostra, incluindo sempre os controles positivo e negativo.

3- Diluir em tubo de ensaio: 310 µL do Diluente (2) + 10 µL da amostra (diluição 1/32).

4- Pipetar 25 µL do Controle Positivo (P) e 25 µL do Controle Negativo (N) nas cavidades  A1 e  A2. 

Atenção: Não diluir os soros controles.

5- Pipetar 25 µL da diluição 1/32 de cada amostra para as respectivas cavidades da placa.

6- Adicionar 25 µL da Suspensão de Hemácias (1) homogeneizada em cada cavidade contendo os soros controles e as amostras de pacientes.

7- Agitar a placa por vibração mecânica (agitador de placas) ou batendo com os dedos nas bordas da placa por 3 a 4 minutos.

8- Deixar a placa sobre o pano úmido em repouso por 1 a 2 horas em temperatura ambiente, em local livre de vibrações. IMPORTANTE.

9- Fazer a leitura.
CÁLCULOS 

Não aplicável.

LEITURA E INTERPRETAÇÃO DOS RESULTADOS
Reação Negativa
As hemácias se depositam no fundo da cavidade com um formato semelhante a um botão.
Significa ausência de anticorpos específicos anti-Toxoplasma gondii ou que estes existem abaixo do limite de detecção.

Reação Positiva
As hemácias se depositam no findo da cavidade como um tapete, ás vezes com bordas irregulares.
Significa presença de anticorpos específicos anti-Toxoplasma gondii.
Notas
1- Soros que dão reação negativa são informados como Não Reagentes, significando ausência de infecção atual ou pregressa para toxoplasmose.
2- Nos casos em que ocorre reação negativa, mas com suspeitas clinicas de toxoplasmose deve-se repetir o teste após alguns dias, pois pode tratar-se de período pré-sorológico.

3- Os soros positivos deverão ser testados em paralelo no Teste Semi-Quantitativo e no teste com 2- Mercaptoetanol para determinação da fase da doença.

Teste Semi-Quantitativo

Objetivo: Titular os soros que apresentaram reação positiva no teste qualitativo.

1- Colocar a placa de microtitulação sobre um pano úmido para neutralizar as forças eletrostáticas.

2- Preparar diluição do soro com resultado positivo no teste qualitativo a 1/32 conforme item 3 do Teste Qualitativo.

3- Pipetar 25 µL do Diluente (2) a partir da segunda cavidade da placa até a diluição que se pretende estudar. Exemplo: Se for diluir o soro até 1/512, pipetar 25 µL do diluente nas cavidades A2, A3, A4 e A5. Não pipetar na A1.

4- Pipetar 25 µL da diluição 1/32 da amostra positiva na primeira e segunda cavidades (A1 e A2) da microplaca.

5- Homogeneizar bem o soro com o diluente na segunda cavidade (diluição 1/64) e transferir 25 µL para a terceira cavidade (diluição 1/128) e assim sucessivamente, desprezando no final 25 µL da mistura.

6- Pipetar 25 µL da Suspensão de Hemácias (1) devidamente homogeneizada em todas as cavidades contendo amostras. Após a adição das hemácias teremos diluições de 1/32 (A1) até 1/512 (A5).

7- Agitar suavemente a placa por vibração mecânica ou batendo com os dedos nas bordas da placa durante 3 a 4 minutos.

8- Deixar a placa sobre o pano úmido em repouso por 1 a 2 horas em temperatura ambiente, em local livre de vibrações. IMPORTANTE.

9- Fazer a leitura. Ver Teste Qualitativo.
LEITURA E INTERPRETAÇÃO DOS RESULTADOS

Título da Amostra

Maior diluição que apresentar uma reação positiva.

O ponto final é quando o tapete de hemácias cobre 50% do fundo da cavidade

Determinação de Infecção Recente (IgM) ou Presença de Anticorpos Inespecíficos

Nos testes de hemaglutinação, o uso do 2-Mercaptoetanol possibilita a diferenciação de infecção recente ou presença de anticorpos inespecificos.
Teste com 2-Mercaptoetanol

a) Preparo do 2-Mercaptoetanol: Misturar 7 µL de 2-Mercaptoetanol (3) com 1000 µL de Diluente (2).

b) Tratamento do soro: Pipetar em um tubo de ensaio 10 µL de soro inativado ou não e adicionar 310 µL da solução de 2-Mercaptoetanol diluída (corresponde a uma diluição 1/32). Incubar a mistura a 37 °C por 1 hora.

c) Realizar o teste do soro tratado com 2-Mercaptoetanol sempre em paralelo ao teste semi-quantitativo, seguindo o seguinte protocolo:

1- Colocar a placa de microtitulação sobre um pano úmido para neutralizar as forças eletrostáticas.

2- Pipetar 25 µL do Diluente (2) a partir da segunda cavidade da placa até a diluição que se pretende estudar. Exemplo: Se for diluir o soro até 1/512, pipetar 25 µL do diluente nas cavidades A2, A3, A4 e A5. Não pipetar na A1.

3- Pipetar 25 µL do soro tratado com 2-Mercaptoetanol (diluição 1/32) na primeira e segunda cavidades (A1 e A2) da microplaca.

4- Homogeneizar bem o soro tratado com o diluente na segunda cavidade (diluição 1/64) e transferir 25 µL para a terceira cavidade (diluição 1/128) e assim sucessivamente, desprezando no final 25 µL da mistura.

5- Pipetar 25 µL da Suspensão de Hemácias (1) devidamente homogeneizada em todas as cavidades contendo amostras. Após a adição das hemácias teremos diluições de 1/32 (A1) até 1/512 (A5).

6- Agitar suavemente a placa por vibração mecânica ou batendo com os dedos nas bordas da placa durante 3 a 4 minutos.

7- Deixar a placa em repouso sobre o pano úmido por 1 a 2 horas em temperatura ambiente, em local livre de vibrações. IMPORTANTE.

8- Fazer a leitura. Ver Teste Qualitativo.
Interpretação dos Resultados

Título da Amostra
Maior diluição que apresentar uma reação positiva. O ponto final é quando o tapete de hemácias cobre 50% do fundo da cavidade.

Interpretação dos Testes

Soro não tratado e soro tratado com 2-Mercaptoetanol

1- Se os resultados dos dois (2) testes forem negativos indica que o paciente não teve contato com Toxoplasma gondii. Havendo suspeita de infecção recente, deve-se repetir o teste com nova amostra no intervalo de 15 dias.

2- Se nos dois (2) testes forem obtidos resultados com títulos elevados indica a presença de anticorpos da classe IgG.

3- Se for observada uma queda de 2 ou mais títulos do soro tratado em relação ao não tratado significa uma provável infecção recente (presença de IgM).

4- Se o título do soro tratado e do não tratado com 2-Mercaptoetanol forem semelhantes (menos de 2 diluições) significa uma provável toxoplasmose pregressa.

Atenção
Este resultado não exclui infecção recente (presença de anticorpo IgM). Neste caso, deve-se empregar técnicas mais sensíveis (Imunofluorescência ou ELISA) para detectar IgM.

5-Se os títulos forem baixos no soro não tratado e negativo com o soro tratado com 2- Mercaptoetanol, deve-se afastar a presença de anticorpos inespecíficos, devendo repetir o teste com nova amostra após 1 a 2 semanas e observar se ocorre aumento do titulo.

Nota

O Teste de hemaglutinação associado a técnicas mais sensíveis como a imunofluorescência ou ELISA possibilita estabelecer perfis sorológicos que melhor caracterizam as fases da doença.

CONTROLE DA QUALIDADE

Materiais

Identificar os materiais de controle interno e externo da qualidade, citando fabricante e número de catálogo.

Referenciar POP para limpeza e secagem dos materiais utilizados. 

Controle Interno

Descrever a calibração periódica de pipetas, equipamentos utilizados, controle de temperatura ambiente e geladeiras para armazenamento dos kits.

Citar a utilização de amostras controles (nível normal –código --------- e patológico –código -------) nas análises realizadas juntamente com a freqüência da utilização dos mesmos. Descrever o procedimento de verificação de novos lotes de controles e reagentes.

Citar POP para controle interno.

Controle Externo

Descrever os procedimentos utilizados nas avaliações de qualidade feitas por programas de comparação entre laboratórios ou outros controles de qualidade: PNCQ-SBAC e/ou PELM-SBPC

Gerenciamento dos dados obtidos no Controle Interno e Externo

Definir como os dados de controle são arquivados e gerenciados.

Fazer referência ao manual ou POP de garantia da qualidade.

VALORES DE REFERÊNCIA

Não Aplicável.

SENSIBILIDADE E ESPECIFICIDADE
Sensibilidade Analítica
O limiar de reatividade do teste é definido na diluição recomendada de 1/32.

Sensibilidade clinica ou Diagnostica

100% de sensibilidade – Foram realizados testes em 74 amostras do controle de qualidade sabidamente positivas para toxoplasmose.

Todos os resultados foram satisfatórios, não apresentando falso-negativos.

Especificidade Diagnóstica

99,7% de especificidade – Foram realizados testes em 268 amostras do controle de qualidade sabidamente negativas para toxoplasmose.

Os resultados foram satisfatórios, apresentando apenas uma amostra falso-positiva.

LIMITAÇÕES DO MÉTODO

Amostras coletadas no início dos sintomas, quando somente anticorpos IgM estão presentes, podem apresentar resultados não reagentes para este teste.

Embora a caracterização de infecção recente deva ser determinada pela presença de anticorpos IgM específicos anti-Toxoplasma gondii, a realização do teste para IgG em duas amostras colhidas com intervalo de 8 a 14 dias e testadas em paralelo, pode determinar um aumento na concentração de IgG bastante característica de infecção recente.

Dados clínicos e epidemiológicos de cada caso juntos com outros achados sorológicos devem ser considerados sempre que possíveis.

Embora os soros controles usados no kit sejam calibrados para o soro de referência da OMS, certas discordâncias de resultados podem ser observadas quando o mesmo soro é testado por diferentes técnicas.
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