AD TOXO COLOR

PRUEBA DE AGLUTINACION DIRECTA COLOREADA PARA LA DETECCION DE
ANTICUERPOS CONTRA EL TOXOPLASMA GONDII
Uso “In Vitro”
480 determinaciones de un titulo o 96 determinaciones de cinco titulos

APLICACION

AD TOXO COLOR puede ser utilizado como auxiliar en el diagndstico de casos presuntivos de
Toxoplasmosis 0 para ensayos epidemioldgicos, a través de la deteccion de anticuerpos IgM o
IgG especificos contra antigenos de la membrana del Toxoplasma gondii.

FUNDAMENTO DEL METODO

En toda infeccion primaria, los anticuerpos que produce el organismo son macroglobulinas 19 S
(IgM) y algunas globulinas 7 S (IgG). La presencia de IgM antitoxoplasma permite, en general,
suponer una toxoplasmosis reciente. El titulo de estos anticuerpos disminuye en los meses
siguientes mientras comienza a aumentar las 1gG e IgA antitoxoplasma. Las moléculas IgG e IgM
se comportan de modo diferente frente a la accion de agentes reductores como el 2-
Mercaptoetanol (2-ME). ElI 2-ME fracciona las IgM en subunidades 5 S sin capacidad
aglutinante, en tanto que no actGa sobre las IgG. Este hecho permite utilizar la AD para
diferenciar seroldgicamente una infeccion reciente (aguda) de una infeccion antigua (crénica).
Por tanto, el método consiste en realizar titulaciones del suero tratado con 2-ME o sin tratar. En la
lectura se observard aglutinacion o sedimentacién del Toxoplasma gondii.

REACTIVOS Y MATERIALES PROVISTOS

Frasco N°1:  Antigeno coloreado. 12 ml de suspension estabilizada de Toxoplasma gondii
coloreados. Agitar intensamente antes de usar. Contiene Formol 0,18% P/V como
conservador.

Frasco N° 2:  Diluente de Muestras. 30 ml de solucion salina con conservadores. Contiene
Formol 0,18% P/V como conservador.

Ampolla N° 3: 1 ml de 2-ME.

Frasco N°4:  Solucion Proteica. 0,3 ml de solucion proteica estabilizada, con Azida de Sodio
0,2% P/V como conservador.

Frasco N°5:  Control Positivo. 0,5 ml de una dilucién de suero reactivo para anticuerpos
contra T.gondii, titulado, inactivado, con Azida de Sodio 0,2% P/V como
conservador. Material potencialmente infectivo. Listo para usar.

Frasco N°6:  Control Negativo. 0,5 ml de una dilucién de suero no reactivo para anticuerpos
contra T. gondii, inactivado, con Azida de Sodio 0,2% P/V como conservador.
Material potencialmente infectivo. Listo para usar.

Frasco vacio para acondicionar el 2-ME una vez abierta la ampolla.
5 Policubetas descartables, cada una con 96 pocillos con fondo en “U”.

REACTIVOS Y MATERIALES NECESARIOS NO SUMINISTRADOS

* Microgoteros de 25 ul

* Microdiluidores o micropipetas de 25 pl
* Pipetasde 1,5y 10 ml

* Papel de filtro



* Agua destilada o agua desionizada

* Solucion fisioldgica

* Bafio de agua termostatizado a 37 °C o estufa a 37 °C
* Recipientes adecuados para el tratamiento con 2-ME.
* Fondo oscuro y ldmpara para lectura de las policubetas

ESTABILIDAD Y ALMACENAMIENTO

Los reactivos son estables hasta la fecha que figura en la caja y frascos. Guardar los componentes
del kit entre 2 y 8 °C, siempre en posicion vertical. No congelar.

ADVERTENCIAS Y PRECAUCIONES

= Solamente para uso diagnostico “In Vitro”.

= Las muestras de sueros humanos y los controles deben ser considerados como potenciales
portadores de agentes infecciosos, por lo que se recomienda respetar las condiciones de
bioseguridad en su manipulacion.

=  Todo material utilizado en la reaccidn debe ser considerado contaminado, debiendo ser
inactivado con hipoclorito de sodio al 5% durante 30 minutos, ¢ autoclavado durante por
lo menos 1 hora a 121,5°C.

= Defectos en el volumen de dispensado del Control Positivo ocasionados por su
viscosidad, puede dar titulos diferentes al declarado. Por eso es necesario extremar las
precauciones en su manipulacion.

= No utilizar el kit después de la fecha de vencimiento.

= No mezclar reactivos de lotes diferentes.

= Verificar que el volumen de las micropipetas o microdiluidores sea el correcto.

= No congelar el kit, pues los cristales formados en la congelacién aglutinan el antigeno.
Si esto ocurre, debe descartarlo.

= Si el suero fue tratado con 2-ME verificar que el mismo no se encuentre gelificado,
finalizada la incubacion post tratamiento. Si gelifica, tratarlo nuevamente realizando una
dilucién previa ¥ con solucion fisiolégica. Sueros hiperlipémicos gelifican con mas
facilidad en el tratamiento con 2-ME.

= La Azida de Sodio utilizada como conservador es toxica en caso de ingestion. En
contacto con &acidos emite vapores toxicos. Ocasionalmente, puede producir explosiones
en contacto con iones metalicos. Por lo tanto, en caso de descarte por un sistema de
desaglie, debe hacer fluir abundante agua.

= El Formol utilizado como conservador es téxico por inhalacién y es irritante en contacto
con la piel y los ojos.

= El 2-Mercaptoetanol es tdxico en contacto con la piel, provoca quemaduras. Tiene olor
caracteristico desagradable por lo que es necesario manipularlo con proteccién
respiratoria o bajo sistema de extraccién de aire.

= Evitar cualquier contacto de la piel y mucosa con todos los reactivos. En caso de contacto
con los ojos, lavar inmediata y abundantemente con agua. Tras contacto con la piel, lavar
con abundante agua. Siempre use para su proteccion guantes, lentes, guardapolvos, etc.

PREPARACION DE LOS REACTIVOS

Antigeno coloreado (frasco N° 1): antes de usar, asegurar una buena homogeneizacion, agitando
intensamente el frasco y luego pasando su contenido 3 6 4 veces a través de una jeringa con aguja
fina (58/8). Repetir el procedimiento cada vez que lo use. Mantener el frasco en posicion vertical.

Diluente de Muestras (frasco N° 2): antes de utilizar el Diluente, agregar 100 microlitros de
Solucion Proteica (frasco N° 4), cada 10 ml de Diluente. Preparar la cantidad necesaria para el uso
inmediato, ya que solo es estable durante dos dias si se mantiene entre 2y 8 °C.



2-Mercaptoetanol (Ampolla N° 3): preparar una solucién de 2-ME 1/100 en Solucién fisioldgica
(CINa 0,85% P/V). (Ver Advertencias y Precauciones). Utilizar esta solucion solamente el dia de
su preparacion.

Control Positivo y Negativo (frascos N° 5 y 6): estan listos para usar por lo tanto no requieren
tratamiento con 2-ME. Los controles se preparan a partir de suero humano no reactivo para
HBsAg y para anticuerpos contra HCV, HIV y Anticuerpos contra el Trypanosoma cruzi
adecuadamente inactivado. Sin embargo, todos los derivados de la sangre humana deben
manejarse con precaucion.

OBTENCION Y PREPARACION DE LAS MUESTRAS

Emplear suero fresco y limpido. La sangre se extraera de un paciente en ayunas siguiendo las
normas generales, recogiéndola en tubos de centrifuga. Para obtener el suero dejar coagular la
sangre, centrifugar y separar el sobrenadante.

Los sueros pueden ser conservados entre 2 y 8 °C hasta 48 horas, o congelados a —20 °C para un
almacenamiento prolongado.

Deben evitarse los congelamientos/descongelamientos repetidos.

PROCEDIMIENTO

a) Tratamiento del suero con 2-ME
Los Controles Positivo y Negativo provistos en el kit estan listos para usar, por lo tanto no
deben ser sometidos al tratamiento con 2-ME.

1. Endos recipientes adecuados colocar:

Suero tratado (AD 2-ME) | Suero no tratado (AD)
Suero 0,1 ml 0,1 ml
Solucién 2-ME 1/100 (ver
Preparacion de los 0,1 ml
Reactivos)
Solucién fisioldgica 0,1 ml

n

Incubar 30 minutos a 37 °C.

3. Luego de la incubacion, proceder a la titulacion. Observar que ninguno se encuentre
gelificado. (Ver Advertencias y Precauciones).

4. Los sueros estaran diluidos 1/2.

b) Titulacion
Si desea investigar 1gG especifica, titular solamente el suero tratado con 2-ME.
Si desea diferenciar una infeccidn reciente de una cronica titular el suero tratado y no tratado
en paralelo.

1. Colocar 25 pl de Diluente de Muestras (ver preparacion de reactivos) utilizando un
microgotero o una micropipeta calibrada, a partir del primer pocillo de una policubeta
descartable. Utilizar la cantidad de pocillos necesarios hasta la dilucién (titulo) de las
muestras y controles que desea investigar. Dejar un pocillo solo con Diluente de Muestras
para utilizarlo como Control de Reactivo.

2. Sumergir un microdiluidor de 25 1l en un recipiente con agua destilada, secarlo con papel
de filtro por rotacion y seguidamente tomar el suero diluido en el tratamiento anterior. Al
retirarlo controlar que cubra la totalidad de los espacios libres.

3. Sumergir el microdiluidor cargado en el 1° pocillo y girar el mismo entre ambas manos
no menos de 10 veces. Esta operacion asegurard una perfecta homogeneizacion de la
muestra.



4. Transferir los microdiluidores a la fila siguiente y repetir la misma operacion hasta la
dilucion deseada.

5. Retirar los microdiluidores y secarlos con papel de filtro. Sumergirlos sucesivamente en
dos recipientes con agua destilada y secarlos con papel de filtro para usarlos nuevamente.

6. Repetir los pasos 2 a 5 con cada muestra a investigar, con el Control Positivo (ver
Precauciones y Advertencias) y el Control Negativo provistos en el kit.
Si utiliza una micropipeta automatica de 25 nl para la toma y dilucion de la muestra y los
controles, homogeneizar por carga y descarga, transfiriendo 25 ul de pocillo en pocillo
hasta la dilucion deseada, descartando los Gltimos 25 yl.

7. Depositar con una micropipeta 0 microgotero 25 ul de Antigeno previamente
homogeneizado (ver Preparacion de los Reactivos) en los pocillos utilizados.

8. Agitar la policubeta golpeando con los dedos sobre sus paredes laterales, durante no
menos de 30 segundos.

9. Dejar la policubeta en reposo a resguardo de vibraciones durante un minimo de cuatro
horas y leer.

LECTURA

Luego de transcurridas cuatro horas de incubacion, realizar una primera lectura y controlarla al
dia siguiente. La lectura debe realizarse sobre un “fondo blanco” 0 en espejo para policubetas.

El primer pocillo corresponde a la dilucion ¥ para el suero y % para los Controles Positivo y
Negativo.

REACCION POSITIVA: formacion de un manto coloreado en el fondo del pocillo por
aglutinacién del antigeno, que debe ocupar méas del 50% del mismo.

REACCION NEGATIVA: formacion de un botdn nitido coloreado o botén con centro de luz, de
bordes regulares, por sedimentacion del antigeno.

CONTROL DE REACTIVO: debe formar un botén nitido coloreado por sedimentacion del
antigeno, como la Reaccion Negativa. Si el Antigeno esta autoaglutinado, la imagen del Control
de Reactivo seria como la Reaccion Positiva. Si esto ocurre, verifique la homogeneizacion del
antigeno, su estado de conservacion (debido a un posible congelamiento), y la fecha de
vencimiento del Kit.

CRITERIO DE ACEPTABILIDAD DEL ENSAYO

La inclusién de un Control Positivo y Negativo permite verificar la reproductibilidad del ensayo,
la estabilidad de los reactivos y [lamar la atencion sobre posibles errores de técnica.

El titulo del Control Positivo se indica en su correspondiente etiqueta y no debe variar mas
de un orden de dilucion (1 titulo) durante todo el periodo de vigencia del kit. (Ver
Advertencias y Precauciones).

El Control Negativo debe dar reaccion negativa durante todo el periodo de vigencia del Kit.

INTERPRETACION DE LOS RESULTADOS

El titulo del suero sera la inversa de la dilucién que da lugar a un manto que ocupe 50% 0 mas
del pocillo.

Individuos no parasitados
Titulo suero no tratado (AD): pueden tener titulos de 8 a 128. Menos frecuentemente 256 y
512.
Titulo suero tratado (AD 2-ME): titulo inferior a 8.
En la reaccion de AD las inmunoglobulinas “inespecificas” podrian provocar aglutinaciones que
habitualmente son de titulo bajo. Estas aglutininas presentes en individuos no parasitados, son
polimeros que, al igual que las IgM especificas, se fraccionan por la accion del 2-ME vy pierden su



capacidad aglutinante. Si un titulo en la AD (1/16 a 1/128 o menos frecuentemente 1/256 1/512)
desaparece o cae a cifras no significativas (1/2; 1/4) después de incubado con 2-ME, el suero
perteneceria a una persona no infectada. Como estos resultados podrian darse en una parasitosis
muy recientemente adquirida, deberia realizarse un nuevo examen 4 semanas después, en
embarazadas y en pacientes en los que se sospecha la existencia de una infeccion. En el caso de
un no infectado, los titulos se mantendrian semejantes a los del primer estudio; en el caso de un
infectado reciente se comprobard un ascenso franco de la AD, mientras persistira la caida
significativa de la AD 2-ME.

Individuo parasitado crénico

Titulo suero no tratado (AD): 8 o mayor

Titulo suero tratado (AD 2-ME): 8 0 mayor
Si el titulo del suero no tratado (AD) no se modifica al ser tratado con 2-ME (AD 2-ME) o la
variacion es de 1 a 3 titulos, el suero perteneceria a un paciente con infeccién crénica (o antigua)
y el poder aglutinante estaria relacionado con anticuerpos del tipo IgG que no modifican su
capacidad aglutinante después del tratamiento con 2-ME.

Individuo parasitado agudo
Titulo suero no tratado (AD): superior a 512
Titulo suero tratado (AD 2-ME): menor que 8 o inferior en 4 0 méas diluciones respecto al
titulo  obtenido en AD.
Si el suero no tratado (AD) posee titulos superiores a 512 y disminuye en 4 o0 mas diluciones en el
suero tratado (AD 2-ME), el poder aglutinante estaria relacionado con anticuerpos tipo IgM
especificos y por tanto estariamos en presencia de un individuo con infeccion reciente.

Esquema de la interpretacion de los resultados

Individuo no

Parasitado

Individuo parasitado
cronico

Individuo parasitado
agudo

Titulo del suero no
tratado (sin 2-ME)

8 a 128 (menos
frecuentemente 256 6

>8

> 512

512)

Titulo del suero <8
tratado (con 2-ME)

> 8 sin variacion de titulo, o

titulos inferiores con respecto

al suero no tratado (sin 2-ME) | no tratado

< 8 o titulos inferiores
con una variacion de uno a tres | en 4 o mas diluciones
con respecto al suero

En estas infecciones una determinacion aislada es poco significativa, por eso es importante
estudiar una nueva muestra cada 4 semanas que permita evidenciar variaciones en el titulo,
especialmente en los siguientes casos:

- Reaccion Negativa en mujeres durante el periodo de gestacion para evidenciar una posible
primoinfeccion, que podria inducir malformaciones congénitas en el feto.

- Reaccién Positiva con titulo tan alto como 2048 que puede evidenciar
presumiblemente una infeccibn activa o0 pertenecer a pacientes crénicos
asintomaticos.

- Reaccion Negativa o Positiva en pacientes inmunosuprimidos para evidenciar una posible
primoinfeccion o una reactivacion de la infeccion.

En estos casos debera conservar alicuotas congeladas a —20 °C tomadas cada 4 semanas Yy

procesarlas simultdneamente utilizando los mismos reactivos y el mismo operador.

Una variacion de titulo en 3 0 mas diluciones entre las muestras tomadas cada 4 semanas

indicarian presumiblemente una primoinfeccion o una reactivacion.

Por el contrario, si no se observan variaciones en el titulo indicaria infeccion crénica asintomatica

0 ausencia de infeccion.



SENSIBILIDAD Y ESPECIFICIDAD

En estudios poblacionales con AD TOXO COLOR su sensibilidad resultd del 99% y su
especificidad superior al 98%, considerando 8 como titulo diferencial entre un suero reactivo y
uno no reactivo en la deteccién de IgG especifica.

En una poblacion serol6gicamente reactiva para anticuerpos anti-Toxoplasma gondii, por técnicas
de IFI, HAI, EIA, el 97% de los sueros presento titulos iguales o0 mayores a 32 y solo un bajo
porcentaje, 3%, titulos de 8 0 16, cuando se estudiaron con AD 2-ME.

En una poblacion serolégicamente no reactiva para anticuerpos anti-Toxoplasma gondii, por
técnicas de HAI, IFI, EIA, el 94% de los sueros presento titulos inferiores a 4 y solo un 6% titulo
igual a 4, cuando se estudiaron con AD 2-ME.

Por lo expuesto el titulo 8 para una muestra tratada con 2-ME seria el de maxima resolucion entre
sueros de individuos parasitados y no parasitados.

LIMITACIONES DEL METODO

La serologia s6lo constituye un dato auxiliar para el diagndstico. AD TOXO COLOR, como
cualquier otra técnica seroldgica, no puede ser concebida como un método de diagnostico
definitivo ya que éste debe basarse en la correlacion de los resultados de mas de un test con los
datos clinicos. En ese sentido, todo titulo debe ser interpretado como una probabilidad mayor o
menor de acierto en relacion al caso estudiado, dentro de la poblacién normal o parasitada.
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