TOXOPLASMA C€0459 LDBIO « Diagnostics
Western Blot IgG IgM

Diagndstico in vitro Ensaio Immunoblot
Técnica manual / semi-automatica

HTOP-WB24GM: 24 testes
HTOP-WB12GM: 12 testes
HTOP-WB96GM: 96 testes

INSTRUCOES DE UTILIZACAO

Encontre mais informacgGes e instrucdes de uso no seu idioma no nosso site
www.ldbiodiagnostics.com
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UTILIZAGAO PRETENDIDA

TOXOPLASMA Western Blot (WB) IgG IgM é um teste imunoblot qualitativo de uso Unico de Comparagdo
dos Perfis Imunoldgicos (CIP-WB) IgG e IgM destinado ao diagndstico de:

e Toxoplasmose congénita a nascenca (D0): CIP-WB G+M entre o sangue materno e o sangue do cord&o.

e A toxoplasmose congénita em acompanhamento pds-natal (D+N): CIP-WB G+M entre o sangue do
corddo em DO e o sangue da crianca em D+N.

e Atoxoplasmose ocular: CIP-WB IgG entre o soro do doente e o humor aquoso.

Este teste ndo se destina a rastreio nem a confirmacdo de serologias isoladas. Para esta aplicacdo, utilizar
o teste LDBIO TOXO Il IgG (Ref. TOXO Il IgG WB).

PRINCIPIO DO TESTE
Técnica de Western Blot

Os antigénios de Toxoplasma gondii, uma vez separados por eletroforese, sdo ligados por electroblotting
a superficie de uma membrana de nitrocelulose (a que se chama a transferéncia) cortada em 24 tiras numeradas
de 1a24.

Conducdo do teste
Nota bene: Os testes imunoblot IgG ou IgM descritos abaixo sdo feitos em simultaneo aquando da manipulagdo.

Imunoblot IgG

O teste consiste em incubar separadamente, com 2 bandas contiguas decorrentes da mesma
transferéncia, os dois amostras (soros, humor aquoso) dos quais se pretende comparar os perfis Imunoldgicos.

e Etapa 1: Cada amostra de soro (ou humor aquoso) a testar é incubada separadamente com uma tira. Os
anticorpos anti-Toxoplasma potencialmente presentes na amostra ligam-se seletivamente aos antigénios
de T. gondii.

e Etapa 2: O conjugado fosfatase alcalina-anti IgG humana liga-se entdo aos anticorpos anti-Toxoplasma.

e Etapa 3: Os imunocomplexos reagem com o substrato. Os antigénios reconhecidos pelos anticorpos anti-
Toxoplasma da classe IgG presentes nas amostras sao revelados como bandas transversais de cor roxa.

Imunoblot IgM

O teste é idéntico no seu principio, substituindo na etapa 2 o conjugado precedente por um conjugado
Fosfatase Alcalina — anti-IgM humana. A revelagdo evidenciard as bandas antigénicas reconhecidas pelos
anticorpos anti-toxoplasma da classe IgM presentes nas amostras.

Leitura

A comparacgdo sucessiva dos pares de bandas IgG mais IgM permite observar a presenca eventual de
bandas reveladas apenas por um dos amostras e nao pelo outro (ver paragrafo Interpretacao).
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REAGENTES FORNECIDOS

Padrdo: embalagem de 24 testes (#TOP-WB24GM)
italic: embalagem de 12 testes (#TOP-WB12GM) - Bold: Embalagem de 96 testes (HTOP-WB96GM).

ID Quant. Descrigao Composigao
Pasta(s) de 24 (12, 4x24) TIRAS: padrdes pré- Nitrocelulose sensibilizada.
R1 1 cortados + coloridos. Peso molecular colorido (kDa):
(Cada pasta e cada transferéncia é identificada Azul: 250, Azul: 150, Azul: 100, Rosa: 75, Azul: 50,
por um nimero de série Unico) Verde: 37, Rosa: 25, Azul: 20, Azul: 15.
Frasco de 30 (30, 125) ml de TAMPAO DA x
R2 1 AMOSTRA (Pronto a utilizar - solugdo rosa). Tampdo + surfactante.
T a jugado d de cab liclonal
Frasco(s) de 30 (30, 60) ml de CONJUGADO ANT| | ' omPdO + conjugado de soro de cabra policlona
R3 1 lgG (Pronto a utilizar - solucio azul) anti-lgG humana com fosfatase alcalina + NaN3
g s ) (<0,1%) + estabilizantes.
Tampao + soro policlonal de cabra anti-IgM humanas
Frasco(s) de 30 (30, 60) ml de CONJUGADO ANTI- . . .
R4 1 N conjugado com fosfatase alcalina + NaN3 (inf. 0,1%)
IgM (Pronto a usar - solucdo amarelo). .
+ estabilizantes.
RS y | Frascode 30(30,125) mi de SUBSTRATO Tamp3o + NBT + BCIP + estabilizantes
(Pronto a utilizar - frasco castanho opaco).
Frasco de 60 (60, 250) m| de TAMPAO DE
R6 1 LAVAG.EM CONCENTR,ADO 10X. o Tampado + surfactante.
(A diluir 10 vezes em agua destilada - solugdo
incolor).

R1: A letra antes de cada numero de tira é especifica para o parametro.

R2, R3, R4, R5 e R6 sdo comuns a todos os kits e possuem um nimero de lote Unico, dependendo apenas da sua
data de produgdo. E recomendado efetuar séries multiparamétricas (ver gama de immunoblot LDBIO) a fim de
limitar o nimero de frascos abertos e de assegurar um melhor controlo de qualidade.

R3, R4, (NaN3): EUH 032 - Em contacto com &cidos liberta gases muito toxicos.

EUH 210 Ficha de seguranga fornecida a pedido bem como no nosso site www.ldbiodiagnostics.com.
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MATERIAL NECESSARIO MAS NAO DISPONIBILIZADO

e Tabuleiros de incubagdo multicanal em polipropileno para mini-blots (#WBPP-08 ou equivalente).

e Plataforma oscilatéria para immunoblots, sistema de vacuo para liquidos (os tubos #WBPP-08 que
fornecemos podem ser esvaziados por simples inversdo).

e Tubos e material para recolher as amostras, cilindros graduados, contentores adaptados.
Pipetas automaticas, micropipetas e pontas descartaveis (volumes de 10 pL 25 pl, 1,2 ml e 2 ml).

e Agua destilada ou desionizada. Papel absorvente (por ex. papel de filtro Whatman), fita adesiva
transparente.

e luvas, pinca para manipular as tiras, cortador ou bisturi, régua plana transparente.

Nota: Os nossos reagentes podem ser utilizados num processador automatico de immunoblots. Devem tomar-se
precaugdes relativamente a possiveis contaminagdes quimicas dos nossos reagentes se o processador for
partilhado com reagentes de outro fabricante (exemplo conhecido: contaminagdo por TWEEN 20) e a possiveis
contaminagdes bacterianas. Frascos de reserva para o processador. Depois do processamento, ndo voltar colocar
os restos de reagentes utilizados nos frascos originais.

CONSERVAGAO E ESTABILIDADE

Conservar entre 2 e 8 2C. Os reagentes do kit sdo estaveis até a data de validade indicada na embalagem
exterior e nos rotulos dos frascos. Nao use reagente contaminado ou turvo. O tampao de lavagem diluido a 1:10 é
estdvel durante 2 meses a +2 a +8 2C e uma semana a temperatura ambiente.

CUIDADOS NA UTILIZAGAO

Segurancga

e Apenas para utilizacdo in vitro. Apenas para uso profissional. Apenas para pessoal treinado
tecnicamente. Manusear de acordo com as Boas Préticas Laboratoriais e considerar todos os
reagentes e todas as amostras como potencialmente téxicos e/ou infeciosos.

e  Usar bata, luvas e dculos: ndo beber, comer ou fumar no laboratério. Ndo pipetar com a boca.

e O substrato contém uma mistura de NBT e BCIP, toxica por contacto (pele e mucosas) e por inalagdo.

e Os reagentes contém azida de sédio, que pode formar sais metdlicos explosivos com o chumbo e o
cobre. Enxaguar qualquer derrame com agua.

e Eliminar os residuos (amostras, pontas, tubos, liquido de lavagem, reagentes usados, ...) de acordo
com as boas praticas utilizadas na industria e as regulamentagdes atuais do pais.

e Qualquer incidente grave deve ser objeto de declaragdo ao fabricante e as autoridades competentes.

Cuidados

e Leia einterprete os resultados sob luz branca direta.

e E preferivel utilizar todos os reagentes de um mesmo lote. Se forem utilizados lotes diferentes,
assegurar a rastreabilidade.

e  Utilizar as tiras por ordem numérica. Ndo misturar tiras com diferentes niumeros de série; utilizar as
transferéncias em sequéncia. Estabelecer um plano de distribuicdo especifico antes de iniciar o teste.

. Ndo tocar nas tiras com os dedos; utilizar uma pinca.

e Osreagentes devem ser bem misturados antes da utilizagdo, em especial o tampao de lavagem
concentrado.

e  Fechar os frascos apos a utilizagdo; ndo utilizar se tiver ocorrido introdugdo acidental de uma
substancia nos reagentes. N3do utilizar reagente de um frasco que apresente sinais de vazamento. Ndo
utilizar solugdes turvas ou precipitadas.

e  Utilizar apenas pontas de pipeta descartdveis. Evitar qualquer contaminacdo entre canais. Ter atencdo

a formacdo de espuma ou bolhas nas pontas de pipeta (contaminacdo bacteriana dos frascos de
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reagentes).

e lavar os tabuleiros de incubacdo apenas com agua limpa seguida de dgua destilada (nunca utilizar

detergente ou lixivia).

e A omissdo de uma amostra ou a distribuicdo de um volume inadequado pode tornar o teste negativo
ou positivo, independentemente do seu verdadeiro estado.

RECOLHA DE AMOSTRAS

Colher as amostras em tubos secos, de forma assética. E necessario um minimo de 35 pl de soro, ou de
10 pl de humor aquoso. Nos casos de humor aquoso, o uso de 25 pl aumentara a sensibilidade do teste (Consulte
§ Procedimento do teste).

Manter as amostras a 2 a 8 2C até serem processadas. Se for necessario armazend-las por mais de uma
semana, congelar as amostras a -20 = 5 °C. Ndo utilizar uma amostra contaminada. Evitar congelar e descongelar
as amostras repetidamente.

Embora ndo tenha sido observada nenhuma reacdo cruzada especial com soro hemolizado, ictérico ou
lipidico, é recomendado interpretar os resultados da utilizagdo deste tipo de amostras com cuidado.

PREPARAGAO DOS REAGENTES

Tampao de lavagem: Para 4 testes, num frasco limpo, diluir 10 ml de concentrado de lavagem 10x (R6) em 90 ml
de 4gua destilada ou desionizada. Tenha o cuidado de misturar bem o tampao diluido.

PROCEDIMENTO DO TESTE

Nota bene: E recomendado efetuar séries multiparamétricas (ver gama de immunoblot LDBIO) a fim de limitar o
numero de frascos abertos e de assegurar um melhor controlo de qualidade.

1. Preparar o plano de distribuicio das amostras.

E rigorosamente obrigatdrio efetuar a comparagio de um par de amostras com a ajuda de bandas conjuntas
(nimeros contiguos) decorrentes de uma mesma transferéncia (mesmo nimero de série). N3o é fiavel comparar
tiras que estejam muito afastadas (por ex. a n2 2 com a n2 15). E perigoso (resultados falsos) comparar tiras de
diferentes kits (tiras com nimeros de série diferentes).

2. Cortar o nimero necessario de tiras (R1) utilizando um bisturi e uma régua plana transparente limpa e seca,
mantendo a linha azul de posicionamento nas tiras: manter as tiras firmemente no seu lugar com a régua e
corta-las pelo lado da tensdo (os numeros sao visiveis através da régua).

3. Distribuir 1,2 ml de tamp3o da amostra (R2) em cada canal, de acordo com o plano estabelecido.

4. Deixe as tiras se reidratarem na superficie do tamp3o por aproximadamente 2 minutos, com o nimero

visivel no topo, ENTAO, agite suavemente a bandeja para mergulha-las totalmente no tamp3o

5. Distribuir as amostras segundo o plano de distribuicio estabelecido (etapa 1) e os volumes abaixo:

Soro Humor aquoso
IgG 10ul 10 ou 25yl
IgM 25ul -

Nos casos de humor aquoso, o uso de 25 pl aumentara a sensibilidade do teste.
Agitar suavemente o tabuleiro apds cada dispensa. Colocar o tabuleiro numa plataforma oscilatdria. Incubar
durante 90 min. £ 5 min. a 20 a 26 °C.

6. Passo de lavagem: Esvaziar o contelido dos canais com uma pipeta de Pasteur ou voltando o tabuleiro de
incubacdo ao contrario. Verter 2 a 3 ml de tampao de lavagem diluido em cada canal. Incubar na plataforma
oscilatéria durante 3 min. Repetir duas vezes e, em seguida, esvaziar o contelddo dos canais. Assegurar que as
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tiras ndo se voltam durante estes passos.

7. Distribuir segundo o plano de distribuicdo estabelecido 1,2 ml de conjugado anti-IgG (R3) ou 1,2 ml de
conjugado anti-lgM (R4) em cada um dos pogos correspondentes. Colocar o tabuleiro numa plataforma
oscilatdria.

Incubar durante 60 min. £ 5 min. a 20 a 26 °C.

8. Passo de lavagem: repetir o passo 6.

9. Deitar 1,2 ml de substrato NBT/BCIP (R5) em cada um dos canais. Colocar na plataforma oscilatdria e proteger
da luz direta. Incubar durante 60 min. + 5 min. a 20 a 26 °C.

Independentemente do parametro, monitorizar a revelacdo da cor. A revelagdo pode ser interrompida se a cor de
fundo da tira escurecer de tal modo que a leitura seja dificil (a qualidade dos passos de lavagens possui uma
influéncia fundamental na cor de fundo). Ter em ateng&o que as tiras ficardo mais claras quando secas.

e E indispensavel parar ao mesmo tempo a revelagdo de 2 bandas de um mesmo par para uma mesma
subclasse de anticorpos mas podemos parar de modo independente a das IgG ou das IgM (as IgM, em
concentragdo mais fraca, revelam-se habitualmente de forma mais lenta do que as IgG).

e soro de crianga em geral é menos carregado de IgM. E preciso dar tempo para que a reagdo se revele
corretamente e nao ter receio de ver a tira de IgM materna escurecer um pouco mais.

e humor aquoso é geralmente menos carregado de anticorpos. E preciso dar tempo para que a reacdo se
revele corretamente e ndo ter receio de ver as bandas séricas escurecerem um pouco mais.

10. Interromper a reacéo, aspirando o substrato com uma pipeta de Pasteur ou voltando a tina de incubacg3o ao
contrario e deitando 2 ml de dgua destilada nos canais. Repetir este Ultimo passo de lavagem mais uma vez.

11. Secagem das tiras: Com os canais ainda cheios de dgua, pegar nas tiras pela extremidade numerada utilizando
uma pinca e deposita-las, com o numero visivel, sobre um papel absorvente de Whatman. Deixar secar ao ar.
A cor das tiras aclarara naturalmente enquanto secam. A interpretacdo so6 deve ser feita depois de concluida
a secagem.

12. Conservacdo - leitura: Transferir as tiras para uma folha de papel, que ser3 utilizada para as arquivar. Alinhar
as linhas de posicionamento. Segura-las com a régua plana e cola-las ao alto com a ajuda da fita adesiva
transparente.

Emparelhar lado a lado as bandas 1gG e IgM de cada par de amostras numa ordem de nimeros crescente, seguindo
o plano de distribuicdo estabelecido (etapa 1).

E rigorosamente obrigatdrio efetuar a comparagdo de um par de amostras com a ajuda de bandas conjuntas
(nimeros contiguos) decorrentes de uma mesma transferéncia (mesmo nimero de série). N3o é fiavel comparar
tiras que estejam muito afastadas (por ex. a n2 2 com a n2 15). E perigoso (resultados falsos) comparar tiras de
diferentes kits (tiras com numeros de série diferentes).

CONTROLO DE QUALIDADE E INTERPRETACAO

Descrigcdo das bandas

Uma amostra positiva pode apresentar muitas bandas situadas entre 15 e 200k kDa. Apenas as bandas de
peso molecular inferior a 120 kDa podem ser utilizaveis para a comparagao de perfis.

Interpretacao

CIP WB G+M (Toxoplasmose congénita)

e A nascenca (pares M3e / Filho):

Comparar de modo independente as bandas IgG e as bandas IgM. Ler as 2 bandas contiguas
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simultaneamente de cima para baixo notando todas as bandas antigénicas presentes no sangue do cordao e
ausentes do soro materno.

Todas as bandas de resolucdo bem definida, de Peso Molecular (PM) inferior a 120 kDa e presentes apenas na
crianga, testemunham a sintese pela crianga de anticorpo anti-toxoplasma, favoravel a uma toxoplasmose
congénita.

e Aquando do acompanhamento pds-natal (pares Crianga DO / Crianga D+N):

Comparar de modo independente as bandas IgG e as bandas IgM.
Ler as 2 bandas contiguas simultaneamente de cima para baixo notando todas as bandas antigénicas
presentes no soro de D+N e ausentes do sangue do cordao.

Todas as bandas de resolugdo bem definida, de Peso Molecular (PM) inferior a 120 kDa e presentes apenas em
D+N, testemunham a sintese pela crianga de anticorpo anti-toxoplasma, favoravel a uma toxoplasmose
congénita.

Note bene: a indicagdo do CIP-WB IgG/IgM no acompanhamento pds-natal é voluntariamente limitada a 3
meses na IgG e a 1 més na IgM.

Observacdes: A justaposicdo do padrdo de peso molecular colorido (bolsa R1) permite estimar o PM das bandas
antigénicas reveladas (é necessario antes recorta-las com a ajuda de uma régua e de um estilete como uma tira
comum e manipuld-la com uma pinga).

A - CIP NEGATIVO B - CIP POSITIVO
(crianga ndo contaminada ) (criancga contaminada )
IgG IgM IgG IgM Peso
i Molecular
m c m C m cC m C KDa
» N ™
& Ee 150
_ «
4—
- N . HE . 40
T R
o et
20

Fig. 1: Toxoplasmose congenita - Exemplos de resultados positivos e negativos (m= mde ; c=crian¢a)
Os perfis sdo dados como exemplos. As tiras sao marcadas com a letra "A" especifica do parametro do
lote "00011".
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O par mde-crianga (A) corresponde a uma mae contaminada durante a gravidez mas cuja crianga é imune:
Os perfis IgG sdo rigorosamente idénticos (IgG transmitidas); ndo ha nenhuma banda suplementar presente nas
bandas IgG e/ou IgM da crianga: O CIP-WB E NEGATIVO.

O par (B), toxoplasmose congénita, corresponde a uma mde contaminada durante a gravidez e cuja
crianca estd igualmente contaminada. Além dos anticorpos transmitidos, observamos perfeitamente nas bandas
da crianca a presenca de bandas suplementares (€), em 1gG e/ou em IgM, correspondente aos anticorpos neo-
sintetizados pela crianga: O CIP-WB E POSITIVO.

CIP WB IgG (Toxoplasmose ocular):

Ler as 2 bandas contiguas simultaneamente de cima para baixo notando todas as bandas antigénicas
presentes no humor aquoso e ausente do soro.

Todas as bandas de resolu¢do bem definida, de Peso Molecular (PM) inferior a 120 kDa e presentes apenas no
humor aquoso, testemunham a sintese pela crianga de anticorpo anti-toxoplasma, favoravel a uma toxoplasmose
ocular.

IgG Peso

M olecular
KDa
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gE
<
B - 40
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- <
20
s ha

Fig. 2: Toxoplasmose ocular - Exemplos de resultados positivos — (s= soro; ha= humor aquoso)

Os perfis sdo dados como exemplos. As tiras sdo marcadas com a letra "A" especifica do parametro do
lote "00011".
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Observacoes muito importantes:

Os resultados do CIP-WB IgG/IgM devem ser interpretados tendo em conta outras informacdes clinicas,
serolégicas, parasitoldgicas, epidemioldgicas, imagiologia clinica, a fim de estabelecer o diagndéstico de
toxoplasmose congénita ou ocular.

Um resultado CIP-WB IgG/IgM negativo ndo exclui o diagndstico de toxoplasmose congénita ou ocular. Estes
doentes devem necessariamente ser seguidos no tempo até que o diagndstico de toxoplasmose possa ser
definitivamente confirmado ou descartado.

As bandas podem ser de aparéncia muito variavel: finas, grossas, mais ou menos coloridas, intensas...

E recomendado, ao adquirir esta técnica, realizar algumas comparagdes de perfis nos pares de amostras
conhecidas a fim de se familiarizar com a sua leitura.

E igualmente recomendado que a leitura dos CIP-WB seja de inicio efetuada de modo independente por duas
pessoas no Laboratdrio. Em caso de discordancia de interpretagdo, deve ser realizado um CIP-WB de controlo.
As fragGes antigénicas de pesos moleculares (PM) muito altos estdo muito apertadas no topo da tira em
beneficio de uma melhor resolugdo das fragGes de médio e baixo PM. As bandas de PM > 120kDa nado sdo, por
isso, utilizaveis para a interpretacdo do teste: as amostras que apresentem unicamente tais diferencgas de perfil
ndo podem ser tornadas positivas.

Pelo contrério (Toxoplasmose congénita), um “trio” (trés bandas reconheciveis muito facilmente) situado entre
75 e 100 kDa encontra-se muito facilmente nos CIP WB IgM positivos (ver “T” Fig. 1 tira N° 17 a direita).

A nascenca (Toxoplasmose congénita), devemos desconfiar particularmente de qualquer reforco geral de
intensidade das bandas (hemoconcentragdo) que possa fazer pensar em bandas suplementares no sangue do
corddo. Os soros que apresentem tais diferengas de perfil sdo tornados negativos.

Por oposicdo (Toxoplasmose congénita, Toxoplasmose ocular), o reforgo significativo (muitas vezes em largura
e em intensidade) de uma ou duas banda(s) isolada(s) quando todas as outras bandas sdo de intensidade
idéntica ou mais fracas é muitas vezes considerado um critério de positividade.

Anticorpos naturais (Toxoplasmose congénita):

A técnica de imunoblot é extremamente sensivel e o antigénio utilizado para o teste CIP WB foi selecionado
pela multiplicidade de bandas antigénicas presentes na tira.

Diversas publicagcdes constatam bandas reveladas por imunoblot em pessoas que aparentemente nunca
tinham contraido toxoplasmose. Estes anticorpos (IgG e IgM) s6 raramente sdo detetadas pelas outras técnicas
mas sdo-no muito frequentemente por imunoblot. Dever-se-iam a reagdes cruzadas com anticorpos dirigidos
contra imunogénios de natureza ainda ndo determinada.

E a razdo pela qual a indicagdo do teste TOXOPLASMA WB IgG-IgM é reservada a comparacio de perfis. (Para
a confirmacgao das serologias IgG, utilizar apenas o teste LDBIO TOXO Il IgG que é especifico e se destina a esta
utilizagdo)

Os recém-nascidos ndo apresentam anticorpos naturais (além dos anticorpos maternos transmitidos) mas a
probabilidade de aparecimento dos anticorpos naturais aumenta com a idade do bebé ao fim de 3 meses; s
raramente sdo encontrados entre 3 e 6 meses.

E a razdo pela qual a indicacdo do CIP-WB IgG/IgM no acompanhamento pds-natal é voluntariamente limitado
a 3 meses na IgG e a 1 més na IgM: o aparecimento de bandas ndo especificas é na realidade mais precoce na
IgM.

“Heat Shock Protein” (toxoplasmose congénita):

Uma banda fina ndo especifica, de intensidade fraca mas varidvel, pode estar presente na IgM a altura de 37
kDa. Trata-se de um artefacto ligado a preparagdo do antigénio e denominado “Heat Shock Protein”. Presente
ao mesmo tempo nas duas bandas do par mae-filho, pode por vezes no entanto parecer mais pronunciada com
certos soros durante o acompanhamento da crianga. Ndo ter em conta essa banda.

CIP-WB (toxoplasmose ocular): O CIP-WB IgM ndo tem qualquer utilidade no diagndstico da toxoplasmose ocular.
No entanto, o CIP-IgA é de interesse diagndstico nessa situagdo. Para mais informagdes sobre CIP-IgA, entre em
contato conosco.

Limitacdes de utilizagao

e Odiagndstico de uma doenca infecciosa ndo pode ser estabelecido com base em um Unico resultado de teste.

e Os resultados serolégicos devem ser interpretados de acordo com as informacdes disponiveis (por exemplo,
epidemiologia, clinica, imagem, biologia, etc.) de forma a estabelecer um diagnédstico. Ndo devem ser
utilizados como base para o diagndstico apenas com base na sua positividade.
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Desempenhos (ver referéncias bibliogréficas P.12)

Estes estudos foram realizados por laboratdérios de referéncia independentes.

CIP-WB G+M: TOXOPLASMOSE CONGENITA a nascenga (Mae/Filhos)

TOXOPLASMA WB IgG-IgM

POS NEG
DADOS CT POS n=54 41 13
CLINICOS CT NEG n=60 0 60

Tabela. 1: Desempenhos do CIP-WB IgG/IgM a nascencga (n = 114)

Especificidade = 100% Sensibilidade = 76%
Valor preditivo positivo = 100% Valor preditivo negativo = 83%

CIP-WB G+M: TOXOPLASMOSE CONGENITA no acompanhamento pds-natal (Crianga DO/D20)

Entre as 54 anteriormente testadas no DO (tabela 1), 10 criangas imunes e 12 criangas contaminadas
(n=22) foram seguidas até ao D20 e analisadas retrospetivamente com o teste TOXOPLASMA WB IgG-IgM.

e Ao DO: 4 criangas entre as 12 criangas contaminadas nao apresentavam perfil diferente a nascenca
(falsos negativos).
e Ao D20: apenas 1 continua negativo:

TOXOPLASMA WB IgG-IgM

POS NEG
DADOS CT POS n=12 11 1
CLiNIcOS CT NEG n=10 0 10
Tabela 2: desempenhos do CIP-WB IgG/IgM ao D20 (n = 22)
Especificidade = 100% Sensibilidade = 92%
Valor preditivo positivo = 100% Valor preditivo negativo = 91%

CIP-WB IgG: TOXOPLASMOSE OCULAR (soro / humor aquoso)

Os desempenhos indicados abaixo pertencem a meta-analise para quatro estudos publicados por centros
de referéncia.

Estes estudos comparam o desempenho do CIP-WB IgG com os do coeficiente de Goldmann Witmer
(GWC) e os da PCR. Além disso, ilustram os desempenhos de diagndstico obtidos pela associagdo combinada de
duas ou trés destas técnicas.

Estes quatro estudos utilizaram o teste LDBIO em conformidade com as recomendagdes das instrugdes
de utilizacdo do kit.

A sensibilidade foi determinada em 113 doentes que apresentavam toxoplasmose ocular clinicamente
comprovada. A especificidade foi calculada numa populagdo de controlo que apresentava outra doenga ocular que
n3o a infecdo toxoplasmica: toxocariase ocular (n=5), infecdo rival (n=10), outras infecdes (n=4), doencgas oculares
nao infeciosas (n=126) entre as quais cataratas (n=42).

Sensibilidade (Se)

A sensibilidade global de CIP-WB IgG é de 62,8% (n=113), um desempenho que pode ser comparado
com o GWC (Se=61,0%, n=113) e superior a PCR (Se=43,5%, n=92, p=0,0028).
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A combinacgdo de CIP-WB com o GWC e a PCR melhora a sensibilidade do diagnéstico:

CIP-WB + GWC: Se=78,1% (n=96, p=0,0082)
CIP-WB + GWC + PCR: 86,3% (n=95, p=0,0001)

Especificidade (Sp)

A especificidade global do CIP-WB IgG é de 92,8% (n=111), desempenho que pode ser comparado com o
GWC (Sp=94,2%, n=139) e inferior a PCR (Sp=100%, n=131, p=0,0009).

A combinagdo das duas técnicas, CIP-WB IgG + GWC, reduz ligeiramente a especificidade do diagndstico
(Sp=91,1%, n=101, p=0,32). A combinagdo com a PCR ndo influencia a especificidade.

Conclusdo

O imunoensaio Toxoplasma WB IgG IgM tem excelente desempenho no diagndstico da toxoplasmose
congénita ou ocular.

Na toxoplasmose congénita, o CIP-WB G + M tem uma sensibilidade de 76% [95CI 62-86%] e uma
especificidade de 100% [95CI 92-100%] ao nascimento. O novo teste no primeiro més de vida aumenta ainda mais
a sensibilidade do CIP-WB G + M.

Na toxoplasmose ocular, CIP-WB IgG tem uma sensibilidade de 62,8% [95CI 53,2-71,6%] e uma
especificidade de 92,8% [95CI 85,9-96,6%]. A combinagdo com outras técnicas (GWC e / ou PCR) aumenta o
desempenho diagndstico.

Reprodutibilidade

Foi testada a reprodutibilidade inter-série e inter-lote. Em ambos os casos, a correlagdo soro a soro
relativamente as bandas especificas é excelente.

Interferéncias

Embora ndo tenha sido observada nenhuma reacgdo cruzada especial com soro hemolizado, ictérico ou
lipidico, é recomendado interpretar os resultados da utilizagdo deste tipo de amostras com cuidado.

Resolucdo de problemas

"As bandas estdo pdlidas, com pouco contraste": Certos soros com baixas concentragdes de anticorpos podem
dar este tipo de resultados.

"Sdo visiveis dreas sombreadas, mais ou menos coloridas, ligeiramente difusas": A tira ndo foi totalmente
mergulhada num dos reagentes e ndo incubou corretamente ao longo de todo o seu comprimento. Também
podem ocorrer manchas nos locais onde a amostra foi depositada se o tabuleiro ndo tiver sido agitado apds a
distribuicdo.

"0 ruido de fundo é significativo, tornando a leitura muito dificil": As lavagens foram insuficientes ou a ultima
incubacdo foi demasiado longa. Assegurar boas técnicas de desempenho do teste, respeitar os tempos de lavagem
e assegurar a boa qualidade da dgua. Reduzir o tempo da Ultima incubagdo.
Excecionalmente, alguns soros poderdo reagir de modo inespecifico. Neste caso, o resultado do immunoblot ndo
pode ser utilizado.

Este ruido de fundo inespecifico pode envolver apenas parte da tira, invalidando a interpretacdo dos resultados
apenas para aquela porgao.

"Aparece um precipitado na solugdo durante o ultimo passo da revelagdo": o substrato pode, efetivamente,
precipitar parcialmente (flocos pretos) no tampao no final da revelagdo. Este fendmeno ndo altera a qualidade da
revelagcdo, que deve ser continuada normalmente. A ultima lavagem com 34gua destilada elimina as eventuais
particulas sdlidas presentes.

WB-TOP vs20 pt
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