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A toxoplasmose, infecgiio causada pelo parastta intracelular Toxoplasma gondii,
em individuos imunocompetentes é, geralmente, assintomatica ou se apresenta associada

com manifestages clinicas leves e ndo especificas.

O diagnostico sorologico da toxoplasmose aguda tem, tradicionalmente, sido
feito pela detec¢do de anticorpos especificos da classe IgM e/ou pela demonstragdo de um
aumento significativo dos titulos de anticorpos especificos, usualmente da classe IgG.
Entretanto, a presenga de altos titulos de anticorpos IgG anti-Toxoplasma gondii em um
nimero significativo de pessoas sadias e a persisténcia, em alguns casos, dos anticorpos da
classe IgM por varios meses, ou mesmo ancs, apds a infecgdo com o parasita, tem
dificultado a interpretagdo dos resultados dos testes sorolégicos para o diagnoéstico da fase

aguda da toxoplasmose.

O presente estudo foi delineado para avaliar a utilidade da pesquisa dos

anticorpos IgA anti-7. gondii para o diagnostico da toxoplasmose aguda adquirida.

Anticorpos IgA anti-T.gondii foram pesquisados, através das técnicas de ELISA
direta (ELISA d), ELISA de captura (ELISAc) e Imunocaptura-aglutinagio (IC-A), em 54
pacientes com toxoplasmose aguda adquirida, 50 pacientes com infec¢des heterdlogas e em
27 pessoas sadias. As trés técnicas apresentaram alta sensibilidade e especificidade para o
diagnostico da toxoplasmose: ELISAd - 98% de sensibilidade ¢ 97% de especificidade;
ELISAc-100% de sensibilidade ¢ 99% de especificidade;, 1C-A-100% de sensibilidade e

especificidade.

Através de um estudo comparativo, a persisténeia dos anticorpos IgA,
detectados por ELISAd, ELISAc e IC-A, e a dos anticorpos IgM, detectados por
imunoffuorescéncia indireta (TFD), ELISAc e por uma técnica de quimioluminescéncia
baseada em principios imunoenzimaticos (Qml), foram avaliadas utilizando-se amostras
sequenciais de soros de 10 pacientes com toxoplasmose, obtidas a diferentes intervalos
de tempo apés as manifestagdes clinicas da infecgdo. Os resultados da pesquisa de IgM
confirmaram as observagdes de outros autores referentes a longa persisténcia desta classe de
anticorpos especificos apds a infec¢gdo com o parasita. Foi, ainda, observada uma relagéio

direta entre a sensibilidade da técnica utilizada e a persisténcia dos anticorpos IgM. Do
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mesmo modo, a andlise dos resultados referentes a pesquisa de IgA mostrou que as técnicas
de ELISAd e IC-A permaneceram, também, positivas por um longo periodo de tempo apos
a infecgdo, em um nimero significativo de casos. Com relagdo a identificagdo da fase aguda
da toxoplasmose adquinda através da pesquisa de anticorpos especificos, levando em
consideragdo a freqliéncia de detecgdio dos anticorpos € a persisténcia dos mesmos no curso
da infecgdo, os melhores resultados foram obtidos com a técnica de ELISAc para IgA,
considerando como significativos niveis de anticorpos superiores a 40 unidades arbitrarias

por mi de soro (UA/ml).

A pesquisa de anticorpos IgA por ELISAc associada a pesquisa de anticorpos
IgM através de IFI ou de uma téenica de maior sensibilidade tal como ELISAc ou QmL,
podera contribuir significativamente para o diagndstico sorologico da toxoplasmose aguda

adquirida.
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Toxoplasma gondii é um coccidio parasita do gato. Multiplicacio sexual ocorre
dentro do epitélio intestinal do hospedeiro felino e, este ciclo enteroepitelial, resulta na
formagdo de oocistos. Quando os oocistos maduros sdio ingeridos por animais de sangue
quente, hd liberagdo das formas taquizoitas que invadem as células do hospedeiro
diretamente ou sdo fagocitadas. A multiplicagdo intracefular das formas taquizoitas resulta
em ruptura das células do hospedeiro e invasio das células contiguas pelos parasitas
(FRENKEL, 1973). A destruigio das células ocorre até o desenvolvimento da imunidade
humoral e celular (COUVREUR & DESMONTS, 1988). Cistos formados dentro das células
do hospedeiro sdio compostos de um conjunto de formas bradizoitas envoltas por uma
membrana resistente. Embora encontrados em todos os orgdos, os cistos localizam-se
preferencialmente no cérebro e misculos estriados (LUFT & REMINGTON, 1985). A rota
natural de transmissdo da toxoplasmose para a espécie humana ocorre quando o homem
ingere carne contendo cistos ou os oocistos presentes no solo e em comida contaminada.
Em mulheres gravidas infectadas com T.gondii, o parasita pode ser transmitido para o feto
através da placenta (DESMONTS & COUVREUR, 1974a). Infecgiio através de leite
materno tem sido documentada experimentalmente em camundongos e suinos. Qutros
métodos ndo usuais de transmissdo incluem a transfusdo sanguinea, a infecgdo laboratorial e
a transplantacdo de orgdos (COUVREUR & DESMONTS, 1988, REMINGTON &
DESMONTS, 1990),

A grande maioria das pessoas imunocompetentes com infec¢do toxoplasmica
aguda ¢ assintomatica ou apresenta manifestagbes climcas brandas e ndo especificas
(DORFMAN & REMINGTON, 1973; COUVREUR & DESMONTS, 1983) A
linfoadenopatia, particularmente a cervical, ¢ a manifestacio clinica mais comumente
encontrada na fase aguda da toxoplasmose adquirida (McCABE et al, 1987, REMINGTON
& DESMONTS, 1990). Os grupos de linfonodos axilares, inguinais e suboceipitais estio,
também, frequentemente envolvidos (REMINGTON & DESMONTS, 1990). A adenopatia,
geralmente, € localizada, embora em alguns pacientes linfonodos de varias areas podem estar
envolvidos (McCABE et al, 1987, COUVREUR & DESMONTS, 1988, REMINGTON &
DESMONTS, 1990). Jones et al (1969), revendo os registros médicos de 38 pacientes com

sorologia compativel com a fase aguda da toxoplasmose adquirida, verificaram que 34
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(89%) pacientes apresentavam linfoadenomegalia. Em 33 pacientes, a linfoadenomegalia foi
cervical. Linfoadenomegalia axilar foi encontrada em 8 pacientes e uma leve
linfoadenomegalia hilar foi detectada em um dos pacientes, através de um exame
radiografico. Rafaty (1977), revendo os registros medicos de 38 pacientes com
linfoadenopatia toxoplasmica, encontrou linfoadenopatia cervical em 31 (82%) pacientes.
Linfoadenopatia axilar e inguinal estavam presentes em, respectivamente, 13 (35%) e 7
(19%) pacientes. Em um dos pacientes, foi detectada linfoadenopatia na parede anterior do
torax. Adenopatia em um unico sitio estava presente em 24 (62%) pacientes, enquanto que
o restante dos pacientes apresentava adenopatia em 2 ou mais sitios. McCabe et al (1987),
revendo 20 casos de pacientes com diagnostico histologico de linfoadenopatia toxoplasmica,
verificaram que 18 (90%) pacientes apresentavam linfoadenopatia nas regides da cabega ou
do pescogo. Linfoadenopatia cervical, axilar e submandibular foram detectadas em,
respectivamente, 15 (75%), 6 (30%) e 3 (15%) pacientes. Na fase aguda da toxoplasmose
adquirida, além da linfoadenopatia, podem ser observadas outras manifestagdes clinicas ndo
especificas, entre as quais destacam-se: fadiga, mal-estar, febre, dor de cabega, dor de
garganta, perda de peso e mialgia (JONES, KEAN & KIMBALL, 1969, RAFATY, 1977,
COUVREUR & DESMONTS, 1988, REMINGTON & DESMONTS, 1990). Casos de
toxoplasmose adquirida com envolvimento do bago (JONES, KEAN & KIMBALL, 1969,
McCABE et al, 1987) ¢ do figado (VISCHER, BERNHEIM & ENGELBRECHT, 1967,
JONES, KEAN & KIMBALL, 1969, McCABE et al, 1987) também tém sido descritos.
Alguns poucos casos de corioretinite, também, tém sido documentados na infecgdo aguda
adquirida (JONES, KEAN & KIMBALL, 1969; SAARI et al, 1976, MICHELSON et al,
1978, REMINGTON & DESMONTS, 1990).

Diferentemente do que ocorre em pessoas imunocompetentes, 7.gondii pode
causar doenga grave em criangas infectadas congenitamente e em pacientes apresentando
deficiéncias do sistema imune, particularmente em pacientes com a sindrome da
imunodeficiéncia adquirida (SIDA).O espectro climco da toxoplasmose congénita pode
variar desde aparéncia normal ao nascimento a um quadro de doenga grave com
envolvimento ocular e cerebral (WILSON et al, 1980, REMINGTON & DESMONTS,
1990). A infecgdo materna nos primeiros meses de gestagdo implica em consequéncias

graves para o feto, podendo resultar em aborto ou morte da crianga logo apos o nascimento
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(DESMONTS & COUVREUR, 1974a, DESMONTS & COUVREUR, 1974b;
REMINGTON & DESMONTS, 1990). Com relagdo aos pacientes com SIDA, uma das
complica¢Bes mais graves ¢ a encefalite causada por 7 .gondii (HOROWITZ et al, 1983;
HOLLIMAN, 1988). Encefalite toxoplasmica tem sido registrada em 3% a 40% dos
pacientes com SIDA, sendo, possivelmente, a infecgdo mais comum do sistema nervoso

central (LUFT & REMINGTON, 1988).

A suspeita clinica de toxoplasmose adquirida ou congéntta pode ser confirmada

através dos seguintes métodos laboratoriais:

1. Isolamento do T.gondii a partir de extratos de tecidos ou fluidos do corpo.

As tentativas de isolamento do parasita sdo, geralmente, realizadas pela
inoculagdo do material suspeito em camundongos (ABBAS, 1967, DESMONTS &
COUVREUR, 1974c) ou em cultura de células (CHANG et al, 1972; DEROUIN,
MAZERON & GARIN, 1987). De acordo com Abbas (1967), a inoculagdo feita em
camundongos ¢ mais sensivel do que a realizada em cultura de células. Segundo Derouin,
Mazeron & Garin (1987), os processos de isolamento do parasita por inoculagdo de material
contaminado em camundongos ou em cultura de células apresentam o mesmo grau de
sensibilidade. Nos casos em que os parasitas sdo virulentos para o camundongo, as formas
taquizoitas de 7 gondii podem ser demonstradas no exsudato peritoneal do animal, 2 a 10
dias apds a inoculagio. Entretanto, nos casos em que ©os parasitas apresentam baixa
viruléncia para o camundongo, o processo de isolamento pode ser lento, podendo demorar
de 4 a 6 semanas (ABBAS, 1967, DEROUIN, MAZERON & GARIN, 1987,
REMINGTON & DESMONTS, 1990),
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Desmonts & Couvreur (1974c), inoculando em camundongos extratos de
placenta de 123 mulheres que adquiriram toxoplasmose durante a gesta¢do, conseguiram
isolar o parasita em 30 (25%) casos. Desmonts, inoculando em camundongos amostras de
sangue de 69 criangas com toxoplasmose congénita, conseguiu isolar o parasita em 30
(43%) casos. Em 20 (71%) casos onde o isolamento do parasita foi possivel, a amostra de
sangue da crianga foi coletada durante a primeira semana de wvida. (citado por
REMINGTON & DESMONTS, 1990).

Os métodos de isolamento do 7.gondii podem ser de grande utilidade para o
diagnostico da toxoplasmose, principalmente quando- os resultados soroldgicos sdo
inconclusivos. Entretanto, tais métodos podem, somente, ser aplicados para o diagndstico de
rotina em laboratorios especializados. Além disto, convém ressaltar que, o isolamento do
parasita a partir de extratos de tecidos pode refletir somente a presenga de cistos nos

tecidos, ndo sendo, portanto, prova definitiva da infecgdo aguda.

2. Demonstragio da presenca dos parasitas em tecidos ou fluidos do corpoe.

A demonstragdo das formas taquizoitas do 7. gondii em tecidos ou fluidos do
corpo do hospedeiro confirma o diagnéstico de infecgdo aguda. Pelo fato dos cistos

poderem se formar cedo, no curso da infecgdo, sua demonstragdo ndo afasta a possibilidade

da infecgdo estar, ainda, na fase aguda (REMINGTON & DESMONTS, 1990).

A demonstra¢io dos parasitas, utilizando métodos de coloragdo rotineiros €,
frequentemente, muito dificil. Por esta razdo, as técnicas de imunofluorescéncia t€ém sido,
normalmente utilizadas. Frenkel & Piekarski (1978), com relagdo ao emprego de técnicas
fluorescentes, ressaltaram a importéncia da utilizacdo de controles adequados, entre os quais
a reexaminacdo do material positivo com o conjugado fluorescente adsorvido com I.gondii.
Esta necessidade dificuita o diagnostico, quando se encontra poucos corpos fluorescentes

nas lAminas examinadas.

(¥}
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3. Demonstracio de antigenos no soro ou em outros flnidos do corpo.

van Knapen & Panggabean (1977) foram os primeiros pesquisadores que
detectaram antigenos de 7.gondii em soros de pacientes com toxoplasmose. Analisando
1162 soros de pacientes com suspeita ciinica de toxoplasmose aguda, encaminhados a seu
laboratorio para confirmagio soroldgica, eles detectaram antigenos de 7. gondii, através de
uma técnica imunoenzimatica (ELISA), em 64 (5,7%) soros. A antigenemia foi mais
comumente demonstrada nos soros em que anticorpos IgM anti-7. gondii foram detectados
por imunofluorescéncia indireta (IFI). Araujo & Remington (1980) detectaram, através de
ELISA, antigenos de 7.gondii em 15 (65%) de 23 soros de 22 pacientes com toxoplasmose
aguda. Antigenos de 7. gondii ndo foram detectados em soros de 28 pessoas normais com
sorologia negativa para toxoplasmose nem em 55 soros de pessoas com infecgdo
toxoplasmica cronica. Os autores, também, detectaram antigenos de 7.gondii no liquido

amnidtico e no liguido cefalorraquiano de recém-nascidos com toxoplasmose congénita.

A detecgdo de antigenos de T.gondii é atil em casos onde os achados clinicos
sd0 sugestivos de toxoplasmose aguda mas os resultados dos testes sorologicos sdo
inconclusivos. A detecgio de antigenos €, particularmente, importante em pacientes com

comprometimento da resposta imune e em pacientes submetidos a terapia imunosupressora.

Na maioria das técnicas imunoenzimaticas para a detec¢io de antigenos
circulantes, os antigenos sdo capturados por anticorpos da classe IgG ou por fragmentos
F(ab')2 resultantes da digestdo enzimatica dos anticorpos IgG. Resultados falso-positivos,
devido a presenca de fatores reumatoides nos soros examinados, tém sido encontrados
quando os orificios das placas de ELISA sdo recobertos com moléculas de IgG (YOLKEN
& STOPA, 1979;,-ARAUJO & REMINGTON, 1980). Os fatores anti-nucleares (FAN)
presentes no soro podem, também, produzir resultados falso-positivos. (ARAUJQ,
HANDMAN & REMINGTON, 1980). Os FAN podem interagir com antigenos de 7.gondii
(ARAUJO et al, 1971) ou com os fragmentos F (ab')2 e Fc da molécula de IgG (REKVIG &
HANNESTAD, 1979; RUBIN & CARR, 1979; ARAUJO, HANDMAN & REMINGTON,
1980).
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4. Demonstracao de anticorpos no soro.

A pesquisa de anticorpos no soro tem sido muito utilizada para a confirmacio da
suspeita clinica da toxoplasmose. A detec¢do de anticorpos da classe IgM dirigidos contra
antigenos de 7.gondii e a elevagdo significativa dos titulos de anticorpos especificos,
usualmente IgG anti-7 gondii, t€m sido os pardmetros laboratoriais mais utilizados para o

diagnostico da toxoplasmose aguda adquirida e da toxoplasmose congénita.

Entre os varios testes usados para o imunodiagnéstico da toxoplasmose

salientam-se;

a - Reagio de Sabin-Feldman (RSF)

A RSF, tambem conhecida por teste do corante, foi descrita por Sabin &
Feldman em 1948. A reagio consiste na incubag¢do de formas taquizoitas vivas com diluigdes
do soro do paciente, uma fonte de complemento e uma solugdo tamponada de azul de
metileno. Na auséncia de anticorpos especificos no soro do paciente, os parasitas
incorporam o corante e se coram de azul. Se o paciente possuir anticorpos especificos,
como consequéncia da desestruturagdo da parede celular dos parasitas pela agiio do sistema
complemento, 0s organismos ndo incorporam o corante (SABIN & FELDMAN, 1948;
FELDMAN, 1980). A RSF ndo permite a distingdo entre anticorpos especificos das classes
IgM e IgG. Os titulos de anticorpos especificos obtidos com a RSF sobem rapidamente,
atingindo, na maior parte dos pacientes, valores maximos durante os dois primeiros meses
de infec¢do, de modo que a elevagdo significativa de titulos € dificilmente detectada
(WELCH et al, 1980, BROOKS, McCABE & REMINGTON, 1987).

Brooks, McCabe & Remington (1987), analisando amostras sequenciais de
soros de 53 pacientes com toxoplasmose aguda, detectaram elevagdo de titulos de RSF em
10 (19%) pacientes. Os autores, também, observaram que 93% dos pacientes estudados

apresentavam, dentro dos primeiros seis meses apos a infecgo, titulos de RSF > 1.024.
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Entretanto, no mesmo periodo de tempo, somente 77% dos pacientes apresentavam titulos

de RSF = 2.048.

Titulos maximos de RSF variando de 1.024 a 64.000 tém sido observados
(NAOT & REMINGTON, 1980, WELCH et al, 1980). Apos atingirem valores maximos, os
nivets de anticorpos, na maior parte dos pacientes, diminuem vagarosamente. Como
consequéncia, em alguns pacientes, titulos altos podem persistir por um longo periodo de
tempo (WELCH et al, 1980). Brooks, McCabe & Remington (1987), analisando amostras

de soros de pacientes com toxoplasmose, obtidas depois de 1 ano do inicio das

manifestacdes clinicas, detectaram titulos de RSF = 1.024 em 62% dos casos.

Como ja enfatizado, através da RSF, dificilmente € possivel determinar a época
em que ocorreu a infecgdio com 7.gondii. Entretanto, dada a sua alta sensibilidade e
especificidade, a RSF €, ainda hoje, o teste de referénecia para o imunodiagnostico da
toxoplasmose. Pelo fato da RSF necessitar de parasitas vivos, a reagdo raramente tem sido

utilizada fora de centros de referéncia.

b - Reacio de imunafluorescéncia indireta(IFI)

A IFT utiliza parasitas fixados as ldminas de microscopia. Diluigdes do soro do
paciente sdo colocadas sobre as por¢des da lamina contendo os parasitas e, apos incubagio e
lavagem apropriadas, um conjugado composto de anticorpos anti-imunoglobulina humana
(geralmente anti-IgM ou anti-Ig(G) marcados com fluoresceina € utilizado para visualizar as
reagdes. Uma reacdo positiva € detectada pela cor amarelo-esverdeada dos parasitas quando

examinados através de microscopia de fluorescéncia.

Walton, Benchoff & Brooks (1966), em um cwidadoso estudo qualitativo e
quantitativo, comparando os resultados obtidos com a RSF e IFI encontraram uma
concordancia de 97.5% nos resultados qualitativos e de 96.4% nos resultados quantitativos

(dentro de uma variagdo de 2 diluigdes). A excelente correlagdo com a RSF, a possibilidade

Introducdo g



de detecgdo, isoladamente, de anticorpos especificos das classes IgM e IgG e o fato de nio
necessitar de parasitas vivos, fazem com que a IFI, desde a sua introdugdo, seja amplamente

utilizada em laboratorios de rotina e de pesquisa.

Através da IF, o diagnostico da infecgdo toxoplasmica aguda pode ser feito pela
pesquisa de anticorpos especificos da classe IgM ou pela elevagdo significativa dos titulos de
anticorpos especificos, usualmente os da classe IgG. Os niveis de anticorpos IgM anti-
T gondii, detectados por IFI, aumentam rapidamente durante as primeiras semanas apds a
infecgdo (CAMARGO & LESER, 1976, WELCH et al, 1980). Camargo & Leser (1976),
detectaram, através de IFI, anticorpos especificos da classe IgM em 134 (98,5%) de 136
amostras de soros de pacientes com toxoplasmose aguda coletadas, no maximo, até 1 més
apds o inicio das manifestagdes clinicas, Nas amostras positivas, os titulos de IFI variaram
de 16 a2 > 16.384. A anilise de amostras sequenciais de soros dos pacientes revelou que em
2 casos as reagGes de IFI, ainda, permaneceram positivas 23 meses apds as manifestacdes
clinicas da infecgdo. Nos demais casos as reagBes negativaram num periodo variavel de 1 a
18 meses apos o inicio das manifestagdes clinicas sendo que em 50% dos casos a
negativagdo ocorreu dentro dos seis primeiros meses ap6s a infecgdo. Titulos maximos de
IgG por IF] foram alcan¢ados, na maioria dos pacientes, nos dois primeiros meses apds o
inicio dos sinais e sintomas da infecgdo. Em alguns pacientes, os titulos maximos s6 foram
alcangados 4 2 5 meses apos o inicio das manifestagdes clinicas. Titulos superiores a 4.000
foram observados em 93.5% dos pacientes. Apés atingirem valores maximos, os niveis de
{gG cairam lentamente. Em 68 4% dos pacientes, titulos de IgG por IFI superiores a 4.000

foram observados em amostras de soros coletadas 2 anos apos a infecgio.

Welch et al (1980), em amostras sequenciais de soros de 27 pacientes com
toxoplasmose aguda, encontraram titulos de IgM anti-7 gondii, por IFI, variando de 10 a
10.240. Em todos os pacientes, no fim do quinto més apds a infecgio, os titulos de
anticorpos IgM foram inferiores a 160, sugerindo aos autores que titulos de IFI > 160

seriam bons indicadores de infecgio aguda por 7. gondii.
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Anticorpos 1gG anti- 7. gondii presentes no soro podem inibir a demonstragio de
anticorpos especificos da classe IgM por TFI (NAOT & REMINGTON, 1980). Resuitados
falso-negativos referentes a pesquisa de IgM por IFI, também, tém sido observados quando
a IFI ¢ comparada com outras técnicas de maior sensibilidade (NAOT & REMINGTON,
1980; NAOT, DESMONTS & REMINGTON, 1981).

Resultados falso-positivos por IFI, particularmente na pesquisa de anticorpos
IgM especificos, t€m sido documentados em pessoas em cujos soros sdo encontrados fatores
reumatoides (CAMARGO, LESER & ROCCA, 1972, HYDE, BARNETT &
REMINGTON, 1975, CAMARGO et al, 1978) e/ou fatores anti-nucleares (ARAUJO et al,
1971). Entre os processos utilizados para a remogdo de fatores reumatdides dos soros
destacam-se o tratamento dos mesmos com IgG humana agregada pelo calor (CAMARGO,
LESER & ROCCA, 1972; HYDE, BARNETT & REMINGTON, 1975) ou com particulas
de latex revestidas com IgG humana (CHANTLER et al, 1976).

¢ - Reacio de fixagio de complemento (RFC)

A RFC consiste na incubagio da preparagfio antigénica (Ag) com o soro do
paciente (S) e soro de cobaia, como fonte de complemento (C). A presenga ou auséncia de
anticorpos especificos no soro do paciente ¢ detectada adicionando-se ao sistema Ag-S-C
hemacias de carneiro sensibilizadas com anticorpos anti-hemacias (sistema indicador). Se no
soro do paciente houver anticorpos especificos (Ac) para o antigeno, apds a interagdo Ag-
Ac, o sistema complemento € ativado e consumido, de modo que nido € observada lise das
hemacias. Por outro lado, na auséncia de anticorpos especificos, apos a adigdo do sistema

indicador, € observada a lise das hemacias.

A RFC para a detecgiio de anticorpos anti-7.gondii foi descrita por Waren &
Sabin, em 1942. A RFC para o imunodiagnostico da toxoplasmose foi bastante utilizada até
a descricio da RSF, em 1948 por Sabin & Feldman A partir da década de 50, a RSF

tornou-se amplamente utilizada devido a sua maior sensibilidade ¢ especificidade.

Introdugdo 10



Camargo e Leser (1976), analisando amostras sequenciais de soros de 136
pacientes com toxoplasmose recentemente adquirida, detectaram, na maioria dos pacientes,
titulos maximos de RFC, j4 nas primeiras amostras testadas, obtidas durante os 2 primeiros
meses apos a evidéncia clinica da infecgdo. Os autores observaram titulos de RFC
variando de 40 a > 640. Titulos altos { >80) foram detectados por muitos meses apos a
infecgdo. Apds 2 anos do inicio da infecgdio, 70% dos pacientes apresentavam, ainda, titulos
de RFC > 80. Welch et al (1980), analisando amostras seriadas de soros de 27 pacientes
com toxoplasmose aguda, observaram que os niveis de anticorpos detectados por RFC
subiram lentamente atingindo valores maximos, geralmente, 3 a 10 meses apés o principio
das manifestagdes clinicas. Os autores observaram titulos de RFC variando de 4 a 512. Os
titulos da RFC permaneceram, na maioria dos pacientes, elevados ( > 4) por meses e em
alguns pacientes por anos. Dois pacientes, apos 2 anos do inicio das manifestagdes clinicas,
apresentavam, ainda, titulos de RFC de 64. Elevagio significativa do titulo de anticorpos por
RFC foi observada em 58% dos pacientes. Segundo os autores, a elevacdo do titulo de
anticorpos especificos por RFC pode contribuir para o diagnostico da toxoplasmose aguda

quando os niveis de anticorpos detectados pela RSF estdo elevados e estaveis.

Diferengas significativas em térmos de resultados obtidos ¢com a RFC para
toxoplasmose, tém sido registradas em véarias publicagbes. Estas diferengas devem-se, em
grande parte, a utilizagdo, por diferentes grupos de pesquisa, de diferentes preparacdes

antigénicas.

d ~-Reagdo de hemaglutinacio indireta (HI)

Na HI, hemacias revestidas com antigenos sdio aglutinadas na presenga de soros

contendo anticorpos especificos dirigidos contra o antigeno usado no revestimento.

Jacobs & Lunde (1957) foram os primeiros pesquisadores que utilizaram a HI
para a pesquisa de anticorpos anti-7.gondii. Estes autores encontraram uma correlagio

aceitavel entre 4 HI e a RSF.
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A cinética de detecgdo dos anticorpos anti-7.gondii por HI depende da
preparagdo antigénica usada para o revestimento das hemacias. Quando o revestimento é
feito com antigenos citoplasmaticos, os anticorpos detectados por HI aparecem mais
tardiamente do que os detectados por IFL, e os titulos da reagio apos permanecerem baixos
por algumas semanas, sobem vagarosamente no curso da infecgdo. Em 80% dos casos, a
equivaléncia em titulo entre as reagdes de HI e IFI para a detecgdo de IgG, ocorre entre 1 a
12 meses ap6s as manifestagdes clinicas, sendo mais frequente entre o 5° e 8° més
(CAMARGO & LESER, 1976). No caso do revestimento ser feito com antigenos
citoplasmaticos e de membrana, os anticorpos detectados por HI aparecem tdo cedo quanto
os detectados por IFI e os titulos de HI sobem rapidamente atingindo valores maximos 2 a 3
meses apos o inicio das manifestagdes clinicas, (SENET, ROBERT & MAURAS, 1976,
AMBROISE-THOMAS, SIMON & BAYARD, 1978).

Os titulos de HI tendem, na grande maioria das pessoas, a permanecer elevados
( > 4.000) por mais de 2 anos apds a infec¢do com 7. gondii (CAMARGO, LESER &
ROCCA, 1972, CAMARGO & LESER, 1976).

Em situa¢des onde os titulos de RSF e IFI para detec¢fio de IgG ja estejam
elevados e estabilizados, a elevacgio significativa dos titulos de HI pode ter grande utilidade
para o diagndstico da infec¢do aguda adquirida. A utilizag@o da HI para o diagnéstico da
toxoplasmose congénita n3o € recomendada. Casos de toxoplasmose congénita com HI
negativa e RSF positiva, tém sido encontrados com grande frequéncia (BEN RACHID,
FERRERQO & DESMONTS, 1967, REMINGTON & DESMONTS, 1990).

e- Aglutinagﬁb direta - (AD)

Na AD, parasitas tratados com formalina s&o aglutinados na presenga de soros
contendo anticorpos especificos. A AD para toxoplasmose, usando formas taquizoitas do
T.gondii formolizadas, foi descrita por Fulton & Turk, em 1959. A partir de 1967, com a
descricio de uma técnica capaz de produzir grandes quantidades de formas taquizoitas

(ARDOIN, 1967), a AD passou a ser muito utilizada para o diagndstico da toxoplasmose.
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Entretanto, somente as modificagdes efetuadas por Desmonts & Remington, em 1980,
fizeram com que o teste adquirisse sensibilidade e especificidade aceitaveis. As modificagdes
principais foram referentes ac modo de obtengio das formas taquizoitas e ao prévio
tratamento dos soros com 2-mercaptoetanol (2-ME) para a eliminagdo de anticorpos
naturais da classe IgM que ocasionavam reagSes falso-positivas (DESMONTS &
REMINGTON, 1980).

A AD comega a detectar anticorpos anti-7. gondii alguns dias depois da RSF. Os
niveis de anticorpos detectados por AD se elevam vagarosamente e, na maior parte dos
pacientes, continuam a subir na época em que os titulos de RSF j4 estio estabilizados. Em
relagdo aos titulos da RSF, os titulos de AD sdo, frequentemente, menores durante as
primeiras semanas de infecgdo, levemente superiores 4 medida que a infecgio progride €, em
muitos casos, muito superiores em infecgGes cronicas (DESMONTS & REMINGTON,
1980).

Brooks, McCabe & Remington, em 1987, apresentaram os resultados obtidos
por AD em amostras de soros de 78 pacientes com toxoplasmose aguda coletadas, no
maximo, até 6 meses ap6s o inicio das manifesta¢des clinicas da infecgdio Titulos = 2.048
foram observados em 59 (76%) pacientes. Analisando amostras sequenciais de soros de 42
destes pacientes, os autores detectaram eclevagdo significativa dos titulos de AD em 17
(40%) casos. Em 13 pacientes a elevagio do titulo foi observada 2 a 5 meses apos o inicio

das manifestagdes clinicas e em 4 pacientes entre 6 a 12 meses.

Cumpre ressaltar que, devido ao prévio tratamento dos soros com 2-ME, a AD

para toxoplasmose ndo € capaz de detectar anticorpos IgM anti-T.gondii,

[ - Reagdes imunoenzimaticas (ELISA)

As reagbes imunoenzimiticas s3io realizadas, geralmente, em placas de
poliestireno. Embora exista uma grande variagdo destas técnicas, salientamos as reagdes

imunoenzimaticas direta (ELISAd) e de captura (ELISAc), por terem sido utilizadas em
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nosso trabalho. Na reacfio direta, os soros dos pacientes sdo adicionados aos orificios das
placas de poliestireno revestidos com a preparagéo antigénica. Apés o perfodo de incubagio
da reagdo e lavagem dos orificios, um conjugado, anti-imunoglobulina humana marcada com
uma enzima, ¢ adicionado aos orificios (em algumas reagSes uma anti-imunoglobulina
produzida em uma espécie animal € usada para o reconhecimento dos anticorpos humanos,
sendo reconhecida, numa etapa seguinte, por uma outra anti-imunoglobulina, produzida em
um animal de espécie diferente, marcada com uma enzima). Ap6s o periodo de incubacéo da
reacio e lavagem dos orificios, o substrato da enzima ¢ adicionado ao sistema para a
visualizagdo das reagdes. Na técnica imunoenzimatica de captura, os orificios das placas de
poliestireno séo revestidos com anti-imunoglobulina humana (anti-IgM, anti-IgG, anti-IgA
ou anti-IgE). Quando o soro do paciente ¢ adicionado aos orificios, ocorre a interagdo entre
a anti-imunoglobulina usada no revestimento da placa com a classe de imunoglobulina
correspondente presente no soro. Apds o periodo de incubagdo da reagio e lavagem dos
orificios, uma solugio composta de antigeno (no caso, antigeno de 7.gondii) e anticorpos
dirigidos contra o antigeno marcados com uma enzima, é adicionada a placa (em algumas
técnicas, a adigdo do antigeno e dos anticorpos marcados com a enzima sdo realizadas em
etapas distintas). Apos o periodo de incubagdo da reagdio e lavagem dos orificios, o

substrato da enzima ¢ adicionado ao sistema para a visualizagio das reagdes.

A reagdo de ELISA para o diagndstico soroldgico da toxoplasmose foi descrita
por Volier et al (1976). Analisando soros de pacientes com suspeita clinica de toxoplasmose,
os autores encontraram uma correlagdo positiva entre os resultados obtidos com os testes

de ELISAd, RSF e HL.

Camargo et al (1978) avaliaram a eficacia de técnicas imunoenzimaticas diretas
para deteccdo de aﬁticorpos IgM e IgG anti-T. gondii na toxoplasmose humana. Amostras de
soros de 36 pacientes com diagnodstico de toxoplasmose aguda, confirmada pela detecgio de
IgM por IFI, foram testadas por ELISA. O teste de ELISA detectou anticorpos especificos
da classe IgM em todas as amostras de soros analisadas. Os titulos obtidos com os testes de
ELISA e IFI foram significativamente diferentes. A média geométrica dos titulos obtidos por
ELISA foi mais de 5 vezes superior & obtida com os titulos de IFI. Com relagio aos

anticorpos IgG, houve uma excelente concordancia entre os titulos obtidos por ELISA ¢
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IF1. Titulos iguais ou variando em apenas uma diluicfio, foram observados em 94.4% dos
soros, e nenhuma diferenca significativa foi observada nas médias geométricas dos titulos
das duas reagOes. Entretanto, os titulos de IgG por IFI e ELISA foram significantemente
maiores do que aqueles obtidos por HI. Os autores, também, observaram através de ELISA

¢ IFI reagGes falso-positivas com relagdo a pesquisa de anticorpos IgM.

A técnica de ELISAc para a detecgdo de anticorpos especificos IgM anti-
T gondii foi descrita por Naot & Remington, em 1980. Através de um estudo comparativo,
os autores mostraram que a técnica de ELISAc apresentava sensibilidade e especificidade
superiores a IFI. Em 29 amostras de soros de pacientes apresentando histéria clinica
compativel com toxoplasmose aguda, anticorpos especificos da classe IgM foram detectados
por ELISAc ¢ IFI em, respectivamente, 28 (96,5%) e 17 (58,5%) soros. Nas amostras de
soros positivas pelas duas técnicas, os titulos de ELISAc foram, pelo menos, 6 vezes
maiores do que aqueles obtidos com IFI. Na amostra de soro negativa por ELISAc,
anticorpos IgM, também, ndo foram detectados por IFI. Esta amostra de soro, apresentando
RSF com titulo de 8.000, foi coletada, 3 meses apés o inicio das manifestagdes clinicas, de
um paciente com biopsia de linfonodo com caracteristicas histolégicas compativeis com
toxoplasmose aguda. A técnica de ELISAc foi negativa em 38 amostras de soros de pessoas
com toxoplasmose cronica e em 9 amostras de soros de pessoas sadias. A técnica de
ELISAc, também, foi negativa em soros contendo FR e FAN, obtidos de pacientes sem
evidéncia clinica de toxoplasmose aguda, apresentando IFI positiva para IgM. Brooks,
McCabe & Remington, em 1987, apresentaram resultados da pesquisa de anticorpos IgM,
por ELISAc e IFI, obtidos pela revisio dos registros médicos de 92 pacientes com
linfoadenopatia toxoplasmica diagnosticada por biopsia de linfonodos. Nos seis primeiros
meses apos a linfoadenopatia, os anticorpos IgM foram demonstrados por ELISA e IFI em,
respectivamente, 88% e 78% dos casos. No intervalo de tempo de 7 a2 12 meses apds o
principio da linfoadenopatia, as reagdes de ELISA e I[FI foram positivas em,
respectivamente, 50% e 22% dos pacientes. Aproximadamente 20% dos pacientes que
tinham amostras de soros coletadas mais de 12 meses apos a linfoadenopatia apresentavam,

ainda, rea¢des de ELISA positivas.
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g - Imunocaptura-aglutinacio (IC-A)

No teste de IC-A, orificios de placas de poliestireno sdo revestidos com anti-
imunoglobulina humana (anti-IgM, anti-IgG, anti-IgA ou anti-IgE). Quando o soro do
paciente € adicionado aos orificios, ocorre a interagio entre a anti-imunoglobulina usada no
revestimento da placa com a classe de imunoglobulina correspondente que estd presente no
soro do paciente. Apos o periodo de incubag¢do da reagdo, os orificios sdo lavados para
remo¢io de materiais adsorvidos ndo especificamente ¢ aos mesmos é adicionado uma
suspensdo de parasitas tratados com formalina (no caso, formas taquizoitas de 7.gondii).
Apés o periodo de incubagio, visualiza-se as reagGes positivas pelo padrio de sedimentacdo

dos parasitas similar aquele observado nas reagfes de aglutinagio.

O teste de IC-A para a detecgéio de anticorpos IgM anti-7.gondii foi descrito
por Desmonts, Naot & Remington, em 1981. No trabalho pioneiro, amostras de soros de 50
pacientes com toxoplasmose aguda, 25 com anticorpos IgM detectados por IFI e 25 com
IFI negativa para IgM, foram analisadas por ELISAc e IC-A. Nas amostras de soros com
reagdes de IFI negativas, os testes de ELISAc e IC-A detectaram anticorpos IgM
especificos em, respectivamente, 25 (100%) e 16 (64%) pacientes, Nas amostras de soros
com reagdes de IFI positivas, os testes de ELISAc e IC-A foram positivos em todos os
pacientes. O teste de IC-A foi negativo em 25 individuos com sorologia negativa para
toxoplasmose através de RSF, TFI e ELISAc e em 25 individuos com toxoplasmose crdnica.
Os testes de IC-A e ELISAc, também, foram negativos em amostras de soros contendo FR

e/ou FAN,

Pesquisa de anticorpos IgA anti-T.gondii para o diagndstico da toxoplasmose

adquirida e congénita

A elevada prevaléncia nas populagdes de individuos com anticorpos IgG anti-
T.gondii, muitos deles com altos titulos de anticorpos especificos, e o fato dos anticorpos

especificos da classe IgM poderem persistir, em algumas pessoas por meses, ou mesmo
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anos, ap0s a infecgdo com [I.gondii, tém dificultado a interpretagio dos resultados

sorologicos para o diagnostico da toxoplasmose aguda.

A utilidade da pesquisa de anticorpos IgA anti-7.gondii para o diagnéstico da
fase aguda da toxoplasmose adquirida ¢ da toxoplasmose congénita tem sido avaliada, nos

ultimos anos, por varios autores, utilizando varias técnicas imunolégicas.

Turunen, Vuorio & Leinikki (1983), pesquisaram, através de técnicas
imunoenzimaticas diretas, anticorpos anti-7.gondii das classes IgM ¢ [gA em amostras
sequenciais de soros de 14 pacientes com suspeita clinica de toxoplasmose aguda. Na
maioria dos pacientes, os niveis maximos de IgM foram alcangados dentro do primeiro més
apos as manifestacdes clinicas. Os niveis maximos de IgA, na maioria dos pacientes, foram
alcangados 2 a 3 meses apos o inicio das manifestagdes clinicas. Os autores observaram que,
no decorrer da infecgdo, os niveis de anticorpos IgA diminuiam mais vagarosamente do que
os niveis de anticorpos IgM. Alguns pacientes, depois de 1 a 2 meses do inicio das
manifestagdes clinicas apresentavam pesquisa de IgM negativa e IgA positiva. Depois de 6
meses do inicio das manifestagdes clinicas, alguns pacientes, ainda, apresentavam pesquisa
de IgM e/ou IgA positiva, e, depois de 12 meses, somente casos apresentando IgA positiva
e IgM negativa foram observados. Partanen et al (1984), utilizando amostras sequenciais de
soros de um caso de infecgio toxoplasmica acidental ocorrido em laboratorio, identificaram,
atraves de “immunoblotting”, antigenos de T gondii capazes de induzir anticorpos
especificos das classes IgG, IgM e IgA. Os anticorpos IgG reagiram com multiplos
componentes de 7. gondii, com pesos moleculares variando de 6.000 a 150.000 Daltons (D).
Os anticorpos das classes IgM e IgA reconheceram um nimero mais restrito de
componentes do parasita. Polipeptideos de 14, 25, 30, 35, 40 e 50 kD e polipeptideos de 25,
30, 32, 35, 40 e 50 kD foram reconhecidos, respectivamente, por anticorpos IgM e IgA
presentes nas amostras de soros obtidas na fase aguda da infecgdo. Os anticorpos das classes
IgG, IgM e IgA, também, foram pesquisados, através de técnicas imunoenzimaticas diretas,
em amostras de soros coletadas 4, 6, 9 € 45 semanas apos a infecgdo. Os anticorpos das trés
classes foram detectados nas amostras de soros coletadas 4, 6 ¢ 9 semanas apos a infecgéo.
Na amostra coletada com 45 semanas, foram detectados somente anticorpos das classes IgG

e IgA. Le Fichoux, Marty & Chan (1987), pesquisaram anticorpos IgM e IgA anti-7. gondii,
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atraves da técnica de IC-A, em amostras sequenciais de soros de 11 pacientes com
toxoplasmose aguda. Em 10 pacientes, os autores observaram negativagdo da pesquisa de
IgA com pesquisa de IgM ainda positiva. De um modo geral, os anticorpos IgM foram
detectados, no maximo, até 140 dias apos o desaparecimento dos anticorpos IgA. Decoster
et al (1988), pesquisaram, através de ELISAc, anticorpos das classes IgA e IgM dirigidos
contra uma proteina de superficie de 7.gondii com peso molecular de 30.000 daltons (P30),
em 89 amostras de soros de 56 pacientes com toxoplasmose aguda, coletadas até 8 meses
apOs a infecgdo, e em amostras de sangue de corddo de 8 criancas com toxoplasmose
congénita, Anticorpos IgA e IgM anti-P30 foram detectados, respectivamente, em 89
(100%) e 77 (87%) das amostras de soros de pacientes com toxoplasmose aguda. Das 12
amostras de soros com IgM negativa, 2 foram coletadas de 2 pacientes logo apos o inicio
das manifestagdes clinicas e 10 foram coletadas entre 6 a 8 meses apds a infecgdo. Com
relagdo a pesquisa de anticorpos anti-7.gondii em sangue de corddo, anticorpos IgA e IgM
anti-P30 foram detectados, respectivamente, em 8 (100%) e 3 (38%) amostras testadas. As
amostras de sangue de cordido com pesquisa de IgM anti-P30 negativa pertenciam a criangas
cujas mies foram infectadas no comego da gestagfio. Pujol, Morel & Malbruny (1989)
pesquisaram, através de IC-A, anticorpos especificos da classe IgA em amostras de soros
coletadas, no maximo, até 6 meses apos a infecgdio com 7.gondii. Os anticorpos da classe
IgA foram detectados em, aproximadamente, 93%, 90% e 9% das amostras coletadas,
respectivamente, 1,3 ¢ 6 meses apos a infecgfio toxoplasmica. Stepick-Biek et al (1990)
pesquisaram, através de IC-A, anticorpos IgM e IgA anti-T.gondii nos seguintes grupos de
pacientes; a) 12 gestantes que apresentaram soro-conversdo, detectada por RSF, durante a
gravidez; b} 10 pacientes apresentando linfoadenopatia toxoplasmica e sorologia compativel
com a fase aguda da infecgiio; ¢) 2 fetos ¢ 7 recém-nascidos com toxoplasmose congénita
diagnosticada pelo isolamento do parasita a partir do fluido ammnidtico e/ou sangue.
Anticorpos das classes IgM e IgA foram detectados em todas as gestantes ¢ em todos 0s
pacientes com linfoadenopatia toxoplasmica. Anticorpos da classe IgA foram detectados em
amostras de sangue dos dois fetos coletadas, aproximadamente, 3 1/2 meses antes da época
prevista para o nascimento e em amostras de sangue coletadas logo apos o nascimento.
Anticorpos da classe IgM ndo foram detectados nas amostras de sangue fetal nem nas

amostras coletadas dos recém-nascidos. Com relagdo aos 7 recém-nascidos com infeccdo
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congénita, em 5 casos foram detectados anticorpos das classes IgM e IgA e em 2 casos
somente anticorpos da classe IgA. A utilidade da pesquisa de anticorpos IgA anti-7.gondii
para o diagnéstico da toxoplasmose congénita fo1 confirmada por Decoster et al, em 1991,
Os autores pesquisaram, através de ELISAc, anticorpos IgM e IgA anti-P30 em amostras
sequenciais de soros de 23 criangas com toxoplasmose congénita. Os anticorpos da classe
IgA foram detectados nos 23 casos. A IgA anti-P30 foi detectada durante a vida
intrauterina, mas nio ao nascimento, em | crianga, ao nascimento em 16 criangas € nas
semanas seguintes ao nascimento nas outras 6 criangas. Anticorpos IgM anti-P30 foram
detectados ao nascimento em 10 criangas € nas semanas subsequentes ao nascimento em
outras 3 crian¢as. Bessieres et al (1992) detectaram, através do teste de IC-A, anticorpos
especificos da classe IgA em 247 (95%) de 260 pacientes com toxoplasmose aguda
adquirida. Os autores, também, pesquisaram, através do teste de IC-A, anticorpos IgM e
IgA anti-T.gondii em amostras sequenciais de soros de mulheres grdvidas com
soro-conversio durante a gestacdo detectada através de RSF. Os anticorpos IgM foram
detectados 7 a 15 dias apos a infecgdo e atingiram nivels maximos nos 2 meses
subsequentes. Os anticorpos IgA foram detectados ao fim do primeiro més de infecgdo e
atingiram nivels maximos enire 2 a 3 meses apds a contaminagio. Os anticorpos IgA
desapareceram antes dos anticorpos IgM, geralmente, antes de 6 meses apds a infecgfo. Em
48 amostras de soros coletadas entre 6 a 24 meses apOs a infec¢do, 0s autores detectaram
anticorpos IgM em todas as amostras e¢ IgA em somente 2 amostras. Anticorpos
anti-7.gondii das classes IgM e IgA, também, foram pesquisados em 28 amostras de sangue
de corddo de criangas com toxoplasmose congénita. Os anticorpos das classes IgA e IgM
foram detectados em, respectivamente, 21 (75%) e 17 (61%) amostras. Patel et al (1993}
pesquisaram, através de ELISAc, anticorpos IgA anti-7.gondii em 2 baterias de soros. A
primeira bateria era-composta por 359 soros, todos apresentando RSF positiva ¢ reagdes de
ELISAc e IC-A negativas para IgM anti-7.gondii. A segunda batenia era composia por 148
soros, todos apresentando RSF positiva ¢ ELISAc e IC-A com niveis significativos de
anticorpos IgM anti-7.gondii. Anticorpos IgA anti-7.gondii foram detectados, através de
ELISAc, em 5 (1,4%) soros da primeira bateria e em 96 soros (64.9%) da segunda baterta.
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A revisdo da literatura especializada mostrou que existem, ainda, controvérsias
em realagio a utilidade da pesquisa de anticorpos IgA anti-7. gondii para o diagnostico
sorologico da toxoplasmose aguda adquirida. Varios trabathos tém mostrado que os
anticorpos anti-1. gondii da classe IgA sio detectados com elevada frequéncia na fase aguda
de toxoplasmose adquirida e, além disto, parecem ndo persistir, apés a infecgdo com o
parasita, por tempo tdo longo quanto os anticorpos da classe IgM. Por outro lado, alguns
pesquisadores t€ém enfatizado que os anticorpos IgM anti-7. gondii sio detectados com uma
frequéncia significativamente maior do que os anticorpos especificos da classe IgA na fase
aguda da toxoplasmose € que os mesmos tendem a desaparecer antes dos anticorpos

especificos da classe IgA no curso da infecgio toxoplasmica.

A anglise da bibliografia pertinente mostrou que a grande maioria dos dados
relativos a pesquisa de IgA anti-7 gondii na toxoplasmose humana foram obtidos com as
técnicas de ELISAd, ELISAc e IC-A. Em varios estudos, as conclusdes referentes a
utilidade da pesquisa dos anticorpos IgA para o diagnostico sorologico da toxoplasmose
aguda adquirida foram baseadas, somente, no estudo das sensibilidades e especificidades das
técnicas empregadas. Em muitos casos, técnicas qualitativas foram utilizadas ou os dados
obtidos com técnicas quantitativas e/oun semi-quantitativas foram expressos de modo
qualitativo, dificultando a interpretagio dos resultados. Além disto, em muitos estudos,
devido a dificuldade do diagnéstico clinico da toxoplasmose, as amostras de soros dos
pacientes com toxoplasmose aguda utilizadas foram selecionadas, somente, por critérios

sorologicos.

O presente estudo foi delineado para avaliar a utilidade da pesquisa dos
anticorpos IgA anti-7. gondii para o diagndstico sorologico da toxoplasmose aguda

adquirida.
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Os objetivos do nosso trabalho foram:

- Desenvolver uma técnica de ELISAd quantitativa para a pesquisa de anticorpos IgA

anti- 7. gondii,

- Determinar as sensibilidades ¢ especificidades das técnicas de ELISAd, ELISAc e
IC-A, com relagdio a pesquisa de IgA anti 7. gondii, para o diagnostico sorologico da

toxoplasmose aguda adquirida.

- Avaliar, através de um estudo comparativo, a persisténcia dos anticorpos especificos da
classe IgA, detectados por ELISAd, ELISAc e IC-A, e dos anticorpos da classe IgM,
detectados por IFI, ELISAc e por uma técnica de quimioluminescéncia baseada em

principios imunoenzimaticos (QmlL), apos a infec¢do com 7. gondii.

Objetives 22
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Material e Métodos

1. Reagentes usados

Acetato de sodio, acido acético giacial, acido borico, acido cloridrico, acido
sulfurico, azida sodica, azul de Evans, bicarbonato de sddio, carbonato de sédio, etanol,
fosfato de sddio dibasico, fosfato de sodio monobasico, glicerina, glicina, hidréxido de
sodio, Ponceau S, reagente de fenol segundo Folin-Ciocalteu, sulfato de cobre, tartarato de
sodio, tetraborato de sodio (E. Merck, Darmstadt, Germany), agarose L, soro de carneiro
anti-IgG humana, soro de coelho anti-IgA humana, (Behringwerke AG, Marburg,
Germany), antigeno toxoplasmico para imunofluorescéncia indireta, anti-IgG humana
marcada com fluoresceina, anti-IgM humana marcada com fluoresceina (Biolab-Merieux,
France), albumina sérica bovina, anti-IgA humana marcada com peroxidase, formaldeido,
sepharose 4B-proteina G (fluxo rapido), tetrametilbenzidina, tween 20, tris-(hidroximetil)-
aminometano (Sigma Chemical Company, Saint Louis, USA); IgG monoclonal de
camundongo anti-IgA humana (Biosoft, Compiéne, France), peroxido de hidrogénio

{Aldrich Chemical Company, Milwaukee, USA).

2, Reacio de imunofluorescéncia indireta (IFI) para a pesquisa de anticorpos

anti-T. gondii

As reagdes de IFI foram realizadas de acordo com a técnica descrita por
Camargo (1964), com algumas modificagdes. Em circulos delimitados em ladminas de
microscopia contendo formas taquizoitas de 7.gondii fixadas, foram aplicados 10 ul de
varias dilui¢des de cada soro, em solugdo salina tamponada com fosfatos 0.15M, pH 7.2
(8ST). Na pesquisa de anticorpos da classe 1gM, os soros foram previamente tratados com
uma solugdo contendo anticorpos de carneiro anti-IgG humana. Apods incubagio, por 30
minutos, em cimara umida, a 37°C, as lAminas foram lavadas 3 vezes, através de imersdo
em cubas de vidro contendo SST, durante 10 minutos por lavagem. Apds secagem das
taminas, foram aplicados, a cada diluigio do soro, 10 ul de anti-imunoglobulina humana

(anti-IgG ou anti-IgM) marcada com fluoresceina, previamente titulada e diluida em SST
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contendo 0.001% de azul de Evans. As ldminas foram deixadas em cimara umida, a 37°C,
durante 30 minutos, e a seguir lavadas e secas, como ji descrito. As ldminas foram
montadas, com o auxilio de glicerina tamponada, e observadas ao microscopio de
fluorescéncia (microscopio Olympus CBA, Japdo). O titulo da reagio foi determinado como

sendo o inverso da maior dilui¢do do soro capaz de produzir uma reag#o fluorescente nitida.

3. ELISA de captura (ELISAc) para a pesquisa de anticorpos IgM anti-T. gondii

A pesquisa de IgM anti-7. gondii por ELISAc foi realizada utilizando-se kits
comerciais ETI TOXOK-M (Sorin Biomédica, Italia). Resumidamente, aos orificios de
placas de poliestireno revestidos com anticorpos IgG de coelho anti-IgM humana, foram
adicionados 100 ul das amostras de soros diluidas a 1:101. Apds incubagio das placas, por 1
hora, a 37°C , e lavagem dos orificios com SST-Tween 20 (SST-Tw), 100 ul de uma
solugiio contendo antigeno toxoplasmico e IgG monoclonal de camundongo anti-7. gondii
marcada com peroxidase, foram adicionados aos orificios. Apds incubagéo das placas, por 1
hora, a 37°C, os orificios foram lavados com SST-Tw, e aos mesmos foram adicionados
100 ul do sistema substrato, composto por tetrametilbenzidina-peroxido de hidrogénio
(TMB-H»O»). As placas foram incubadas, por 30 minutos, a temperatura ambiente, no
escuro, e as reagfes foram bloqueadas adicionando-se aos orificios 200 ul de H,SO4 IN.
As absorbancias das reagdes foram lidas a 450, 630 nm, em uma leitora de placas de
ELISA (Eti-System Reader, Sorin Biomédica, Italia), utilizando um programa de
computag¢do apropriado (Eti-System Software). Um soro controle, para determinagdo do
valor do cut-off, foi incluido em todos os ensaios. De acordo com as intru¢Ses do ki,
amostras de soros apresentando absorbancias tguais ou maiores do que as obtidas com o

referido soro controle, foram consideradas positivas.
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4, Reaciio de quimioluminescéncia (QmlL) para a pesquisa de anticorpos IgM

anti-T. gondii

A pesquisa de IgM anti-7. gondii por QmL foi realizada utilizando-se kits
comerciais ACCESSR Toxo M (Sanofi Diagnostics Pasteur, France). Um sistema
automatizado para analises imunoenzimaticas (ACESSESR Immunoassay System) foi
utilizado para o processamento das amostras de soros testadas. Neste sistema, em tubos de
reagdo apropriados, ¢ feita a mistura da amostra de soro com uma suspensdo de particulas
paramagnéticas recobertas com anticorpos de cabra anti-IgM humana e antigeno de
membrana de T.gondii marcado com fosfatase alcalina. Apds o periodo de incubagfio, as
particulas sdo separadas em um campo magnético e lavadas para remog¢do do material niio
ligado a fase solida. Apos a lavagem das particulas, um substrato quimioluminescente €
adicionado ao sistema ¢ a luz gerada pela reagfio € medida com um lumindémetro. O nivel de
anticorpos IgM na amostra de soro € determinado automaticamente atraveés de uma curva de
calibragdo, previamente estocada no aparelho, composta por padrdes com atividades de
anticorpos conhecidas. De acordo com as instrugdes do kit, as amostras de soros com
valores inferiores a 100 unidades arbitrarias por ml de soro (UA/ml) sdo consideradas
negativas, amostras de soros com valores variando de 100 a 139 UA/ml apresentam
resultados inconclusivos e amostras de soros com valores iguais ou superiores a 140 UA/ml

sdo consideradas positivas.

5. ELISA direto {ELISAd) para a pesquisa de anticorpos IgA anti-T.gondii
5.1. Obtengo da preparacio antigénica de T. gondii

Camundongos Swiss foram infectados, por via intraperitoneal, com a cépa N de
T.gondii. Apos 48 h, com o auxilio de seringa e agulha estéreis, foram inoculados 3 ml de
SST estéril na cavidade peritoneal de cada camundongo infectado e o exsudato, contendo
formas taquizoitas do parasita, foi aspirado e transferido para tubos de ensaio. Os parasitas
foram lavados 4 vezes com SST esténl, por 15 minutos, a 2300 rpm, a 40C, sendo o

precipitado da dltima centrifugagdo ressuspendido em 2 ml de SST estéril. A suspensdo de
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parasitas foi submetida a sonicagdo (Sonicador Branson, modelo SX-B30), em banho de
gelo, por 3 minutos (1 minuto de sonicagdo/] minuto de pausa), com tempo de pulso de 20
segundos e poténcia 3. Apds a sonicagdo, o material foi deixado por 16 horas, a 4°C, sob
agitagio continua, a baixa velocidade ¢, a seguir, centrifugado a 18.000 x g, a 4°C, por 30
minutos. O sobrenadante (extrato bruto de 7. gondii) foi separado, aliquotado ¢ estocado

a -80°C até o momento do uso.

5.2. Determinacdo das concentracbes otimas de antigeno, conjugado e substrato.
5.2.1. Obtencdo da IgA humana

A IgA humana foi obtida, a partir de soros de pacientes com mieloma multiplo
de IgA, por cromatografia de afinidade, usando IgG de coetho anti-IgA humana
(Behringwerke AG, Marburg, Germany) acoplada a Sepharose 4B como adsorvente, de
acordo com a metodologia descrita por Garvey, Cremer & Sussdorf (1977). A Sepharose
4B ativada foi preparada reconstituindo-se 1 g da mesma em 50 ml de HCI 0.001M. O gel
foi deixado, por 15 minutos, a temperatura ambiente, com agitacdo ocasional, sendo a seguir
transferido para uma coluna de vidro (4x8cm) onde foi lavado com 200 ml de HC1 0.001M ¢
com 200 ml de tampdo carbonato-bicarbonato 0.1M, pH=8.9, contendo 0.5 M de NaCl.
Apds a lavagem, o gel foi transferido para um recipiente contendo 40 mg de IgG de coelho
anti-IgA humana dissolvida em 10 ml de tampdo carbonato-bicarbonato 0.1 M, pH=8.9,
contendo 0.5M de NaCl. A mistura foi deixada, 4 temperatura ambiente, sob agitagdo
ocasional, durante 2 horas, ¢, em seguida, transferida para um recipiente contendo 10 ml
de tampdo Tris-HCl 0.1M, pH = 8.1. O material foi deixado, 2 horas, a temperatura
ambiente, sob agité.c;éio ocasional, sendo, entdo, transferido, novamente, para a coluna de
vidro de 4x8 cm. O gel foi lavado, sucessivamente, com 150 mi de cada uma das seguintes
solugdes, contendo NaCl 0.5M : tampdo carbonato-bicarbonato 0.1M, pH = 8.9, tampéo

acetato-acido acético 0.IM, pH = 4.0 e tampdio carbonato-bicarbonato 0.1M,
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pH = 8.9. A seguir, o gel foi lavado com 150 ml de solu¢do salina tamponada com borato
0.15M, pH = 8 4 (STB), sendo o fluxo da coluna interrompido quando o tampéo cobria
superficialmente o gel. Foram, entfio, adicionados 10 ml de uma solugdo de glicina-HCl
0.2M, pH = 2.5, que foram deixados em contato com o gel, com agitagdo ocasional, durante
15 minutos. O gel foi, entdo, lavado com 120 ml de STB e o fluxo da coluna interrompido,
como ja descrito. Um "pool" de soros de pacientes com mieloma multiplo de IgA foi
equilibrado com STB e 2 mi do material foram aplicados & coluna. O material foi deixado
em contato com o gel, com agitagdo ocasional, durante 20 minutos. A seguir, o gel foi
lavado com 180 ml de STB, para remover o material adsorvido ndo especificamente. Apos a
lavagem com STB, o fluxo da coluna foi interrompido, como j& descrito, e 2.5 mi de uma
solucio de glicina-HC1 0.2M, pH = 2.5 foram adicionados a coluna. Com o fluxo da coluna
fechado, o gel foi agitado, a cada 3 minutos, durante 15 minutos. O fluxo da coluna fou,
entdo, normalizado e o efluente, contendo IgA humana, coletado. Ao mesmo tempo que o
material era coletado, foram adicionados 4 coluna mais 2.5 ml da solu¢do glicina-HCI,
seguida de 15 ml de STB, de modo a se obter um efluente com volume final de
aproximadamente 20 mi. O efluente foi dializado, durante 48 horas, a 4°C, contra STB, e
concentrado por ultrafiltragdo, sob vacuo, através de membranas capazes de reter moléculas
de pesos moleculares maiores do que 10.000 daltons (filtros imersiveis CX 10, Millipore
Corp. Massachusetts, USA) Apods determinagdo da concentragdo proteica, o material foi
submetido a imunoeletroforese para avaliar a sua pureza. A concentragio de IgA foi

determinada através de imunodifuséo radial.

5.2.2. Avaliagdo da pureza da preparagdo de IgA por Imunoeletroforese

Laminas de vidro (26x76 mm)foram recobertas com 3ml de agarose a 1% em
tampio barbital 0.05M pH=8.2. Esse mesmo tampéo foi utilizado na eletroforese, que foi
realizada com uma corrente continua de 150 volts, durante aproximadamente 45 minutos
(Fonte Boskamp-Pherostat, Germany). Apos a aplica¢do do antissoro especifico, as laminas

foram acondicionadas em cdmara imida, a 4°C, durante 48 horas. Findo este intervalo de
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tempo, as ldminas foram colocadas em placas de Petri contendo NaCl 0.15M, onde
permaneceram por 48 horas, a 40C, com varias trocas da slolug:ﬁo salina. As ldminas foram,
entdo, recobertas com papel de filtro saturado com agua destilada e acondicionadas em
estufa, a 37°C, durante 24 horas. Findo esse intervalo de tempo, o papel de filtro foi

removido e as ldminas foram coradas com Ponceau S.
5.2.3. Titulagio do conjugado

Aos orificios de placas de poliestireno de fundo plano (Coming, New York,
USA), foram adicionados 200 ul de uma solugiio contendo 3 ug/ml de IgA em tampdo
carbonato-bicarbonate 0.1M, pH = 9.6. Apods incubagio das placas, por 1 hora, a
temperatura ambiente e, por 16 horas, a 40C, os orificios foram lavados 3 vezes com SST-
Tw ¢ aos mesmos foram adicionados 200 ul de varias diluigdes (1/500; 1/750; 1/1000,
1/3000 e 1/6000) do conmjugado (soro de cabra contendo anticorpos anti-IgA humana
marcados com peroxidase) em SST-Tw. Apos incubagdo das placas, por 1 hora, a
temperatura ambiente, os orificios foram lavados, como j& descrito, e aos mesmos foram
adicionados 200 ul do sistema susbstrato (TMB/HZOZ). Apés incubagio das placas, por 15
minutos, a temperatura ambiente, no escuro, as reagdes foram bloqueadas adicionando-se
aos orificios 50 ul de H,50, 4N. As absorbancias das reagdes foram lidas, a 450 nm, em

uma [eitora de placas de ELISA (Eti-System Reader, Sorin Biomedica).

5.2.4. Determinacio da concentragio dtima do antigeno

Orificios de placas de poliestireno de fundo plano (Corning, New York, USA)
foram revestidos com concentragdes crescenies de antigeno toxoplasmico (0.01 a 6 ug/mi)
diluido em tamp@o carbonato-bicarbonato 0.1M, pH = 9.6. Apos incubagdo das placas, por
1 hora, a temperatura ambiente e, por 16 horas, a 4°C, os orificios foram lavados 3 vezes
com SST-Tw, e aos mesmos foram adicionados 200 ul de um pool de soros humanos,
contendo anticorpos IgA anti-7. gondii, diluido a 1/25 em SST-Tw contendo 0.1% de

albumina s€rica bovina. Apos tncubagio das placas por 1 1/2 hora, a temperatura ambiente,
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os orificios foram lavados, como ja descrito, € aos mesmos foram adicionados 200 ul do
conjugado (soro de cabra contendo anticorpos anti-IgA humana marcados com peroxidase)
diluido a 1;700 em SST-Tw. As placas foram incubadas, por 1 hora, & temperatura
ambiente, os seus orificios lavados, como ja descrito, e aos mesmos foram adicionados
200 ul do sistema substrato (TMB/H,0,). Apos incubagdo das placas por 15 minutos, a
temperatura ambiente, no escuro, as reagdes foram bloqueadas adicionando-se aos orificios
50 ul de HZSO 4 4N. As absorbancias das reagdes foram lidas a 450 nm, conforme descrito

anteriormente.

5.2.5. Concentragio étima do sistema substrato

A concentragio dos reagentes do sistema substrato usada no presente estudo, foi
baseada no trabalho de Hancock & Tsang (1986). A solugdo continha 1.42 mM de HyO» e
0.42mM de TMB, em tampdo acetato de sodio-acido acético glacial 0.1M, pH = 55. A

solugdo foi preparada, sempre, 5 minutos antes da sua utilizagio.

5.3. Obtengdo de soros padrdes com atividades de anticorpos definida

Um soro de referéncia para IgA foi preparado misturando-se partes iguais de
soros de 8 individuos com toxoplasmose aguda. Todos os soros componentes do pool
exibiam anticorpos IgA anti-7.gondii detectados por ELISAd. Este soro de referéncia foi
designado como tendo, arbitrariamente, 1.000 unidades de atividade de anticorpo/ml
(U/ml). Padrdes com atividades de 2 a 900 U/ml foram preparados, diluindo-se o soro de
referéncia com um pool de soros de individuos sadios com sorologia negativa para
toxoplasmose. Em todos os testes, foram incluidos controles contendo de 2 a 1000 U/ml, de

modo a se obter uma curva padrio.
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5.4. Absorgdo dos soros com proteina 5

Sepharose 4B-proteina G foi lavada com SST e o gel foi ressuspendido em SST,
de modo a se obter uma suspensfo a 25%. Em tubos de ensaio, foram misturados 0,6 ml da
suspensdo do gel € 50 ul das amostras de soros. Os tubos foram deixados por 30 minutos, a
temperatura ambiente, com homogeneizagdo periddica de 5 em 5 minutos, e a seguir,
deixados em repouso por 16 h, a 4°C. Os sobrenadantes foram retirados, cuidadosamente,
com o auxilio de micropipetas, e centrifugados a 2.300 rpm, por 15 min. Os sobrenadantes
(soros absorvidos, diluidos a 1/10) foram retirados, cuidadosamente, com o auxilio de

micropipetas, e estocados a -80 °C até o momento de uso.

3.5. Procedimento utilizado na técnica de FLISAd

Aos orificios de placas de poliestireno de fundo plano (Corning, New York,
USA), foram adicionados 200 ul de uma solugio contendo 3ug/ml de antigeno toxoplasmico
em tampdo carbonato-bicarbonato, 0.1M, pH = 9.6. Apos incubagdo das placas, por 1 hora,
a temperatura ambiente e, por 16 horas, a 4°C, os orificios foram lavados 3 vezes com SST-
Tw, e aos mesmos foram adicionados 200 ul das amostras de soros tratadas com proteina G,
diluidas a 1/5 em SST-Tw contendo 1% de albumina sérica bovina (diluigdo final dos soros
de 1/50). Apos incubagdo das placas, por 1%2 hora, a temperatura ambiente, os orificios
foram lavados com SST-Tw, como & descrito, e aos mesmos foram adicionados 200 ul do
conjugado (soro de cabra contendo anticorpos anti-IgA humana marcados com peroxidase)
diluido a 1:700 em SST-Tw. As placas foram incubadas, por 1 hora, & temperatura
ambiente, 0s oriﬁci_os lavados como ja descrito, e aos mesmos adicionados 200 ul do sistema
substrato (TMB/H»057). Apods incubagdo das placas, por 15 minutos, a temperatura
ambiente, no escuro, as reacdes foram bloqueadas adicionando-se aos orificios 50 ul de
H»S0O4 4N. As absorbéncias das reagdes foram lidas, a 450 nm, em uma lertora de placas de

ELISA (Eti-System Reader, Sorin Biomedica). Em cada ensaio, foram incluidos soros
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padrées contendo atividades conhecidas de anticorpos, em termos de U/ml. Cada soro foi
testado em triplicata e a2 média das absorbancias obtidas foi transformada em U/ml utilizando
a curva padrio. O cut-off das reagdes foi determinado wtilizando-se o indice

J (YOUDEN, 1950).

3.6. Variacdo intra-ensaio

Para determinar a variago intra-ensaio, um soro padrio com 200 U/mi foi
diluido a 1/50, como ja descrito, e ,entdo, dispensado em 30 orificios de uma placa de
ELISA revestidos com o antigeno toxoplasmico. Cada orificio recebeu 200 ul do soro
padrio diluido, utilizando uma micropipeta automatica de precisio. Os demais passos da
reacdo foram realizados, como ja descrito. O coeficiente médio de variagdo intra-ensaio foi

determinado utilizando-se as absorbancias obtidas.

3.7. Variacio inter-ensaio

A variagdo inter-ensaio foi determinada pelos resultados obtidos com 8 analises,
em friplicata, de um soro padrio contendo 200 U/ml realizadas num periodo de 15 dias. As

condigdes de realizagdo da técnica, ja foram descritas nos itens anteriores.

5.8. Dosagem de proteinas

As désagens de proteinas foram realizadas pelo método de Lowry

(LOWRY et al, 1951).
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6. ELISA de captura (ELISAc) para a pesquisa de anticorpos IgA anti-T.gondii

A pesquisa de anticorpos IgA anti-T. gondii através de ELISAc foi realizada
utilizando-se kits comerciais Eti-Toxok-A (Sorin Biomedica, Italia). Resumidamente, aos
orificios de placas de poliestireno revestidos com anticorpos IgG de coelho anti-IgA
humana, foram adicionados 100 ul das amostras de soros diluidas a 1:101. Apés a incubagio
das placas, por 1 hora, a 370C, e lavagem dos orificios com SST-Tw, 100 ul de uma solu¢do
contendo antigeno toxoplasmico e IgG monoclonal de camundongo anti-7. gondii marcada
com peroxidase, foram adicionados aos orificios. Apds incubagio das placas, por 1 hora, a
37°C, os orificios foram lavados com SST-Tw, e aos mesmos foram adicionados 100 ul do
sistema substrato (TMB[HZOZ). As placas foram incubadas, por 30 minutos, a temperatura
ambiente, no escuro, e as reagdes foram bloqueadas adicionando-se aos orificios 200 ul de
stO 4 IN. As absorbincias das reagdes foram lidas a 450, 630 nm em uma leitora de
placas de ELISA (Eti-System Reader, Sorin Biomedica). Em todos os ensaios foram
incluidos soros controles, contendo atividades conhecidas de IgA anti-7. gondii, expressas
em unidades arbitrarias por ml de soro (UA/ml), de modo a permitir a construgdo de uma
curva padrdo. Esta curva foi utilizada para transformar as absorbancias obtidas em UA/mli,
De acordo com as instrugdes do kit, as amostras de soros com valores inferiores a 10 UA/ml
sdo consideradas negativas. Reagfes com resultados de IgA variando de 10 a 40 UA/ml ndo
podem ser consideradas negativas devendo a significAncia das mesmas ser interpretada em
conjunto com os niveis de anticorpos especificos das classes IgM e IgG. Ainda, de acordo

com as instrugdes do kit, a grande maioria dos pacientes com toxoplasmose aguda apresenta

niveis de IgA superiores a 40 UA/ml.
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7. Imunccaptura-aglutinacio (IC-A) para a pesquisa de anticorpos IgA

anti-T. gondii
7.1. Obtengdo da preparagio antigénica

As formas taquizoitas de T.gondii foram obtidas do exsudato peritoneal de
camundongos previamente infectados com o parasita, conforme ja descrito. A preparagio
antigénica foi obtida de acordo com Desmonts, Naot & Remington (1981). Resumidamente,
apos vérias lavagens dos parasitas com SST, a 2.300 rpm, por 15 minutos, a 4°c, o
precipitado da ultima centrifugagiio foi ressuspendido em uma solugdo de formaldeido
diluido a 1/5 em SST. O material foi mantido a 4°C, com agitagio ocasional, durante 4
horas, e, entdo, deixado em repouso até o dia seguinte. A seguir, a suspensio de parasitas
formolizados foi lavada, 4 vezes, por centrifugagio, a 2.300 rpm, por 15 minutos, a 4°C, e 0
precipitado da ultima centrifugagdo foi ressuspendido em 5 ml de uma solugho alcalina
tamponada, pH = 8.7 (SAT) (NaCl 0.12N, H3B03 0.05N, NaOH 0.24N, albumina sérica
bovina 0.4% ¢ azida sodica 0.1%). Uma aliquota da preparagdo foi retirada para a
determinagio da concentragio dos parasitas e o restante do material foi estocado a 4°C até

o momento do uso.

7.2. Procedimento utilizado na técnica de IC-A

A técnica de IC-A foi realizada seguindo-se o protocolo idealizado por outros
autores (DESMONTS, NAOT & REMINGTON, 1981; PUJOL, MOREL & MALBRUNY,
1989). Resumidamente, orificios de placas de poliestireno de fundo em U (Corning, New
York, USA) foram revestidos com anticorpo monoclonal de camundongo anti-IgA humana
(Biosoft, Franga). Apds o bloqueio dos sitios de ligagdo residuais no poliestireno com
alburnina sérica bovina, 100 ul das amostras de soros diluidas em SST-Tw foram aplicados
aos orificios e as placas foram incubadas, por 3 horas, a 37°C, em uma cdmara umida.

Apos lavagem dos orificios com SST-Tw, 100 ul de uma suspensdo de formas taquizoitas
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formolizadas contendo 1.5 x 107 parasitas/ml foram adicionados aos orificios e as placas
foram incubadas, por 16 horas, a 37OC, em camara umida. Em cada ensaio, foram incluidos
um controle negativo, um controle positivo e um controle de antigeno. Foram consideradas
positivas as reagfes que apresentavam um padrio de sedimentagdo dos parasitas similar

aquele observado nas reagdes de aglutinagio.

Estudos preliminares mostraram que todas as amostras de soros dos pacientes
com infecgbes heterdlogas apresentavam reagdes de IC-A negativas com soros diluidos a
1:100, Por outro lado, varios soros de pacientes com toxoplasmose aguda apresentavam
titulos de anticorpos relativamente altos (> 6.400). Baseado nestes experimentos, a técnica

de IC-A para IgA foi realizada com os soros diluidos de 1:100 a 1:1600.

Casuistica

1. Amostras de soros utilizadas para a avaliacio das sensibilidades ¢ especificidades
das reacdes de ELISAd, ELISAc e IC-A

1. 1. Amostras de soros de pacientes

As amostras de soros foram obtidas dos seguintes grupos de pacientes atendidos
no Hospital de Clinicas da UNICAMP (HC/UNICAMP):

Grupo I 54 pacientes com diagnostico de toxoplasmose aguda adquirida

Cinquenta e dois pacientes, com idade variando de 4 a 67 anos, apresentavam
linfoadenomegalia . entre as manifestagdes clinicas. Todos esies pacientes apresentavam
niveis significativos de anticorpos IgM amti 7'gondii detectados por IFI (iitulos de 32 a
8.192) e ELISAc Em 22 destes pacientes, foi observada elevacio significativa dos titulos de
IF1 para IgG anti-7 gondii. Os outros dois pacientes incluidos no grupo, nfio apresentavam
linfoadenomegalia a0 exame fisico. Em um deles,com 12 anos de idade, niveis significativos

de anticorpos  especificos da classe IgM  (IFI=512, ELISAc=reagente),
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foram encontrados em uma amostra de sangue coletada, aproximadamente, 1 ¥4 més apds
um quadro gripal. No outro paciente, com idade de 28 anos, relatando emagrecimento, as
reagbes de IFI e ELISAc apresentavam niveis significativos de anticorpos IgM
anti-7. gondii. Além disto, em amostras sequenciais de sangue do paciente, foi observada

uma elevagdo significativa dos titulos de IgM por IF1.

Grupe II: 8 pacientes com mononucleose infecciosa

Todos os pacientes apresentavam suspeita clinica de mononucleose infecciosa ¢

reagdes de Hoff-Bauer e Paul-Bunnel-Davidson compativeis com a doenga.

Grupo III: 10 pacientes com rubéola

Todos os pacientes apresentavam dados clinicos sugestivos de rubéola e
anticorpos IgM especificos detectados por ELISAc (ETI-RUBEK-M, Sorin Biomédica,
Italia).

Grupo IV: 10 pacientes com hepatite B

Dos 10 pacientes, 7 apresentavam historia clinica de hepatite B ¢ 3 eram
assintomaticos. Em todos os pacientes foram detectados os marcadores sorologicos HBsAg
e anti-HBcAg. Sete pacientes apresentavam pesquisa de HBeAg positiva e anti-HBeAg
negativa. Anti-HBsAg ndo foi detectado em nenhum dos pacientes. Todos os marcadores
sorologicos foram pesquisados utilizando-se kits comerciais da marca Sorin (Sorin

Biomédica, Italia).
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Grupo V: 5 pacientes com hepatite A

Todos os pacientes apresentavam dados clinicos sugestivos de hepatite viral Em
todos os pacientes foram detectados anticorpos IgM especificos para o virus da hepatite A,
utilizando-se kits comerciais da marca ABBOTT (ABBOTT Laboratories Diagnostic
Division, USA).

Grupo VI 7 pacientes com doenga de inclusdo citomegalica

Dos 7 pacientes, 5 apresentavam suspeita clinica de doenga de inclusio
citomegalica ¢ 2 eram assintomaticos (I hemofilico e 1 HIV positivo). Todos os pacientes
apresentavam anticorpos IgM e IgG especificos para o virus da doenga de inclusdo
citomegalica (CMV) detectados através de ELISA, utilizando-se kits comerciais da marca

Sorin (Sorin Biomédica, {talia).
Grupo VII: 4 pacientes com doenga de Chagas

Trés pacientes apresentavam megaesofago e um paciente apresentava, somente,
dados epidemiologicos positivos para a doenga de Chagas. Em todos os pacientes foram
encontrados titulos de anticorpos IgG anti-T.cruzi superiores a 80 por IFI e titulos de

anticorpos totais anti-7.cruzi superiores a 2 por RFC.
Grupo VIIL 6 pacientes com sifilis

Dos 6 pacientes, 5 apresentavam suspeita clinica de sifilis e 1 era assintomatico.
Todos os pacientes apresentavam reagdes de VDRL reagentes (titulos variando de 2 a 32) e
pesquisa de anticorpos anti-Ireponema paflidum positiva pela reagdo de hemaglutinagio

passiva (TPHA).

Material, Métodos e Cosuistica 37



1.2. Amostras de soros de pessoas sadias

Amostras de soros de 27 pessoas sadias foram obtidas de alunos da Faculdade
de Ciéncias Médicas da UNICAMP e de funcionarios do Laboratério de Patologia Clinica
do HC-UNICAMP, Nenhuma das pessoas apresentava historia clinica sugestiva de
toxoplasmose aguda. Todas as pessoas foram submetidas a testes sorologicos para

toxoplasmose e em nenhum caso foi encontrada evidéncia sorologica de infecgdo aguda.

Todas as amostras de soros foram mantidas a - 80°C até 0 momento do uso.

2. Avaliacio da persisténcia dos anticorpos especificos das classes IgA e IgM apds a

infeccio com T.gondii

A persisténcia dos anticorpos especificos da classe IgA, detectados por ELISAJ,
ELISAc e IC-A, e dos anticorpos especificos da classe IgM detectados por IFI e ELISAc €
QmL, foram determinadas utilizando-se amostras sequenciais de soros de 10 pacientes com
diagnostico de toxoplasmose aguda adquirida (pacientes 1 a 10 do GRUPO I) A seguir, sdo
descritos, para cada paciente, os intervalos de tempo, em dias, decorridos entre o inicio das

manifestacdes clinicas da infecqio e a coleta das amostras de sangue.
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Pacientes Intervalo de tempo (dias) entre as manifestacdes
do Grupo I clinicas da toxoplasmose e a coleta das amostras de
(n=10) sangue.
1 19,109,152,270 e 435
2 19,74,103,131 e 180
3 30,63,93,124,209 e 270
4 18,38,63,98 ¢ 258
5 30,74,287,355,460,¢,617
6 22,85,151,210,270,327,360 e 483
7 104,172,234,298 ¢ 360
8 153,210,339,422 e 595
9 43,98,250,318 ¢ 618
10 51,63,113,153,223 ¢ 242
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ELISAd para pesquisa de IgA anti T. gondii
1. Determinagdo das concentragdes Otimas dos reagentes.
1. 1. Determinacdo da concentracdo otima de arntigeno

Para a determinagdo da concentragio otima de antigeno toxoplasmico para o
revestimento das placas de ELISA, quantidades variaveis de antigeno foram testadas e os

resultados obtidos estdo representados na Figura 1.

2.2+

i J

05 | 2 3 4 5

Antigeno toxopldsmico -,uq/rnl

Fig.1 - Titulacdo do antigeno toxoplismico por ELISAd. Os orificios da placa de ELISA foram
revestidos com diferentes concentracdes de antigeno toxoplismico (¢,1 a 6 ug/ml). O
conjugado foi diluido a 1;700 em PBS-Tw. TMB foi utilizade como substrate. As reacdes
foram blequeadas com sto €2 intensidade de conversio do substrato foi medida a 450
nm,
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Como pode ser observado, a partir de 2 ug de antigeno/ml ndo houve aumento

das D.O das reagdes. Para a técnica de ELISAd, utilizou-se uma concentragdo de 3 ug de

antigeno/ml.

1.2. Determinagdo da concentragédio otima do conjugado

Para a determinagdo da concentragio otima do conjugado (soro de cabra
contendo anticorpos anti-IgA humana marcados com peroxidase), diferentes concentragdes

do mesmo foram testadas e os resultados estdo representados na Figura 2.

/ \5 min.
- — -~ M N
5 o B o ®
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Conjugado

Fig.2 - Titulacioe do conjugadoe (soro de cabra contendo anticorpos anti-IgA humana marcados com
peroxidase). Os orificios da placa de ELISA foram revestidos com antigeno toxoplismico
diluide a 3 ug/mi, Diferentes diluicbes do conjugado, variando de 1:500 a 1:6.000, foram
testadas. TMB foi utilizado como substrato. As reacdes foram blogueadas com HZSO LR
intensidade de conversiio do substrato foi medida a 450 nm,
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Como pode ser observado, diluicbes do comugado superiores a 1:750
resultaram em diminui¢io das D.O. das rea¢des. Para a técnica de ELISAd, utilizou-se o
conjugado diluido a 1:700 em SST-Tw.

1.3. Variacdo intra e infer-ensaio

As variagdes intra ¢ inter-ensaio da técnica ELISAd foram, respectivamente,

4,9% ¢ 10,4%.

Determinacio das sensibilidades e especificidades das técnicas ELISAd, ELISAc e
IC-A para a pesquisa de anticorpos IgA anti-T. gondii

A sensibilidade de cada técnica foi determinada pela analise de 54 soros de
pacientes com toxoplasmose aguda adquirida (Grupo I). A especificidade de cada técnica foi
determinada pela analise de 50 soros de pacientes com infecgdes heterologas (Grupos II ao

VIII} e de 27 soros de pessoas sadias.

Os resultados obtidos com a pesquisa de IgA anti-7.gondii por ELISAd nos
pacientes com toxoplasmose aguda adquirida, nos pacientes com infecgdes heterdlogas e nas
pessoas sadias, sdo mostrados na Figura 3. A Tabela I mostra os resultados obtidos com as
técnicas de ELISAd, ELISAc e IC-A para IgA, os resultados das reagdes de IFI ¢ ELISAc
para IgM e os resultados das reagdes de IFI para IgG nos pacientes com toxoplasmose
aguda adquirida. Na tabela II, sdo apresentados os resultados obtidos com as técnicas de
ELISAd, ELISAc e IC-A para IgA nos pacientes com infecgdes heterdlogas. A Tabela III

mostra os resultados da pesquisa de IgA nas pessoas sadias.

Resultados 43



1000 .
=  an0
E
.
-
—— -
00
2 -
t -
O 400
L H
o
X 200- e
< 3¢
"
g o0, 4%
.
W
2 80 .
[ .
ol L}
.-:: 40 g b .
[ .
‘ L]
L]
ui a0 H
L 1]
n QE: -
m :
a 20 I
a
-« o
O ... _Pos
- 4 NEG
: -
-
1Q - - .
A L ]
. . .
5,4
::: IR ] pndaw IRT TR :‘:: LT Y X *e e
LR X
0 T * T
54 27 16 ’ ? 4 10 8 4
w 2 < i 5 y p Z 9
% - = 5 & & g 3
5 < = z z 5| g w
& 3 [=} 9 = = =
g2 % g S 5
s =3 g
%] (=}
3‘ =
Z

Fig.3. Resultados da pesquisa de IgA anti-T.gondii per ELISAd em 54 pacientes com toxoplasmose

aguda adquirida, 50 pacientes com infecgdes heterdlogas e 27 pessoas sadias.
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Tabela I : Deteccio de anticorpos IgM, IgG e IgA anti-T.gondii em pacientes com

toxoplasmose aguda adquirida.

Resultados dos testes sorolégicos

IgM IsG IgA
Pacientes Linfonodos IFl ELISAc IFI ELISAd ELISAc IC-A
Epvolvidos (Titulo de Ac) {RNR) (Titulo de Ac) (U/mb {UA/m}) (Titulo de Ag)

1* C,50,8CAIL 4.096 R 32 130 >160 >1.600
2* C,80,8C.1 8.192 R 2.048 204 >160 >1.600
3 SM 1.024 R 8.192 118 >160 =1.600
4* CA 1.024 R 64 640 >160 >1.600
5* C.AS0 512 R 8.192 40 >160 =1.600
6&* CAl 4.096 R 4.096 20 >160 >1.600
7* C.80.A 256 R 2.048 10 64 >1.600
8 c 32 R 8.192 18 40 ND
9 - 32 R 16.383 118 =160 >1.600
10 - 512 R 32.761 43 >160 ND
11 CA 2.048 R 4.096 82 >160 >1.600
12 C 512 R 8.192 200 >160 >1.600
13 C 256 R 32.768 27 130 >1.600
14 * SM 2.048 R 3192 168 >160 >1.600
15 cAl 64 R 16.384 29 >160 >1.600
16" Cl 8.192 R 4.096 26 >160 >1.600
17 C,80,1 256 R 8.192 56 116 >1.600
18 C 256 R 32.763 100 >160 >1.600
19 5,80 64 R 131.072 115 >»160 >1.600
20 C,80.A1 4.096 R 16.384 70 >160 >1.600
21* CA 4.096 R 1.024 1.000 =160 =>1.600
22 C 1.024 R 8.192 180 >160 »1.600
23 CAlL 256 R 8.152 31 =160 =>1.600
24 1 128 R 32.768 43 ilé >1.600
25 ClI 1.024 R 16.384 100 >160 >1.600
26 301 236 R 32.768 19 >160 >1.600
27 ¢ C 128 R NR 66 >160 >1.600
28 SC.A 64 R 131,072 430 109 >1.600
29 C.S0A 128 R 8.192 30 156 >1.600
0* C 128 R NR 222 >160 >1.600
31 CSCAL 4.096 R 4.096 340 >160 >1.600
2 C 64 R 8.192 34 >160 >1.600
33+ CA 512 R 1.024 36 =160 >1.600
34 CA 312 R 4.096 120 >160 >1.600
35 cAl 2.048 R 131.072 17 >160 >1.600
36 * C,80 . 128 R 8.192 37 74 >1.600
37* CAl 8.192 R 4.096 304 >160 >1.600
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Tabela I (continuacio): Deteccao de anticorpos IgM, IgG e IgA anti-T.gondii em

pacientes com toxoplasmose aguda adquirida

Resuitados dos testes sorologicos
IgM IgG IgA
Pacientes Linfonodos IFI ELISAc 1F1 ELISAd ELISAc I1IC-A
Envoalvidos {Titulo de Ac) {R/NR) (Titulo de Ac) (Uiml) (UA/mb) (Titulp de Ac}
38 CA 4.0%6 R 63.536 34 =160 >1.600
3% C.8CA 1.024 R 65.536 37 >160 >1.600
40 C.I 1024 R 64 59 >160 >1.600
41 * caAl 4.096 R - 2.048 176 >160 >1.600
42 * C.80Al 8.192 R 1.024 172 >160 >1.600
43 * C 512 R 2.048 60 >160 >1.600
44 C 1.024 R 1.024 120 >160 >1.600
45 C 256 R 65.530 18 o8 >1.600
46 * C 1.024 R 8.192 52 >160 >1.600
47 * CA 1.024 R 256 550 >160 >1.600
48 CA]l 2.048 R 16.384 22 >160 >1.600
45 * C,80,A 1.024 R 4.096 >1.000 102 >1.600
S0 * CA 8.192 R 64 152 =160 >1.600
51 C 2.048 R 4.096 158 >160 >1.600
52 C 256 R £5.536 60 >160 >1.600
53 C.A 512 R 131.072 >1.000 114 >1.600
54 C.80.1 256 R 32,768 17 110 >1.600

Anticorpos anti-T.gondii foram pesquisados em soros de 54 pacientes com toxoplasmose aguda adquirida. Os
anticorpos da classe IgM foram detectados através da IFI e ELISAc; os anticorpos da classe IgG foram
detectados através da IFT ¢ os da classe IgA através de ELISAd, ELISAc ¢ IC-A, Dos 54 pacientes estudados, 52
apresentavam linfoadenomegalia. Os sitios dos linfonodos envelvidos estio representados pelas segunintes
abreviaturas: C = cervical; A = axilar; SO = suboccipital; SM = submandibular; I = inguinal e
SC = supraclavicular, Niveis significativos de anticorpos: IFI (IgM) = 32; ELISAc (IgM) R; ELISAd (IgA) > 15
U/mi; ELISAc (IgA) =10 UA/ml (de acordo com as instrugdes do kit, niveis de anticorpos superiores a 40 UA/ml
sio encontrados na grande maioria dos pacientes com toxoplasmose aguda); IC-A (IgA) > 100,

* Pacientes com elevagio significativa dos titulos de IgG anti-T. gondii por IFL

R = Reagente; NR = Nio Reagente; ND = Nio Determinado; Ac = Anticorpos
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Tabela IT: Pesquisa de anticorpos IgA anti-T.gondii em pacientes com infecgdes

heterélogas.
IgA

Infecgio Pacientes ELISAd ELISAc 1C-A
Heterbloga {UG/ml) (UA/ml) {Titulo de Ac)

1 2.2 24.0 < 160

2 1.7 1.0 < 100

3 7.2 2.0 < 100

Monomicleose 4 31.0 1.9 < 100

5 1.6 2.0 < 100

6 6.4 2.0 < 106

7 3.8 2.5 < 100

8 1.2 2.5 < 100

1 59.0 4.0 < 100

2 48 4.0 < 100

3 4.6 4.0 < 100

4 26 6.0 < 100

Rubéola 5 38 5.0 < 100

6 31 4.0 < 100

7 38 6.0 < 100

8 30 6.0 < 100

9 1.8 4.5 < 100

10 1.5 4.5 < 100

1 13.0 04 < 10¢

2 2.4 50 < 100

Deenga de Inclusio 3 12.2 1.1 < 100

Citomegalica 4 34 5.0 < 100

5 28 50 < 100

6 1.8 50 < 100

7 2.6 70 < 100

1 84 3.0 < 100

2 4.4 3.0 < 100

3 34 2.5 < 100

4 2.2 30 < 100

Hepatite B 5 2.1 25 < 100

- 6 4.1 4.0 < 100

7 1.5 3.0 < 100

g 34 45 < 100

9 9.5 2.0 < 100

10 0.6 4.5 < 100

1 I8 5.0 < 100

2 54 4.0 < 100

Hepatite A 3 2.4 35 < 100

+4 4.8 6.0 < 100

5 0.9 3.5 < 100
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Tabela II (continuacio): Pesquisa de anticorpos IgA anti-T.gondii em pacientes com

infeccoes heterdlogas.

IgA

Imfecciio Pacientes ELISAd ELISAc IC-A
Heterdloga {UG/ml) (UA/ml) {Titulo de

Ac)

I 4.1 3.0 < 100

2 2.9 3.0 < 100

Sifilis 3 10.0 23 < 100

4 7.0 2.5 < 100

5 09 2.0 < 100

3] 1.2 2.5 < 100

i 34 5.0 <100

Doenga de 2 2.5 4.0 <100

Chagas 3 3.6 30 < 100

4 7.8 1.7 < 100

Anticorpos IgA anti-T.gondii foram pesquisados em amostras de soros de 50 pacientes com infecgies
heterdlogas através das técnicas de ELISAd, ELISAc e IC-A. Niveis significativos de anticorpos:
ELISAd > 15 U/ml: ELISAc > 10 UA/mi (de acorde com as instrugdes do kit, niveis de anticorpos
superiores a 40 UA/ml sio encontrados na grande maioria dos pacientes com toxoplasmose aguda) ;
1C-A = 100.
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Tabela III : Pesquisa de anticorpos IgA anti-T. gondii em pessoas sadias.

Pessoas IgA :
sadias ELISAd ELISAc IC-A
(U/mb) (UA/ml) (Titulo de Ac)

1 12 6.0 <100
2 35 6.0 <100
3 31 9.0 <100
4 0.8 8.0 <100
5 49 3.0 <100
6 4.6 55 <100
7 50 8.0 <100
8 1.1 80 <100
9 3.6 7.0 <100
10 2.6 8.5 <100
11 09 7.0 <100
12 01 0.6 <100
13 2.0 7.0 <100
14 1.8 5.0 <100
15 4.1 7.0 <100
16 39 9.0 <100
17 1.2 55 <100
18 35 9.0 <100
19 05 5.0 <100
20 1.0 7.0 <100
21 0.6 8.5 <100
22 03 8.5 <100
23 3.0 90 <100
24 6.5 6.0 <100
25 1.2 8.5 <100
26 4.0 7.0 <100
27 1.8 6.0 <100

Anticorpos IgA anti-T.gondii foram pesquisados em amostras de soros de 27 pessoas sadias através das

técnicas de ELISAd, ELISAc e IC-A. Niveis significativos de anticerpos :

ELISAd > 15 U/ml;

ELISAc > 10 UA/ml {(de acordo com as instrucdes do kit, niveis de anticorpos superiores a 40 UA/ml

40 encontrados na grande maioria dos pacientes com toxoplasmose aguda) ; 1C-A > 100,
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ELISAd

Os soros dos pacientes com toxoplasmose aguda exibiram atividades de
anticorpos variando de 10 a 1.000 U/ml. O "cut-off"* da reagdo foi calculado com base no
indice J através da seguinte formula: indice J=(a/b) + (c/d) - 1, onde a=numero de pacientes
infectados apresentando sorologia positiva, b=niimero total de pacientes infectados incluidos
no estudo, c=numero de pessoas ndo infectadas com sorologia negativa € d=numero total de
pessoas ndo infectadas incluidas no estudo. O indice J foi calculado para valores de cut-off
variando de 10 a 20 U/ml. O maior indice J obtido foi 0,955, correspondente a um valor de
cut-off de 15 U/ml. Utilizando este valor de cut-off, a sensibilidade e especificidade do teste

foram, respectivamente, 98.15% e 97.40%.

Um soro de um paciente com toxoplasmose aguda apresentou atividade de
anticorpo abaixo do valor do cut-off da técnica (soro do paciente 7 com 10 U/ml). Neste
soro foram detectados niveis significativos de anticorpos especificos da classe IgM por IFl e
ELISAc e de anticorpos especificos da classe IgA por ELISAc e IC-A (Tab.I). Este soro foi
obtido de um paciente incluido no estudo da persisténcia de anticorpos especificos apos a
infecgdo com T.gondii. A anilise de amostras sequenciais de soros obtidas do paciente
revelou elevagdo significativa dos titulos de IgG por IFI e positivagdo da reagio de ELISAd
para IgA (Tab IV). Por estas razdes, o soro do paciente 7, com ELISAd apresentando 10

U/ml, foi considerado falso-negativo.

Com a técnica de ELISAd, 2 soros de pacientes com infecgdes heterologas apresentaram
niveis de reatividade acima do valor do cut-off da técnica: um soro de um paciente com
mononucleose infecciosa (31 U/ml) ¢ um soro de um paciente com rubéola (59 U/mil).
Nestes dois soros, nio foram detectados niveis significativos de anticorpos
IgA anti-T.gondii por ELISAc e IC-A (Tab. II). No soro do paciente com mononucleose,
também, ndo foram detectados anticorpos anti-7.gondii das classes IgM e IgG. O paciente
com rubéola apresentava historia clinica e manifestagdes clinicas compativeis com a infecgdo
aguda pelo virus da rubéola. O diagnostico clinico foi confirmado pela detecgdo de
anticorpos IgM anti-virus da rubéola, através de uma técnica de ELISAc. Em amostras

sequenciais de soros obtidas deste paciente, anticorpos IgM anti-7.gondii ndo foram
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detectados por IFI e ELISAc e um titulo estavel de 128 foi encontrado por IFI na pesquisa
de IgG anti-T gondii. Por estas razdes, o soro do paciente com mononucleose infecciosa € o
soro do paciente com rubéola foram considerados falso-positivos quando analisados por

ELISAd para a pesquisa de IgA anti-T. gondii.

Todos os soros de pessoas sadias apresentaram atividades de anticorpos

inferiores a 15 U/ml, variando de 0.1 a 6.5 U/ml (Tab. III}.

ELISAc

A técnica de ELISAc foi realizada, utilizando-se kits comerciais da marca Sorin
(ETI-TOXOK M), De acordo com as instrugdes do kit, soros apresentando niveis de IgA
inferiores a 10 UA/m! sdio considerados negativos. Ainda de acordo com as instrugtes do
kit, a grande maioria dos pacientes com toxoplasmose aguda apresenta nivel de IgA

superior a 40 UA/ml.

Os resultados obtidos com a analise dos soros dos pacientes com toxoplasmose
aguda por ELISAc sdo apresentados na Tabela I. Como pode ser observado, todos os soros
exibiram niveis de reatividade superiores a 10 UA/ml, variando de 40 a > 160 UA/ml. Todos
os soros de pessoas sadias apresentaram niveis de anticorpos inferiores a 10 UA/ml
(Tab. 1II). Com excegio de um soro de um paciente com mononucleose infecciosa
apresentando um nivel de reatividade de 24 UA/ml, todos os soros de pacientes com
infeccdes heterdlogas apresentaram niveis de anticorpos inferiores a 10 UA/ml (Tab. II). No
soro do paciente com mononucleose infecciosa, as reagdes ELISAd e IC-A para a pesquisa
de anticorpos IgA' e as reagdes de IFI ¢ ELISAc para pesquisa de anticorpos IgM foram
negativas. Deste modo, o soro do paciente com mononucleose infecciosa foi considerado
falso-positivo quando analisado por ELISAc para a pesquisa de IgA anti-7.gondii.
Considerando os resultados obtidos, a sensibilidade e especificidade obtidas com a técnica

de ELISAc foram, respectivamente, 100% e 98.76%.
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IC-4

Os resultados obtidos com a analise dos soros dos pacientes com toxoplasmose
aguda por IC-A sdo mostrados na Tab.I. Como pode ser observado, com excegio de 2
casos onde a pesquisa de IgA por IC-A nio fot realizada (soros dos pacientes 8 e 10), todos
os soros exibiram titulos de anticorpos superiores a 1.600. Todos os soros dos pacientes
com infecgdes heterdlogas e todos os soros de pessoas sadias apresentaram reagbes ndo
reagentes com os soros diluidos a 1:100 (Tab.II e II). Considerando os resultados obtidos,

a técnica de IC-A apresentou 100% de sensibilidade e especificidade.

Persisténcia dos anticorpos especificos apés a infec¢iio com 7. gondii

Os resultados obtidos com a pesquisa dos anticorpos IgA por ELISAd, ELISAc
e IC-A e dos anticorpos IgM por IFI, ELISAc e QmL em amostras sequenciais de soros de
10 pacientes com toxoplasmose aguda adquirida (pacientes 1 a 10 do Grupo I), sdo
apresentados na Tabela. IV. A Tabela IV mostra, também, as manifestages apresentadas
pelos pacientes e os titulos de IFI para anticorpos IgG anti-7.gond? nas amostras

sequenciais de soros estudadas.
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Tabela IV: Persisténcia dos anticorpos especificos das classes IgM, IgG ¢ IgA apés a

infec¢do com 7. gondii.

Resultados dos testes soraldpicos
Manifestacies Dias apis &5 TgM IeG IgA
Pacltentes Clinicas manifestagdes 1FI ELISAc OmL IF] ELISAd | ELISAc IC-A
clinicas {Titalo de Ac) | (R/NR) UAmD | (Titndode Ac) | (Umly | (UA/mI) | (Titulo de Ac)

Linfoadenomegalia 19 4.096 R 750 32 130 =160 =»1.60¢
109 12 R 360 32.768 54 28 > 1600
1 Febre 152 &4 R WD 65.536 s 12 ER W
270 32 R 331 131.072 28 2 >1.600
Cefaldia 435 <16 NR 34 £5.536 20 <1 =>1.600
19 8.192 R >&60 2.048 204 =160 =1.600
Linfoadenomegalia 74 4.096 R ND 32.768 120 65 =1.600
1 103 128 |14 ND 131.072 118 14 =1.600
Febre 131 <16 R ND 131.072 82 19 »1.600
180 = 16 R 819 65,536 56 2 =>1.600
30 1.024 R =860 3.192 118 =160 >1.600
Linfoadenomegalia 63 156 R ND 32.768 40 =160 »1.600
3 93 156 R ND 32.768 42 48 »1.600
Febre 124 <16 R 450 65.536 44 39 =1.600
209 <16 R 320 131.072 36 34 »1.500
270 < 16 NR 296 131.072 26 12 =1.600
18 1.024 R 518 64 640 >160 =1.600
Linfoadenomegalia 38 2.048 R ND 16.384 500 >160 »>1.600
4 63 256 R NI 16.384 190 17 >1.600
Febre 98 256 R 410 16384 196 4 =1.600
258 16 R 216 32.768 54 <] =1.600
30 512 R =R60 8.192 40 =160 >1.600
Linfoadenomegalia 74 128 R ND 32.768 14 »160 =1.600
287 <16 R 580 32.768 g 25 =1.600
5 355 <16 R 530 32.768 10 21 »1.600
Febre 460 <16 R ND £55.536 8 30 =1.600
617 <16 NR 481 32.768 6 28 =1.600
Linfeadenomegalia 22 4096 R 829 4.096 20 =160 =1.600

85 2.048 R NI 16.334 ND =160 ND

Febre 151 512 R 550 8192 ND 99 ND

210 512 R 530 16384 31 110 ND

& Emagrecimento 270 128 R 467 16.384 30 110 ND

327 128 R ND 16.384 21 52 ND

Miaigia 360 256 R 338 65.536 19 51 ND
483 64 R 298 2192 6 17 =1.600
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Tabela IV (continuagio): Persisténcia dos anticorpos especificos das classes IgM, IgG
e IgA apds a infeccio com T gondii.

Resultados dos testes sovolbgicos
Pacientes Manifestagdes Dias apos as 1sM 1gG IgA
Clinicas manifestacdes IF1 ELISAc Qml. IFI ELISAd | ELISAc IC-A
clinfcas {Titnlo de Ac) | (R/NE} {UA/mD | (Titelo de Ac) {U/ml) {UA/mME | (Tinole de Ac)
Linfoadencmegalia |104 256 R =860 2.048 10 64 >1.600
Febre 172 256 R 630 $.192 62 60 ND
7 Prores articulares 234 128 R 582 16,384 53 39 ND
Adinamia 298 64 R ND 8.192 19 k] ND
360 64 R 485 16.384 14 29 ND
153 32 R 675 8.192 18 40 ND
Linfoadenomegalia (210 32 R 540 16.384 26 33 ND
] 339 16 R 490 §.192 20 27 ND
Febre 422 <16 R ND 8192 14 26 ND
595 <16 R 213 16.384 9 20 ND
43 32 R 643 16.384 118 =160 >1.600
98 256 R ND 32.768 52 85 ND
9 Emagrecimento 250 64 R 221 §.192 54 52 ND
318 n R 215 16,384 i4 3¢ ND
618 32 R 200 8192 35 31 ND
51 512 R =860 32.761 43 =160 ND
63 512 R ND 32.761 44 154 NI
10 |Quadro gripal 113 64 R ND 16.384 41 56 ND
153 iz R 791 8.192 26 29 ND
223 32 R 750 4096 60 27 ND
142 31 R 738 4.096 6{) 19 ND

Os anticorpos anti-T.gondii foram pesquisados em amostras seriadas de soros de pacientes com infecciio
toxoplasmica. Os anticorpes da classe IgM foram detectados através de IFL, ELISAc € QmL, os da classe IgG atraveés
de IFI e os da classe IgA através de ELISAd, ELISAc ¢ IC-A. As manifestacdes clinicas apresentadas pelos
pacientes também estdo descritas. Niveis significativos de anticorpos: IFI (IgM) 232; ELISAc (igM) R; QmL (IgM)
2140 UA/ml; ELISAd (igA) >15 U/ml; ELISAc (IgA) 210 UA/ml (de acordo com as instrugdes do kit, niveis
superiores a 40 UA/ml sieo encontrados na grande maioria dos pacientes com toxoplasmose aguda); IC-A (IgA) > 100.

R = Reagente; NR = Nio Reagente; ND = Niio Determinado; Ac = Aaticorpos.
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Considerando os resultados obtidos com a pesquisa de anticorpos especificos

das classes IgA e IgM, podemos observar:

Paciente 1:

Paciente 2

Paciente 3

As amostras de soros foram coletadas 19, 109, 152, 270 e 435 dias ap0s o inicio
das manifestagbes clinicas, A reagdo de ELISAc para IgA foi positiva
(=10 UA/ml) nas amostras de soros coletadas até 152 dias ap6s o inicio das
manifestagdes clinicas. As reagdes de IFI, ELISAc e QmL para IgM foram
positivas com as amostras coletadas até 270 dias, enquanto que, as reagles de
ELISAd ¢ IC-A para IgA permaneceram positivas até a Gltima amostra de soro
testada, coletada 435 dias apds o inicio das manifestacdes clinicas. Considerando
na técnica de ELISAc para IgA niveis de anticorpos > 40 UA/ml como
significativos para o diagnostico da infecgiio aguda, a reagdo foi positiva,
somente, com a amostra de soro coletada 19 dias apos o inicio das

manifestagdes clinicas da infecgfo.

As amostras de soros foram coletadas 19,74,103,131 e 180 dias apos o inicio
das manifestagoes clinicas. A reago de IFI para IgM foi positiva nas amostras
de soros coletadas até 103 dias apos o inicio das manifestagSes clinicas. A
reagio de ELISAc para IgA fot positiva com as amostras coletadas até 131 dias,
enquanto que, as reacdes de ELISAc e QmL para IgM e as reagles de ELISAd
e IC-A para IgA foram positivas até a ultima amostra de soro testada, coletada
180 dias apos o inicio das manifesta¢des clinicas. Considerando na técnica de
ELISAc para IgA, niveis de anticorpos > 40 UA/ml como significativos para o
diagnostico da infecgfio aguda, a reagfio foi positiva, somente, nas amostras de

soros coletadas até 74 dias apos o inicio das manifestagdes clinicas da infecgdo.

As amostras de soros foram coletadas 30,63,93,124.209 e 270 dias apos o inicio
das manifestacoes clinicas. A reagdo de IFI para IgM foi positiva nas amostras
de soros coletadas até 93 dias apos o inicio das manifestagGes clinicas. A reagio
de ELISAc para IgM foi positiva com as amostras coletadas até¢ 209 dias,
enquanto que as reagdes de QmL para IgM e as reagdes de ELISAd, ELISAc e

IC-A para [gA permaneceram positivas até a ultima amostra de soro testada,
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coletada 270 dias apds o inicio das manifestagdes clinicas. Considerando na
técnica de ELISAc para IgA, niveis de anticorpos >40 UA/ml como
significativos para o diagnostico da infecgdo aguda, a reagdo for positiva,
somente, com as amostras de soros coletadas até 93 dias apos o inicio das

manifestagdes clinicas da infecgio.

Paciente 4: As amostras de soros foram coletadas 18,38,63,98 e 258 dias ap0s o inicio das

manifesta¢des clinicas. A reagdo de ELISAc para IgA fot positiva nas amostras
de soros coletadas até 63 dias apds o inicio das manifestagdes clinicas. A reagdo
de IFI para IgM foi positiva com as amostras coletadas até 98 dias, enquanto
que as reagdes de ELISAc e QmL para IgM e as reagbes de ELISAd ¢ IC-A
para IgA permaneceram positivas até a Gltima amostra de soro testada, coletada
258 dias apds o inicio das manifestagdes clinicas. Considerando na técnica de
ELISAc para IgA, niveis de anticorpos > 40 UA/ml como significativos para o
diagnostico da infecgdo aguda, a reacio foi positiva, somente, com as amostras
de soros coletadas até 38 dias apos o inicio das manifestagOes clinicas da

infecgdo.

Paciente 5. As amostras de soros foram coletadas 30,74,287,355,460 e 617 dias apds o

inicio das manifesta¢des clinicas. A reacio de ELISAd para IgA foi positiva
somente com a amosira de soro coletada 30 dias apds o inicio das
manifestacdes clinicas. As reagdes de IFI e ELISAc para IgM foram positivas,
respectivamente, com as amostras de soros coletadas até 74 e 460 dias,
enquanto que a reagdo de QmL para IgM e as reagdes de ELISAc e 1C-A para
IgA permaneceram positivas até a ultima amostra de soro testada, coletada 617
dias -'apc')s o inicio das manifestagdes clinicas. Considerando na técnica de
ELISAc para IgA niveis de anticorpos > 40 UA/ml como significativos para o
diagnostico da infecgdo aguda, a reagdo foi positiva, somente, com as amostras
de soros coletadas até 74 dias apos o inicio das manifestacdes clinicas da

infecgdo.
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Paciente 6; As amostras de soros foram coletadas 22.85,151,210,270,327,360 e 483 dias

apos o inicio das manifestagdes clinicas. A reagdo de ELISAd foi positiva nas
amostras de soros coletadas até 360 dias apos o inicio das manifestagdes
clinicas. As reagdes de IFI, ELISAc e Qml. para IgM e as reagles de ELISAc
¢ IC-A para IgA permaneceram positivas até a ultima amostra de soro testada,
coletada 483 dias apos o inicio das manifestagdes clinicas. Considerando na
técnica de ELISAc para IgA, niveis de anticorpos > 40 UA/ml como
significativos para o diagnostico da infecg@o aguda, a reagdo foi positiva,
somente, com as amostras de soros coletadas até 360 dias apés o inicio das

manifestacdes clinicas da infecgdo.

Paciente 7. As amostras de soros foram coletadas 104,172,234,298, 360 dias apos o inicio

das manifestagdes clinicas, A reacdo de ELISAd para IgA foi positiva a partir
da amostra de soro coletada com 172 dias e permaneceu positiva nas amostras
de soros coletadas até 298 dias apds o inicio das manifestagSes clinicas. As
reagdes de IFI, ELISAc ¢ QmL para IgM e a reagio de ELISAc para IgA
permaneceram positivas até a ultima amostra de soro testada, coletada 360 dias
apOs o inicio das manifestagdes clinicas. Considerando na técnica de ELISAc
para IgA niveis de anticorpos > 40 UA/ml como significativos para o
diagnéstico da infecgdo aguda, a reagdo foi positiva, somente, com as amostras
de soros coletadas até 172 dias apés o inicio das manifestagdes clinicas da
infecgdo. Este paciente apresentou titulo de IC-A para IgA > 1.600 na primeira
amostra de soro coletada. Ndo foram pesquisados anticorpos IgA por IC-A

nas demais amostras de soros coletadas.

Paciente 8' As amostras de soros foram coletadas 153,210,339,422 e 595 dias apds o inicio

das manifestagdes clinicas. A reagdo de IFI para IgM foi positiva nas amostras
de soros coletadas até 210 dias apés o inicio das manifestagdes clinicas. A
reagio de ELISAd para IgA permaneceu positiva até a amostra de soro
coletada com 339 dias, enquanto que as reagdes de ELISAc e QmL paraigM e
a reagdo de ELISAc para IgA permaneceram positivas até a Gltima amostra de

soro testada, coletada 595 dias apos o inicio das manifestagdes clinicas.
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Considerando na técnica de ELISAc para IgA niveis de anticorpos > 40 UA/ml
como significativos para o diagnostico da infecgiio aguda, a reagdo ja foi
negativa na primeira amostra de soro testada, coletada 153 dias apos o icio
das manifestagdes clinicas da infecgdo. Anticorpos IgA nio foram pesquisados

por IC-A nas amostras de soros coletadas.

Paciente 9° As amostras de soros foram coletadas 43,98,250,318 e 618 dias apds o inicio

das manifestagdes clinicas. As reagoes de IFI, ELISAc e QmL para IgM e as
reagdes de ELISAd e ELISAc para IgA permaneceram positivas até a ultima
amostra de soro testada, coletada 618 dias apOs o inicio das manifestagOes
clinicas. Considerando na técnica de ELISAc para IgA nivets de anticorpos
> 40 UA/ml como significativos para o diagnostico da infecgio aguda, a reagdo
foi positiva, somente, com as amostras de soros coletadas até 250 dias apos o
inicio das manifestagdes clinicas da infec¢do. Este paciente apresentou titulo
de IC-A para IgA > 1.600 na primeira amostra de soro coletada. Ndo foram

pesquisados anticorpos IgA por IC-A nas demais amostras de soros coletadas.

Paciente 10: As amostras de soros foram coletadas 51,63,113,153,223 e 242 dias apos o

inicio das manifestagdes clinicas. As reagdes de IFI, ELISAc e QmL para IgM
¢ as reacdes de ELISAd e ELISAc para IgA permaneceram positivas até a
Gltima amostra de soro testada, coletada 242 dias apds o inicio das
manifestagSes clinicas. Considerando na técnica de ELISAc para IgA, niveis de
anticorpos > 40 UA/ml como significativos para o diagnostico da infecgdo
aguda, a reagfo foi positiva, somente, com as amostras de soros coletadas até
113 dias apos o inicio das manifestagdes clinicas da infecgdo. Anticorpos

IgA n3o foram pesquisados por IC-A nas amostras de soros coletadas.
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Na avaliagio da persisténcia dos anticorpos especificos foram utilizadas
amostras sequenciais de soros de 10 pacientes com diagnodstico de toxoplasmose aguda
adquirida. Cumpre ressaltar que, para cada paciente incluido neste estudo, a duragio da
coleta das amostras de sangue bem como os intervalos de tempo entre as manifestacdes
clinicas da infecgdo e a coleta das amostras de sangue foram diferentes. Em alguns casos,
dado o longo intervalo de tempo entre a coleta de amostras consecutivas de sangue, ndo foi
possivel determinar a positividade ou negatividade de algumas reagdes sorologicas, em
determinados periodos de tempo apos a infecgdo com 7.gondii. Nestas circunstancias, os
resultados das reagbes foram considerados inconclusivos. Na Tabela V, os dados sdo
apresentados levando em consideragio, somente, a interpretagdo dos resultades das reagdes
soroldgicas nos pacientes com amostras de sangue coletadas 6, 9,12,15 e 20 meses apos as
manifestagdes clinicas da infec¢do. Na Tabela VI, os dados sdo apresentados levando em
consideragdo a projegio dos resultados sorolégicos até o vigésimo més apos as
manifestagdes clinicas da infecgdo, assumindo a manutengdo dos resultados uma vez

ocorrida a negativagdo das reagdes.

Tabela V: Resultados da pesquisa de anticorpos especificos em diferentes intervalos de
tempo apos a infeccio toxoplismica.

Meses apds as manifestacses IeM . IgA
clinicas (nimero de pacientes iF1 ELISAc QmL ELISAd ELISAc ELISAc

o/ amostras de sangue coletadas) (= 32) R 140 UA/mb) | (> 150/ml) {2 10 UA/mD)] > 40 UA/mb}
R NR 1 R NR 1 R NR I R NR IR NR I|R NR I

& (10) 6 2 2 1Ic 0 0 1G 0 ol 9 1 017 2 1 2 6 2

(7 4 1 2 6 1 0 7 ] 016 ! 010 1 o] 1 4 2

12 (6) 3 2 1 5 0 1 5 0 1 {3 2 1|5 1 of 1 5 0

15 (4) 2 2 G 4 0 0 4 0 0 1 2 1 4 0 0] 0 3 I

2002 1 1 ol 1 0o 1t ]l2 o of1 1 o2 o oo 2 o

Anticorpos fgM e IgA anti T.gondii foram pesquisados em amostras sequenciais de soros de pacientes com
diagnostico de toxoplasmose aguda. Sio apresentados os dades relativos i pesquisa de anticorpos levando em
consideragdo o nimere de pacientes com amostras de sangue coletadas 6,9,12, 15 ¢ 20 meses apds as manifestacdes
clinicas da infecgfio. Niveis significativos de anticorpes: IFI (IgM) > 32; ELISAc (IgM) R; OmL (IgM) > 140
UA/ml; ELISAd (IgA) > 15 U/ml; ELISAc (IgA) = 10 UA/ml. Os resultados obtidos com a técnica de ELISAc para
IgA considerando niveis de anticorpos superiores a 40 UA/ml como significativos sio, também apresentados.

R = Reagente; NR = Nio Reagente; I= Sorologia Inconclusiva.
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Tabela VI: Resultados da pesquisa de anticorpos especificos em diferentes intervalos

de tempo apés a infecciio toxoplasmica.

M IzA
Meses apos as manifestagoes iF1 ELISAc OQml ELISAd ELISAc ELISAc
clinicas da infeccio =32) R {= 140 UA/ml} | (> 15 UMmnl) | (2 10 UA/mi) | (> 40 UA/mi)
R NRI{R NRI}| R NR 1 R NRI| R NR I R NR I
& 6 2 2y10 0 0{1O0 ¢ Of9 1 07 2 1|2 6 12
9 4 3 316 o 3i7 0 3|6 1 3|6 3t r7 2
12 305 215 1 4435 0 513 2 3|35 32 1 % 0
15 2 6 214 2 4|4 1 51 3 6|4 3 30 9 g
20 6 3|11 2 7|2 1 711 4 5|2 3 510 10 0

Anticorpos IgM e IgA anti-T.gondii foram pesquisados em amostras sequenciais de soros de pacientes com

diagndstico de toxoplasmose aguda. Sio apresentades os dados relativos 3 pesquisa de anticorpos levando em

consideragdo a projecdo dos resultados sorolégicos até o vigésimo més apés as manifestacdes clinicas da infecgio,

assumindo a manuten¢io dos resultados uma vez ocorrida a negativacio das reagdes. Niveis significativos de
anticorpoes: IFI (IgM) = 32; ELISAc (IgM) R; QmL (IgM) > 140 UA/ml; ELISAd (IgA) > 15 U/ml; ELISAc (IgA) >
10 UA/ml. Os resultados obtidos com a técnica de ELISAc para IgA considerando niveis de anticorpos superiores a

40 UA/ml como significativos sdo, também, apresentados.

R = Reagente; NR = Nio Reagente; I = Sorologia Inconclusiva
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5. Discussdo



A grande maioria dos individuos com toxoplasmose aguda adquirida ¢
assintomatica ou exibe sinais e sintomas nio patognomdnicos da infecgdo. Entre as técnicas
laboratoriais utilizadas para a confirmagio da suspeita clinica, a pesquisa de anticorpos
anti-7.gondii, até o presente momento, ¢ aquela que oferece melhores resultados. 0
diagnostico sorolégico da toxoplasmose aguda tem, tradicionalmente, sido feito pela
detecgdo de anticorpos especificos da classe IgM e/ou pela demonstragdo do aumento
significativo dos titulos de anticorpos especificos da classe IgG. Entretanto, alguns fatores
tém complicado a interpretagio dos resultados dos testes soroldgicos. Entre estes fatores,

salientam-se:

1. Reacdes falso-positivas na pesquisa de anticorpos especificos da classe IgM

Resultados falso-positivos na pesquisa de IgM anti-T.gondii em amostras de
soros contendo fatores reumatodides efou fatores anti-nucleares, tem sido observados por
diversos autores. Camargo, Leser e Rocca (1972) observaram que a adigdo de fatores
reumatdides a soros contendo anticorpos da classe IgG anti-7.gondii resultava em
positivacio da reagdo de IFI para a pesquisa de IgM anti-T. gondii. Por outro lado, o
tratamento dos soros contendo fatores reumatdides com gama-globulina humana agregada
pelo calor resultava em negativagdo dos testes de IF1 para IgM sem alterag¢do dos titulos de
anticorpos da classe IgG. Hyde, Barnett e Remington (1975), pesquisando IgM
anti-7. gondii, por IFI, em 41 amostras de soros contendo fatores reumatéides, obtidas de
pacientes sem evidéncias clinicas de toxoplasmose aguda, encontraram 4,8% de resultados
falso-positivos. Apos o tratamento dos soros falso-positivos com IgG agregada pelo calor,
os autores observaram a negativagio das reagdes de IFI. Araujo et al (1971), também,
detectaram reagdes falso-positivas na pesquisa de IgM anti-7.gondii, por IFI, em amostras
de soros de pacientes com lupus eritematoso sistémico contendo fatores anti-nucleares. Os
autores observaram reagdes falso-positivas em 3 dos 16 pacientes estudados, com
titulos de IFI para IgM variando de 10 a 40. Reagbes falso-positivas na pesquisa
de 1gM anti-7 gondii, também, tém sido observadas com a técnica de ELISAd

Camargo et al (1978) observaram reagdes de ELISAd para IgM positivas em s0ros
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contendo fatores reumatoides. Apos o tratamento dos soros com IgG humana insolubilizada,
os autores observaram a negativagdo das rea¢des. ReacgGes falso-positivas para IgM por
ELISAd, devido a presenca de fatores reumatbides, também, tém sido observadas por

outros autores (NAOT & REMINGTON, 1980).

2. Reacdes falso-negativas na pesquisa de anticorpos especificos da classe IgM

O limite de sensibilidade da técnica utilizada e o efeito inibitério causado por
anticorpos especificos da classe IgG, podem ocasionar reages falso-negativas na pesquisa
de anticorpos especificos da classe IgM. Pyndiah et al (1979} mostraram que a reagdo de IFI
para a detecgdo de anticorpos IgM anti-7.gondii apresenta, frequentemente, resultados
falso-negativos devido a competi¢do entre os anticorpos especificos das classes IgM ¢ IgG.
Os autores pesquisaram anticorpos anti-7.gondii, por IFI, em 108 soros de pacientes com
manifestagBes clinicas sugestivas de toxoplasmose aguda. A reagdo de IFI realizada com
soro total detectou anticorpos IgM especificos em 17 soros. Quando a fragio IgM, obtida
pelo fracionamento dos soros por filtragio em gel, foi utilizada, 55 soros apresentaram
reacio de IFI positiva para anticorpos da classe IgM. Filice, Yeager ¢ Remington (1980),
mostraram, também, que altas concentragdes de anticorpos IgG anti-7.gondii nos soros de
alguns pacientes com toxoplasmose aguda adquirida ou toxoplasmose congénita, podem ter
um efeito inibitério na demonstragio de anticorpos especificos da classe IgM por IFL. Os
autores separaram, por filtragio em gel, as fragdes IgM e IgG de 68 soros de 47 pacientes
com toxoplasmose aguda adquirida e de 13 soros de 7 criangas com toxoplasmose
congénita, todos apresentando reagdes de IFI para IgM anti-7.gondii negativas. Utilizando
as fracGes IeM, os autores conseguiram detectar anticorpos especificos em 36 (53%) soros

de pacientes com toxoplasmose adquirida e em 5 (38%) soros de pacientes com

toxoplasmose congénita.

Naot ¢ Remington (1980) desenvolveram uma técnica para a pesquisa de IgM
anti- 7. gondii baseada na separago das moléculas de IgM e IgG presentes no soro, atraves
da captura das moléculas de IgM por anticorpos anti-IgM usados no revestimento dos
orificios das placas de ELISA (ELISAc). Analisando 29 soros de pacientes com
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toxoplasmose aguda adquirida, por ELISAc e IFI, os autores detectaram anticorpos IgM
anti-T.gondii em, respectivamente, 28 (96.5%) e 17 (58.6%) casos. Apos a separagdo das
fracdes IeM e IgG dos soros por filtragdo em gel, anticorpos IgM foram detectados, por IFI,
em todas as fragdes IgM dos soros que apresentavam reagdes de ELISAc reagentes. Naot,
Desmonts & Remington (1981) pesquisaram anticorpos IgM anti-T.gondii, através de
ELISAc ¢ IFI, em 55 amostras de soros de recém-nascidos com toxoplasmose congénita. As
técnicas de ELISAc e IFI detectaram anticorpos IgM especificos em, respectivamente, 43
(72.7%) e 14 (25,4%) soros. Os autores atribuiram o resultado obtido a maior sensibilidade

.....

IF1.

3. Persisténcia de anticorpos especificos da classe IgM por longo periodo de tempo

apos a infeccdo com T. gondii

A deteccdo de anticorpos especificos da classe IgM por longo periodo de tempo,
apés a infecgdo com 7.gondii, tem sido observada por varios autores. Remington, Miller &
Brownlee (1968), pesquisaram, por IFI, anticorpos IgM anti-7.gondii em amostras seriadas
de soros de 18 pacientes com diagnéstico de toxoplasmose aguda adquirida. Em 4 pacientes,
anticorpos IgM foram detectados em amostras de soros coletadas 23 meses apos o inicio da
infeccio. Van Loon et al (1983) pesquisaram anticorpos IgM especificos, por ELISAc, em
amostras seriadas de soros de 24 pacientes com diagnostico de toxoplasmose aguda
adquirida. Apos 1 ano do inicio das manifestagdes clinicas, 3 pacientes apresentavam, ainda,
niveis significativos de anticorpos IgM. Brooks, McCabe & Remington (1987), analisando
amostras seriadas de soros de 21 pacientes com toxoplasmose aguda adquirida, detectaram
em 4 pacientes anticorpos IgM anti-T.gondii, por ELISAc, em amostras de soros coletadas
1 ano apos a infecgdo. Herbrink et al (1987), pesquisaram anticorpos IgM especificos,
através das técnicas de ELISAd e ELISAc, em amosiras seriadas de soros de 3 pacientes
com toxoplasmose aguda adquirida. Em um dos pacientes, os anticorpos IgM foram
detectados, pelas duas técnicas, 1 ano apos o inicio das manifestagdes clinicas. Del Bono

et al (1989), estudaram a persisténcia dos anticorpos IgM anti-T.gondii, através de IF,
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ELISAc e IC-A, em amostras seriadas de soros de 38 pacientes com linfoadenopatia
toxoplasmica. Quatro pacientes tinham amostras de soros coletadas 18 meses apds o inicio
das manifestagdes clinicas. Neste periodo de tempo apds a infecgdo, um paciente
apresentava as trés reagdes positivas, dois apresentavam IFI negattva com ELISAc e IC-A

positivas e um paciente apresentava, somente, a reagio de ELISAc positiva,

4. Persisténcia de altos titulos de anticorpos IgG anti-T.gondii por longo periodo de

tempo apos a infecgiio com 7. gondii

Titulos altos de anticorpos IgG anti-7. gondii podem persistir por varios meses,
ou mesmo anos, apds a infecgdio toxoplasmica aguda. Deste modo, titulos altos de
anticorpos especificos da classe IgG podem ser, frequentemente, encontrados na populagdo
normal. Sabin et al (1952) observaram que titulos de RSF = 32.768 podem persistir, em
algumas pessoas, por mais de 5 anos, apés a infeccdo com T gondii. Remington, Miller &
Brownlee (1968) encontraram titulos de RSF superiores a 16.384 em amostras de soros
coletadas 2 anos apés a infecgio toxoplasmica aguda adquirida. Camargo e Leser (1976)
pesquisaram anticorpos anti-7.gondii em amostras seriadas de soros de pacientes com
toxoplasmose aguda adquirida. Apés 23 meses do inicio da infecgdo, os autores observaram
que 68% dos pacientes apresentavam reacio de IFI para IgG com titulos superiores a 4.000
e que 70% dos pacientes apresentavam RFC com titulos superiores a 80, Welch et al (1980},
analisando amostras seriadas de soros de 27 pacientes com diagnostico de toxoplasmose
aguda adquirida, detectaram, apos 6 meses do inicio dos sintomas, titulos de RSF superiores
a 16.000 em 30% dos pacientes. Payne, Francis & Kwantes (1984), pesquisando anticorpos
anti-T.gondii em- amostras seriadas de soros  de pacientes com toxoplasmose
linfoadenopatica, encontraram, apds 1 ano do inicio das manifestagdes clinicas, titulos de
RSF variando de 512 a 4.096, titulos de HI variando de 2.048 a 64.000 e titulos de
aglutinacio em latex variando de 64 a 2.048. Brooks, McCabe & Remington (1987),
analisando amostras seriadas de soros de pacientes com linfoadenopatia toxoplasmica,
observaram, apos 1 ano do inicio das manifesta¢es clinicas, titulos de RSF superiores a 512

em 62% dos pacientes.
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Como ja salientado, a detecdo de anticorpos IgM anti-T.gondii no soro tem,
tradicionalmente, sido considerada um marcador sorologico da fase aguda da toxoplasmose.
A avaliagio da persisténcia dos anticorpos especificos apos a infecgiio com 7. gondii,
realizada em nosso trabaiho, mostrou que os resultados obtidos com a pesquisa de IgM
devem ser interpretados com cautela. Vérios autores tém considerado titulos de IFI = 32
para anticorpos IgM anti-7.gondii como significativos para o diagnoéstico sorologico da
toxoplasmose aguda. Considerando tais titulos como significativos para o diagnostico da
infecgiio aguda, 6 meses apos o inicio das manifestagGes clinicas, 6 pacientes apresentavam
reagdes de IFI positivas e 2 reagdes negativas. Em dois pacientes, devido ao longo intervalo
de tempo decorrido entre a coleta de algumas amostras de soros, nao foi possivel determinar
se houve negativagdo das reagdes de IFl nos 6 meses subsequentes ao aparecimento das
manifestagdes clinicas. Em situa¢des nas quais o intervalo de tempo entre a coleta de
amostras de sangue dificultou a interpretagdo dos resultados sorologicos, as reagbes foram
ceferidas como inconclusivas. Nove meses apos o inicio das manifestagdes clinicas, dos 7
pacientes nos quais foi possivel interpretar os resultados das reagdes de IF1, 4 apresentavam
reagdes positivas e 3 reagbes negativas. Tanto, com 12 como 15 meses apds o inicio das
manifestagdes clinicas, foi possivel determinar a positividade ou negatividade das reagdes de
IFI em 8 pacientes. Apos 12 e 15 meses, 3 e 2 pacientes, apresentavam, respectivamente,
niveis significativos de IgM por IFI (= 32.) Reagdo de IFT com titulo significativo foi
encontrada, ainda, na (ltima amostra de soro testada de um dos pacientes, coletada mais de

20 meses apos o inicio da infec¢do.

De acordo com Welch et al (1980), somente titulos de IFI = 160 para anticorpos
IgM especificos seriam bons indicadores de toxoplasmose aguda. Embora nossos resultados
confirmem que titalos de IFI = 160 para IgM sejam mais confiaveis para se estabelecer o

diagnostico soroldgico de toxoplasmose aguda, alguns pontos merecem consideragdo:

1. A utilizagdo deste critério para o diagnostico soroldgico de infecgao aguda resulta
em uma diminui¢do significativa da sensibilidade da reagdo de IFI. Na bateria de 54 soros de
pacientes com toxoplasmose aguda utilizada no nosso trabalho, 11 soros apresentaram

titulos de IFI < 160 (pacientes 8,9,15,19,24,27,28,29,30,32 ¢ 36).
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2. Os resultados das rea¢des de IF1 em amostras seriadas de soros de pacientes com
diagnostico de toxoplasmose aguda mostraram que, em alguns casos, os titulos de IFI
podem cair rapidamente para niveis ndo significativos ( < 160) em um curto intervalo de
tempo apds o inicio das manifestagdes clinicas, e em outros subir vagarosamente, atingindo
valores significativos ( = 160) em um intervalo de tempo relativamente longo em relagdo ao

inicio das manifestagdes clinicas.

3. A utilizagio de titulos altos de anticorpos IgM por IFI para se estabelecer o
diagnostico sorolégico da fase aguda da toxoplasmose ndo exclui a possibilidade de titulos
significativos persistirem, em alguns pacientes, por um longo periodo de tempo apés a
infecgio com 7.gondii. Em nosso trabalho, um dos pacientes incluido no estudo da
persisténcia dos anticorpos especificos na toxoplasmose apresentou titulo de IFI para

IgM = 256 apos um ano do inicio das manifestagdes clinicas da infecgdo.

A medida que técnicas com sensibilidade maior do que aquela apresentada pela
reagio de IFI para a detecgio de anticorpos IgM anti-7.gondii foram desenvolvidas, um
niimero maior de pacientes com diagnostico sorologico de infecgdo toxoplasmica aguda foi
identificado. Entretanto, o aumento da sensibilidade das técnicas resultou na detecgdo de
anticorpos IgM por periodos ainda maiores do que aqueles registrados por IFL. Este fato
pode ser evidenciado pela comparagdo dos resultados obtidos com a pesquisa de anticorpos
especificos da classe IgM por IFI, ELISAc ¢ QmL nas amostras seriadas de soros dos
pacientes com diagnostico de toxoplasmose aguda. As reagdes de IFI, ELISAc ¢ QmL
permaneceram positivas até a ultima amostra de soro testada em, respectivamente, 4, 7 e 9

pactentes.

A utilidade da pesquisa dos anticorpos IgA anti-7.gondii para o diagnostico da
infecdo toxoplasmica aguda adquirida e da toxoplasmose congénita tem sido estudada por
varios pesquisadores. Com relagdo ao diagnostico da infeccdo congénmita, ha uma
concordincia generalizada de que a pesquisa de anticorpos especificos da classe IgA tem
importancia igual ou superior a pesquisa de anticorpos especificos da classe IgM
(Le FICHOUX, MARTY & CHAN, 1987, DECOSTER et al, 1988; STEPICK-BIEK et al,

1990). Com relagio ao diagndstico da toxoplasmose aguda adquirida, existem controversias.
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Viarios pesquisadores tém mostrado que os anticorpos anti-7.gondii da classe IgA sdo
detectados com elevada frequéncia na fase aguda da toxoplasmose adquirida e, além disto,
parecem ndo persistir por tempo t3o longo quanto os da classe IgM, sendo, portanto,
marcadores mais confidveis da fase aguda da infecgiio (LE FICHOUX, MARTY & CHAN,
1987, DECOSTER et al, 1988; STEPICK-BIEK et al, 1990, BESSIERES et al, 1992).
Entretanto, existem alguns trabalhos mostrando que os anticorpos especificos da classe IgM
sio detectados com uma frequéncia significativamente maior do que os anticorpos
especificos da classe IgA na fase aguda da toxoplasmose adquirida e que os mesmos tendem
a desaparecer antes dos anticorpos IgA no curso da infecgdo toxoplasmica (TURUNEN,
VUORIO & LEINIKKI, 1983, PARTANEN et al, 1984).

No presente trabalho, nos concentramos sobre a utilidade da pesquisa dos
anticorpos IgA anti-T.gondii para o diagnostico sorologico da fase aguda da toxoplasmose
adquirida. Anticorpos especificos da classe IgA foram pesquisados em um grupo de 54
pacientes com diagnéstico de toxoplasmose aguda adquirida, através das técnicas de
ELISAd, ELISAc e IC-A. Os resultados obtidos com as trés tecnicas foram excelentes e
muito similares: 98% de sensibilidade ¢ 97% de especificidade com a técnica de ELISAd,;
100% de sensibilidade e 99% de especificidade com a técnica de ELISAc e 100% de

sensibilidade e especificidade com a técnica de IC-A.

Como ja ressaltado, os anticorpos especificos da classe IgG podem impedir a
deteccio de outras classes de anticorpos especificos. Varios autores tém mostrado que este
efeito inibitorio pode ser evitado pela absor¢io prévia dos soros com proteina A de
Staphylococcus aureus, devido a propriedade desta proteina de interagir com a por¢do
Fc das moléculas de IgG de varias espécies. Tal absorgdo pode resultar em um aumento da
sensibilidade e/ou éspeciﬁcidade das reagdes (LEINIKKI et al, 1978; TURUNEN, VUORIO
& LEINIKKI, 1983). A proteina G, obtida de espécies de Streprococcus do grupo C,
interage mais eficientemente do que a proteina A com a porgéo Fe das moléculas de IgG.
No nosso trabalho, os bons resultados obtidos com a técnica de ELISAd foram devidos a
absorgiio prévia dos soros com proteina G. Tal absorgio resultou em um aumento da
especificidade e sensibilidade da técnica de ELISAd (os resultados ndo foram mostrados).

Mesmo com o tratamento, uma reagio falso-negativa (10 U/ml) e duas reagdes
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falso-positivas foram detectadas. As reagdes falso-positivas foram encontradas com um soro
de um paciente com rubéola (59 U/ml) e com um soro de um paciente com mononucleose
infecciosa (31 U/ml). A reagdo falso-negativa foi detectada em uma amostra de soro
coletada 3 1/2 meses apds as manifestagdes clinicas da toxoplasmose em um dos pacientes
incluido no estudo da persiténcia dos anticorpos especificos apés a infec¢do com T.gondii.
A pesquisa de anticorpos em amostras sequenciais de soros do paciente revelou aumento
significativo dos niveis de IgA por ELISAd e dos titulos de IgG por IFI, quando os titulos
de IFI para IgM ja estavam estabilizados.

Na técnica de ELISAc para IgA, uma reago falso-positiva (24 UA/ml) foi
encontrada com um soro de um paciente com mononucleose infecciosa. A técnica de
ELISAc detectou niveis significativos de anticorpos IgA anti-7.gondii em todos os 54
pacientes com toxoplasmose aguda adquirida incluidos no  nosso estudo

(40 a >160 UA/ml).

A técnica de IC-A foi realizada com os soros diluidos de 1/100 a 1/1.600.
Todos os soros de pacientes com diagndstico de toxoplasmose aguda testados apresentaram
titulos de anticorpos superiores a 1.600. Por outro lado, todos os soros de pacientes com
infecgdes heterélogas e pessoas sadias apresentaram reagdes negativas com 0s SOros diluidos

a 1:100.

A pesquisa de anticorpos especificos da classe IgA em amostras seriadas de
soros de pacientes com diagnostico de toxoplasmose aguda adquirida revelou que esta
classe de anticorpos, dependendo da técnica utilizada, pode, também, ser detectada, por
longos periodos de tempo apos a infec¢do com 7.gondii. Através de ELISAd, 9 dos 10
pacientes estudados apresentavam pesquisa de IgA positiva ( >1 5 U/mi) apds 6 meses do
inicio das manifestagdes clinicas. Nove meses apos o inicio das manifestagoes clinicas, dos 7
pacientes nos quais foi possivel interpretar as reagoes, 6 apresentavam reagdes positivas e |
reacio negativa. Com 12, 15 e 20 meses apds as manifestagdes clinicas, fo1 possivel
interpretar as reagdes de ELISAd em 5, 4 e 5 pacientes. Apos 12 meses, 3 pacientes
apresentavam reagdes de ELISAd positivas. Com 15 e 20 meses, um paciente apresentava,

ainda, reacio de ELISAd com titulo significativo. Na reagdo de ELISAd, o cut-off da reagao
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foi 15 U de IgA/ml de soro. A elevagdo do valor do cut-off da técnica resultaria, em muitos
pacientes, em diminuigio do tempo de detecgdo de niveis significativos de anticorpos, mas,
em contrapartida, diminuiria significativamente a sensibilidade da técnica, visto que varios
pacientes com toxoplasmose estudados apresentaram niveis significativos de anticorpos
muito proximos ao valor de 15 U/ml. Os pacientes 6,8,26,35,45 e 54, por exemplo,
apresentaram reagio de ELISAd com niveis de IgA variando de 17 a 20 U/ml. Convém
ressaltar que, os pacientes 6,26,35,45 e 54 apresentaram rea¢des de IFI para anticorpos IgM

especificos com titulos superiores a 160.

A técnica de ELISAc para anticorpos IgA anti-7.gondii foi realizada
utilizando-se kits comerciais da marca Sorin (Sorin Biomédica, Italia). De acordo com as
instructes do kit, reagdes com niveis de IgA inferiores a 10 UA/ml s3o consideradas
negativas. Reagdes com niveis variando de 10 a 40 UA/ml ndo podem ser consideradas
negativas ¢ sua significancia deve ser interpretada em conjunto com os niveis de anticorpos
especificos das classes IgM ¢ IgG. Ainda, de acordo com as instrugdes do kit, a grande
maioria dos pacientes com toxoplasmose aguda apresenta niveis de IgA superiores a 40
UA/ml. Considerando miveis de IgA = 10 UA/ml como significativos, 7 dos 10 pacientes
estudados apresentaram pesquisa de IgA positiva apos 6 meses do tnicio das manifestagdes
clinicas. Apés 15 meses do inicio das manifestagdes clinicas, 4 dos 7 pacientes nos quais foi
possivel determinar a positividade ou negatividade das reagbes apresentaram reagbes de
ELISAc com niveis de IgA superiores a 10 UA/ml. Apés 20 meses do inicio das
manifestagdes clinicas, foi possivel interpretar as reagdes de ELISAc em 5 pacientes. Dois
destes pacientes apresentavam, ainda, reagdes de ELISAc com niveis de IgA > 10 UA/ml.
Resultados melhores foram obtidos levando em consideragio, como proposto pelas
instrugdes do fabricante do kit de ELISAc, niveis de IgA > 40 UA/ml como indicadores de
toxoplasmose aguda. Na avaliagio da sensibilidade da técnica de ELISAc, 54 soros de
pacientes com diagnostico de toxoplasmose aguda adquirida foram analisados. Com excegdo
de um soro apresentando ELISAc com 40 UA/mi, todos os outros soros exibiram niveis de
anticorpos IgA maiores do que 40 UA/mi (64 a > 160). Cumpre ressaltar que o soro com 40
UA/ml foi coletado 5 meses apés o inicio das manifestagdes clinicas da infecqdo. Com

relacio a pesquisa de IgA por ELISAc em amostras seriadas de soros de pacientes com
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diagnostico de toxoplasmose aguda, 6 meses apos o inicio das manifestagdes clinicas, 2 dos
8 pacientes nos quais foi possivel interpretar os resultados sorologicos, apresentaram
reagdes com niveis de IgA > 40 UA/ml. Apos 1 ano do inicio das manifestagdes clinicas,
somente 1 dos 10 pacientes no quais a persisténcia de anticorpos foi avaliada apresentava
nivel de IgA por ELISAc > 40 UA/ml. Apds 15 e 20 meses do inicio das mamfestagSes
clinicas, foi possivel determinar a positividade ou negatividade das reages de ELISAc em,
respectivamente, 9 e 10 pacientes. Em nenhum caso, nestes periodos de tempo apés a
infecgdio, foi observado nivel de IgA > 40 UA/ml. Em termos comparatives, considerando
titulos de IFI para IgM > 32 como indicativos de toxoplasmose aguda, apos 6 meses do
inicio das manifestaces clinicas da infecgio, 6 dos 8 pacientes nos quais foi possivel
interpretar os resultados dos testes de IFI apresentavam reagdes com titulos significativos
de anticorpos. Apos 12 e 15 meses do inicio das manifestagdes clinicas, dos 8 nos quais foi
possivel interpretar os testes de IFI, 3 e 2 pacientes apresentavam, respectivamente, reagdes
de IFI com titulos > 32. Ap6s 20 meses do inicio das manifestagdes clinicas, 1 dos 7
pacientes nos quais foi possivel interpretar os resultados dos testes de IFI apresentava,

ainda, reagic com nivel significativo de anticorpos.

Nos soros positivos por ELISAd ¢ ELISAc os resultados obtidos ndo foram
diretamente comparaveis. Esta observagio ndo ¢ surpreendente, desde que as propriedades

intrinsecas das técnicas e as preparagdes antigénicas utilizadas nos testes sdo diferentes.

A técnica de IC-A foi realizada somente em amostras seriadas de soros de 6
pacientes com diagnostico de toxoplasmose aguda adquirida, Em todos 0s casos, a pesquisa
de IgA foi positiva até a (iltima amostra de soro testada, num intervalo de tempo variando de

6 a 21 meses apés o inicio das manifestacdes clinicas.

Alguns poucos estudos comparativos entre as reagdes de ELISAc ¢ 1C-A para o
imunodiagnostico da toxoplasmose tém mostrado que as duas reagdes tém a mesma
especificidade (DESMONTS, NAOT & REMINGTON,1981; DUFFY et al, 1989,
PATEL et al, 1993). Entretanto, com relacio a sensibilidade, os resultados sido discordantes.
Embora a maioria dos estudos tenha mostrado que a sensibilidade da técrica de IC-A ¢
superior a da técnica de ELISAc (DUFFY et al, 1989; SKINNER et al 1989, PATEL et al,
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1993), alguns autores tem descrito que a sensibilidade da técnica de ELISAc pode ser igual
ou levemente superior a da técnica de IC-A, dependendo da batena de soros analisada
(DESMONTS, NAOT & REMINGTON, 1981). Na maioria destes estudos, os dados
relativos ao intervalo de tempo decorrido entre o inicio da infecgdo toxoplismica e a
obtencio das amostras de soros analisadas sdo imprecisos. Nossos resultados confirmam as
observagdes de outros autores referentes a longa persisténcia de detecgio de anticorpos
anti-T.gondii por IC-A (DUFFY et al, 1989; SKINNER et al, 1989). A maior persisténcia
de detecgio dos anticorpos IgA por IC-A do que por ELISAc poderia, em parte, ser

responsavel pelos resultados contraditérios encontrados na literatura.

Em conclusio, na avaliagio da utilidade da pesquisa de uma determinada classe
de anticorpos especificos (IgM ou IgA) para o diagnostico sorologico da fase aguda de uma
infecgdo, no caso a toxoplasmose adquirida, deve-se levar em conta n3o somente a
sensibilidade e a especificidade da técnica empregada mas, também, a persisténcia de
detecgio da classe de anticorpos especificos pesquisada com a técnica utilizada. Levando em
consideragio estes aspectos, a técnica de ELISAc para IgA com cut-off de 40 UA/ml
apresentou os melhores resultados para o diagnostico soroldgico da toxoplasmose aguda
adquirida. Mesmo assim, um dos 10 pacientes nos quais amostras sequenciais de soros
foram testadas, apresentou nivel de IgA compativel com toxoplasmose aguda (> 40 UA/ml)

por mais de um ano apos a infecgio.

Nos ultimos anos, varios grupos de pesquisadores tém concentrado esfor¢os na
procura de novos marcadores laboratoriais para a infecgio toxoplasmica aguda. Entre os

potenciais marcadores destacam-se:
1. a determinagfio da avidez dos anticorpos especificos da classe IgG

2. a detecgdo de fragmentos de 4cido desoxirribonucleico (DNA) de T gondii por

reagdo em cadeia da polimerase (PCR).

Em termos de imunodiagnostico, a avidez dos anticorpos significa a intensidade
da interagdo dos anticorpos especificos com o antigeno multivalente correspondente. Apos o

estimulo antigénico, a avidez dos anticorpos especificos aumenta com o tempo (WERBLIN
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et al. 1973). Deste modo, teoricamente, a avidez dos anticorpos nas infecgdes antigas tende
a ser significativamente maior do que aquela encontrada nas infecgdes recentes. Baseado
neste fato, alguns autores tem sugerido que a medida da avidez dos anticorpos especificos
da classe IgG poderia contribuir significativamente para a distingdo entre infecgdes recentes
¢ antigas. (HEDMAN et al, 1988; HEDMAN et al, 1989, JOYNSON PAYNE & RAWAL,
1990; WREGHITT et al, 1990; CAMARGQO et al, 1991).

Para a determinagio da avidez dos anticorpos IgG anti-7. gondii, normalmente,
tem-se utilizado uma técnica imunoenzimatica. Apds a interagio antigeno-anticorpo, um
agente dissociante, como a uréia 6M, € usado para eluir o anticorpo do antigeno imobilizado
sobre a placa da reagio. Como resultado, os anticorpos IgG de baixa avidez sdo quase
completamente dissociados, em condigdes onde a grande maioria dos anticorpos de alta

avidez permanece ligada ao antigeno.

Hedman et al (1989), analisaram a avidez dos anticorpos IgG anti-7.gondii em
amostras de soros de 5 pacientes com toxoplasmose aguda e 21 pacientes com infecgio
crénica. Os pacientes com infecgdo recente exibiram uma baixa avidez de anticorpos IgG
que persistiu por varios meses apos o inicio dos sintomas. Em contraste, todos os individuos
com infecgdo cromica apresentaram anticorpos IgG de alta avidez. Camargo et al (1991)
analisaram a avidez dos anticorpos IgG anti-7.gondii em soros de individuos com perfis
sorologicos compativets com diferentes fases da infecgdo toxopiasmica (CAMARGO &
LESER, 1976; CAMARGOQ, LESER & LESER, 1976, CAMARGO et al, 1978). De acordo
com os autores, os diferentes perfis foram caracterizados pelos seguintes achados
sorologicos; Perfil I (toxoplasmose recente) - a) Presenga de anticorpos IgM, indicada por
titulos de IFI > 64, pela positividade da reagdo de ELISAc e por um diferencial de pelo
menos 4 vezes entre os titulos de HI antes e apOs o tratamento dos soros com
2-mercaptoetanol (2-ME); b) Um diferencial de pelo menos 4 vezes entre altos titulos de
IgG por IFI { = 4.096) e baixos titulos de HI; Perfil II (fase de transi¢do) - a) Titulos de IFI
para [gM < 64 e auséncia de diferencial entre os titulos de HI antes e ap0s o tratamento dos
soros com 2-ME. Reagdo de ELISAc para IgM ndo reagente ou, eventualmente, reagente
com valores de absorbincia pouco elevados em relagdo ao limar de reatrvidade do teste;

b} Titulos igualmente elevados de IFI e HI para anticorpos IgG; Perfil III (toxoplasmose
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cronica) - a) negatividade de todos os testes para anticorpos IgM especificos; b) Baixos
titulos de IFI para IgG ( < 4.096) e do teste de HI (< 1.024). Analisando 23 soros de cada
perfil sorologico, utilizando uréia 6M como agente dissociante, os autores detectaram para
os perfis I, II e III, respectivamente, as seguintes médias de percentagens de queda de
reatividade e desvio-padrio : 34.1% + 12.1%, 12.1% £+ 9.4% e 3.0% 1 3.4%.

Estudos sobre a utilidade da medida da avidez dos anticorpos IgG para a
determinagiio de diferentes fases da infecgio requerem a utilizagdo de amostras de sangue
coletadas em tempos conhecidos em relagio ao inicio da infec¢io efou manifestagdes
clinicas. Apesar de indicarem que a quantificagio da avidez dos anticorpos IgG pode
diferenciar infec¢des recentes e antigas, os resultados obtidos por Camargo et al (1991) com
soros de diferentes perfis sorolégicos, devem ser interpretados com cautela. Trabalhos
anteriores do proprio autor tém mostrado que em somente 73% dos casos de toxoplasmose
estudados, a equalizagdo dos titulos de IFI para IgG e de HI, caracteristica do perfil de
transi¢io, ocorre até o oitavo més de infeccdo. Em 8% dos pacientes, a equalizagdo ocorre
entre 8 ¢ 18 meses apds a infecgdo e em 20% dos pacientes ela ndo é observada até 23
meses apos a infecgdo. Além disto, a utilizagdo de titulos de IFT > 64 para anticorpos IgM
especificos nfo é um pardmetro infalivel para indicar toxoplasmose aguda. Em um dos
pacientes incluidos no estudo da persisténcia de anticorpos especificos apos a infecgdo com
7. gondii, um titulo de IFI para IgM = 64 foi encontrado na {iitima amostra de soro testada,

coletada ha mais de 15 meses apos as manifestacGes clinicas da infecgdo.

A deteccio de sequéncias de DNA de 7.gondii através da amplificagdo por PCR
é uma das mais promissoras possibilidades para o diagnostico da toxoplasmose. A detecgdo
de acidos nucleicos nio ¢ afetada por disfungdes na resposta imune do hospedeiro, produz
resultados mais rapidos do que aqueles obtidos por técnicas de isolamento do parasita e
apresenta maior sensibilidade em relagio aos procedimentos utilizados para a detecgdo de
antigenos. A principal dificuldade registrada com o uso da técnica de PCR ¢é a geragdo de
resultados falso-positivos devido a contaminagdo das amostras durante o processamento. A
técnica de PCR pode auxiliar a interpretagdo de casos de toxoplasmose nos quais se observa
persisténcia de detec¢iio dos anticorpos especificos da classe IgM. Ho-Yen et al (1992),

encontraram as reagdes de amplificacdo com “primers” especificos para o gene Bl de
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T.gondii, sistematicamente negativas em amostras de sangue coletadas de 9 individuos com
resposta persistente de anticorpos IgM especificos. Por outro lado, os autores néo
detectaram DNA do parasita em amostras de sangue de 13 individuos imunocompetentes
com evidéncias clinicas e sorolégicas de infeccdo recente. Johnson et al (1993) mostraram
que uma técnica de PCR baseada na amplificagdo do gene P30 de 7.gondii apresentou maor
sensibilidade que as técnicas de inoculagio em camundongo e cultura de células para o
isolamento do parasita. Entretanto, convém ressaltar que, casos, com PCR negativa, nos
quais o parasita foi isolado de camundongos apés inoculagdo de material contaminado,

foram observados.

Os resultados do nosso trabalho enfatizam que o diagndstico da toxoplasmose
aguda adquirida, com os recursos laboratoriais atualmente disponiveis, pode ndo ser uma
tarefa facil. Deste modo, a descoberta de novos marcadores de infecgdo recente pelo

T.gondii, sorologicos ou ndo, pode ser de grande utilidade.

Discussdo 75



“_”HJJ

T

it

NS
== EIEE]

]

l

I

]
N—

—i

it

N—
———
——

=l

S,
]
Me—

=
=l

ﬁ.

]
Me—

l;

=
==

Tl

ettt
Attt

=]l
=

il

il

L
“—
[N

=
=l

M=

[ T—
re——

@

s

[E

[———
LT

i_lm

7[

LT

ALl L R ey 6. Conclusdes

e
————
teprprr—



O presente estudo foi delineado para avaliar a utilidade da pesquisa dos

anticorpos IgA anti-7.gondii para o diagnostico sorologico da toxoplasmose aguda

adquirida. Os objetivos do nosso trabalho foram:

. Desenvolver uma técnica de ELISAd quantitativa para a pesquisa de anticorpos

IgA anti-7 gondii |

Determinar as sensibilidades e especificidades das técnicas de ELISAd, ELISAc e
IC-A, com relagéio a pesquisa de anticorpos IgA anti-7.gondii, para o diagndstico

sorologico da toxoplasmose aguda adquirida

Avaliar, através de um estudo comparativo, a persisténcia dos anticorpos
especificos da classe IgA, detectados por ELISAd, ELISAc e IC-A, e dos
anticorpos IgM, detectados por [FI, ELISAc e QmL, apos a infec¢do com 7.gondii,

Os resultados do nosso trabalho permitem as seguintes conclusdes.

Os anticorpos anti-7.gondii da classe IgA sdo detectados com elevada frequéncia
na fase aguda da toxoplasmose aguda adquirida. Na pesquisa de IgA anti-T. gondii
em amostras de soros de 54 pacientes com toxoplasmose aguda, anticorpos
especificos foram detectados em 100% dos casos com as técnicas de ELISAc ¢
IC-A e em 98% dos casos com a técnica ELISAd. A pesquisa de IgA anti-T. gondii
em amostras de soros de 50 pacientes com infecgdes heterologas e 27 pessoas
sadias mostrou que as especificidades das técnicas de ELISAd, ELISAc e IC-A

foram, respectivamente, 97%, 99% e 100%.

A pesquisa de IgM anti-7 gondii, através das técnicas de IFI, ELISAc e QmL, em
amostras sequenciais de soros de pacientes com diagnostico de toxoplasmose
aguda confirmou as observagdes de outros autores referentes a longa persisténcia
desta classe de anticorpos especificos apos a infecgdo com o parasita. Foi

observada uma relagio direta entre a sensibilidade da técnica e a persisténcia dos

anticorpos igM.

Conclusdes
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3.

A analise dos resultados da pesquisa de IgA anti-7. gondii em amostras seriadas de
soros de pacientes com toxoplasmose aguda adquirida mostrou que as técnicas de
ELISAd e IC-A para IgA, também, permaneceram positivas por um longo periodo
de tempo ap6s a infecgdio, em um nimero significativo de casos. Reagdes de
ELISAd e IC-A positivas foram observadas em amostras de soros coletadas 15 ou
mais meses apos a infec¢do com 7. gondii. Com relagdo a técnica de ELISAc, foi
observada uma persisténcia de anticorpos acentuadamente menor, considerando
como significativos niveis de IgA anti-7.gondii > 40 UA/ml. Mesmo assim, um
dos pacientes estudados apresentou nivel de IgA > 40 UA/ml em uma amostra de
sangue coletada 12 meses apos o inicio das manifestagdes clinicas da infeccio.
Convem ressaltar que, neste mesmo periodo de tempo apds a infecgdo, trés
pacientes apresentaram reagdes de IFI com titulos significativos para anticorpos

1gM anti-T gondii.

Com relagdo a identificagdo da fase aguda da toxoplasmose adquirida através da
pesquisa de anticorpos especificos, levando em consideragdo a frequéncia de
deteccio dos anticorpos e a persisiéncia dos mesmos no curso de infec¢do, os
melhores resultados foram obtidos com a técnica de ELISAc para IgA. A pesquisa
de anticorpos IgM, através de IFI ou de uma técnica de maior sensibilidade tal
como ELISAc ou QmL, associada a pesquisa de IgA por ELISAc podera contribuir

significativamente para o diagnostico sorologico da toxoplasmose aguda.
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Toxoplasmosis, an infection caused by the intracellular parasite Toxoplasma
gondii, is generally asymptomatic or is associated with mild, nonspecific clinical

manifestations in immunocompetent subjects.

The detection of Toxoplasma-specific antibodies has been considered the most
valuable tool for diagnosing toxoplasmosis. Serological diagnosis of acute toxoplasmosis has
traditonally been performed by detecting specific IgM antibodies and/or by demonstrating a
significant increase in specific IgG antibody levels. However, the presence of high
anti-Toxoplasma 1gG antibody titers in a significant number of normal subjects and the
persistence, in some persons, of specific IgM antibodies for several months or even years
following the acute infection have complicated the interpretation of serological test results

when toxoplasmosis is suspected.

The present study was designed to evaluate the usefulness of detecting

Toxoplasma - specific IgA antibodies for the diagnosis of acute acquired toxoplasmosis.

The sensitivities and specificities of the direct ELISA (dELISA), immunocapture
ELISA (cELISA) and immunocapture-agglutination assay (IC-A) for detecting
Toxoplasma-specific IgA antibodies were determined by analysing the following groups of
sera: 54 serum samples from patients with acute acquired toxoplasmosis, 50 serum samples
from patients with heterologous infections and 27 serum samples from healthy controls. The
performances of the three techniques were excellent and very similar; 98% sensitivity and
97% specificity for the dELISA, 100% sensitivity and 99% specificity for the cELISA and
100% sensitivity and specificity for the IC-A.

In a comparative study, the persistence of Toxoplasma- specific IgA antibodies,
detected by dELISA, cELISA and IC-A, and of Toxoplasma-specific IgM antibodies,
detected by indirect immunofluorescence (IFI), cELISA and an enzyme-mediated
chemiluminescent assay (QmlL), were assessed using sequential serum samples obtained
from ten patients at various intervals after the beginning of the clinical manifestations of

toxoplasmosis. Our  results from screening for Toxoplasma -  specific

Summaory :{¢]



IgM antibodies confirmed the observations of others regarding the sustained persistence of
such antibodies after infection with the parasite. A longer persistence of 1gM was observed
using the cELISA and QmL in a significant number of cases. The dELISA and IC-A
techniques also detected specific IgA antibodies for a long period after the infection with
T.gondii. The best results for IgA were obtained with the cELISA for which values>40
AU/ml represented significant antibody levels.

We conclude that the screening for IgA antibodies by cELISA coupled with the
screening for IgM antibodies by IFI or a technique with a higher sensitivity could

significantly improve the serological diagnosis of acute acquired toxoplasmosis.
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