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RESUMO



O diagnéstico da toxoplasmose aguda adquirida & freqlientemente, baseado na
detecgao de anticorpos especificos IgM anti-7. gondii e/ou elevagio significativa dos titulos
de anticorpos IgG. Entretanto, a elevada ocorréncia de altos titulos de IgG anti-7. gondii em
pessoas sadias e a persisténcia, em alguns casos, dos anticorpos IgM por muito tempo apos
infec¢do com o parasita pode dificultar a interpretagio dos resultados dos testes sorologicos
quando se suspeita de toxoplasmose aguda. Em nosso primeiro estudo, sao apresentados os
resultados da detecgdo de anticorpos especificos da classe IgA e da determinagio da avidez
dos anticorpos IgG em amostras seqiienciais de soros de um paciente apresentando niveis
significativos de anticorpos IgM anti-7.gondii durante sete anos apos o inicio dos sintomas
clinicos da toxoplasmose. Os anticorpos IgA foram quantificados por uma técnica de ELISA
de captura (ETI-TOXOK-A). O paciente ainda apresentou um resultado positivo (>10
UA/ml) em uma amostra de soro coletada dois anos apos o inicio das manifesta¢des clinicas.
A avidez dos anticorpos IgG foi determinada com o sistema Falcon assay screening test
(F A.S.T.®) - ELISA, utilizando somente uma diluigdo da amostra de soro. Indices de avidez
compativeis com uma infecgdo aguda foram encontrados nas amostras de soros obtidas
durante os cinco primeiros meses apos o inicio dos sintomas clinicos. O objetivo do segundo
estudo foi avaliar varios marcadores sorologicos para o diagnostico da toxoplasmose aguda
adquirida, tais como a detec¢ao de anticorpos IgA e IgE anti-7. gondii, o teste de aglutinagdo
diferencial (AC/HS) e os testes baseados na determinagdo da avidez dos anticorpos IgG.
Foram testadas, num total de 64 amostras de soros, 31 amostras de soros de pacientes com
infec¢do adquirida recentemente e 33 amostras de soros de pacientes com infecgdo cronica.
Os anticorpos IgA foram quantificados por meio de dois “kits” de ELISA de captura
(Platelia® Toxo-IgA e ETI-TOXOK A) e um “kit” de ELISA automatizado (IMx Toxo-IgA)
Niveis de anticorpos IgA compativeis com infecgdo recente foram detectados em todas as
amostras de soros dos pacientes com toxoplasmose aguda, com os trés “kits” Por outro lado,
a analise das amostras de soros dos 33 pacientes com toxoplasmose cronica mostrou que
niveis significativos de anticorpos IgA podem ser detectados com alta freqiéncia durante a
fase cronica da infecgao, com os trés “kits”. Anticorpos IgE anti-7. gondii foram detectados,
pela técnica de imunocaptura-aglutinagdo (ISAGA), em 26 (84%) dos 31 pacientes com
toxoplasmose aguda e em duas amostras de soros de pacientes com toxoplasmose cronica

coletadas mais de um ano apos o inicio das manifestagdes clinicas. Vinte e nove (94%) dos
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31 pacientes com infecgdo aguda e 15 (45%) dos 33 pacientes com infecgdo cronica
apresentaram, no teste AC/HS, um padrdo compativel com toxoplasmose aguda. A avidez
dos anticorpos IgG anti-7. gondii foi determinada por dois métodos diferentes. Um dos
métodos, utilizando o “kit” comercial Platelia Toxo-IgG, foi baseado na titulagdo de cada
amostra de soro e calculo dos titulos, com e sem o tratamento com uréia, em relagdo a um
valor de “cut-off” definido. No outro método, utilizando o sistema F.AS.T - ELISA, foi
feita apenas uma tnica dilui¢do da amostra de soro, e foram comparadas as absorbancias das
reagdes na presenca e auséncia de uréia. Todas as 31 amostras de soros de pacientes com
infeccdo aguda apresentaram indices compativeis com toxoplasmose aguda pelo método de
titulagdo, ao passo que, com o método de diluigdo unica, 4 destas amostras apresentaram
resultados duvidosos, mostrando que o método de titulagao das amostras foi mais sensivel
para o diagnostico de infecgdo recente. Resultados semelhantes foram obtidos no grupo de
33 pacientes com toxoplasmose crénica pelos dois métodos; apenas uma amostra de soro
apresentou um indice de avidez nio compativel com a fase cronica, pelo método de

titulagao.

Os resultados obtidos no presente estudo mostraram que os marcadores
sorologicos, atualmente utilizados para o diagnostico da toxoplasmose aguda adquirida,
possuem limitagdes significativas. Nossos dados sugerem que a determinag@o da avidez dos
anticorpos 1gG anti-7. gondii, principalmente pelo método de titulagdo das amostras de
soros, pode ser bastante Gtil para um diagnostico mais confiavel do estagio em que se

encontra a infeccdo, nos pacientes que apresentam niveis significativos de anticorpos IgM.
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1. INTRODUCAO



A toxoplasmose é uma infeccdo causada pelo protozoario intracelular
Toxoplasma gondii. O ciclo sexual ocorre no epitélio intestinal do hospedeiro felino e
resulta na formagdo de oocistos nao-infectantes, que sdo eliminados nas fezes dos gatos. Na
presenga de oxigénio, com temperatura variando de 20 a 30°C, num intervalo de um a trés
dias, os oocistos esporulam, tornando-se infectantes para passaros e mamiferos, incluindo o
homem (FRENKEL, 1991). Quando ocorre ingestdo de cistos ou oocistos, as formas
taquizoitas sdo liberadas no tubo gastrointestinal, onde se multiplicam nas células da
mucosa. Os taquizoitas se disseminam, entdo, por via hematogénica ou linfatica, infectando
células nucleadas do hospedeiro. Apos multiplicagio intracelular, as células infectadas
rompem-se € as novas formas taquizoitas liberadas sio capazes de infectar as células
adjacentes. A destruicdo celular ocorre até o desenvolvimento da imunidade humoral e
celular (COUVRER & DESMONTS, 1988). Os cistos formados no interior das células do
hospedeiro sao compostos de um conjunto de formas bradizoitas, que sdo envoltas por uma
membrana resistente. Os cistos podem se localizar em varios tecidos ou 0rgaos, mas sdo
encontrados preferencialmente no cérebro, na retina e nos musculos estriados (LUFT &
REMINGTON, 1985; MACEDO, 1994). Na maioria das vezes, 0 homem adquire a infecgio
pela ingestdo dos oocistos presentes no solo, pelo consumo de carne crua ou  mal-cozida
ou por infeccdo transplacentiria (FRENKEL, 1991). Outras vias pouco comuns de
transmissdo incluem a transfusao sangiiinea, a infecgio laboratorial e o transplante de o6rgaos
(DESMONTS & REMINGTON, 1980; REMINGTON & DESMONTS, 1990).

A toxoplasmose €, geralmente, assintomatica ou esti associada com sintomas
clinicos brandos e nao-especificos, em individuos imunocompetentes (KEAN, 1972; KRICK
& REMINGTON, 1978). A manifestacio clinica mais comumente observada na
toxoplasmose aguda adquirida ¢ a linfoadenopatia cervical (McCABE et al, 1987;
REMINGTON & DESMONTS, 1990). Fregiientemente, podem, também, estar envolvidos
os grupos de linfonodos das éareas suboccipital, supraclavicular, axilar e inguinal
(REMINGTON & DESMONTS, 1990). A linfoadenopatia regional € a mais observada, e
esta, ocasionalmente, associada com febre, mal-estar geral, dor de cabega, dor de garganta e
mialgia, raramente evoluindo para uma doenga disseminada (JONES, KEAN, KIMBALL,
1969; RAFATY, 1977, COUVRER & DESMONTS, 1988; REMINGTON & DESMONTS,
1990; MONTOYA & REMINGTON, 1995).
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Ao contrario do que ocorre em individuos imunocompetentes, a toxoplasmose
pode ser altamente debilitante e, ocasionalmente fatal, em determinados tipos de pacientes,
como criangas com infecgdo congénita e pacientes com deficiéncia do sistema imune. As
manifestagdes no recém-nascido variam de uma infecgdo assintomatica a um quadro de ma
formagdo, podendo haver envolvimento ocular e cerebral e, inclusive, resultar em Obito
(DESMONTS & COUVRER, 1974a; DESMONTS & COUVRER, 1974c, WILSON ez al.,
1980; REMINGTON & DESMONTS, 1990). No caso de pacientes com a sindrome da
imunodeficiéncia adquirida (SIDA), a complicagdo mais grave € a encefalite toxoplasmica,
considerada a infecgdo mais comum do sistema nervoso central em individuos HIV
positivos (JONES et al., 1996, RAMIREZ et al., 1997). Varios estudos indicam a presenca
de infecgdo por 7. gondii pré-existente que permanece inativa até o comprometimento da
imunidade do hospedeiro, quando o parasita torna-se novamente capaz de disseminar e

causar doenca sistémica, freqiientemente fatal (WALLS, 1988).

O diagnostico da toxoplasmose €, freqiientemente, baseado em testes sorologicos
que detectam anticorpos IgM especificos ou um aumento significativo nos niveis de
anticorpos especificos da classe IgG. Entretanto, em virtude da ocorréncia de altos titulos de
IgG anti-7. gondii em pessoas sadias (REMINGTON & DESMONTS, 1990) e da
persisténcia, em alguns casos, dos anticorpos IgM por muito tempo apos infecgdo com o
parasita (VAN LOON er al., 1983; BROOKS, McCABE, REMINGTON, 1987 DEL
BONO ef al.. 1989; BOBIC, SIBALIC, DJURKOVIC-DJAKOVIC, 1991), a interpretagao
dos resultados soroldgicos pode ser dificil quando se suspeita de toxoplasmose aguda
(REMINGTON, MILLER, BROWNLEE, 1968, VAN LOON ez al., 1983, DEL BONO et
al, 1989: TAKAHASHI & ROSSI, 1994; JENUM, STRAY-PEDERSEN, GUNDERSEN,
1997).

Para a confirmagdo da suspeita clinica de toxoplasmose aguda adquirida ou

congeénita, sdo utilizadas as seguintes técnicas laboratoriais:
Isolamento do T. gondii a partir de tecidos ou fluidos do corpo

O parasita pode ser isolado inoculando-se o material a ser estudado (sangue,
liquido cefalorraquidiano, tecidos) na cavidade peritoneal de camundongos (ABBAS, 1967,
DESMONTS & COUVRER, 1974b) ou em cultura de células (CHANG et al, 1972,
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DEROUIN, MAZERON, GARIN, 1987; MACEDO, 1994). Quando os parasitas sio
virulentos para o camundongo, as formas taquizoitas podem ser demonstradas no exsudato
peritoneal do animal num periodo de trés a sete dias apos a inoculagdo. Nos casos em que o
parasita apresenta baixa viruléncia, o isolamento pode demorar de quatro a seis semanas
(ABBAS, 1967, DESMONTS & COUVRER, 1974b: WALLS, 1988; REMINGTON &
DESMONTS, 1990).

Os métodos de isolamento do 7. gondii sio fteis para o diagnéstico da
toxoplasmose, sobretudo quando os testes sorologicos sio inconclusivos, mas sio praticados
rotineiramente apenas em laboratorios especializados. Convém ressaltar que o isolamento do
parasita, a partir de tecidos, pode demonstrar apenas a presenca de cistos, o que ndo torna

definitivo o diagnostico da toxoplasmose aguda.
Diagnostico imunohistoquimico

A demonstragdo de formas taquizoitas de 7. gondii em cortes de tecido (biopsia),
em esfregago (aspirado de medula, lavagem brénquica) ou fluidos do corpo (sangue, liquido
cefalorraquidiano, liquido amniético) do hospedeiro pode confirmar o diagnéstico de
infecgdo aguda (MACEDO, 1994). Pelo fato do encistamento poder ocorrer precocemente
na infecgdo, a detecgdo de cistos nas analises imunohistoquimicas ndo afasta a possibilidade
da doenga estar, ainda, na fase aguda (REMINGTON & DESMONTS, 1990). As técnicas de
imunofluorescéncia e, particularmente, a técnica da peroxidase-anti-peroxidase (PAP)
podem ser utilizadas em cortes de tecidos com a finalidade de detectar pequenas quantidades

de taquizoitas (FRENKEL, 1991), dificeis de serem observadas em coloracdes usuais.
Deteccao de antigenos especificos

As técnicas que detectam antigenos de 7. gondii em tecidos, soro e outros
fluidos corporais sdo importantes na determinagdo de infecgio aguda; a demonstragdo de
antigenos € altamente indicativa de doenga em atividade (WALLS, 1988). A detecgao de
antigenos tem especial importancia em pacientes com deficiéncia do sistema imune, que ndo
conseguem formar uma resposta de anticorpos adequada (FRENKEL, 1991). Na maioria das
técnicas imunoenzimaticas (ELISA), para a detecgdo de antigenos circulantes, os antigenos
sa0 capturados por anticorpos da classe IgG ou por fragmentos F(ab'), dos anticorpos IgG,

geralmente utilizados no revestimento de placas de poliestireno.
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Van Knapen & Panggabean (1977) realizaram o primeiro estudo no qual foram
detectados antigenos de 7. gondii em amostras de soros de pacientes com toxoplasmose. Ao
analisar 1162 amostras de soros de pacientes com suspeita de toxoplasmose aguda, por uma
técnica de ELISA, foram detectados antigenos de 7. gondii em 5.7% dos casos. Num estudo
posterior, Araujo & Remington (1980) detectaram, por ELISA, antigenos de 7 gondii em 15
(65%) de 23 amostras de soros de 22 pacientes com toxoplasmose aguda. Nao foram

detectados antigenos em soros de individuos com toxoplasmose cronica e de pessoas sadias.
Pesquisa de anticorpos no soro

A demonstracdo de anticorpos no soro tem sido bastante utilizada para a
confirmagdo da suspeita clinica de toxoplasmose, tanto da toxoplasmose aguda adquirida,
quanto da toxoplasmose congénita. O diagnostico baseia-se principalmente em testes
sorolégicos que detectam a presenga de anticorpos IgM especificos ou um aumento

significativo nos niveis de anticorpos IgG.

Entre as reagdes sorologicas utilizadas para o imunodiagnostico da toxoplasmose

destacam-se:
Reacio de Sabin-Feldman (RSF)

A RSF foi descrita por Sabin & Feldman, em 1948, e consiste em incubar
taquizoitas vivos com soro do paciente diluido, complemento e azul de metileno. Nao
havendo anticorpos especificos no soro, os taquizoitas incorporam o corante, tornando-se
azuis. Na presenga de anticorpos no soro do paciente, os parasitas ndo incorporam o corante,
em virtude da desestruturagio de sua membrana celular pela agdo do anticorpo e do
complemento (SABIN & FELDMAN, 1948). A reagdo ndo possibilita a distingdo entre
anticorpos IgM e IgG. Os titulos da RSF sobem rapidamente, atingindo valores maximos no
decorrer dos dois primeiros meses de infeccdo e diminuem vagarosamente, 0 que torna
dificil determinar a época em que ocorreu a infecgdo (WELCH et al., 1980; BROOKS et
al, 1987). Embora seja considerada uma reagdo sorologica de referéncia para o
imunodiagnostico da toxoplasmose, a RSF ¢ realizada apenas em laboratorios

especializados, em virtude da utilizagao de parasitas vivos.
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Reacio de fixacido de complemento (RFC)

Na RFC, uma quantidade fixa de antigeno ¢ adicionada ao soro diluido do
paciente. Quando anticorpos especificos estdo presentes no soro, formam-se complexos
antigeno-anticorpo (Ac-Ag). Uma fonte de sistema complemento, em geral soro de cobaia,
¢, entdo, adicionada a mistura. Na presen¢a de complexos Ac-Ag, o complemento sera
fixado e consumido. Na etapa final, um sistema indicador (hemacias de carneiro
sensibilizadas com anticorpo) ¢ adicionado ao sistema. Havendo qualquer complemento
residual, observa-se a lise das hemacias, mas se o complemento tiver sido consumido pelos

imunocomplexos, as células permanecerao intactas.

A RFC para a toxoplasmose foi descrita por Waren & Sabin, em 1942, e foi
amplamente utilizada até¢ o advento da RSF, quando se demonstrou que esta era mais
sensivel e especifica que a primeira. A falta de padronizagdo dos antigenos e a relativa baixa
sensibilidade contribuiram para que a RFC deixasse de ser utilizada para o imunodiagnostico

da toxoplasmose (WALLS, 1988; FRENKEL, 1991).
Reacio de imunofluorescéncia indireta (IFI)

O teste de IFI utiliza parasitas fixados em laminas de microscopia. Dilui¢des do
soro sdo colocadas sobre espagos delimitados em laminas de vidro contendo os parasitas e,
apos um periodo de incubac@o e lavagens adequados, utiliza-se um conjugado (anticorpos
anti-IgG ou anti-IgM humana marcados com fluoresceina) para visualizar as reagdes. Um
resultado positivo € indicado por uma cor amarelo-esverdeada das membranas dos parasitas,

quando as laminas sdo examinadas em microscopio de fluorescéncia.

Em um estudo qualitativo e quantitativo, Walton, Benchoff e Brooks (1966)
compararam os resultados obtidos com as reagdes de IFI e RSF. Encontrou-se uma
concordancia de 97.5% nos resultados qualitativos e 96.4% nos resultados quantitativos. A
excelente concordancia com a RSF, o fato de ndo necessitar de organismos vivos e de
permitir a deteccdo e quantificagdo dos anticorpos especificos das classes IgM e IgG
isoladamente tornaram a reagdo de IFI mais vantajosa, em relagdo a RSF (WALLS, 1988;
MACEDO, 1994).

Introducao



Com a técnica de IFI, o diagnéstico da toxoplasmose aguda pode ser feito pela
deteccdo de IgM especifica ou pelo aumento significativo nos titulos de anticorpos IgG
especificos. Os anticorpos IgM aparecem mais precocemente que os da classe 1gG, com
niveis aumentando consideravelmente durante as primeiras semanas apos a infecgdo
(CAMARGO & LESER, 1976; WELCH et al., 1980; MACEDO, 1994). Camargo & Leser
(1976) mostraram que anticorpos IgM anti- 7. gondii foram detectados por um periodo que
variou de 1 a 18 meses apoOs o inicio das manifestagdes clinicas, sendo que em 50% dos
casos a negativagdo ocorreu nos seis primeiros meses apos a infecg@o. Em dois casos, as
reagdes permaneceram positivas 23 meses apos o inicio dos sintomas clinicos. Com relagdo
aos anticorpos I1gG, na maioria dos pacientes, os titulos maximos foram alcangados nos dois
primeiros meses apos a infecg@o, para, em seguida, decairem lentamente. Em um estudo de
Welch er al. (1980), ao final do quinto més apds infecgdo, todos os pacientes com
toxoplasmose aguda estudados apresentavam titulos de IgM por IFI < 160, sugerindo que
titulos de IgM > 160 seriam bons indicadores da fase aguda da infeccdo por 7. gondii.
Entretanto, € importante ressaltar que a interpretacdo de titulos de IgM = 160 como
indicadores de infec¢gdo aguda diminui significativamente a sensibilidade diagnostica da

técnica de IFL

Os testes de IFI podem apresentar resultados falso negativos com relagio a
pesquisa de IgM, pelo excesso de anticorpos IgG (FRENKEL, 1991; NAOT &
REMINGTON, 1980). Resultados falso positivos podem ocorrer na presenca de fator
reumatdide (CAMARGO, LESER, ROCCA, 1972, HYDE, BARNET, REMINGTON,
1975, CAMARGO ef al., 1978) e anticorpos anti-nucleares (ARAUJO ef al, 1971). Os
resultados falso positivos causados pela presenca de fator reumatoide e os resultados falso
negativos causados pelo excesso de IgG podem ser eliminados, mediante a utilizagado de
anticorpos anti-IgG precipitantes ou pela absor¢do prévia dos soros com proteina A de
Staphylococcus aureus ou com proteina G de Streptococcus do grupo C (CAMARGO et al,,
1972; HYDE et al., 1975; LEINIKKI ez al., 1978; TAKAHASHI & ROSSI, 1994).
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Reacio de hemaglutinag¢ao indireta (HI)

Na HI, hemacias revestidas com antigenos de 7. gondii sio aglutinadas quando
no soro do paciente ha presenca de anticorpos especificos para os antigenos utilizados no
revestimento. A primeira descri¢do da utilizagdo desta técnica para toxoplasmose foi feita

por Jacobs & Lunde, em 1957.

Dependendo da preparagdo antigénica utilizada para o revestimento das
hemacias, a cinética da detecgdo dos anticorpos anti-7. gondii pode variar. Quando o
revestimento € feito com antigenos citoplasmaticos, os anticorpos detectados pela reagdo
aparecem mais tardiamente do que os detectados por IFI, sendo que os titulos sobem
lentamente no decorrer da infecgdo, apoés permanecerem em niveis baixos por algumas
semanas (CAMARGO & LESER, 1976). No caso do revestimento ser feito com antigenos
citoplasmaticos e de membrana, os anticorpos aparecem ao mesmo tempo do que os
detectados por IFI e seus titulos sobem rapidamente, atingindo niveis maximos até 3 meses
apds o inicio dos sintomas clinicos (SENET, ROBERT, MAURAS, 1976; AMBROISE-
THOMAS, SIMON, BAYARD, 1978). Em situagdes nas quais os titulos de RSF e IFI para
IgG ja estejam altos e estaveis, a elevagdo significativa dos titulos de HI pode ser bastante
util para o diagnostico de infec¢@o aguda. A HI € um teste simples, barato e relativamente
rapido. Entretanto, em virtude da dificuldade de padronizagdo da reagdo e da variagdo de
resultados observados, a HI tornou-se pouco recomendada para o diagnostico de
toxoplasmose aguda adquirida e congénita (REMINGTON & McLEOD, 1986; MACEDO,
1094)

Aglutinacao direta (AD)

Na AD, descrita por Fulton & Turk em 1959, formas taquizoitas de 7. gondii
tratadas com formalina sdo aglutinadas por anticorpos especificos presentes nos soros de
pacientes. Em 1980, Desmonts & Remington implementaram modificagdes importantes no
teste, referentes a0 modo de obteng&o dos taquizoitas e ao tratamento prévio das amostras de
soros com 2-mercaptoetanol (2-ME), para eliminar anticorpos naturais da classe IgM que
ocasionavam reagdes falso positivas. Cumpre ressaltar que, devido ao tratamento prévio dos

soros com 2-ME, a AD para toxoplasmose ndo ¢ capaz de detectar anticorpos IgM anti-
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T.gondii. Os niveis de anticorpos detectados pela AD elevam-se lentamente no inicio da
infecgdo, continuando a subir no periodo em que os titulos de RSF ja estabilizaram. Os
titulos da reagfio de AD, comparados ao da RSF, sdo menores durante as primeiras semanas
de infecgdo, ligeiramente superiores no decorrer da infecgdo e, muitas vezes, superiores na

infecgdo cronica (DESMONTS & REMINGTON, 1980).
Reacdes imunoenzimiticas (ELISA)

Na técnica de ELISA direta (ELISAd), cavidades de placas de poliestireno sdao
revestidas com antigeno. A essas cavidades sdo adicionados os soros de pacientes,
previamente diluidos. Apos um periodo de incubagdo e lavagem, adiciona-se as cavidades
um conjugado, composto de anti-imunoglobulina humana marcada com uma enzima. A a¢ao
enzimatica sobre o substrato produz uma cor que é medida em espectrofotometro. A técnica
de ELISA apresenta uma grande variagdo, incluindo técnicas manuais, semi-automatizadas e
automatizadas. Uma das variagdes mais importantes ¢ a técnica ELISA de captura
(ELISAc). Nesta técnica, as cavidades das placas sdo revestidas com anti-imunoglobulina
humana (anti-IgM, IgG, IgA ou IgE). Quando o soro € adicionado, ocorre reago entre a
anti-imunoglobulina utilizada no revestimento da cavidade e a imunoglobulina
correspondente que se encontra presente no soro. Apos um periodo de incubagdo e lavagem,
adiciona-se ao sistema uma solugdo composta de antigeno e anticorpos dirigidos contra o
antigeno, marcados com enzima. Apos outro periodo de incubagio e lavagem, adiciona-se 0

substrato da enzima, para que haja produgao da cor que permite visualizar a reagao.

A técnica de ELISA para o diagnostico da toxoplasmose foi inicialmente
descrita por Voller et al, em 1976, estudo no qual os autores encontraram boa correlagao
entre os resultados obtidos com as técnicas de ELISAd, RSF e HI. Camargo ef al. (1978)
avaliaram a eficacia de técnicas de ELISAd para anticorpos IgM e IgG anti-7. gondii, em
pacientes com toxoplasmose aguda confirmada pela detecgao de IgM por IFI. Observou-se
uma concordancia entre os resultados obtidos com as técnicas ELISA e IFI com relagdo a
detecgdo de anticorpos IgG, mas, com relagdo a pesquisa de IgM, os titulos obtidos por
ELISA foram mais de 5 vezes superiores aos titulos obtidos por IFI. Ainda com relagdo a
detecgdo de anticorpos IgM, os autores também observaram, por ELISA e IFI, reagdes falso

positivas. A maioria dos problemas associados com a detecgao de IgM por IFI foi resolvida
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com a tecnica de ELISAc, inicialmente descrita por Duermeyer, Wielaard e Van der Veen,
em 1979, para a hepatite A. Para a pesquisa de anticorpos IgM anti-7.gondii, a primeira
técnica de ELISAc utilizada foi descrita por Naot & Remington, em 1980. Em 29 amostras
de soros de pacientes com toxoplasmose aguda, os anticorpos IgM foram detectados por
ELISAc e IFI, respectivamente, em 28 (96.5%) e 17 (58.5%) dos soros. Nas amostras de
soros positivas por ambas as técnicas, os titulos obtidos por ELISAc foram pelo menos 6
vezes superiores aos titulos obtidos pela IFI. Em 38 amostras de soros de pacientes com
toxoplasmose cronica e em 9 pessoas sadias, a técnica de ELISAc apresentou resultados
negativos, bem como em amostras de soros contendo fatores reumatoides e fatores anti-
nucleares que foram obtidas de pacientes sem evidéncia clinica de toxoplasmose aguda, mas
apresentando IFI positiva para IgM. Tais resultados demonstraram que a técnica de ELISAc
apresentava sensibilidade e especificidade superiores a IFI. Estudos realizados
posteriormente procuraram introduzir pequenas modificagdes nas técnicas de ELISA ou
mesmo avaliar a eficiéncia de “kits” comerciais (VERHOFSTEDE, VAN RENTERGHEM,
PLUM, 1989; BHOPALE et al., 1997).

Imunocaptura-aglutinacio (ISAGA)

No teste de ISAGA, as cavidades da placa de poliestireno sio revestidas com
anti-imunoglobulina humana (anti-IgM, IgG, IgA e IgE). Quando o soro do paciente €
adicionado as cavidades, ocorre a interacio entre a anti-imunoglobulina utilizada no
revestimento das cavidades da placa com a imunoglobulina correspondente que esta presente
na amostra do soro. Apos um periodo de incubagdo e lavagem, é adicionado ao sistema uma
suspensdo de formas taquizoitas de 7. gondii tratadas com formalina. Apés outro periodo de
incubagao, as reacdes sdo visualizadas pelo padro de aglutinagdo. A técnica de ISAGA para
a detecgdo de anticorpos IgM anti-7.gondii foi descrita por Desmonts, Naot e Remington
(1981). Neste estudo, 50 amostras de soros de pacientes com toxoplasmose aguda, 25 com
anticorpos IgM detectados por IFI e 25 com IFI negativa para IgM, foram analisadas por
ELISAc e ISAGA. Nas amostras com IFI positiva, ambos os testes foram positivos para
todos os pacientes. Com relacdo as amostras com IFI negativa, as técnicas de ELISAc e
ISAGA detectaram anticorpos IgM, respectivamente, em 25 (100%) e em 16 (64%)

pacientes.
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Avaliacio de marcadores sorolégicos para o imunodiagnéstico da toxoplasmose aguda

A elevada ocorréncia de altos titulos de anticorpos IgG anti-7.gondii em pessoas
sadias e a persisténcia dos anticorpos IgM, em alguns casos, por meses ou até anos, apos a
infecgdo com o parasita tém dificultado a interpretagao dos resultados sorologicos para o
diagnéstico da toxoplasmose aguda. Em virtude destes fatos, nos ultimos anos, diversos
estudos tém avaliado a importancia de outros possiveis marcadores sorologicos para o
diagnostico da toxoplasmose adquirida ou congénita, tais como a detecgdo de anticorpos
especificos IgA e IgE, o teste de aglutinagao diferencial (AC/HS) e a determinagdo da

avidez de anticorpos I1gG.
Pesquisa de anticorpos IgA anti-T.gondii

Nos ultimos anos, diversos estudos demonstraram que os anticorpos IgA anti-7.
gondii sdo encontrados com alta frequéncia em pacientes com toxoplasmose aguda adquirida
ou congénita (DECOSTER et al., 1988; STEPICK-BIEK ef al., 1990, BESSIERES et al.,
1992: TAKAHASHI & ROSSIL, 1994). Entretanto, existem controvérsias a respeito da
persisténcia desses anticorpos apds a infecgdo com T. gondii. No estudo realizado por
Turunen, Vuorio e Leinikki (1983), observou-se que 0s niveis dos anticorpos IgA, em
pacientes com toxoplasmose aguda, aumentam mais lentamente do que os niveis dos
anticorpos 1gG, e que seu declinio é mais lento do que o dos anticorpos IgM.
Diferentemente, no estudo de Le Fichoux, Marty e Chan (1987), observou-se, em pacientes
com infecgdo aguda, que os anticorpos IgA desapareceram antes dos anticorpos IgM. Pujol,
Morel e Malbruny (1989) observaram que os anticorpos IgA atingiram niveis maximos até 3
meses apos a infecgdo e desapareceram antes de seis meses. Bertozzi, Suzuki e Rossi (1999)
estudaram um paciente com anticorpos IgM anti-7.gondii que persistiram por até sete anos
apos a infeccdo e detectaram niveis significativos de IgA em amostras coletadas até dois
anos apdés o inicio das manifesta¢des clinicas. Apesar da discrepancia de resultados
observados na literatura especializada, tais estudos indicaram que a detecgdo de anticorpos
IgA especificos para 7. gondii poderia ser um importante marcador para toxoplasmose
aguda. Estudos recentes tém procurado avaliar a eficacia dos testes sorologicos que
detectam anticorpos IgA anti-7.gondii (PATEL et al., 1993, TAKAHASHI & ROSSI, 1994,
DECOSTER et al., 1995. GORGIEVSKI-HRISOHO, GERMANN, MATTER, 1996). Patel
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et al. (1993) avaliaram os testes de ELISA e ISAGA para a detecgdo de anticorpos IgA e
mostraram que o teste de ISAGA € mais sensivel que os métodos convencionais para o
diagnostico da toxoplasmose congénita. Em um estudo de Takahashi & Rossi (1994),
delineado para avaliar as reagdes de ELISAd, ELISAc e ISAGA para a pesquisa de IgA anti-
I gondii, demonstrou-se que as trés reagdes tém eficacia similar no diagnostico da

toxoplasmose aguda adquirida.
Pesquisa de anticorpos IgE especificos anti-T. gondii

Existem, ainda, poucos estudos que relatam a importincia da deteccdo de
anticorpos IgE especificos em pacientes com toxoplasmose. Em 1990, Pinon e al.
pesquisaram anticorpos especificos das classes IgM, IgA e IgE em amostras de soros de 29
mulheres que adquiriram toxoplasmose aguda durante a gravidez, utilizando a técnica de
ISAGA. Anticorpos IgE especificos foram detectados em amostras de soros de 25 (86%) das
29 gestantes. Anticorpos IgE apareceram precocemente durante a infecgéo, a0 mesmo tempo
em que anticorpos IgM estavam presentes, ¢ precederam ligeiramente a presenca de IgA.
Em amostras seriadas de soros das pacientes, os anticorpos IgE nunca persistiram por mais
tempo do que os anticorpos IgM. Além disto, o teste IgE-ISAGA foi negativo em todas as
amostras de soros coletadas a partir de quatro meses apos a infecgdo. Estes resultados
sugeriram que a detec¢do de anticorpos IgE poderia contribuir para o diagnostico da
infec¢do toxoplasmica recente, uma vez que, aparentemente, a IgE especifica seria
detectavel por um periodo mais curto do que a IgM. Num estudo posterior, Wong ez al
(1993), utilizando as técnicas de ELISA e ISAGA, pesquisaram anticorpos IgE anti-7. gondii
em 42 amostras seqiienciais de soros de oito mulheres que apresentaram soroconversio
durante a gesta¢do, em 17 amostras de soros de pacientes com linfoadenopatia toxoplasmica
e em 48 amostras de soros de pacientes com infec¢do cronica. As técnicas de ELISA e
ISAGA detectaram anticorpos IgE nas amostras de soros de 8 (100%) e 5 (63%) gestantes,
respectivamente. Com relagdo aos pacientes com linfoadenopatia toxoplasmica, as técnicas
de ELISA e ISAGA detectaram anticorpos IgE em 16 (96%) e 15 (88%) dos casos. Por
outro lado, anticorpos IgE ndo foram detectados em nenhuma amostra de soro de pacientes
com toxoplasmose cronica. Embora a persisténcia dos anticorpos IgE tenha variado
consideravelmente, notou-se uma tendéncia a um declinio mais rapido da IgE com o teste

ISAGA.
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Teste de aglutinagio diferencial (AC/HS)

Em 1986, Thulliez ef al. desenvolveram uma reagdo de aglutinacdo com formas
taquizoitas de 7. gondii, na tentativa de diferenciar infecgdo toxoplasmica aguda e cronica,
utilizando uma unica amostra de soro. A técnica, chamada de aglutinagao diferencial
(AC/HS), consiste em utilizar uma suspensdo de formas taquizoitas tratadas com formalina
(antigeno HS), como no teste de aglutinag@o direta, e outra tratada com acetona (antigeno
AC). Soros de pacientes com infecgdo aguda apresentaram altos titulos de anticorpos com a
preparagdo antigénica AC, enquanto Os SOTOS de pacientes com infec¢io cronica
apresentaram altos titulos de anticorpos com a preparagao antigénica HS, mas baixos titulos
(ou mesmo resultados negativos) com a preparagdo AC. Apds a descrigdo do teste de
aglutinagdo diferencial, varios estudos tém procurado avaliar a utilidade do teste AC/HS
como marcador sorologico da fase aguda da toxoplasmose (SUZUKI er al, 1988,
DANNEMANN et al., 1990; LIESENFELD et al., 1997).

Técnicas de detecciio de avidez de anticorpos da classe IgG

A partir da observacdo de que a avidez dos anticorpos aumenta gradualmente
ap6s a exposicdo a um imunogeno (EISEN & SISKIND, 1964; WERBLIN et al., 1973),
varios estudos tém demonstrado que a baixa avidez dos anticorpos IgG pode ser utilizada
como marcador para o diagnostico de infecgdes primarias recentes, como rubéola
(HEDMAN & SEPPALA, 1988, THOMAS & MORGAN-CAPNER, 1988), hepatite B
(THOMAS, 1997), hepatite C (WREGHITT et al, 1990, WARD et al., 1994),
mononucleose infecciosa (GRAY, 1995), varicela-zoster (KANGRO, MANZOOR,
HARPER. 1991), herpes (WARD er al., 1993, HASHIDO, INOUYE, KAWANA, 1997),
doenca de inclusdo citomegalica (BLACKBURN et al ., 1991) e toxoplasmose (JOYNSON,
PAYNE, RAWAL, 1990; CAMARGO et al., 1991; LAPPALAINEN e? al., 1993
HOLLIMAN et al., 1994; JENUM et al., 1997, MELO & ROSSI, 1997, COZON et al,
1998: ROSSI, 1998). Quando ensaios imunoenzimaticos sao utilizados, o teste € feito
usualmente em placas de poliestireno. Um agente que rompe ligagOes de hidrogénio ¢
comumente utilizado para eluir os anticorpos de baixa afinidade dos antigenos utilizados no
revestimento da placa. Entre estes agentes, a uréia tem sido amplamente utilizada em
concentragdes que variam de 6 a 8 M (HEDMAN & SEPPALA, 1988; HEDMAN et al,,
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1989; HEDMAN & ROUSSEAU, 1989; BLACKBURN et a/., 1991; CAMARGO et al,,
1991; KANGRO ef al,, 1991, WARD et al,, 1993; HOLLIMAN et al., 1994;: WARD et al.,
1994; GRAY, 1995; HASHIDO ez al., 1997; JENUM et al., 1997). O sistema Falcon assay
screening test (F A S T ® - ELISA), utilizado inicialmente para a identificacdo de anticorpos
monoclonais (SCHEINBERG et al, 1983), foi adaptado por outros pesquisadores em
ensaios imunoenzimaticos de rapida execug¢do para detecgdo de anticorpos especificos para
diversas doencas (HANCOCK & TSANG, 1986; HYLLIER & SOLER DES GALANES,
1991; ASHFORD et al, 1993; PARTEL & ROSSI, 1998). Este sistema € constituido por
placas apropriadas para todos os passos da reagdo, incluindo uma tampa de plastico onde
estdo fixadas 96 esferas de poliestireno que se encaixam nas cavidades de placas de
microtitulagdo. Na realizagdo do teste, a tampa com esferas revestidas com a preparacgdo
antigénica € transferida, sucessivamente, apos lavagens apropriadas, para as placas contendo
as amostras de soros a serem testadas, o conjugado e o sistema substrato. Utilizando o
sistema FAST-ELISA, com uma unica dilui¢io das amostras de soros, Rossi (1998) mostrou
que os indices de avidez dos anticorpos IgG anti-7.gondii variaram de 10% a 40% (média =
25%) em pacientes com toxoplasmose aguda e de 58% a 94% (média = 73%) em pacientes
com toxoplasmose cronica. Jenum ef al. (1997), utilizando um “kit” de ELISA comercial
(Platelia® Toxo-IgG), desenvolveram um teste de determinagdo da avidez dos anticorpos
IgG baseado na titulagdo das amostras de soros. Os autores observaram que os indices de
avidez variaram de 0.1% a 26.5% (média = 4.9%) em amostras de soros de gestantes
coletadas at¢ 20 semanas apds o inicio da infecgdo e de 30.6% a 75.4% (média = 51.3%) em
amostras de soros de pacientes com infecgdo cronica. Até o presente momento, ndo existem
estudos comparativos entre 0 meétodo de diluigdo Unica e o de titulagdo das amostras de

soros para a determinagdo da avidez dos anticorpos IgG na toxoplasmose.

Ainda existem diversas duvidas com relagdo a eficiéncia dos marcadores
normalmente utilizados para o diagnostico sorolégico da toxoplasmose. Desta forma,
consideramos de grande importancia a avaliagdo da utilidade desses marcadores para o

imunodiagnoéstico da toxoplasmose aguda adquirida, objetivo do presente estudo.
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Serological diagnosis of toxoplasmosis: usefulness of IgA detection and IgG avidity
determination in a patient with a persistent IgM antibody response to Toxoplasma
gondii

Luciana C. BERTOZZI, Lisandra A. SUZUKI & Claudio L. ROSSI

SUMMARY

We report the detection of specific IgA antibodies and the determination of IeG
avidity in sequential serum samples from a patient exhibiting significant levels of
Toxoplasma-specific IgM antibodies for seven years after the onset of the clinical symptoms
of toxoplasmosis. IgM antibodies were detected by an indirect immunofluorescence test and
by three commercial enzyme-linked immunosorbent assays (ELISA). Anti-7. gondii IgA
was quantified by the o-capture ELISA technique using a commercial kit. As defined by the
manufacturer of the IgA ELISA test used, most patients with acute toxoplasmosis have
antibody levels > 40 arbitrary units per ml (AU/ml). At this cut-off level, the patient still had
a positive ELISA result (45 AU/ml) in a serum sample taken one year after the beginning of
clinical manifestations. The IgG avidity-ELISA test was performed with the Falcon assay
screening test (F.A.S.T.®)-ELISA system. Avidity indices compatible with a recent
Toxoplasma infection were found only in serum samples taken during the first 5 months
after the onset of the clinical symptoms of toxoplasmosis. These results show that the
interpretation of positive IgM results as indicative of recently acquired toxoplasmosis
requires additional laboratory confirmation either by other tests or by the demonstration of a

significant rise in the antibody titers in sequential serum samples.
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INTRODUCTION

Toxoplasmosis, an infection caused by the intracellular parasite Toxoplasma
gondii, is generally asymptomatic or is associated with mild, non-specific clinical
manifestations in immunocompetent subjects”®. Serological diagnosis of acute
toxoplasmosis is based on the demonstration of a significant increase in specific IgG
antibody levels and/or the presence of specific IgM antibodies. However, the prevalence of
high Toxoplasma 1gG antibody titers among normal individuals in most populations'® and
the sustained persistence of specific IgM antibodies in some persons'” have complicated the
interpretation of serological tests when acute toxoplasmosis is suspected. Previous reports
have shown that Toxoplasma-specific IgA antibodies are frequently detected in the early

*>12 However, the persistence of such antibodies following acute

phase of toxoplasmosis
infection is still surrounded by considerable controversy. The determination of IgG antibody
avidity represents an important additional serological marker because low- and high-avidity
antibodies are found predominantly in recent and long-term infections, respectively. In
recent years, a variety of immunoenzymatic assays for specific IgG have been adapted to
estimate antibody avidity in several diseases, including toxoplasmosis*®'". In this article, we
report the results obtained with the detection of specific IgA antibodies and the
determination of IgG avidity in sequential serum samples from a patient with persistently

elevated levels of specific IgM antibodies.
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MATERIALS AND METHODS

Patient and serum samples

A 29-year-old man was admitted to the university hospital at the State
University of Campinas (S&o Paulo State, Brazil) in September 1991, with a three-week
history of malaise, mild fever, asthenia and myalgia. A general physical examination
disclosed palpable and nontender axillary, right posterior cervical, and inguinal lymph
nodes. Hematological tests showed a red blood cell count of 5.1 x 10%mm?, a hemoglobin
level of 16.4 g/dl, a hematocrit of 49.3%, and a white blood cell count of 8.500/mm® (4%
band cells, 35% segmented cells, 2% eosinophils, 4% monocytes and 55% lymphocytes).
The platelet count was 140.000/mm® and the blood sedimentation rate was 27 mm in the first
hour. The only meaningful findings from serological studies were positive tests for
toxoplasmosis: IgM-IIF 4,098; IgM-ELISA = reactive. Treatment with pyrimethamine and
sulfadiazine was initiated one week after the serological diagnosis of toxoplasmosis, and
four weeks later, the clinical symptoms had disappeared. A total of 13 serum samples
obtained from this patient from 1 month to 7 years after the onset of the clinical symptoms
of toxoplasmosis were assayed for Toxoplasma-specific antibodies and for immunoglobulin

G antibody avidity.
Tests for Toxoplasma antibodies

The IgM-IIF and IgG-IIF tests were performed as described previously”. For the
IgM-IIF test, all serum samples were pretreated with rheumatoid factor-absorbent (Behring,
Marburg, Germany). IgM-IIF antibody titers > 32 were considered positive’. Anti-7. gondii
IgM was also detected by three commercial ELISA techniques. The primary test used was
ETI-TOXOK-M reverse (Sorin Biomédica, Saluggia, Italy). Serum samples taken from 3
months to 7 years after onset of the clinical symptoms of infection were also tested using
two automated enzyme immunoassays: TOXO-M-EIA (Abbott Laboratories, Chicago,
USA) and VIDAS Toxo IgM (BioMérieux, Marcy-I’Etoile, France). Anti-7. gondii IgA was
measured by the a-capture ELISA technique using a commercial kit (ETI-TOXO0X-A) from
Sorin Biomeédica. According to the manufacturer of the above IgA ELISA, most patients

with acute toxoplasmosis have antibody levels > 40 arbitrary units per ml (AU/ml). Levels
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ranging from 10 to 40 AU/ml cannot be regarded as negative and their importance must be
interpreted in association with specific IgM and IgG determinations; levels < 10 AU/ml are
regarded as negative. The ELISA techniques for IgM and IgA detection were performed

according to the manufacturers’ instructions.
Avidity test

The IgG avidity-ELISA test was performed with the Falcon assay screening test
(F.A.S.T.®)-ELISA system using 6 M urea in phosphate-buffered saline (PBS) to dissociate
the low-avidity antibodies after the antigen-antibody interaction as described elsewhere'’,
The F.A.S.T.-ELISA system uses polystyrene beads on sticks molded to the lid of a
microtitration plate. For the assay, the beads were coated with a soluble antigen from
sonicated 7. gondii. A single dilution (1:21) of the serum samples being tested, the PBS-urea
solution (or PBS as control), the conjugate (goat anti-human IgG - peroxidase) and the
substrate system (3,3’,5,5 -tetramethylbenzidine/hydrogen peroxide) were placed in standard
microtiter plates. The sensitized beads were exposed to the reagents by immersion, after
appropriate washing. All serum samples were run twice in triplicate. The avidity index was
calculated as the mean absorbance of reactions in which the beads were exposed to urea
divided by the mean absorbance of reactions in which the beads were not exposed to urea,
and expressed as a percentage. Avidity indices < 40% and > 58% were considered as

indicative of recent and long-term infections, respectively.

Artigo ]
19



RESULTS

As shown in Table 1, the patient had a positive IgM-IIF result for toxoplasmosis
(= 32) in serum samples taken up to 4 years after the onset of clinical manifestations. A
longer persistence of IgM was observed with ELISA techniques. All three Toxoplasma 1gM-
ELISA kits (Sorin, bio Mérieux and Abbott) detected significant levels of specific antibodies
up to the last serum sample obtained 7 years after the onset of the clinical symptoms of
infection. A shorter persistence of IgA was observed when values > 40 AU/ml represented
significant antibody levels. However, a significant IgA level (45 AU/ml) was found in a
serum sample taken 1 year after the beginning of clinical manifestations. Avidity indices
compatible with a recent infection were found in serum samples taken during the first 5
months after the onset of clinical symptoms, whereas indices compatible with the presence
of a long-term infection were found in serum samples taken 1 or more years after the onset

of clinical symptoms.
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DISCUSSION

Most infections caused by 7. gondii are asymptomatic and only a minority of
patients with clinical evidence of infection exhibit signs and symptoms that cannot be
attributed to the presence of the parasite’. Often, the diagnosis of a recently acquired
Toxoplasma infection is based on the detection of specific IgM antibodies in a single serum
sample. The use of tests with a low specificity and the presence of Toxoplasma — specific
IgM in the chronic stage of infection have lead to unnecessary concern, particularly with
regard to pregnant women. Several reports have emphasised the value of detecting
Toxoplasma-specific IgA antibodies for the diagnosis of acute human toxoplasmosis™>'?,
The analysis of sequential serum samples from the above patient showed that when a cut-off
of 10 AU/ml is used, IgA antibodies may be detected by ELISA long after the onset of
clinical symptoms (2 years). In a previous study'’, we screened serum samples from 51
patients with acute acquired toxoplasmosis for specific IgA antibodies. Fifty of the 51 (99%)
serum samples tested had antibody levels > 40 AU/ml (54 to > 160 AU/ml). According to
the manufacturer of the IgA-ELISA test used, most patients with acute toxoplasmosis have
antibody levels > 40 AU/ml. At this cut-off level, a shorter persistence of IgA was observed.
However, the patient still had a positive ELISA result (45 AU/ml) in a serum sample taken
one year after the beginning of clinical manifestations. In the present case, the usefulness of
avidity determination in the serodiagnosis of a toxoplasmic infection was clearly
demonstrated by the avidity index results obtained in the sequential serum samples from a
patient exhibiting a persistent IgM antibody response. Avidity indices compatible with a
recent Toxoplasma infection were found only in serum samples obtained during the first 5
months after the clinical symptoms of toxoplasmosis. These findings indicate that the
serological diagnosis of acute toxoplasmosis may not be such an easy task. The
interpretation of positive IgM results as indicative of recently acquired toxoplasmosis
requires additional laboratory confirmation either by other tests or by the demonstration of a

significant rise in the antibody titers in sequential serum samples.
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RESUMO

Diagnostico sorolégico da toxoplasmose: utilidade da deteccio de anticorpos IgA e da
determinagiio da avidez dos anticorpos IgG em um paciente com uma resposta

persistente de anticorpos IgM anti-Toxoplasma gondii.

No presente trabalho, sdo descritos os resultados da deteccdo de anticorpos
especificos da classe IgA e da determinagdo da avidez dos anticorpos IgG em amostras
sequenciais de soro de um paciente apresentando niveis significativos de anticorpos IgM
anti-Toxoplasma gondii durante sete anos ap0s o inicio das manifestagdes clinicas da
infecgdo. Os anticorpos IgM foram detectados pelo teste de imunofluorescéncia indireta
(IFI) e por trés técnicas imunoenzimaticas (ELISA) comerciais. Os anticorpos IgA foram
quantificados por uma técnica de ELISA de captura, utilizando um “kit” comercial. De
acordo com as instru¢des do fabricante do “kit” utilizado para a pesquisa de IgA, a maioria
dos pacientes com toxoplasmose aguda apresenta niveis de anticorpos > 40 unidades
arbitrarias por ml (UA/ml). Utilizando este parimetro, o paciente, ainda, apresentou um
resultado de ELISA positivo (45 UA/ml) em uma amostra de soro coletada um ano apés o
inicio das manifestagdes clinicas. A avidez dos anticorpos IgG foi determinada com uma
técnica de ELISA, utilizando o sistema “Falcon assay screening test” (F .A-S.T.®—ELISA)
Indices de avidez compativeis com uma infecgdo recente foram encontrados nas amostras
de soros obtidas durante os primeiros 5 meses apds o inicio dos sintomas clinicos da
toxoplasmose. Os nossos dados mostram que a interpretagdo de resultados IgM positivos,
como indicativos de toxoplasmose aguda, requer confirmagio laboratorial com outros
testes ou demonstragao de um aumento significativo dos titulos de anticorpos em amostras

sequenciais de soros.
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Table 1: Serological results for sequential serum samples from a patient exhibiting a

persistent IgM antibody response to 7. gondii.

IsM IsG IgA IgG avidity
index (%)
Time* ¥ ELISA ¥ ELISA
Sorin Bio Merieux Abbott (AU/ml)
1 mo 4,096 R ND ND 4,096 >160 18
3 mo 2.048 R R R 32,768 >160 28
5 mo 1,024 R R R 32,768 96 30
8 mo 1.024 R R R 16,384 68 51
10 mo 512 R R R 16,384 56 56
ly 256 R R R 16,384 45 60
15y 128 R R R 16,384 16 65
2y 64 R R R 8,192 12 71
3y 32 R R R 8,192 9 ND
4y 32 R R R 4,096 8 82
S5y <32 R R R 4.096 6 83
6y <32 R R R 2,048 7 82
Ty <32 R R R 2,048 8 84

* Months (mo) or years (y) from the onset of clinical symptoms to the time of blood

sampling. Significant IgM antibody results: indirect immunofluorescence (IIF) = 32;
ELISA = Reactive (R); Significant IgA-ELISA results: > 40 AU/ml; Avidity indices

< 40% are indicative of a recent infection; avidity indices > 58% are indicative of a

long-term infection. ND = not determined.
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ABSTRACT

The detection of specific IgM antibodies has been the most used serological
marker for diagnosing recently acquired Toxoplasma infection. However, the sustained
persistence, in some persons, of specific IgM antibodies and the use of tests with a low
specificity have complicated the interpretation of serological results when toxoplasmosis is
suspected. The purpose of the present study was to determine the value of newer serological
markers, such as the detection of specific IgA and IgE antibodies, the differential
agglutination (AC/HS) test using formalin and acetone-fixed tachyzoites of 7. gondii and the
determination of the avidity of Toxoplasma-specific IgG, in the diagnosis of acute acquired
toxoplasmosis. Sixty-four serum samples, 31 from patients with a recently acquired
Toxoplasma infection and 33 from patients with chronic toxoplasmosis, were tested. Anti-7.
gondii IgA was measured by two antibody capture ELISA tests (Platelia® Toxo IgA and
ETI-TOXOK A) and an automated direct ELISA (IMx® Toxo IgA). The Platelia,
ETI-TOXOK-A and IMx kits detected antibody levels compatible with a recent infection in
serum samples from all patients with acute toxoplasmosis. On the other hand, the analysis of
serum samples from 33 patients with chronic toxoplasmosis revealed that significant levels
of IgA may be detected with a high frequency by the three kits during the chronic phase of
infection. IgE antibodies detected by ISAGA were present in 26 (84%) of 31 patients with
acute toxoplasmosis and in serum samples from two subjects with chronic infection taken
more than one year after the beginning of the clinical symptoms of infection. Twenty-nine
(94%) of 31 patients with a recent Toxoplasma infection and 15 (45%) of 33 subjects with
chronic toxoplasmosis had an AC/HS pattern compatible with acute toxoplasmosis. The
avidity of Toxoplasma 1gG was evaluated by two methods. One method was based on the
titration of each serum sample and calculation of the titers, in the absence and presence of
urea, in relation to a defined cut-off value. In the other method, a single serum dilution was
used and the absorbances of the reactions in the presence and absence of urea were
compared. The titration method was more sensitive for diagnosing a recent primary
Toxoplasma infection: All 31 serum samples from patients with acute toxoplasmosis had
avidity indices compatible with acute toxoplasmosis by the titration method whereas with
the single dilution method serum samples from four patients had equivocal results. In the 33

patients with chronic toxoplasmosis, similar results were obtained with the two avidity
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methods; only one serum sample had an non compatible avidity value with the titration
method. The results obtained in the present study show that the current serological markers
used for diagnosing acute acquired toxoplasmosis have significant limitations. Our data
suggest that determination of the avidity of Toxoplasma-specific IgG by the titration method
in patients with detectable IgM antibodies could permit a more efficient diagnosis of the
stage of infection by 7. gondii.
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INTRODUCTION

Toxoplasmosis, a worldwide infection caused by the obligatory intracellular
coccidian Toxoplasma gondii, is usually acquired through the ingestion of raw or
undercooked meat or by contamination by oocysts present in the feces of cats infected with
the parasite. Following multiplication within the intestinal epithelial cells, the parasites
disseminate hematogenously and invade and destroy host cells of virtually every organ.
Toxoplasma infections are generally asymptomatic or are associated with mild, nonspecific

clinical symptoms in immunocompetent subjects (Kean 1972; Krick and Remington 1978).

The diagnosis of recently acquired Toxoplasma infection has traditionally been
done by detecting specific immunoglobulin (Ig) M antibodies or by demonstrating a
significant increase in specific IgG antibodies, or both. However, the prevalence of high
Toxoplasma IgG antibody titers among normal individuals in most populations (Remington
and Desmonts 1990) and the sustained persistence, in some persons, of specific IgM
antibodies (Bertozzi et al. 1999; Bobic et al. 1991; Brooks et al. 1987; Del Bono et al. 1989,
Van Loon et al. 1983), have complicated the interpretation of serological tests when
toxoplasmosis is suspected. For this reason, there is an increasing demand for newer, more

accurate diagnostic markers to distinguish recent from long-term 7oxoplasma infections.

Several reports have emphasized the value of detecting Toxoplasma specific IgA
and IgE antibodies for the diagnosis of the early phase of toxoplasmosis (Bessieres et al
1992; Decoster et al. 1988; Le Fichoux et al. 1987; Montoya and Remington, 1995; Pinon et
al. 1990; Pujol et al. 1989; Takahashi and Rossi 1994; Wong et al. 1993). However, the
persistence of such antibodies following an acute infection is still controversial. The fixation
of tachyzoite forms of T. gondii with either formalin or acetone makes a remarkable
difference in their ability to react with antibodies from patients with acute and chronic
infections. The differential agglutination (AC/HS) test compares antibody titers obtained
with formalin and acetone fixed tachyzoite forms of 7. gondii. (Dannemann et al. 1990;
Suzuki et al. 1988 Thulliez et al. 1986). High titers in the AC test are associated with a
recently acquired infection whereas high titers in the HS test are associated with a chronic
infection (Dannemann et al. 1990, Montoya and Remington 1995) Following the

observation that antibody avidity gradually increases after exposure to an immunogen (Eisen
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and Siskind 1964; Werblin et al. 1973), several reports have shown that the low avidity of
IgG antibody can be used as a marker for diagnosing recent primary infections, including
toxoplasmosis (Camargo et al. 1991; Hedman et al. 1989: Holliman et al. 1994; Jenum et al.
1997; Rossi 1998).

The purpose of the present study was to assess the usefulness of newer
serological markers, such as the IgA ELISA, IgE immunosorbent agglutination assay
(ISAGA), avidity of Toxoplasma-specific IgG, and differential agglutination (AC/HS) test in

the diagnosis of acute acquired toxoplasmosis.

Artigo IT

31



MATERIALS AND METHODS
Serological tests

Anti-T. gondii IgA was measured by three commercial ELISA techniques, Mx®
Toxo IgA (Abbott Laboratories, Chicago, USA), Platelia® Toxo IgA (Sanofi Diagnostics,
Marnes la Coquette, France) and ETI-TOXOK-A reverse (DiaSorin Biomédica, Sallugia,
Italy). The three ELISA techniques were performed according to the manufacturers’
instructions. The IMx® Toxo IgA, an automated microparticle direct enzyme immunoassay,
was performed on an IMx Analyzer. The IMx assay indexes the patient sample rate to an
IMx Toxo IgA index calibrator (anti-7. gondii IgA antibody) rate, using the formula: index
= sample rate/index calibrator rate. IMx Toxo IgA indices > 0.600 and < 0.500 were
regarded as positive and negative, respectively; indices from 0.500 to 0.599 were considered

as equivocal.

For the assays performed using the Platelia IgA kit, each run included positive
(R 4b) and negative control sera, and a cut-off control serum (R 4a), in duplicate. Serum
samples with an optical density (O.D.) > the mean R4a O.D. were considered positive.
Serum samples with an O.D < mean R4a O.D. x 0.80 were considered negative; serum
samples with values between the mean R4a O.D. x 0.80 and the mean R4a O.D. were
considered doubtful. The positive results were expressed by calculating the fixation index
using the formula: serum fixation index = (sample O.D. — mean R4a O.D./R4b O.D. — mean
R4a O.D)) x 10. Fixation indices between 0 and 2 corresponded to a borderline positive

serum whereas indices >2 probably indicated a recent infection by 7. gondii.

In the tests performed using the ETI-TOXOK-A kits, serum standards ranging
from O to 160 arbitrary units per ml (AU/ml) were included in each assay. All serum
samples were tested in duplicate and the resulting mean absorbance then converted into
AU/ml using an appropriate standard curve. According to the manufacturer’s instructions,
most patients with acute toxoplasmosis have specific IgA levels > 40 AU/ml. Levels ranging
from 10 to 40 AU/ml cannot be regarded as negative and their importance must be
interpreted in association with specific IgM and IgG determinations; levels < 10 AU/ml are

regarded as negative.
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The IgE-ISAGA was performed as described by Ashburn et al. (1998), with a
few modifications. Briefly, each well of a U-shaped polystyrene microtiter plate (Corning,
New York, USA) was coated with 100 ul of anti-human IgE mouse monoclonal antibody
(Sigma, St. Louis, MO, USA) diluted to 2.4 ug/ml in 0.1 M carbonate-bicarbonate buffer,
pH 9.5. Each serum sample was diluted 1 in 100 in phosphate-buffered saline (PBS)
containing 0.1% bovine serum albumin (BSA) and 100 ul were added to each of three
adjacent wells. Positive and negative controls were included in each plate. After incubation
for 2 h at 37 °C, the plates were washed with PBS plus 0.1% Tween 20 and then with PBS
alone. A suspension of formalin-fixed tachyzoites was diluted in alkaline buffer (pH 8.7) to
1.25 x 107 parasites/ml and 100, 150 and 200 ul were added to the three wells corresponding
to the same serum samples described above. After incubation, the results were read visually
against a black background with lateral lighting. A complete tachyzoite carpet at the bottom
of the well was assigned a value of 4 and a sedimentation pattern forming a discrete button
was assigned a value of 0. Intermediate results which represented about 25, 50 and 75%
agglutination were scored as 1, 2 and 3, respectively. The sum of the values of the three
wells used for each serum sample can produce a minimum and a maximum value of 0 and

12, respectively. IgE ISAGA results < 2 were considered to be negative, 3-4 equivocal and >

5 positive.

The AC/HS test was done and interpreted as described by Dannemann et al.
(1990). Briefly, formalin-fixed (HS antigen) and acetone-fixed tachyzoites (AC antigen)
were resuspended in alkaline buffer (pH= 8.7) containing 1% BSA at a concentration of 3 X
10 parasites/ml. A 50 ul aliquot of antigen preparation (HS or AC antigen) was added to 50
ul of twofold dilutions of serum samples in microtiter plates. Serum samples were diluted in
PBS, pH = 7.2 containing 0.2 M 2-mercaptoethanol. The first serum dilution for the HS
antigen (1:2,000) was assigned an antibody titer of 100 international units per ml (IU/ml).
The first serum dilution for the AC antigen was 1:100; to which an antibody titer of 50

[U/ml was assigned. The plates were read after an overnight incubation at room temperature.
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The avidity of Zoxoplasma IgG antibodies was measured by two ELISA
techniques, one using the Falcon Assay Screening Test System (F A.S.T®. —-ELISA) and the
other using a commercial ELISA kit for detecting specific IgG antibodies to 7. gondii
(Platelia® Toxo IgG, Sanofi Diagnostics Pasteur, France). The IgG avidity-F.A.S. T -ELISA
was performed as described elsewhere (Rossi 1998). Briefly, the F.A.S.T.-ELISA system
uses polystyrene beads on sticks molded to the lid of a microtiter plate. For the assay, the
beads were coated with a soluble antigen from sonicated 7. gondii. A single dilution (1:21)
of the serum samples being tested, the PBS containing 6 M urea (or PBS as control), the
conjugate (goat anti-human IgG labelled with peroxidase) and the substrate system
(3,3’,5,5 -tetramethylbenzidine/hydrogen peroxide) were placed in standard microtiter
plates. The sensitized beads were exposed to the reagents by immersion, after appropriate
washing. All serum samples were run twice in triplicate. The avidity index was calculated as
the mean absorbance of reactions in which the beads were exposed to urea divided by the
mean absorbance of reactions in which the beads were not exposed to urea, and expressed as
a percentage. Avidity indices < 40% and > 58% were considered as indicative of recent and
long-term infections, respectively. The IgG avidity test using the Platelia Toxo IgG was
performed as described by Jenum et al. (1997). Briefly, each serum sample was analyzed in
two fourfold range dilutions using two rows of the ELISA plate; the first serum dilution was
1:50 in one of the rows (row A) and 1:200 in the second row (row B). After incubation for 1
h at 37 °C, row A was washed three times with PBS-Tween containing 6 M urea whereas
row B (control row) was washed three times with the washing solution (no urea) that
accompained the kit. During each wash, the microtiter plate was shaken vigorously for 5
min. The subsequent steps of the reaction, including the incubation with conjugate, washing,
incubation with substrate and the addition of stoping solution were performed as
recommended by the manufacturer. The optical density (0.D.) of each well was read in a
microtiter plate reader (Spectra SLT Labinstruments, Salzburg, Austria) at 492 nm, with 620
nm used as the reference wavelength. For each serum sample, two endpoint titers, one for
row A (wash with urea after antigen-antibody reaction) and one for row B (wash without
urea), were calculated as the inverse value of the dilution giving an O.D. of 0.1 on a
semilogarithmic plot (O.D., arithmetic scale; dilution, logarithmic scale) using the formula:

titer = dilution,* x 10* where dilution, is the highest dilution giving an O.D. > 0.1 and a is
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equal to log 4 x (O.D.x — 0.1)/(0.D.x — 0.D.y) where 4 is the dilution factor, O.D . is the O.D.
at dilutiony, 0.1 is the cut-off O.D., and O.D.y is the O.D. at the next higher dilution from
dilution,. The IgG avidity was calculated with the formula: avidity = (titer in row A/titer in
row B) x 100. Avidity indices < 26.5% were associated with a recent 7oxoplasma infection

(< 20 wk earlier) whereas indices > 30.6 were associated with a latent infection.

Patients and serum samples

The serological tests were evaluated by testing 31 serum samples from patients
with a recent primary Joxoplasma infection and 33 serum samples from subjects with
preexisting 7oxoplasma immunity. All patients were attended at the university hospital of
the State University of Campinas (Campinas, Sao Paulo, Brazil) The patients were
diagnosed as having acute toxoplasmosis based on serodiagnostic criteria: detectable IgM
antibodies by IIF and ELISA tests plus either seroconversion or a > 4-fold rise in the titer of
Toxoplasma specific IgG by an IIF test. All 31 patients in the first group had clinical
symptoms compatible with acute toxoplasmosis. In all cases, the serum samples were
collected in the first 3 months after the onset of clinical symptoms. The 33 subjects with past
immunity all had a well-documented history of acute toxoplasmosis for at least 1 year before
blood collection. Four of the 33 patients with chronic toxoplasmosis had a sustained

persistence of 7oxoplasma-specific IgM antibodies detected by ELISA.
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RESULTS

The serological data obtained from serum samples of patients with acute
toxoplasmosis and from subjects with a long term Toxoplasma infection are shown in tables

1 and 2, respectively.

All 31 patients with acute toxoplasmosis had specific IgA antibody levels
compatible with a recent 7oxoplasma infection using the IMx, Platelia and ETI-TOXOK
kits. According to the manufacturer’s instructions for the ETI-TOXOK A kit, most patients
with acute toxoplasmosis have specific IgA levels > 40 AU/ml. Only one case (patient A 7)
had a Toxoplasma-specific IgA antibody level < 40 AU/ml (20.1 AU/ml) with this kit. On
the other hand, in the 33 subjects with chronic toxoplasmosis, IgA antibody levels
compatible with a recent Toxoplasma infection were detected in six cases with the IMx kit
(patients C1-C3, C6, C31 and C33) in five cases with the Platelia and ETI-TOXOK kits
(patients C1-C3, C6, C31). Four equivocal results were obtained with the IMx kit (patients
C4, C10, C14 and C17); two borderline positive results were obtained with the Platelia kit
(patients C32 and C33). Five patients (C1-C3, C6, C31) had IgA antibody levels that were
not compatible with chronic toxoplasmosis using the three kits; three of them had significant
levels of specific IgM antibodies detected by ELISA (patients C2, C3 and C6).

IgE ISAGA results compatible with a recent 7oxoplasma infection (score = 5)
were observed in 26 (84%) of 31 patients with acute toxoplasmosis, with antibody titers
ranging from 7 to 12 (mean IgE ISAGA titer = 11.7). Of the five patients with incompatible
results, four had a negative IgE ISAGA result (patients A4, A7, A18 and A31) and one had a
doubtful result (patient 25). IgE ISAGA results compatible with a long-term 7oxoplasma
infection (score < 2) were observed in 31 (94%) of 33 subjects with chronic toxoplasmosis.
The two patients (C2 and C3) with incompatible results had IgE ISAGA values > 11 and a
positive ELISA for specific IgM antibodies.

An acute AC/HS pattern was seen in 29 (94%) of 31 patients with acute
toxoplasmosis; patients A4 (<50/<100) and A12 (100/50) had AC/HS titers compatible with
a non-acute pattern. On the other hand, AC/HS titers compatible with an acute pattern were

observed in 15 (45%) of 33 patients with chronic toxoplasmosis (patients C1-C4, C6, C10,
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C22, C25-C30, C32 and C33); four of these had detectable Toxoplasma-specific IgM
antibodies by ELISA (patients C2-C4 and C6).

The F.A S.T.-ELISA avidity indices for 31 serum samples from patients with
acute toxoplasmosis ranged from 2-45% (mean index = 26.2%), whereas for sera from the
33 subjects with chronic infection, the indices ranged from 59-99% (mean index = 78.6%).
F.A.S.T.-ELISA avidity indices < 40% and > 58% were considered as indicative of a recent
and long-term Zoxoplasma infection, respectively. In this study, 27 (87%) of 31 patients
with acute toxoplasmosis had F.A.S.T.-ELISA avidity indices compatible with a recent
infection. The remaining four patients (A19, A28, A30 and A31) had inconclusive avidity
indices (42% to 45%). All 33 patients with chronic toxoplasmosis had F.A.S. T -ELISA
avidity indices compatible with a long-term Toxoplasma infection. The ELISA Platelia
avidity indices for 31 serum samples from patients with acute toxoplasmosis ranged from
0.6-23.6% (mean index = 7.5%), whereas for sera from the 33 subjects with chronic
infection, the indices ranged from 25-99% (mean index = 67.9%). ELISA Platelia avidity
indices < 26.5% and > 30.6% were considered as indicative of a recent (infected < 20 weeks
earlier) and latent Toxoplasma infection, respectively. All 31 patients with acute
toxoplasmosis had ELISA Platelia avidity indices compatible with a recent Zoxoplasma
infection. Only one subject with a long-term Toxoplasma infection had an avidity index

compatible with a recent infection (patient C33).
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DISCUSSION

The diagnosis of a recently acquired 7oxoplasma infection is usually based on
the detection of specific IgM antibodies, seroconversion or a > 4-fold rise in the titer of
Toxoplasma-specific IgG antibodies. As serocoversion and a rise in IgG titers are seldom
demonstrable, the detection of 7oxoplasma-specific IgM antibodies has been the most used
serological marker for diagnosing acute infection. In many countries, the diagnosis of acute
toxoplasmosis is usually based on the detection of specific IgM antibodies in a single serum
sample. The use of tests with a low specificity and the presence of specific IgM antibodies in
the chronic stage of infection have led to unnecessary concern, especially with regard to
pregnant women. Liesenfeld et al. (1997) evaluated the accuracy of the Platelia Toxo IgM
test in 575 serum samples obtained during an outbreak of toxoplasmosis in Canada in 1995.
When compared with results obtained using a reference IgM ELISA (Montoya and
Remington, 1995; Naot and Remington, 1980), the Platelia test had a sensitivity of 99.4%
and a specificity of 49.2%. Of the 153 serum samples that were positive in the Platelia test
and negative in the reference ELISA, 71 (46.4%) were negative in the Sabin-Feldman dye
test. A variety of confirmatory tests have been proposed to distinguish a recent from a long-
term Toxoplasma infection, including IgA and IgE antibody tests, the differential
agglutination (AC/HS) test and IgG avidity tests.

Toxoplasma-specific IgA and IgE antibodies have been measured by ELISA and
ISAGA in serum samples from patients with toxoplasmosis. In the present study, specific
IgA antibodies were detected by two antibody capture ELISA tests (Platelia Toxo IgA and
ETI-TOXOK-A) and an automated direct ELISA (IMX Toxo IgA). A surface protein of 7.
gondii with a molecular weight of 30,000 (P 30) has been shown by several immunological
studies to be a major antigen of the parasite (Huskinson et al. 1990; Partanen et al. 1984). In
antibody capture assays, a horseradish peroxidase-conjugated anti - P30 monoclonal
antibody is used as the enzyme tracer. Several reports have shown that anti-7oxoplasma IgA
antibodies are frequently detected in acute acquired toxoplasmosis (Bessieres et al. 1992;
Decoster et al. 1988; Le Fichoux et al. 1987, Pujol et al. 1989; Takahashi and Rossi 1994).
Decoster et al. (1988) showed that during toxoplasmosis an intense IgA antibody response is

directed against the P30 antigen of 7. gondii. Specific anti-P30 antibodies were detected in
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serum samples of all patients studied during the acute phase of acquired toxoplasmosis. In a
previous study, we screened serum samples from 51 patients with acute acquired
toxoplasmosis for specific IgA antibodies using the ETI-TOXOK A kit. Fifty of the 51
(99%) serum samples tested had significant levels of specific IgA antibodies (Takahashi and
Rossi 1994).

The persistence of Toxoplasma-specific IgA antibodies following acute infection
is still controversial. Turunen et al. (1983) used a four-layer ELISA to evaluate specific
antibodies during toxoplasmosis and showed that the IgA antibody response was slower than
the IgM response. This suggested that the detection of IgA could improve the laboratory
diagnosis in cases where IgM antibodies had already disappeared and where no further
increase in IgG antibodies could be detected. Decoster et al. (1988) did not detect anti-P30
IgA antibodies in serum samples from patients with chronic toxoplasmosis, whereas in some
samples significant levels of Toxoplasma-specific IgM antibodies were detected more than

one year after the infection.

Gorgievski-Hrisoho et al. (1996) evaluated commercial Toxoplasma IgA kits
and showed that the Platelia IgA kit was more sensitive than the TOXOK A and Toxo IgA
ELISA (Eurogenetics S. A., Belgium) kits for diagnosing recently acquired Toxoplasma
infection. Positive Platelia IgA results were found in all patients with an evolving immune
response, suggestive of a recent Toxoplasma infection. On the other hand, kinetic studies of
antibody responses to 7. gondii revealed that in most cases the decline in the reactivity of
IgA antibodies detected by the Platelia test was slower than for IgM antibodies detected by
ELISA Bertozzi et al. (1999) reported the detection of specific IgA antibodies by the
ETI-TOXOK A kit in sequential serum samples from a patient exhibiting significant levels
of Toxoplasma-specific 1gM antibodies for seven years after the onset of the clinical
symptoms of toxoplasmosis. A shorter persistence of specific IgA antibodies was observed.
However, significant levels (> 10 AU/ml) of IgA were detected for two years after the onset
of clinical symptoms. As defined by the manufacturer of the ETI TOXOK A kit, most
patients with acute toxoplasmosis have IgA antibody levels > 40 AU/ml. At this cut-off
value, significant levels of IgA were detected for one year after the beginning of clinical

manifestations. IgA levels < 40 AU/ml with the ETI TOXOK A kit do not exclude a recent
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infection, since in some patients such levels can be reached very soon after infection with 7.
gondii (Takahashi and Rossi 1997). Decoster et al. (1 995) reported no significant differences
in the sensitivities and specificities of the Platelia IgA and the IMx toxo IgA kits for the
diagnosis of acquired toxoplasmosis. Nevertheless, the Platelia IgA test was more efficient
in establishing the date of infection because anti P30 IgA antibodies disappeared earlier than
IgA antibodies detected by the IMx Toxo IgA kit.

The present study confirmed that anti-Zoxoplasma IgA antibodies are detected
with a high frequency in the acute acquired toxoplasmosis: The IMx, Platelia and ETI-
TOXOK kits detected antibody levels compatible with a recent Toxoplasma infection in
serum samples from all 31 patients with acute toxoplasmosis. On the other hand, the
analysis of serum samples from 33 patients with chronic toxoplasmosis revealed that
significant levels of specific IgA antibodies may be detected with a high frequency by the
three kits during the chronic phase of toxoplasmosis. In some patients with chronic
toxoplasmosis, specific IgA antibodies were detected in the absence of specific IgM

antibodies.

Specific IgE antibodies appear early in Toxoplasma infection, practically
simultaneously with IgM and IgA antibodies (Pinon et al., 1990). Measurement of specific
IgE antibodies has been claimed to be of value for the diagnosis of current Toxoplasma
infection. Significant levels of specific IgE antibodies have been demonstrated in 63-100%
of patients with toxoplasmosis of documented onset (Montoya and Remington 1995; Pinon
et al. 1990; Wong et al. 1993). Pinon et al. (1990) reported that the IgE-ISAGA was positive
in serum samples from 25 (86%) of 29 women who seroconverted during gestation or had
specific IgA and IgM antibodies. Specific IgE was present early during infection, at the time
that IgM antibodies were present; but slightly preceding the presence of IgA antibodies. In
sequential serum samples from 23 patients with toxoplasmosis, IgE antibodies never
persisted for longer than 4 months after the beginning of the infection. Wong et al. (1993)
reported that IgE-ISAGA and IgE ELISA were positive in 63% and 100% of women who
seroconverted during gestation, respectively. In patients with toxoplasmic lymphadenopathy,
a positive IgE ISAGA was obtained in 88% of the patients whereas the IgE ELISA was

postive in 96% of the cases. The decline of anti-7. gondii IgE in individual patients varied
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considerably; positive IgE ISAGA and IgE ELISA tests were found in a serum sample taken
from a patient 37 weeks after seroconversion. In the present study, IgE antibodies detected
by ISAGA were present in 26 of 31 (84%) patients with acute toxoplasmosis. Positive IgE
ISAGA tests were found in serum samples from two subjects with chronic infection taken

more than one year after the beginning of the clinical symptoms of infection.

The AC/HS test is a differential agglutination procedure which compares the
titers obtained with formalin-fixed tachyzoites (HS antigen) with those obtained with
acetone-fixed tachyzoites (AC antigen). The AC and HS antigens are membrane-associated
antigens, the first found predominantly in tachyzoites and the latter in tachyzoites and
bradyzoites (Suzuki et al. 1988). The AC and HS antigen preparations contain antigens
which are recognized by IgG antibodies. High titers in the AC test are associated with a
recently acquired infection whereas high titers in the HS test are associated with a long-term
Toxoplasma infection (Dannemann et al. 1990; Montoya and Remington 1995; Suzuki et al.
1988). Dannemann et al. (1990) have shown that the AC/HS test is useful for confirming
recently acquired 7oxoplasma infections in patients who have both IgM and IgG specific
antibodies. In a group of 33 patients with recently acquired toxoplasmosis (19 pregnant
women who acquired infections during the pregnancy and 14 nonpregnant patients with
toxoplasmic lymphadenopathy), the AC/HS test correctly identified acute infection in all of
the 19 pregnant patients and in 12 of the 14 cases of toxoplasmic lymphadenopathy. On the
other hand, an acute AC/HS pattern was still observed in 5 of 8 patients who were evaluated
14-21 months following the clinical onset of toxoplasmic lymphadenopathy and in 2 of 14
individuals who had been infected for more than 2 years. In the present study, 29 (94%) of
31 patients with a recent 7oxoplasma infection had an AC/HS pattern compatible with acute
toxoplasmosis. On the other hand, an acute pattern in the AC/HS test was detected in 15 of
33 subjects with chronic toxoplasmosis, including four patients with significant levels of
anti—I. gondii IgM antibodies detected by ELISA.

In recent years, several immunoenzymatic assays for specific IgG have been
adapted to estimate antibody avidity in several diseases, including toxoplasmosis (Camargo
et al. 1991; Hedman et al. 1989, Holliman et al. 1994; Jenum et al. 1997; Joynson et al
1990; Rossi 1998) In solid-phase ELISA systems, a hydrogen-bond disrupting agent is
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commonly used to elute low-avidity antibodies from immobilized antigen. Among the
hydrogen-bond destabilizers, urea has been used extensively at concentrations from 6-8 M
(Blackburn et al. 1991; Camargo et al. 1991; Gray 1995; Hedman and Rousseau, 1989;
Hedman and Seppala 1988, Hedman et al. 1989; Holliman et al. 1994; Jenum et al. 1997;
Ward et al. 1994). In 1989, Hedman et al. reported an IgG avidity ELISA for toxoplasmosis
based on titration of each serum sample and calculation of the titers, with and without urea
treatment, in relation to a defined cut-off value. Avidity indices < 10% were found in serum
samples from five patients with acute toxoplasmosis within 12 weeks after the onset of
clinical symptoms. In contrast, in serum samples from 21 subjects with preexisting
Toxoplasma immunity, the avidity indices ranged from 25-97% (mean index = 50.1%).
Jenum et al. (1997) compared the results obtained with an avidity ELISA test based on the
titration of serum samples using the Platelia Toxo-IgG kit in serum samples from pregnant
women with different 7. gondii immune status. The IgG avidity indices for 58 serum
samples obtained within 20 weeks after the estimated time of infection from women
diagnosed as having acute toxoplasmosis based on seroconversion or a > 4-fold rise in the
Sabin-Feldman dye test titer, ranged from 0.1-26.5% (mean index = 4.9%). In 26 serum
samples from women with latent infection, the avidity indices ranged from 30.6-75.4%

(mean index = 51.3%).

Recently, we described an avidity test for toxoplasmosis using the Falcon assay
screening test (F.A.S.T.®) ELISA system based on the assay of a single serum dilution The
avidity indices for 25 serum samples obtained two months after the onset of clinical
symptoms from patients diagnosed as having acute toxoplasmosis based on IgM antibodies
detected by indirect immunofluorescence (IIF) and ELISA plus either seroconversion or a >
4-fold rise in the titer of 7oxoplasma-specific IgG (by an IIF test) ranged from 10-40%
(mean index = 25.3%), whereas for 25 serum samples from subjects with preexisting

Toxoplasma immunity, the indices ranged from 58-94% (mean index = 73.1%).

Variations in the ranges for low- and high-avidity antibodies are expected and
are probably related to several factors, including the heterogeneity of the patients, the
immune status of the patients at the time of blood collection, the time of blood sampling

relative to infection with the parasite, the intrinsic properties of the techniques and antigen
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preparations used in the assays, the type and concentration of hydrogen bond-disrupting
agent used to elute low-avidity antibodies from immobilized antigen, and the method of
calculating the antibody avidity. In the present study, we used two different tests to evaluate
the avidity of IgG specific to 7. gondii. One method was based on the titration of each serum
sample and calculation of the titers, with and without urea treatment, in relation to a defined
cut-off value (Hedman et al. 1989; Jenum et al. 1997). In the other method, a single serum
dilution was used and the absorbances of the reactions performed in the presence and
absence of urea were compared (Holliman et al. 1994; Rossi 1998). The titration method
was found to be more sensitive for diagnosing a recent primary Toxoplasma infection since
all 31 serum samples from patients with acute toxoplasmosis had avidity indices compatible
with a recent 7oxoplasma infection. With the single dilution method, serum samples from
four patients had equivocal results. In the 33 patients with chronic toxoplasmosis, similar
results were obtained with the two avidity methods; only one serum sample had a non

compatible avidity value with the titration method.

The results of the present study show that the current serological markers used
for diagnosing acute acquired toxoplasmosis have significant limitations. Qur data suggest
that determination of the avidity of Toxoplasma-specific IgG by the titration method in
patients with detectable IgM antibodies would provide a more efficient diagnosis of the

stage of infection by 7. gondii.
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TABLE 1. Toxoplasma serology in patients with acute acquired toxoplasmosis.

IgM IgA Avidity test
Time TIF ELISA IMx  Platelia ETI- - AC/HS test FAST- Platelia
TOXO0OK ISAGA ELISA
(mo) (index) (index) (UA/ml) (score) (C/NC) (index) (index)

Al 1 20438 R 49 36.7 264.7 12 400 / <100 (C) 16 9.4
A2 1 2048 R 3.1 440 250.1 12 >3200/ 1600 (C) 26 23.6
A3 1 4096 R 3.2 484 2919 12 >3200/ 800 (C) 19 3.1
A4 1 128 R 3.1 30.2 2094 2 <50 / <100 (NC) 23 18
A3 1 409 R 4.1 39.1 236.7 12 400 /200 (C) 20 8.7
A6 15 8192 R 3.0 40.8 188.1 12 1600 / 800 (C) 31 3.1
AT 2 2048 R 1.6 5.0 20.1 0 1600 / 400 (C) 25 11.6
A3 1 512 R 2.7 258 2194 12 1600 / 800 (C) 24 6.3
A9 1 8192 R 4.5 40.1 2557 12 >3200 / 200 (C) 11 3
A0 1 409 R 42 421 2676 12 800/ 400 (C) 28 7.3
All 2 2048 R 1.8 32.0 194.3 12 1600 / 800 (C) 30 3.1
Al2 1 512 R 2.6 18.6 177.4 12 100 / 50 (NC) 2 17.3
Al3 15 1024 R 49 36.2 261.5 11 1600 / 1600 (C) 27 6.8
Al4d 1 1024 R 1.9 32.1 2551 11 1600 / 1600 (C) 30 175
Al15 2 2048 R 54 450 273.8 12 >1600 / 1600 (C) 40 17
Alé6 2 2048 R 4.1 46.7 259.8 12 >1600 /3200 (C) 37 3.3
Al7 1 2048 R 4.8 443 276.8 12 400 /400 (O) 25 7
Al8 1 512 R 48 382 2759 2 >3200 /400 (C) 17 6.1
Al19 3  40% R 2.2 460 279.4 12 >3200 / 6400 (C) 42 0.9
A20 15 8192 R 3.0 385 2184 12 >3200 / 800 (C) 37 26
A21 15 512 R 28 224 168.3 12 400 / 800 (C) 4 3.2
A22 1 8192 R 29 412 196.9 12 >1600 / 800 (C) 13 58
A23 1 1024 R 4.3 37.6 2349 12 1600 / 1600 (C) 26 20
A2 1 409 R 22 496 262.4 12 >1600/ 800 (C) 25 79
A25 1 1024 R 1.8 258 220.8 3 >1600 / 800 (C) 36 1.2
A2 1 8192 R 4.8 454 261.4 7 >1600 /1600 (C) 23 10
A 27 1 2048 R 1.3 40.2 263.6 12 >1600 /1600 (C) 18 0.6
A28 3 1024 R 1.4 425 264.1 10 >3200/ 1600 (C) 45 3.3
A29 1 409 R 24 346 201.6 12 >1600 / 800 (C) 22 6.3
A30 3 512 R 1.3 35.0 2373 12 >3200 / 6400 (C) 45 8.2
A3l 3 1024 R 1.6 549 189.9 0 >1600 / 800 (C) 4 ]

P = patients; Time = months from the onset of clinical symptoms to the time of blood sampling:

Significant antibody results: IgM-ITF > 32: IgM-ELISA = reactive (R); IgA-ELISA IMx index > 0.6 : IgA-ELISA
Platelia index > 2; IgA-ELISA ETI-TOXOK > 10 AU/ml: IgE-ISAGA > 5; AC/HS test — C = compatible with an

acute pattern; NC = not compatible with an acute pattern.
FAST-ELISA avidity indices < 40% and > 58% are indicative of recent and long-term Toxoplasma infections,

respectively. Platelia avidity indices < 26.5% and > 30.6% are indicative of recent and long

infections, respectively.
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TABLE 2. Toxoplasma serology in patients with chronic toxoplasmosis.

IegM IgA Avidity test
Time TIF ELISA IMx Platelia ETI- IgE- AC/HS test FAST-  Platelia
TOXO0OK ISAGA ELISA
(mo) (titer) (R/NR) (index) (index) {(UA/ml) (score) (C/NC) (index) (index)
[ | 20 <16 NR 3.90 28.2 160 0 > 800 / 1600 (C) 83 95.0
c2 13 <16 R 3.00 38.0 180 11 >1600/>3200 (C) 85 74.0
C3 14 <16 R 1.15 83 26 12 > 800 / 1600 (C) 87 68.0
C4 72 16 R 0.54 NS 8 2 > 800 /200 (C) 86 350
35 24 <16 NR 0.17 NS 1 0 50 /400 (NC) 68 63.0
ce6 16 <16 R 2.43 5.1 13 0 1600 / 3200 (C) 87 99.0
7 72 <16 NR 0.39 NS 0 100 / 800 (NC) 88 73.0
C8 24 <16 NR 0.09 NS 1 0 <350/ 100 (NC) 67 87.0
C9 26 <16 NR 0.43 NS 35 0 50 / 400 (NC) 78 55.0
Cc10 18 <16 NR 0.51 NS 35 0 > 800 / 400 (C) g1 60.5
Cc11 30 <16 NR 0.44 NS 1.5 0 50 / 800 (NC) 73 794
c12 26 <16 NR 0.17 NS 1 0 < 50/200 (NC) 64 63.6
C13 25 <16 NR 0.06 NS 1.5 0 < 50/200 (NC) 77 56.0
Cl4 27 <16 NR 0.52 NS 1 0 50 /800 (NC) 85 80.0
C15 28 <16 NR 0.10 NS 1 0 <50/200 (NC) 95 84.0
c16 25 <16 NR 0.11 NS 1 0 < 507400 (NC) 71 73.0
C17 24 <16 NR 0.52 NS 2 0 <50/ 800 (NO) 63 55.6
Cl8 26 <16 NR 0.08 NS 1 0 <50 /400 (NC) 76 71.0
c19 26 <16 NR 0.07 NS 1 0 < 50/ 400 (NC) 81 99.0
C20 28 <16 NR 0.19 NS 1 0 <50/ 800 (NC) 79 583
c21 27 <16 NR 0.13 NS 2 0 < 50 /800 (NC) 68 61.5
c2 25 <16 NR 0.16 NS 2 0 > 1600 / 400 (C) 59 480
Cc23 19 <16 NR 0.07 NS 1 0 <50 /800 (NC) 78 43.0
C24 20 <16 NR 0.1 NS 1 0 <50 /800 (NC) 63 90.0
C25 21 <16 NR 0.12 NS 1 0 > 1600 / 400 (C) 67 68.0
C26 20 <16 NR 0.07 NS 1 0 > 1600 / 400 (C) 87 99.0
c27 21 < 16 NR 0.22 NS 0.5 0 > 1600 / 800 (C) 78 50.0
C28 22 <16 NR 0.22 NS 0.5 0 > 1600 / 400 (C) 81 580
Cc29 18 <16 NR 0.16 NS 1.7 0 > 1600/800 (C) 69 63.0
C 30 19 <16 NR 0.16 NS 0.5 2 > 1600 / 800 (C) 74 58.3
C31 36 <16 NR 142 T4 26.5 2 400 / 3200 (NC) 99 71.0
C32 36 <16 NR 0.30 1.0 4 2 > 1600 / 800 (C) 99 57.0
C33 38 <16 NR 1.08 0.6 4 2 > 1600 / 800 (C) 95 250

P = patients; Time = months from the onset of clinical symptoms to the time of blood sampling;
Significant antibody results: IgM-IIF = 32; IsM-ELISA = reactive (R); IgA-ELISA IMx index 2 0.6 : IgA-ELISA
Platelia index > 2; IgA-ELISA ETI-TOXOK > 10 AU/ml; IgE-ISAGA 2 5; AC/HS test — C = compatible with an
acute pattern; NC = not compatible with an acute pattern.
IgA-ELISA IMx indices ranging from 0.500 to 0.599 were considered equivocal results; IgA ELISA Platelia
indices < 2 were considered borderline positive results.
FAST-ELISA avidity indices < 40% and > 58% are indicative of recent and long-term Toxopiasma infections.
respectively. Platelia avidity indices < 26.5% and 2 30.6% are indicative of recent and long-term Toxoplasma
infections, respectively.
NR = non-reactive. NS = non-significant.
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4. DISCUSSAO



O diagnostico da toxoplasmose aguda adquirida ¢, freqiientemente, baseado na
deteccio de anticorpos especificos IgM anti-7.gondii, soroconversdo ou elevagdo
significativa dos titulos de anticorpos IgG (REMINGTON, McLEOD, DESMONTS, 1995;
LIESENFELD et al., 1996). Como a soroconversdo e a elevagao dos titulos de IgG sao
dificeis de serem demonstrados, o marcador sorologico mais utilizado para o diagnéstico da
toxoplasmose aguda ¢ o anticorpo IgM. Em diversos paises, o diagnostico da toxoplasmose
aguda é usualmente baseado na detecgdo de anticorpos IgM especificos em uma unica
amostra de soro. Testes comerciais para a detecgdo de anticorpos IgM anti-7. gondii tém
sido cada vez mais utilizados; entretanto, a grande maioria dos testes disponiveis apresenta
um grande nimero de resultados falso positivos e/ou falso negativos (VERHOFSTEDE et
al_, 1989; ASHBURN et al., 1992; LIESENFELD et al., 1996). A utilizagio de testes para a
detecgo de IgM com baixa especificidade e a persisténcia, em alguns pacientes, dos
anticorpos IgM na fase cronica da infecgio tém dificultado o diagnostico da infecgdo
toxoplasmica, podendo acarretar procedimentos desnecessarios, sobretudo com relagdo as
gestantes (LIESENFELD ef al., 1996). Nos Gltimos anos, diversos estudos propuseram
outros testes confirmatorios para auxiliar na distingdo entre infecgdo toxoplasmica recente e
antiga, incluindo testes de detecgdo de anticorpos IgA e IgE, o teste de aglutinacdo
diferencial (AC/HS) e os testes baseados na determinagdo da avidez dos anticorpos IgG.
Este trabalho foi elaborado com o objetivo de avaliar os marcadores sorologicos utilizados

para o imunodiagnostico da toxoplasmose aguda adquirida.

Varios estudos tém enfatizado o valor da detecgdo de anticorpos IgA anti-T.
gondii para o diagnostico da toxoplasmose aguda. Decoster e? al., em 1988, utilizando uma
técnica de ELISA, detectaram anticorpos IgA em todas as amostras de soros de pacientes
com toxoplasmose aguda. Por outro lado, anticorpos IgA néo foram detectados em nenhum
paciente com toxoplasmose crénica. Num estudo posterior, Stepick-Biek er al. (1990)
detectaram, também, por ELISA, anticorpos IgA especificos em 12 gestantes que
apresentaram soroconversio durante a gravidez, em 10 pacientes com linfoadenopatia
toxoplasmica e em 8 de 9 criangas com toxoplasmose congénita (em alguns dos pacientes
estudados, a pesquisa de anticorpos IgM foi negativa). Por outro lado, anticorpos IgA nao
foram encontrados nos 20 pacientes com toxoplasmose cronica incluidos no estudo. Num

trabalho realizado por Bessiéres et al. (1992), anticorpos IgA foram encontrados em 95%
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dos casos de toxoplasmose aguda adquirida. Takahashi & Rossi (1994) analisaram amostras
de soros de 51 pacientes com toxoplasmose aguda adquirida. Niveis significativos de
anticorpos IgA especificos foram detectados em 50 (99%) das 51 amostras. Tais estudos
demonstraram que os anticorpos IgA sdo encontrados com alta frequéncia em pacientes com
toxoplasmose aguda. Embora anticorpos IgA especificos sejam detectados na matioria dos
pacientes com toxoplasmose aguda, ainda existem controvérsias a respeito da persisténcia
desses anticorpos apos a infecgdo com 7. gondii. Turunen ef al. (1983) observaram que o
aumento nos niveis séricos dos anticorpos IgA era mais lento do que o da IgG, embora os
niveis maximos fossem atingidos a0 mesmo tempo, e que o seu declinio era mais lento do
que o da IgM, e mais rapido do que o da IgG. Em alguns pacientes, observou-se, inclusive,
uma resposta prolongada e estavel dos anticorpos IgA, ainda que num nivel baixo. Em um
estudo realizado por Le Fichoux et al. (1987), verificou-se que, em pacientes com
toxoplasmose aguda adquirida, os anticorpos IgA especificos aparecem antes que os
anticorpos IgG e, a0 mesmo tempo, ou pouco tempo depois que 0s anticorpos IgM, e que
seu desaparecimento ocorre antes da IgM e ao mesmo tempo em que esta havendo o declinio
dos titulos dos anticorpos IgG. Pujol ez al. (1989) observaram, em gestantes com infecgdo
toxoplasmica recente e titulos estaveis de anticorpos IgG e IgM, que os anticorpos IgA
alcangaram niveis maximos em amostras coletadas até trés meses apos a infecgdo e nao eram
mais detectados em amostras coletadas apos seis meses ou mais. Bertozzi ef al. (1999)
pesquisaram a presenca de anticorpos IgA anti-7. gondii pelo “kit” ETI-TOXOK-A em
amostras seqienciais de soros de um paciente que exibia niveis significativos de anticorpos
IgM por sete anos apos o inicio das manifestagdes clinicas. Observou-se uma menor
persisténcia dos anticorpos IgA, com niveis significativos (> 10 UA/ml) sendo detectados
dois anos apos o inicio das manifestagdes clinicas da infecgéo. De acordo com as instrugdes
do fabricante do kit ETI-TOXOK-A, niveis de IgA > 40 UA/ml sdo observados na maioria
dos pacientes com toxoplasmose aguda. Niveis de IgA de 45 UA/ml foram encontrados em
uma amostra de soro coletada um ano apods o inicio das manifestagdes clinicas. Convém,
ainda, ressaltar que niveis de anticorpos IgA < 40 UA/ml com o “kit” ETI-TOXOK-A ndo
excluem a possibilidade de uma infecgao recente, uma vez que, em alguns pacientes, estes
niveis podem ser alcangados rapidamente apos a infec¢do com o parasita (TAKAHASHI &
ROSSI, 1997).
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Diversos estudos identificaram uma proteina de superficie do 7. gondii, com
peso molecular de 30.000 daltons (P30), como um dos principais antigenos do parasita,
capaz de induzir, preferencialmente, uma resposta de anticorpos IgA (PARTANEN er al.,
1984; HUSKINSON, THULLIEZ, REMINGTON, 1990). Em varios testes de ELISA de
captura (ELISAc) comerciais, como os “kits” Platelia® Toxo-IgA (Sanofi Diagnostics
Pasteur, Mames-la-coquette, Fran¢a) e ETI-TOXOK-A (DiaSorin Biomedica, Saluggia,
Italia), anticorpos monoclonais de camundongo anti-P30 conjugados com peroxidase tém
sido utilizados na pesquisa de anticorpos IgA anti-7. gondii. Varios estudos foram
idealizados para avaliar a eficacia das técnicas para a detecgdo de anticorpos IgA. Takahashi
& Rossi (1994) utilizaram as técnicas de ELISA direta (ELISAd), ELISAc (realizada com o
“kit” ETI-TOXOK-A), e ISAGA para a detecgao de IgA, em 51 pacientes com
toxoplasmose aguda, em 50 pacientes com infecgdes heterologas e em 27 controles sadios.
A técnica de ELISAd apresentou sensibilidade de 98% e especificidade de 97%; a técnica de
ELISAc apresentou sensibilidade de 100% e especificidade de 99% e a técnica de ISAGA,
sensibilidade e especificidade de 100%, demonstrando que as trés técnicas apresentavam
eficacia similar. Decoster ef al. (1995) compararam dois “kits” de ELISA para a pesquisa de
IgA, o Platelia Toxo-IgA, baseado na captura de anticorpos IgA, e o IMx Toxo-IgA (Abbott
Diagnostics, Rungis, Franca), baseado em uma técnica direta, utilizando um sistema
automatizado (IMx Analyzer). Os dois “kits” nao apresentaram diferengas significativas
com relagdo a especificidade e a sensibilidade nos casos de toxoplasmose adquirida. Com
relacio a toxoplasmose congénita, os “kits” apresentaram especificidades semelhantes
(100% para o IMx Toxo-IgA e 97% para o Platelia Toxo-IgA), mas o “kit” Platelia
apresentou maior sensibilidade (100%) do que o “kit” IMx (38%). O “kit” Platelia Toxo-IgA
foi mais eficiente em estabelecer o inicio da infec¢@o, em virtude do desaparecimento mais
rapido dos anticorpos IgA anti-P30, em comparacdo aos anticorpos IgA detectados pelo
“kit” IMx. Em outro estudo comparativo, Gorgievski-Hrisoho e? al. (1996) pesquisaram
anticorpos IgA anti-7. gondii em amostras seqiienciais de soros de 82 pacientes com
toxoplasmose aguda pelos “kits” Platelia Toxo-IgA, ETI-TOXOK-A e Toxo-IgA ELISA
(Eurogenetics S.A , Tessenderlo, Bélgica). A primeira amostra de soro de todos o0s pacientes
apresentava niveis significativos de anticorpos IgM anti-7.gondii. O “kit” Platelia

demonstrou ser o mais sensivel. Resultados positivos foram encontrados com este “kit” em
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todos os pacientes com resposta imune que sugeriam uma infecgdo recente. Por outro lado,
estudos da cinética da resposta dos anticorpos revelaram que, na maioria dos casos, O
declinio da reatividade dos anticorpos IgA detectados pelo “kit” Platelia era mais lento do
que o observado para anticorpos IgM detectados por ELISA. Em nosso estudo, anticorpos
IgA foram pesquisados em 31 pacientes com toxoplasmose aguda e em 33 pacientes com
toxoplasmose cronica, por meio de trés “kits” comerciais de ELISA: Platelia Toxo-IgA
(Sanofi), ETI-TOXOK-A (DiaSorin) e IMX Toxo-IgA (Abbott). Todos os 31 pacientes com
toxoplasmose aguda apresentaram resultados compativeis com infeccdo recente, com os 3
“kits”. Tais resultados confirmam que anticorpos IgA anti-7oxoplasma sao detectados com
uma alta freqliéncia na toxoplasmose aguda adquirida. Com relagdo aos pacientes com
toxoplasmose cronica, foram encontrados niveis significativos de anticorpos IgA especificos
com uma frequéncia relativamente alta, com os trés “kits” (6 pacientes com o IMx; 7 com o
Platelia; 5 com o ETI-TOXOK-A), sendo que, em alguns destes pacientes, anticorpos IgA

foram detectados na auséncia de anticorpos IgM.

Alguns estudos tém sugerido que a detecgdo de anticorpos IgE especificos anti-
I. gondii pode ter grande valor para o diagnostico da fase aguda da toxoplasmose. Niveis
significativos de anticorpos IgE especificos foram detectados em 63% a 100% de pacientes
com toxoplasmose aguda adquirida (PINON et al., 1990; WONG ef al., 1993; MONTOYA
& REMINGTON, 1995). Na infecgdo por 7. gondii, os anticorpos IgE especificos aparecem
precocemente, praticamente a0 mesmo tempo que os anticorpos IgM e IgA (PINON et al.,
1990; MONTOYA & REMINGTON, 1995). Em 1990, Pinon et al. introduziram um teste de
imunocaptura-aglutinag¢ao (ISAGA) para a detecgdo de anticorpos IgE anti-7.gondii. Em seu
estudo, o teste IgE-ISAGA foi positivo em 86% de mulheres que apresentaram
soroconversao durante a gesta¢dao. Além disso, o teste foi negativo em todas as amostras de
soros coletadas das pacientes quatro ou mais meses apos a infec¢do, sugerindo que os
anticorpos IgE persistem por menos tempo do que os anticorpos IgM. Wong ef al. (1993)
avaliaram a utilidade da detecgdo da IgE especifica para o imunodiagnostico da
toxoplasmose, usando os testes ELISA e ISAGA, em 17 pacientes com linfoadenopatia
toxoplasmica e em 8 mulheres que apresentaram soroconversao durante a gestacdo. A
técnica ELISA foi positiva em 100% das gestantes e em 96% dos pacientes com

linfoadenopatia. A técnica ISAGA foi positiva em 63% e 88% das gestantes e dos pacientes
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com linfoadenopatia, respectivamente. A analise de 42 amostras seqiienciais de soros das 8
gestantes mostrou que a persisténcia dos anticorpos IgE variou de maneira consideravel com
as duas técnicas, com uma tendéncia a um declinio mais rapido dos niveis de anticorpos com
a técnica ISAGA. Ashbum ef al. (1995), usando a técnica ISAGA, detectaram anticorpos
IgE anti-7. gondii em 60 (92%) de 65 pacientes com linfoadenopatia toxoplasmica e em 4
(44%) de 9 mulheres com toxoplasmose adquirida durante a gestagdo. Os autores também
pesquisaram anticorpos IgE em amostras seqiienciais de soros de 21 pacientes com
linfoadenopatia toxoplasmica. Somente quatro destes pacientes tinham amostras de soros
coletadas 10 ou mais meses apds o inicio das manifestagdes clinicas da infecgdo. Em um
destes pacientes, o teste IgE-ISAGA permaneceu positivo até a ultima amostra de soro
testada, coletada 11 meses apos o inicio da linfoadenopatia. Em nosso estudo, anticorpos
IgE foram detectados em 26 (84%) de 31 pacientes com toxoplasmose aguda, e ndo foram
encontrados em 31 (94%) dos 33 pacientes com toxoplasmose cronica. Nos dois pacientes
com infecgdo toxoplasmica crénica em que foram detectados anticorpos IgE, as amostras de

soros foram coletadas mais de um ano ap6s o inicio das manifestagdes clinicas da infecgio.

O teste AC/HS € um teste de aglutina¢do diferencial no qual sdo comparados os
titulos de anticorpos obtidos com formas taquizoitas de 7. gondii tratadas com formalina
(antigeno HS) ou acetona (antigeno AC). Os antigenos AC e HS sdo antigenos associados a
membrana do 7. gondii, sendo o primeiro encontrado predominantemente nas formas
taquizoitas € o segundo, tanto nas formas taquizoitas quanto bradizoitas (SUZUKI et al,
1988). A preparagdo antigénica AC contém antigenos que s3o reconhecidos precocemente
por anticorpos IgG na infecgao (SUZUKI ef al., 1988, DANNEMANN ef al., 1990). A
preparagao antigénica HS contém antigenos que s3o reconhecidos por anticorpos IgG nas
fases aguda e cronica da infecg@o. Altos titulos no teste com o antigeno AC estdo associados
com infecgdo recente, enquanto altos titulos no teste com o antigeno HS estdo associados
com uma infecgdo mais antiga (DESMONTS & REMINGTON, 1980, THULLIEZ ef al.,
1986; SUZUKI et al, 1988, DANNEMANN et al, 1990). Dannemann et al. (1990)
demonstraram que o teste AC/HS foi util para a confirmagio de toxoplasmose aguda
adquirida em pacientes que apresentavam anticorpos IgM e IgG especificos. Num grupo de
33 pacientes com toxoplasmose recentemente adquirida, 19 gestantes que haviam adquirido

a infec¢do durante a gravidez e 14 pacientes com linfoadenopatia toxoplasmica, o teste
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AC/HS identificou corretamente a infecgdo aguda em todos as gestantes € em 12 dos 14
casos de linfoadenopatia toxoplasmica. Por outro lado, no grupo de pacientes com
linfoadenopatia toxoplasmica, o padrao agudo foi, ainda, observado em 5 de 8 pacientes
avaliados 14 a 21 meses apds o inicio da linfoadenopatia e em 2 de 14 pacientes avaliados
mais de 2 anos apos o inicio dos sintomas. Em um estudo de Montoya & Remington (1995),
o teste AC/HS foi utilizado para avaliar amostras seqiienciais de soros de 40 pacientes com
linfoadenopatia toxoplasmica. O padrdo agudo foi observado em pelo menos 67% de todas
as amostras de soros coletadas durante os 6 primeiros meses apos o inicio das manifestacoes
clinicas. Em um destes pacientes, o padrdo agudo persistiu por mais de 17 meses apos o
inicio dos sintomas clinicos. No nosso estudo, 29 dos 31 pacientes com infecgdo recente
apresentaram um padrio AC/HS compativel com toxoplasmose aguda. Entretanto, dos 33
pacientes com toxoplasmose cronica, 15 apresentaram perfil AC/HS compativel com
infeccio aguda. Nossos resultados confirmam o que foi demonstrado nos estudos de
Dannemann ez al. (1990) e Montoya & Remington (1995); em varios casos, S0 necessarios
mais de 1 ano e 6 meses para que os resultados do teste AC/HS evoluam para um padrdo

nao-agudo.

Varias técnicas de ELISA tém sido desenvolvidas ou adaptadas para a
determinagdo da avidez dos anticorpos IgG para varias doengas, incluindo a toxoplasmose
(HEDMAN et al., 1989; JOYNSON ez al., 1990; CAMARGO et al., 1991, LAPPALAINEN
et al., 1993; HOLLIMAN ef al., 1994, JENUM et al,, 1997, MELO & ROSSI, 1997,
COZON et al.. 1998; ROSSL 1998). No estudo pioneiro, realizado por Hedman et al.
(1989), a técnica utilizada foi baseada na titulagdo de cada amostra de soro e calculo dos
titulos, com e sem o tratamento com uréia, em relagdo a um valor de “cut-off” definido.
Observou-se que as amostras de soros dos 5 pacientes com infec¢do primaria recente
apresentaram baixos indices de avidez (< 10%), que persistiram por alguns meses apés o
inicio das manifestagdes clinicas. Em contraste, nas amostras de soros dos 21 pacientes com
imunidade pré-existente, os indices de avidez variaram de 25% a 97% (indice médio =
50.1%). Utilizando técnica semelhante, Joynson et al. (1990) estudaram 20 pacientes com
linfoadenopatia toxoplasmica, com o inicio de manifestagdes clinicas bem determinado. As

amostras de soros de pacientes com infecgdo recente apresentaram indices de avidez < 30%,
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enquanto amostras de soros de pacientes com infecgio antiga apresentaram indices > 40%.
Lappalainen ez al. (1993) analisaram a utilidade da determinagdo da avidez dos anticorpos
IgG em mulheres gravidas, utilizando a técnica descrita por Hedman ef a/. (1989). Onze
gestantes que apresentaram soroconversao durante a gravidez e indices de avidez baixos
(£ 15%), alcangaram indices duvidosos (16% a 25%) ou altos (> 25%) até seis meses ap0s a
soroconversao. Setenta e cinco gestantes que ja apresentavam indices altos de avidez
mantiveram esses indices nos seis meses seguintes. Estes resultados permitiram concluir que
a determinagao dos indices de avidez da IgG poderia ser bastante 1til para a confirmagio de
infec¢do aguda, uma vez que os anticorpos IgM podem ser encontrados tanto na fase aguda
quanto na fase cronica da toxoplasmose. Em um estudo realizado por Melo & Rossi (1997),
pela técnica de DOT-ELISA, amostras de soros de pacientes coletadas num intervalo de até
dois meses apos o inicio das manifestagdes clinicas apresentaram uma queda significativa
(216 vezes) nos titulos dos anticorpos IgG apds o tratamento com a uréia, indicando baixa
avidez dos anticorpos, ao passo que, em amostras de soros coletadas um ano ou mais ap6os o
inicio das manifestagdes clinicas, a avidez dos anticorpos foi alta, pois os titulos de
anticorpos permaneceram inalterados apos o tratamento com uréia. Jenum ef al (1997)
compararam os resultados obtidos, com um teste de avidez baseado na titulagio das
amostras de soros, utilizando o “kit” de ELISA-Platelia Toxo-IgG, em amostras de soros de
gestantes em diferentes estagios da infecgdo por 7. gondii. Os indices de avidez da IgG para
58 amostras de soros obtidas num periodo de até 20 semanas apds o inicio da infecgdo, de
gestantes com diagnostico de toxoplasmose aguda baseado em soroconversio ou num
aumento > 4 vezes nos titulos do teste de Sabin-Feldman, variaram de 0.1% a 26.5% (média
=4.9%). Em 26 amostras de soros coletadas de gestantes com infec¢do cronica, os indices
de avidez variaram de 30.6% a 75.4% (média = 51.3%). Em outro estudo realizado com
amostras de soros de gestantes, utilizando técnica semelhante a descrita por Hedman (1989),
Cozon et al. (1998), observaram que um valor de “cut-off” > 35% estava sempre associado
com infec¢do cronica, e poderia excluir uma infec¢@o adquirida recentemente (< 3 meses).
Holliman ef al. (1994) desenvolveram uma técnica de determinagdo da avidez dos
anticorpos IgG anti-7.gondii empregando o “kit” Enzygnost IgG ELISA (Hoechst-Behring,
Frankfurt, Alemanha), utilizando apenas uma dilui¢do de cada amostra de soro. Todas as

amostras de soros de pacientes com linfoadenopatia ha mais de trés meses apresentaram
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indices de avidez considerados altos (> 50%), ao passo que, de 14 pacientes com
linfoadenopatia ha menos de trés meses, 8 apresentaram indices baixos (< 45%). Embora a
maioria dos pacientes apresentassem indices de avidez compativeis com o estagio da
infeccdo toxoplasmica, alguns resultados discordantes foram observados. Os autores
sugeriram que estes resultados poderiam, em parte, refletir a limitagdo da utilizagdo da
linfoadenopatia como marcador do inicio da infecgdo toxoplasmica ou, ainda, a varia¢do da
resposta imune dos pacientes frente a infecgdo com o 7. gondii. Recentemente, Rossi (1998)
descreveu um teste de avidez para a toxoplasmose com o sistema F.AS.T. - ELISA,
utilizando uma unica diluigdo das amostras de soros. Os indices de avidez para 25 amostras
obtidas durante os dois primeiros meses apos o inicio dos sintomas clinicos, de pacientes
com toxoplasmose aguda (diagndstico baseado na deteccdo de anticorpos IgM por IFI e
ELISA, mais soroconversdo e/ou aumento > 4 vezes no titulo de IgG por IFI) variaram de
10% a 40% (média = 25%), enquanto que para 25 amostras de soros de individuos com

toxoplasmose cronica, os indices variaram de 58% a 94% (média = 73%).

Varia¢des nos indices que indicam baixa e alta avidez de anticorpos IgG sédo
esperadas e estdo provavelmente relacionadas com diversos fatores, incluindo a
heterogeneidade dos pacientes estudados; a condigdo do sistema imune dos pacientes na
época em que houve a coleta de sangue; a época da coleta em relagido a infec¢do com o
parasita; as propriedades intrinsecas das técnicas; a preparagao antigénica usada no teste; o
tipo e concentragdo do agente empregado para romper as ligacdes de hidrogénio € 0 método
utilizado para o calculo da avidez dos anticorpos. Em nosso estudo, foram utilizados dois
testes com diferentes metodologias para avaliar a avidez da IgG anti-7.gondii. Um dos testes
foi baseado na titulagdo de cada amostra de soro e calculo dos titulos, com e sem o
tratamento com uréia, em relagao a um valor de “cut-off” definido, tal qual proposto por
Jenum ef al (1997), utilizando o “kit” Platelia Toxo-IgG. No outro teste, foi utilizada uma
tnica dilui¢do da amostra de soro € as absorbéncias das reagdes determinadas na auséncia e
na presenca de uréia foram comparadas, de acordo com a técnica FAST-ELISA proposta por
Rossi (1998). Todos os pacientes com toxoplasmose aguda apresentaram indices
compativeis com fase aguda, com a técnica utilizando o “kit” Platelia. Quatro pacientes
apresentaram indices de avidez situados na faixa duvidosa, com a técnica FAST-ELISA.

Com relagdo aos pacientes com toxoplasmose cronica, apenas um paciente apresentou indice
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de avidez ndo compativel com fase cronica, com a técnica de titulagdo das amostras de
soros. Tais resultados concordam com a maioria dos estudos anteriores, demonstrando que
as técnicas baseadas na determinagdo da avidez da IgG podem ser bastante (teis no
diagnostico da toxoplasmose, tanto da infecgdo aguda quanto da infeccdo cronica. O método
baseado na titulacio das amostras de soros demonstrou ser mais sensivel para o diagnostico

da infeccao recente.

Os nossos resultados, em conjunto com resultados de estudos anteriores,
mostraram que todos os marcadores sorologicos da toxoplasmose aguda, aqui analisados,
possuem limitagdes significativas, pois demonstrou-se que 0s anticorpos especificos IgA e
IgE podem, em alguns casos, persistir por um ano ou mais apds a infecgdo com o parasita,
bem como o padrio agudo no teste AC/HS. Nosso estudo sugere que a determinagdo da
avidez dos anticorpos 1gG anti-7. gondii, principalmente pelo método de titulagdo das
amostras de soros, pode ser bastante Gtil para um diagnostico mais confiavel do estagio em

que se encontra a infec¢do, em pacientes apresentando niveis significativos de anticorpos

IgM.
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5. CONCLUSOES



A persisténcia dos anticorpos IgM por longo tempo apds a infec¢do com o
parasita e a elevada ocorréncia de altos titulos de anticorpos IgG anti-7. gondii em pessoas
sadias tém dificultado a interpretacdo dos resultados dos testes sorolégicos para o
diagnostico da toxoplasmose aguda. Em conseqiiéncia, nos ltimos anos, diversos trabalhos
tém estudado a importéncia de outros possiveis marcadores sorologicos para o diagnostico
da toxoplasmose aguda adquirida, tais como anticorpos especificos das classes IgA e IgE, o
teste de aglutinagdo diferencial AC/HS e a determinagéo da avidez de anticorpos IgG. Nosso

estudo teve como objetivo avaliar esses novos marcadores.
Nosso estudo nos permite chegar as seguintes conclusoes:

e Todos os marcadores aqui analisados possuem limitagdes significativas,
devido a persisténcia de anticorpos especificos IgA e IgE anti-7. gondii por um ano ou mais,
bem como o padrdo agudo no teste de aglutinagdo diferencial AC/HS. comprovados em

varios pacientes com toxoplasmose cronica.

® A determinacdo da avidez de anticorpos IgG anti-7. gondii, principalmente
através do método de titulagdo das amostras de soros, pode permitir um diagnostico mais
confiavel do estagio em que se encontra a infec¢do, nos pacientes que apresentam niveis

significativos de anticorpos IgM.
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6. SUMMARY



The diagnosis of acute acquired toxoplasmosis has been frequently based on the
detection of specific IgM antibodies and on the demonstration of a significant increase in
specific IgG antibodies titers. However, the prevalence of high Toxoplasma IgG antibody
titers among normal subjects and the sustained persistence, in some persons, of specific IgM
antibodies have complicated the interpretation of serological tests when acute toxoplasmosis
is suspected. In our first study, we report the detection of specific IgA antibodies and the
determination of the avidity of Toxoplasma-specific IgG in sequential serum samples from a
patient exhibiting significant levels of specific IgM antibodies for seven vears after the onset
of the clinical symptoms of toxoplasmosis. Anti-7.gondii IgA was quantified by an antibody
capture ELISA (ETI-TOXOK-A). The patient still had a positive IgA result (> 10 AU/ml) in
a serum sample taken two years after the beginning of the clinical manifestations. The IgG
avidity was determined by a single serum dilution method, using the Falcon assay screening
test (F.A.S.T.®) — ELISA system. Avidity indices compatible with an acute infection were
found only in serum samples taken during the first five months after the onset of the clinical
symptoms. The purpose of the second study was to assess the usefulness of newer
serological markers, such as the detection of specific IgA and IgE antibodies, the differential
agglutination (AC/HS) test using formalin and acetone-fixed tachyzoites of 7. gondii and the
determination of the avidity of 7oxoplasma-specific IgG, in the diagnosis of acute acquired
toxoplasmosis. Sixty-four serum samples, 31 from patients with a recently acquired
Toxoplasma infection and 33 from patients with chronic toxoplasmosis, were tested. Anti-T.
gondii 1gA was measured by two antibody capture ELISA tests (ETI-TOXOK-A and
Platelia® Toxo IgA) and an automated direct ELISA (IMx® Toxo IgA). The three kits
detected antibody levels compatible with a recent infection in serum samples of all patients
with acute toxoplasmosis. On the other hand, the analysis of serum samples from 33 patients
with chronic toxoplasmosis revealed that significant levels of IgA may be detected with a
high frequency by the three kits during the chronic phase of infection. IgE antibodies
detected by ISAGA were present in 26 (84%) of 31 patients with acute toxoplasmosis and in
serum samples from two subjects with chronic infection taken more than one year after the
beginning of the clinical symptoms of infection. Twenty-nine (94%) of 31 patients with a
recent Joxoplasma infection and 15 (45%) of 33 subjects with chronic toxoplasmosis had an

AC/HS pattern compatible with acute toxoplasmosis. The avidity of 7Toxoplasma IgG was

Summary

64



evaluated by two methods. One method was based on titration of each serum sample and
calculation of the titers, in the absence and presence of urea, in relation to a defined cut-off
value. In the other method, a single serum dilution was used and the absorbances of the
reactions in the presence and absence of urea were compared. The titration method was
more sensitive for diagnosing a recent primary 7oxoplasma infection: All 31 serum samples
from patients with acute toxoplasmosis had avidity indices compatible with acute
toxoplasmosis by the titration method whereas with the single dilution method serum
samples from four patients had equivocal results. In the 33 patients with chronic
toxoplasmosis, similar results were obtained with the two avidity methods; only one serum

sample had a non compatible avidity value with the titration method.

The results obtained in the present study show that the current serological
markers used for diagnosing acute acquired toxoplasmosis have significant limitations. Our
data suggest that the determination of the avidity of Toxoplasma-specific IgG, mainly by the
titration method, in patients with detectable IgM antibodies could permit a more efficient
diagnosis of the stage of infection by 7. gondii.
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