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TESTE REVERSO PARA ANTICORPOS IgM NA TOXOPLASMOSE, COM
HEMACIAS SENSIBILIZADAS POR ANTIGENOS DE TOXOPLASMA GONDII

Nancy Navarrete!, Mario E. Camargo? e Gastao de Almeida2

Descreve-se um teste para anticorpos IgM-antitoxoplasma baseado na técnica de
captura de IgM do soro por anticorpos anti-IgM adsorvidos a placas plasticas. Para
evidenciagdo dos anticorpos antitoxoplasma nessa fragdo, utiliza-se uma suspensdo de
hemadcias humanas, formolizadas e sensibilizadas por antigenos de Toxoplasma gondii.
Nos testes positivos estas aparecem como uma camada continua, enquanto que nos testes
negativos depositam-se ao fundo das cavidades das placas. A leitura dos testes é muito
mais evidente do que na técnica anteriormente proposta por Desmonts e cols, 1981, que
utiliza suspensdes de toxoplasmas. A suspensio de hemdcias sensibilizadas pode ser
preparada por simples diluicdo do reagente para o teste de hemaglutina¢do para a

toxoplasmose.
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A demonstragao de anticorpos séricos anti-
toxoplasma de classe M de imunoglobulinas ¢ de
grande valor diagnoéstico, uma vez que esses anti-
corpos constituem indicadores de infec¢do recente-
mente adquirida do adulto, ou de infecg¢do congénita
do recém-nascido.

As técnicas com anticorpos marcados propor-
cionam testes para essa demonstragdo, por meio de
reagoes utilizando conjugados fluorescentes> 13 ou
enzimaticos> 14 de anticorpos anti-IgM. Porém, nes-
ses testes podem ocorrer resultados falsos, tanto
positivos como negativos. Assim, a presenca de anti-
corpos antinucleo! e, especialmente, de fator reu-
matoide2, é causa freqiiente de resultados positivos
inespecificos. Pela competi¢do de anticorpos IgG, os
anticorpos IgM podem deixar de reagir nos testes,
originando-se resultados negativos falsos. Para maior
confiabilidade da pesquisa de anticorpos IgM, impde-
se associar aos testes varios procedimentos, como o
bloqueio do fator reumatoide, por absorgdo dos soros
com globulinas agregadasz, a remogao de IgG do soro
pela Proteina A insolubilizada6, ou a realizagio dos
testes com a fragdo IgM previamente isolada do
sorol2.

Com afinalidade de obter um teste mais sensivel
e especifico que pudesse evitar os inconvenientes
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assinalados Naot e Remington11 em 1980 aplicaram
a pesquisa de anticorpos IgM antitoxoplasma a técnica
ELISA reversa, ou de captura de anticorpos IgM,
anteriormente descrita por Duermeyer e van der
Veen!0 ea que denominaram técnica ELISA-IgM de
duplo sanduiche (DS-IgM-ELISA). Nesses testes,
fixavam anticorpos anti-IgM as placas de plastico, que
captavam imunoglobulinas M do soro ai incubado. A
reatividade dessas IgM para o toxoplasma era pes-
quisada incubando-se as placas sucessivamente com
um antigeno soluvel do parasita e com um conjugado
antitoxoplasma marcado por enzima. Seguia-se o
desenvolvimento de cor com incubagéo de mistura
cromoégena. Posteriormente, Desmonts e cols? des-
creveram um procedimento que combina certas ca-
racteristicas do teste DS-IgM-ELISA com o teste de
aglutinagéo direta para a toxolasmose®. Nesse pro-
cedimento o antigeno solivel do parasita e o conjugado
enzimatico antitoxoplasma, do processo de Naot e
Remington, eram substituidos por um antigeno parti-
culado, constituido por suspensio de toxoplasmas.

No presente trabalho é apresentado um teste
reverso para anticorpos IgM antitoxoplasma utili-
zando-se, como indicador, suspensio de hemacias for-
molizadas e sensibilizadas por antigenos solaveis do
toxoplasma. Esta suspensao é preparada por simples
diluicdo do reagente para o teste de hemaglutinagao,
anteriormente descrito por Camargo e cols3.

MATERIAL E METODOS

Soros

Foram estudados 75 soros, pertencentes a so-
roteca do Instituto de Medicina Tropical de Sio Paulo.
Estes soros eram mantidos a -20°C, conservados com
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igual volume de glicerina, e haviam sido submetidos a
testes para anticorpos antitoxoplasma3 e outros anti-
corpos, dispondo-se também de informagdes diagnds-
ticas diversas, conforme os casos, de natureza clinica,
parasitologica ou epidemiolégica. Trinta casos apre-
sentavam historia clinica e perfil sorolégico de toxo-
plasmose recentemente adquirida do adulto, com pre-
senca de anticorpos IgM antitoxoplasma indicada
pela positividade do teste IF-IgM. Os demais 45 soros
nio apresentavam anticorpos IgM antitoxoplasma
nos testes especificos realizados e provinham de
pacientes com diversas condi¢des patologicas. Ha-
via 4 soros de pacientes com Doenca de Chagas na
fase aguda, com anticorpos IgM anti-7. cruzi; 8 casos
de lupus eritematoso sistémico, com altos titulos de
anticorpos antinucleo; 8 casos de artrite reumatoide
com testes positivos para fator reumatoide; 4 casos de
malaria, com anticorpos IgM antiplasm(}df); 5 casos
de sifilis recente com altos titulos de anticorpos
lipéidicos e treponémicos; 5 casos de toxoplasmose
em fase evolutiva (perfil II)13, e 11 casos de pessoas
clinicamente normais.

Reagente de hemaglutinagdo

Foi preparado como descrito3, a partir de
hemacias humanas formolizadas e sensibilizadas com
extrato soluvel de toxoplasma. Estes foram obtidos de
exsudato peritoneal de camundongos previamente
inoculados com sarcoma T.G. 1807,

Teste reverso

Para o teste foram empregadas placas plasticas
em U (Interlab, Sao Paulo, Brasil), as quais eram
adsorvidos anticorpos anti-IgM recobrindo-as com
100 (il de globulinas de carneiro anti-IgM humana

diluidas em tampao carbonato 0.1 M, pH 9.8, na
concentragio de 10011g/ml. As placas eram incubadas
com essa solugdo por 18 horas e, em seguida, lavadas 3
vezes com solucdo salina tamponada com fosfatos
0,01 M, pH 7,2, contendo Tween 20 a 0,05% (PBST).
Apds nova incubagdo por 1 hora a 37°C com albumina
bovina (BSA)a 1% em PBST, as placas foram lavadas
novamente. Para uso, incubaram-se por 1 horaa 370C
com 150 Ul dos soros, diluidos em PBS, de 1:16 em
diante na razéo 4.

Depois de lavadas, as placas foram incubadas
por uma noite, a 37°C, com 55 pl de suspensdo de
hemacias humanas formolizadas e sensibilizadas com
antigeno de T. gondii. Esta suspenséo foi preparada
reconstituindo-se o reagente liofilizado de hemaglu-
tinagdo para a toxoplasmose e diluindo-se a 1:8 em
PBS.

Apos essa incubagdo procedia-se a leitura do
teste, nas reagdes negativas formando-se um botéao de
hemacias sedimentadas e, nas positivas, um tapete
homogéneo.

RESULTADOS

Com todos os 30 soros de casos de toxoplas-
mose recente ‘o teste I[gM-R-HA foi positivo, sendo
negativo com os demais soros estudados. Nio se
observaram reagdes negativas por competicdo de
anticorpos IgG, bem como reagdes positivas falsas
pela presenca de anticorpos antinucleo, de fator
reumatoide, ou de anticorpos IgM de alto titulo,
decorrentes de outras infecgbes agudas que nédo a
toxoplasmose.

Ao se comparar titulos dos testes de IF-IgM e de
IgM-R-HA, nao foram observadas divergéncias acen-
tuadas, como mostra a Tabela 1.

Tabela 1 - Comparagdo de resultados dos testes IF-IgM e IgM-R-HA, em 75 soros humanos.

IF-IgM
IgM-R-HA
<16 16 64 256 1000 4000 8000 16000
Nao reagente 45
16 1
64 2
256 2
1000 7 2
4000 1 7 1
2 16000 3 2
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DISCUSSAO

O teste reverso para anticorpos IgM anti-
toxoplasma utilizando, como indicador, o reagente de
hemaglutinagao, mostrou-se sensivel e especifico. O
teste é muito pratico porque utiliza reagentes de facil
obten¢do e dispensa o emprego de reagdo imunoen-
zimatica, certamente uma limitante para laboratérios
clinicos de menores recursos técnicos. Com relagdo a
variante denominada por Desmonts e cols® como
ISAGA (Immunosorbent Agglutination Assay), a
utilizagdo de hemacias sensibilizadas como por nos
preconizado torna a leitura das reagdes muito mais
facil e evidente, pela intensa coloragao do reagente. A
leitura do teste segundo Desmonts e cols apresenta a
dificuldade de visualizagao da reagio, uma vez que é
incolor a suspensdo de toxoplasmas utilizada como
indicador. A vantagem principal do teste é a simpli-
cidade de sua execugao aliada ao fato de dispensar
todo um conjunto de procedimentos relativamente
complexos para fins de rotina, exigidos para remover
os resultados falsos observados nos testes antiglo-
bulinicos para anticorpos IgM, tanto de imunofluores-
céncia como imunoenzimaticos.

Estamos certos de que o teste ora descrito
podera constituir elemento 1til, no conjunto de testes
para a toxoplasmose, para a definicao de perfis
sorologicos no diagnostico dessa infecgao.

SUMMARY

A test is described for the detection of IgM anti-
toxoplasma antibodies based on the technique of
serum IgM capture by anti-IgM antibodies adsorbed
to plastic plates. A suspension of formolized human
erythrocytes, sensitized with Toxoplasma gondii
antigens is then used as a indicative of anti-toxoplasma
specificity of the captured antibodies. The use of
sensitized red-cells instead of parasite suspensions,
as previously described by Desmonts et al., 1981,
results in a more practical test. Adequate red cells
suspensions are easily prepared just by diluting the
usual toxoplasmosis hemagglutination reagent and
reading the test is much facilitated with red cells as
indicator than with the colorless parasites, with clear-
cut results.

The test was comparable in sensitivity to the
IgM-immunofluorescence test, but with no interference
of rheumatoid factor or competition of IgG antibodies.

Key words: Toxoplasmosis. Immunodiagnosis. IgM.
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