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R E S U M O 

Um teste imunoenzimático reverso foi padronizado utilizando-se como fase 
sólida, microplacas de polivinil sensibilizadas com anticorpos anti-IgM.7 Estas fo­
ram incubadas seqüencialmente com alíquotas de soros de pacientes com suspeita 
de toxoplasmose aguda, antígeno solúvel de Toxoplasma gondii, conjugado pero­
xidase F (ab')2 anti-toxoplasma e substrato enzimático. A atividade enzimática 
foi determinada por leitura espectrofotométrica, considerando-se como títulos dos 
soros a máxima diluição fornecendo valores de absorbância maiores que os 
obtidos com a menor diluição do soro padrão não-reativo. Em 69 amostras de 
soros de pacientes com toxoplasmose aguda, a média geométrica dos títulos 
no teste ELISA-Reverso IgM foi superior à de todos os outros testes para 
anticorpos IgM, não se observando resultados negativos falsos devidos a altos títulos 
de IgG específica. Não foi encontrada, também, reatividade cruzada em nenhuma 
das 104 amostras de soros de pacientes com outras patologias, inclusive em 
amostras contendo fator reumatóide IgM. 
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I N T R O D U Ç Ã O 

O diagnóstico sorológico da toxoplasmose 
se baseia na correta interpretação de mais de 
um teste, como a -imunofluorescência indireta, 
hemaglutinação passiva e fixação de comple­
mento". A detecção da fase aguda da infecção 
foi grandemente facilitada pela introdução de 
conjugados anti-imunoglobulina M nos testes de 
imunofluorescência. No entanto, mesmo com a 
atuai disponibilidade desses reagentes, a deter­
minação sorológica da infecção tem encontrado 
algumas limitações. Resultados positivos fal­
sos pudem ocorrer nos soros contendo anticor­
pos antinucleares ou fator reumatóide '-2,7. Rea­
ções negativas falsas ou fracamente positivas 
são verificadas nos suros apresentando altos tí­
tulos de anticorpos IgG cora alta afinidade an­

ti-toxoplasma, que competem com os anticor­
pos IgM na fixação aos determiantes antígêni-
cos do parasita durante a primeira fase dos 
ensaios. Esses problemas têm sido parcialmen­
te resolvidos pela inclusão, nos testes, de etapas 
que removem tanto o fator reumatóide, por 
adsorção a suspensões de IgG insolubilizadas 
pelo glutaraldeido ou agregados pelo calor V, 
como as IgG do soro, por adsorção pela pro­
teína A do Staphylococcus aureus8. Entretan­
to isto representa a introdução de etapas, en­
volvendo reagentes com disponibilidade relati­
vamente restrita e de padronização ainda não 
muito satisfatória, em testes conhecidos exata­
mente pela sua simplicidade e possibilidade de 
ampla aplicação. 
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O presente trabalho descreve a aplicação 
de ura teste imunoenzimático reverso para a 
detecção de anticorpos IgM anti-toxoplasma e 
estabelece comparação com outros testes soro-
lógicos em termos de sensibilidade e especifi­
cidade. 

MATERIAL E MÉTODOS 

Amostras de soros 

Para o estudo da sensibilidade do teste 
ELISA-Reverso IgM, foram utilizadas 69 amos­
tras de soros de pacientes com toxoplasmose 
aguda cuja caracterização soroldgica foi deter­
minada pelos testes imunofluorescência-IgG, 
imunofluorescència-IgM, fixação de complemen­
to e hemaglutinação passiva, como descrito por 
CAMARGO & col 6. Estas amostras tinham si­
do também submetidas a outros testes soroló-
gicos, como os testes imunoenzimáticos ELISA-
IgG e ELISA-IgM com antígeno protéico-* e 
com antígeno polissacarídico12. No estudo da 
especificidade do teste ELISA-Reverso IgM fo­
ram empregadas 104 amostras de soros de pa­
cientes apresentando patologias diversas. To­
das as amostras de soros tinham sido inativa-
das a 56°C por 30 minutos e estavam armazena­
das a —20°C em glicerina neutra (E. Merck, 
Darmstadt), volume a volume, por um período 
compreendido entre 6 e 24 meses. 

Obtenção e purificação do anti-soro anti-IgM 
humana 

As imunoglobulinas da classe IgM, obtidas 
a partir do soro de paciente com mieloma M, 
foram isoladas segundo método descrito por 
MICHELI •& ISLIKER 1 1 . Escolheu-se para ino-
culação um carneiro que recebeu inicialmente 
4 doses semanais de emulsão contendo 2 mg de 
IgM e adjuvante completo de Freund, por via 
subcutânea, seguidas por mais 4 doses sema­
nais de solução contendo 5 mg de IgM, sem 
adjuvante, por via intramuscular. A purificação 
do soro de carneiro imunizado com IgM huma­
na foi realizada por absorção com polímero de 
IgG humana, segundo a técnica descrita por 
AVRAMEAS & TERNYNCK 3. 

Obtenção do antígeno solúvel 

O antígeno solúvel do Toxoplasma gondii, 
cepa RH, empregado no teste imunoenzimático 

reverso foi obtido segundo o mesmo processo 
descrito por CAMARGO & col. 6. 

Preparo do conjugado imunoenzimático 

O conjugado imunoenzimático utilizado con­
sistiu do produto de ligação entre a peroxidase 
e o fragmento F(ab') 2 da IgG de coelhos imu­
nizados com T. gondii. O método de conjuga­
ção empregado foi o de WILSON & NAKANE » 
utilizando-se enzima e digesto pepsínico na rela­
ção ponderai 1:1. 

Padronização dos testes 

Os ensaios imunoenzimáticos foram reali­
zados em placas de polivinil (Plásticos Ampla 
Ind. Com. Ltda., SP) sendo as superfícies plás­
ticas sensibilizadas por meio de incubação de 
18 horas a 4°C com a fração IgG do soro de 
carneiro imunizado com IgM humana, diluída 
em tampão carbonato 0.06M pH 9,6. As placas 
sensibilizadas foram lavadas 3 vezes por 5 mi­
nutos em PBS-Tween 20 e incubadas com os 
soros testes e soros padrões nas diferentes di­
luições, variando de 1/16 a 1/262144. Após in­
cubação de 1 hora a 37°C, as placas foram la­
vadas em PBS-Tween 20 e incubadas com antí­
geno solúvel de T. gondii por 1 hora a 37°C. 
Após lavagens em PBS-Tweéh 20, as placas fo­
ram incubadas por 1 hora a 37°C com o con­
jugado imunoenzimático. Adicionou-se, então, 
após nova série de lavagens, o substrato reve­
lador formado por solução de peróxido de hi­
drogênio 1,5 mM e ácido 5-aminosalicflico 5,2 
mM, sendo o produto formado quantificado por 
leitura espectrofotométrica a 450 nm. 

R E S U L T A D O S 

Titulação dos reagentes no ensaio imunoenzi­
mático 

O efeito das diferentes concentrações do an­
tígeno de toxoplasma em função das diferentes 
quantidades do anti-soro anti-IgM, fixadas em 
fase sólida, está representado na Fig. 1. Ob­
servou-se que o anti-soro utilizado na concen­
tração protéica de 100 jug/ml não difere signifi­
cativamente do utilizado na concentração de 300 
pgjral, optando-se pela solução mais diluída. A 
concentração considerada ótima do antígeno foi 
a de 200 /*g/ml. Através da titulação em bloco, 
verificou-se que o título ótimo observado para 
o conjugado foi 1/200, considerando-se também 
a concentração do antígeno de 200 ^g/ml. 



Resultados comparativos do teste ELISA-
Reverso IgM com outros testes sorológicos 

Na Fig. 2 está representada a distribuição 
de títulos do teste ELISA-Reverso IgM nas 
amostras estudadas em comparação com os ou­
tros testes sorológicos para anticorpos IgM. A 
média geométrica dos títulos no teste ELISA-
Reverso IgM foi superior à de todos os outros 
testes, sendo esta diferença estatisticamente sig-
nificante pelo teste de Student (Tabela I). Não 
foi observada concordância entre os títulos dos 
testes por meio do coeficiente Kappa, embora 
fosse encontrada correlação entre eles por meio 
do coeficiente de Pearson. 

Especificidade do teste ELISA-Reverso IgM 

A especificidade do teste ELISA-Reverso 
IgM foi verificada testando-se 104 amostras de 
soros provenientes de pacientes com patologias 
diversas. Desse total, 27 amostras eram de 
pacientes com toxoplasmose crônica. Na Tabela 
II estão indicadas as médias das absorbâncias 
e os desvios-padrão obtidos em comparação com 
as 69 amostras de soros com toxoplasmose agu­

da. Não foi encontrada reatividade cruzada em 
nenhuma das amostras estudadas. 

D I S C U S S Ã O 

A identificação das classes de imunoglobu-
linas antitoxoplasma é de muita importância 
tanto nas infecções recentes como nas formas 
congênitas da toxoplasmose. A detecção dos 
anticorpos IgM anti-toxoplasma representa mar­
cador sorológico importante, desde que a pre­
sença desses anticorpos pode ser utilizada para 
diferenciar infecções agudas das crônicas. Um 
aumento dos títulos hemaglutinantes equiparan-
do-os aos títulos do teste imunofluorescência-
IgG, assim como a negativação do teste imu-
nofluorescência-IgM, representam marcadores 
sorológicos entre a toxoplasmose aguda e um 
estágio transicional dessa infecção, como ob­
servado por CAMARGO & LESER 5 . 

O teste ELISA-Reverso para a detecção de 
anticorpos IgM anti-toxoplasma se comportou 
como um teste sensível e específico. Das 69 
amostras de soros com toxoplasmose aguda 
estudadas, o teste ELISA-Reverso IgM apresen­
tou títulos sistemática e significativamente 



maiores do que aqueles obtidos com outros 
testes para anticorpos da classe IgM. Além dis­
so, em 7 dessas amostras de soros, a positivação 
dos testes convencionais pára anticorpos IgM, 
inclusive a do teste ELISA-IgM com antígeno 
polissacarídico, somente foi possível após a re­
moção dos anticorpos IgG por passagem em 
coluna de proteína A ou absorção em suspen­
são de Staphylococcus aureus. O teste ELISA-
Reverso IgM. no entanto, não necessitou da se­

paração dos anticorpos IgG para a positivação. 
dessas 7 amostras de soros. Isto pode ser ex­
plicado pelo fato de que na primeira etapa do 
ensaio, como o imurioadsorvente só tem afini­
dade para as imunoglobulinas M, os anticorpos 
IgG não competem pelos determinantes antigé-
nicos do toxoplasma. Por outro, lado, resulta­
dos positivos falsos que são freqüentemente ob­
servados nos soros com fator reumatóide, não 
foram encontrados no teste ELISA-Reverso 



IgM e isto se deve à utilização do conjugado 
empregando fragmento F(ab') 2 ao invés da imu-
noglobulina íntegra que foi utilizado por NAOT 
& REMINGTON 1 3. A conjugação direta do an-
tígeno com a peroxidase, como preconizado por 
FRANCO & col.10, abreviando o teste imunoen-
zimático em uma etapa, representa uma exce­
lente variante técnica. No entanto, como de­
monstrado por estes mesmos Autores9, depen­
dendo da escolha do método de conjugação, po­
de resultar em moléculas antigênicas com dife­
rentes graus de marcação, o que ocasiona testes 
não-reprodutíveis além de aumentar a intensi­
dade de coloração normalmente encontrada nos 
controles da reação. Ao contrário, pudemos 
observar que a marcação do fragmento F(ab') 2 

resulta em controles do teste com intensidade 
de coloração significativamente menores, o que 
propicia, inclusive, a determinação dos títulos 
dos soros por simples leitura visual. 

Em vista dos resultados obtidos concluí­
mos que, no que diz respeito à detecção de anti­
corpos IgM como marcador sorológico impor­
tante na caracterização da toxoplasmose aguda, 
a técnica imunoenzimática reversa foi, dentre 
as técnicas estudadas, aquela que apresentou 
resultados mais satisfatórios, levando se em con­
sideração suas propriedades de sensibilidade e 
especificidade. 

SUMMARY 

Reverse IgM enzyme-linked immunosorbent 
assay (Reverse IgM-ELISA) for toxoplasmosis 

serodiagnosis 

A Reverse IgM enzyme — linked immuno­
sorbent assay (Reverse-IgM ELISA) was des­
cribed in which polyvinyl microplates were sen­
sitized with anti-immunoglobulin M (IgM) an­
tibodies and then sequentially allowed to react 
with patient's serum, Toxoplasma gondii solu­
ble antigen, peroxidase — labeled specific 
F(ab') 2 fragment and substrat. Measurement 
of activity of the solid phase bound enzyme con­
jugate was done by spectrofotometric reading 
of the final developed color. In a group of 69 
sera samples from individuals with recently 
acquired toxoplasmosis, Reverse-IgM ELISA 
was positive in every case, showing higher geo­
metric mean titer than others conventional se­
rological tests. Furthermore false-negative IgM 
samples presented positive Reverse-IgM ELISA 

results even without adsorption with Staphy­
lococcus aureus protein A . In a group of 104 
sera samples from individuals with others pa­
thologies, no interference was observed, even 
in the false-positive IgM samples due to the 
presence of IgM rheumatoid factor. 
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