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ESTUDO DA REPRODUTIBILIDADE DA REACAO DE
IMUNOFLUORESCENCIA INDIRETA PARA A PESQUISA DE
ANTICORPOS SERICOS PARA TOXOPLASMA GONDI!I,
UTILIZANDO-SE QUATRO CEPAS DIFERENTES DO PARASITO
CONMO ANTIGENO

MINA FISZMAN™
SERGIO GOMES COUTINHO*®

Utilizaram-se 4 diferentes cepas de Toxoplasma gondii como antigeno para rea-
cdo de imunofluorescéncia indireta (RIFI), para verificar se hd influéncia da cepa nos ti-
tulos de anticorpos séricos observados. As 4 cepas foram isoladas de casos humanos. Uma
das cepas (cepa “C”) foi isolada de um caso de toxoplasmose congénita e as outras 3 150-

ladas de casos de toxoplasmose linfoglandular (cepas ‘17, “S” e “E”).

Dos 72 soros humanos examinados pela RIFI, foi observado que 13 deles eram
nao reatores a diluicao 1:16 ao utilizar-se cada uma das 4 cepas como antigeno.

Em apenas 5 soros encontrou-se concordancia dos titulos de anticorpos ao serem
utilizadas as 4 cepas como antigeno, sendo um deles concordante a diluicdo 1:16 e 4 deles

a diluicao 1:64.

Nos outros 54 soros examinados, observaram-se titulos diferentes em uma a trés
diluicoes ao quddruplo, conforme a cepa utilizada como antigeno.

Pela aplicacao de testes estatisticos, verificou-se que em relagao a cepa “‘C” essas
diferencas eram significantes, enquanto que ao se comparar os resultados encontrados
com as cepas 1", “S” e “E”, as diferencas ndo se mostraram significantes em um nivel de

5%.

A tendéncia a titulos de anticorpos séricos mais elevados ao utilizar-se a cepa
“C” pode estar relacionada a diferencas antigénicas. Para uma boa reprodutibilidade dos
resultados pela RIFI, toma-se necessdria a padronizacdo ndo apenas das técnicas da rea-
cdo, equipamentos oplicos e reagentes, mas também do antigeno empregado.

A infec¢cdo humana pelo Toxoplasma gondii determina no soro o aparecimento
de anticorpos nas varias classes de imunoglobulinas.
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Recebido para publicacio em 28 de outubro de 1977,



90 M. FISZMAN & S.G. COUTINHO

Dentre os métodos laboratoriais para a pesquisa destes anticorpos, encontrame-se
as reacdes de fixagao de complemento, de hemaglutinagdo, reagdo de imunofluorescencia,
reacdo do corante, além de outras.

De acordo com inimeros autores, entre os quais Camargo, 1964, Coutinho ¢ cols.,
1970 a reacdo do corante de Sabin-Feldman, vem sendo considerada método padrao para
pesquisa e titula¢ao de anticorpos para Toxoplasma gondii. Entretanto seu emprego € li-
mitado pela dificuldade de execug¢do da prova, o que justifica o desenvolvimento de novas
técnicas para sua substituigdo com vantagens.

A prova de fixa¢do de complemento mostra-se menos sensivel que a rea¢do de
Sabin-Feldman. o que varios autores justificam pela variedade de anticorpos revelados nas
duas técnicas.

Segundo Walton, 1971, a rea¢do de hemaglutinagdo mostra também sensibilidade
menor que a reacao de Sabin-Feldman, sendo entretanto de execug@o mais simples que a
reacdo do corante. No entanto, além de resultados discrepantes, a reagdo de hemaglutina-
cdo, assim como a rea¢do de fixacdo de complemento, exigem a obtengdo de grandes

quantidades de toxoplasma como antigeno.

Karim & Ludlam, 1975, relacionam diversos métodos para a pesquisa de anticor-

pos em toxoplasmose glandular, demonstrando a necessidade de muitas vezes utilizar-se
mais de um método sorolégico para uma melhor avaliagdo da evolugao da doenga.

Segundo Camargo, Leser & Leser, 1976, Guimaraes e cols., 1968, Coutinho e cols.,
1970 e outros, a reagdo de imunofluorescéncia tornou-se um dos m¢todos mais praticos
para o diagnéstico laboratorial da toxoplasmose, pela sensibilidade e especificidade de re-
sultados, além da execucdo bastante simples e resultados compardveis a rea¢do do corante.

A importancia da RIFI na toxoplasmose torna-se ainda mais evidente por sc
constituir no mell - método para evidenciacdo de anticorpos especificos na classe IgM
das imunoglobulinas. Esta técnica a partir dos trabalhos de Remington, 1969, vem sendo
considerada de importancia no diagndstico da fase aguda da toxoplasmose, principalmen-
te quando associada a outros métodos diagndsticos.

Tem sido, entretanto, relatado o encontro de titulos diferentes de anticorpos em
um mesmo soro, quando submetido mais de uma vez 3 pesquisa de anticorpos pela mesma
técnica, em um Unico laboratorio ou em laboratdrios diferentes. Este fato € observadonéo
apenas na rea¢do de imunofluorescéncia, mas também em outras reagdes para a pesquisa
de anticorpos séricos. Essas divergéncias sao justificadas por diferenc¢a de equipamentos,
reagentes de diversas partidas e mesmo pela atividade dos antigenos utilizados.

No presente trabalho, procura-se verificar a importincia da utilizagdo de diferen-
tes cepas do parasita como antigeno para a reagao de imunofluorescéncia. Para isso, man-
teve-se exatamente a mesma técnica, equipamento éptico e os reagentes, variando-se ape-
nas a origem do antigeno.

MATERIAL E METODOS

Cepas utilizadas — Utilizaram-se 4 cepas de Toxoplasma gondii denominadas
Congénita (C), Imaculada (1), Sonia (S) e Elza (E). Os antigenos foram obtidos a partir de
exudato peritoneal de camundongos infectados de 2 a 3 dias. Foram estudados 72 soros
escolhidos ao acaso para a pesquisa de anticorpos para toxoplasma por imunofluorescén-
cia indireta. N3o se tomou em consideracdo o sexo, a idade, ou a histéria clinica dos pa-

cientes.
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As cepas “I”, “S”, “E” foram isoladas por Coutinho & Mendonga, 1974, de casos
de toxoplasmose linfoglandular e a cepa “C” de um caso de toxoplasmose congénita. Es-
sas cepas vém sendo mantidas em laboratério por passagens sucessivas em camundongos
albinos. A cepa “C” foi isolada ha cerca de 10 anos enquanto que a “S” hd 4 anos e a2 “1”
e “E” ha 3 anos.

Soros estudados — Para a reacio de imunofluorescéncia, usou-se a técnica ja uti-
lizada anteriormente por Coutinho e cols., 1970, com dilui¢des do soro a razdo 4 a partir
de 1:16 até 1:4096. Estas diluicdes dos soros foram colocadas para reagir frente a cada
um dos quatro antigenos, mantendo-se idéntico o restante da técnica da reag@o.

Técnica da reacdo — Utilizou-se um conjugado fluorescente “HYLAND”, anti-
globulina humana, marcado com isotiocianato de fluoresceina ¢ isento de anticorpos pa-
ra toxoplasma. Ap6s sua reconstituigdo e titula¢do, foi dividido em aliquotas ¢ estocado a
—200C. As dilui¢des foram realizadas em tampao fosfato pH 7,2 —0,15M.

Para leitura, foi utilizado microscépio WILD, equipado com condensador de
campo escuro, com fonte luminosa HBO-200 Osram, e filtro excitador BG-12.

No momento da leitura, tomava-se cuidado para que nao se soubesse a corres-
pondéncia do soro com o antigeno, sendo que os resultados s6 foram comparados no final
do trabatho.

Considerou-se como titulo de anticorpos a udltima dilui¢do em que a fluorescén-
cia envolvia todo o toxoplasma.

Nas rea¢ses negativas, os toxoplasmas ndo apresentavam fluorescéncia, ou esta f1-
cava localizada apenas em uma das extremidades do parasito (coloragdo polar).

RESULTADOS

Nos 72 soros examinados pela reagdo de imunofluorescéncia indireta, foi obser-
vado que 13 deles eram no reatores 3 diluigdo 1:16 ao utilizar-se cada uma das 4 cepas
como antigeno. Dos 5 soros que apresentaram titulos de anticorpos concordantes ao se-
rem utilizadas as 4 cepas como antigeno, apenas um deles foi concordante a dilui¢do 1:16
e 4 deles A dilui¢do 1:64. Na tabela I, verifica-se a distribui¢do observada quanto aos titu-
los dos diferentes soros, utilizando-se cada uma das 4 cepas como antigeno. Nesta tabela
nota-se uma ocorréncia de 17 soros (23,61%) nio reagentes 3 dilui¢do 1:16 para a cepa
“C”, enquanto que para as cepas “S” e “E”, verificou-se em ambas a ocorréncia de 24 so-
ros ndo reagentes, o que corresponde a 33,33% de cada uma delas. Com relagdo a cepa
“1”. verificou-se 20 soros ndo reagentes (27,78%).

Quanto i diluicdo 1:4096, observou-se maior freqiiéncia quando utilizou-se a
cepa “C” (7 soros — 9,72%) enquanto que a menor frequiéncia desta dilui¢do ocorreu
quando utilizou-se a cepa “S” como antigeno (1 soro —1,39%).

Na tabela II, encontra-se a compara¢do duas a duas das 4 cepas utilizadas como
antigeno em rela¢do aos titulos “concordantes e nio concordantes™, dos soros exami-

nados.

Na tabela III, encontra-se a comparagdo duas a duas das cepas utilizadas como
antigeno em relagdo aos titulos “ndo concordantes”, tanto em uma dilvi¢do ao quadru-
plo como em 2 a 3 dilui¢gdes ao quidruplo. Por esta tabela, verifica-se a0 comparar-se 2
cepa “C” com as demais, em relagdo ao total de soros com titulos ndo concordantes, que
em maior namero de vezes, os titulos foram mais elevados com a cepa “C” do que com
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TABELA 1

Titulos de anticorpos para Toxoplasma gondii em 72 soros humanos, pela imunofluores-
céncia indireta, utilizando-se como antigeno 4 cepas diferentes do parasito.

NO de soros e % dos titulos observados segundo a cepa usada
Reciproca —
dos titulos Cepa “C” Cepa “I" “Cepa “S” Cepa “E”
daR.I.F.1
No % NoO % NO % NO %
NR 17 23,61 20 27,78 24 33,33 24 33,33
16 12 16,67 16 22,22 11 15,28 11 15,28
64 24 33,33 20 27,78 19 26,38 22 30,58
256 9 12,50 10 13,88 13 18,06 9 12,50
1024 3 4,17 3 4 17 4 5,56 2 2,75
4096 7 9,72 3 4,17 1 1,39 4 5,56
TOTAL 72 100 72 100 72 100 72 100

R.I.LFI]. = Reagao de imunofluorescéncia indireta
C = Congenita S =Sonia

| = Imaculada E =Elza

NR = Soro nio reagente a diluigao de 1 :16

TABELA II

Comparag¢io duas a duas de 4 cepas de Toxoplasma gondii utilizadas como antigeno para
a reacdo de imunofluorescéncia indireta. Niimero e percentagem dos soros com titulos
“concordantes” e “nio concordantes” em um total de 72 soros examinados.

Cepas de Toxoplasma Soros com titulos Soros com trtulos
gondii comparadas concordantes ndo concordantes
NO % NO o

CXI 36 50,0 36 50,0

CXS 39 54,2 33 45,8

CXE 43 59.8 29 402

I XS 45 62,5 27 37,5

1 XE 36 50,0 36 50,0

SXE 43 59,8 29 40,2

100% = 72 soros examinados
C = Congenita S =Sonia
] =Imaculada E=Elza



TABELA III

Compara¢@o duas a duas, de 4 cepas de Toxoplasma gondii utilizadas como antigeno para a reagdo de imunofluorescéncia indireta. Niime-
ro e pereentagem apenas dos 54 soros com titulos “no concordantes”, em um total de 72 soros examinados.

Cepas comparadas
Titulo observado com a

Soros com titulos ndo concordan tes
em uma diluicdo ao quadruplo

Soros com titulos ndgo concordantes
em 2 ou 3 diluicoes ao quadruplo

Total de soros com titulos

ngo concordan tes

19 cepa > 20 cepa NO o NO o NoO o

C>1 22 30,55 4 555 26 36,12
[ >C 9 12,50 1 1,38 10 13,88
C>S 16 2222 8 11,11 24 33,33
S >C 9 12,50 0 0 9 12,50
C>E 16 22,22 7 9,58 23 31,94
E>C 5 6,94 1 1,38 6 8,33
I >8 11 15,27 3 4,16 14 1944
S>1 13 18,05 0 0 13 18,06
I >E 15 20,83 4 3,95 19 26,38
E>I 14 19,44 3 4,16 17 23,62
S>E 11 15,27 4 5,55 15 20,83
E>S 9 12,50 3 6,94 14 19,44

100% = 72 soros examinados C = Congénita S = Sonia

> = maior que I =lmaculada L =Elza

VIDNIOSTIONTAONANWI 9 OYOVHY VA AAVAITIHLLNAOYddd VA OdNLSd
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cada uma das outras trés. Esses titulos mais elevados ocorreram tanto em uma, como tam-
bém em duas e trés dilui¢cdes ao quadruplo.

Por outro lado, ao comparar-se as cepas “I”, “S” e “E” entre elas, verificou-se
que os resultados foram semelhantes, com pequenas diferencas quanto ao nimero de so-
ros com titulos ndo concordantes.

Para verificar se estes resultados eram significantes foram utilizados os testes es-
tatisticos binomial de probabilidade exata e o de Friedman, 1975, para amostras pareadas.

Pela aplicacdo do teste binomial (tabela IV), comparando-se duas a duas as 4 ce-
pas utilizadas, verificou-se que as diferengas de titulos observadas quando utilizou-se a cepa
“C” como antigeno, eram significantes, ji que o valor de “’p” foi menor que 0,05. Em

relagdo A comparagdo entre as cepas “I”, “S” e “E” entre elas, o valor de “p” observado
foi sempre maior que 0,05, mostrando diferengas nao significantes no nivel de 5%.

TABELA IV

Resultados da aplicacdo do teste binomial de probabilidade exata, ao s comparar duas a duas, as 4 cepas de
Toxoplasma gondii estudadas, quanto aos titulos de anticorpos semcos “nfo concordantes” observados pela
imunofluorescéncia indireta.

NO de soros com NO de soros com “p"” encontrado “p" encontrado
Cepas comparadas titulos na 19 titulos na 19 menor maior
10 cepa X 29 cepa cepa diferente cepa superior d que 0,05 que 0,05
da 20 cepa 29 cepa
CXI 36 26 0,005 ——
CXS 33 24 0,006 —
CXE 29 23 0,001 —_
[ XS 27 14 —_ 0,499
[ XE 36 19 . —— 0,433
SXE 29 15 _ 0,499
C = Congeénita S = Sonia
I =1maculada E =Elza

Pela aplicagdo do teste de Friedman encontrou-se um valor calculado X2r=12,82
maior que o valor tabelado X23;0,01 = 11,3. Assim sendo, a probabilidade de que as va-
riagBes nos resultados dos 4 testes tenham ocorrido por acaso € menor que 1%. Portanto
aceita-se também que haja diferengas entre os antigenos.

DISCUSSAQ

Entre as vérias técnicas laboratoriais para o diagnéstico da toxoplasmose, atual-
mente tem sido mais utilizada a rea¢do de imunofluorescéncia indireta por sua maior sim-
plicidade. Entretanto, as diferencas de técnicas, equipamentos e reagentes de diversas par-
tidas podem ser responsiveis por discrepancias de resultados algumas vezes encontradas
em um mesmo soro analisado.

Tem sido pouco estudada a importincia da variagdo dos antigenos quanto a sua
origem e preparagdo, na reprodutibilidade dos resultados.

Neste trabalho, utilizaram-se 4 antigenos de diferentes procedéncias e manteve-
se constante a técnica de preparo dos antigenos, assim como todas as etapas da 1€ag20.

A andlise dos resultados encontrados. pela aplica¢do de mais de um teste estatis-
tico, evidenciou que a cepa “C” quando utilizada como antigeno na reagdo de imunofluo-
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rescéncia indireta, demonstra uma tendéncia significante a apresentar titulos mais eleva-
dos que as outras trés cepas estudadas. Em relacdo a comparagdo cntre estas outras trés
cepas, “I”", “S” ¢ “E” entre elas, quando utilizadas como antigeno, as diferencas entre os
tftulos observados nao foram estatisticamente significantes.

Essa tendéncia a resultados mais elevados para a cepa “C” pode estar relacionada
a diferencas antigénicas. Tais diferengas antigénicas ja tém sido relatadas em relagao a ce-
pas de outros protozodrios parasitos ou 1ao.

Em relagdo ao Toxoplasma gondii, Wattre e cols., 1969, demonstraram pela ana-
lise imuno-ele troforética dos antigenos, a presenca de 4 a 7 fragdes distintas. Esses autores
demonstram a utilidade de separar e purificar essas fracoes a fim de que as reagoes soro-
l6gicas de fixagdo de complemento sejam efetuadas em presenca de um antigeno estan-
dartizado, evitando-se assim variagGes antigénicas comu possiveis causas dos resultados

discrepantes.

Por outro lado, Bloomfield & Remington, 1970, utilizando técnica semelhante,
ndo encontraram diferencas antigénicas importantes entre as 3 cepas de toxoplasma que
estudaram.

Nas 4 cepas presentemente comparadas, a0 menos uma delas parece apresentar
um comportamento diferente das outras trés quando utilizadas como antigeno para pes-
quisa de anticorpos séricos pela imunofluorescéncia indireta, devendo-se salientar que a
cepa “C” ¢ procedente de um caso de toxoplasmose humana congenita, enquanto que as
outras trés foram isoladas de casos humanos de toxoplasmose linfoglandular.

Outro fato que deve ser relacionado diz respeito ao tempo em que as cepas vém
sendo mantidas em laboratério. A cepa “C” por mais de 10 anos em passagens sucessivas
em camundongos e as outras trés entre 3 e 4 anos apenas. As passagens sucessivas em ca-
mundongos sdo capazes muitas vezes de modificar a viruléncia das cepas de toxoplasma,
como tem sido demonstrado por Coutinho & Mendonga, 1975, sendo que estas diferengas
de comportamento entre cepas poderiam ter relagdo com possiveis diferencas antigénicas.

Todos esses dados demonstram que os titulos de anticorpos séricos para toxo-
plasmose por imunofluorescéncia indireta podem sofrer variagoes relacionadas com os
antigenos usados. Assim sendo, além da padronizagdo da técnica da reagdo, do equipa-
mento 6ptico e dos reagentes, € necessdria também a padronizagao do antigeno.

De acordo com Niel, Desmonts & Gentilini, 1973, uma forma de contornar-se em
parte essas variagBes encontradas, ¢ a utilizagdo de soros de referéncia padronizados em
unidades intemacionais, podendo ainda fazer-se as equivaléncias em titulos baseados nas
dilui¢des séricas, como referem Camargo e cols. 1977.

Esses soros-padrdo atualmente podem ser obtidos através da O.M.S. 1968.

SUMMARY

Reproductiveness of the Indirect Immunofluorescence Reaction for
the Investigation of Serum Antibodies for Toxoplasma Gondii, Using
4 Diferent Strains of the Parasite as Antigen.

Four different strains of Toxoplasma gondii were used as antigens for indirect
immunofluorescence reaction (RIFI) in order to study the influence of the titers of the

antibodies.
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One of the strains (*C” strain) was isolated from a human congenital toxoplas-.
mosis case and the other three (“I”’, “S” and “E” strains), from human lymphoglandular
toxoplasmosis cases.

Of the 72 human sera examined by RIFI, 13 were found to be non-reagents in
the 1 :16 dilution when using each of the 4 strains as antigen.

In only 5 sera there was agreement of the antibodies titers when using the 4
strains as antigen, one of them being concordant in the 1 :16 dilution and the other four
in the 1 :64 dilution.

In the remaining 54 sera examined, different titers were observed in one to
three, four foulds dilutions, according to the strain used as antigen.

Statistical testing of results showed these differences to be significant in relation
to the “C” strain and non-significant at a 5% level in relation to the “I”’, “S” and “E”
strains.

The tendency to more elevated titers of serum antibodies when using the “C”
strain may be related to antigenic variations.

For a good reproductiveness of results by the RIFI it is necessary to standardize
not only the reaction techniques, optical equipament and reagents, but also the antigen
used.
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