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TOXOPLASMOSE AGUDA: AVALIACAO DA 'l‘_ECNICA DE IMUNOENSAIO EM
CAMADA DELGADA PARA A DETECCAO DE ANTICORPOS IgM,
ANTI-TOXOPLASMA GONDII

Henry Inéicio ZANEVAN REQUEJQ, Tokiko KYOMEN MATSUMOTO, Massami KAWARABAYASHI, Paulo Mutuko
NAKAMURA, Waldemar EBNER FILHO & José de Jesus Chaves NUNES.

RESUMO

Um método de rcagdo antigeno-anticorpo denominado IMUNOENSAIO EM
CAMADA DELGADA (ICD) foi padronizado ¢ avaliado para o imunodiagndstico
da toxoplasmose aguda, através da deteegiio de anticorpos IgM, anti-Toxoplasma
gondii (ICD-IgM). Um total de 300 amostras de soros, tendo ou nio o perfil
sorolégico da toxoplasmose aguda, loi cstudado pelo ICD-1gM ¢ os resultados
analisados quanto aos aspcctos qualitativos ¢ quantitativos em relagiio aos testes
convencionais de imunofluorceéneia indireta para a detecgio de IgM, (IFI-IgM) ¢
de hemaglutinagdo pré ¢ apds tratamento com 2-mercaptoctanol (HA-2ME). Foram
caleulados os coclicientes de corrclagiio entre os resultados fornecidos pelo
ICD-IgM ¢ as téenicas convencionais, de acordo com as concentragdes do antigeno,
assim como, [oi verificada a influéneia dessas coneentragdes antigénicas nos indices
relativos de sensibilidade ¢ de especificidade. O estudo estatistico mostrou
reprodutibilidades significativas dos resultados inter ¢ intra testes, assim como no
rcaproveitamento do antigeno por 10 vezes. Os resultados de ICD2IgM mostraram
que as concentragdes antigénicas idcais foram de 70 a 100 gg/ml, para o cnsaio ¢m
queslao, para sc obter méximas sensibilidade ¢ especificidade. Portanto, ICD-IgM,
por fornccer resultados tao sensiveis ¢ especilicos quanto aqueles dos Lestes
convencionais referidos, poderd ser empregado para lins diagndsticos.

UNITERMOS: Toxoplasmose aguda; Imunodiagnéstico; Anticorpos IgM
anti-Toxoplasma gondii.

INTRODUCAO

Para a prevengiio de graves manifestagoes
tardias que a toxoplasmose congénila ¢ a Loxo-
plasmose adquirida do recém-nascido pode pro-
duzir’, o diagnoéstico precoce dessa infecgio quer
scja em mulheres gravidas como nos reeém-nasci-
dos ¢ nos imunodcficientes, ¢ de importincia pri-
mordial. Desta forma, o desenvolvimento de no-
vas écenicas sorodiagnoésticas alternativas dquelas
atualmente existentes, de baixo custo ¢ de execu-
¢do simples, tendo altas sensibilidade ¢ especifici-

dade, scria de auxilio incslimz’xvﬁc].

Em 1976, ELWING ct alii” descreveram um
imunocnsaio em camada delgada (ICD), de exe-
cucio simples, para a demonstracdo da reagdo
antigeno-anticorpo. O cnsaio foi apresentado co-
mo sendo uma téenica de difusio em gel modifi-
cada, onde na fase sélida, o antigeno ¢ intobilizado
antes de ser recoberto com uma camada fina de
gel de agar. E, nos orificios feitos em gel, os soros
dos pacientes sao adicionados para difundir.
Apoés a formagio da imunoprecipitagiio radial, o
gel € removido ¢ o' fase sélida ¢ tratada com um
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soro imunc contra o anticorpo do paciente. A
visualizagdo da reagio sc faz através da exposigio
da lasc sélida sobre o vapor d’dgua de um banho-
maria a 56°C ¢ os resultados sio obtidos medin-
do-sc o diametro da zona de condensagio hidro-
filica®®”.

No presente trabatho, ICD-1gM foi padroni-
zado para a detecgiio de anticorpos IgM ¢ avalia-
do para o imunodiagndstico da toxoplasmosc agu-
da em relagiio aos testes convencionais de imuno-
fluorescéncia indireta para a detecgiio de anticor-
pos IgM (IFI-IgM) ¢, de hemaglutinagiio para
soros tratados com 2-mercaptoctanol  (HA-
2ME).

MATERIAIS E METODOS
Amostras de soros

Foi estudado um total de 300 amostras de
soros, sendo 150 reagentes ¢ 150 ndo reagentes
nos testes convencionais de triagem da toxoplas-
mosc aguda, IFI-1IgM ¢ HA- 2ME como descritos
por CAMARGO & LESER' , ecmpregando-se cm
IFI-IgM taquizoitos de 'loxoplasnm gondii, obti-
dos em exsudato peritoncal de camundongos in-
fectados juntamente com células tumorais T-180 ¢
formolizados; ¢, para HA-2ME, extrato salino de
taquizoftos obtidos da mesma forma ¢ ultra-soni-
cados.

Preparo do antigeno

Taquizoitos de Toxoplasma gondii ccpa RH,
foram obtidos cm exsudato peritoneal de 20 ca-
mundongos infectados durante 72 horas, junta-
mente com células tumorais TG-180. O exsudato
foi lavado duas vezes com solugio fisioldgica de
NaCl0,15 M, sob centrifugagio de 2.500 rpm por
10 minutos. O precipitado for ressuspenso em S ml
de dgua destilada ¢ sonicado 4 x 1,5 A por 30
scg,undm Em scguida juntou-s¢ i suspensio
sonicada, solug.ao salina NaCl 0,15 M (v/v). Nova
centrifugagio foi feita, a 12.000 rpm por 30 minu-
tos ¢ foi colhido o sobrenadante, denominado
entiio de antigeno soliivel. A concentragio proléi—
ca desse antigeno <.()luw,l determinada pelo mé-
todo de LOWRY ct alii’, foi dc 72 mg%. Empre-
gou-s¢ como padrio na dosaggm proléica, a albu-
mina bovina fragio V (Sigma Chemical Co, St.
Louis, USA).
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ICD-IgM

Na padronizagiio de ICD-1gM, o antigeno
solivel de Toxoplasma gondii preparado como
acima descrito, foi ensatado em diferentes con-
centragdes, a partir de 100 mg/ml até 2,25 pg/ml,
para a scnsibilizagiio das placas de Petri transpa-
rentes, de poliestireno, previamente lavadas com
ctanol a 95% ¢ com solugio fisioldgica. Em cada
placa foram adicionados 20 ml do antigeno pre-
viamente diluido em solugdo tampio carbonato-
bicarbonato 0,05 M dc¢ pH 9,6 (STCB). A scguir
procedeu-se uma incubagho durante Thoraatem-
peratura ambiente. O antigeno fol entdo removido
¢ reutilizado para a sensibilizagio posterior de 10
novas placas, desde que em estudo estatistico pré-
vio mais adiante relerido, a reprodutibilidade dos
resultados foi verificada. A superficie das placas
foi lavada com dgua destilada ¢, enquanto dmidy,
15 ml de dgar a 1% fundido contendo 1% de soro
normal de¢ cavalo, [oram adicionados de modo a
s¢ obler uma fina camada de gel, de 2,5 mm de
cspessura. Apos a gelilicagio do dgar, 10 orificios
de 3 mm de didametro foram feitos ¢ preenchidos
com os soros de pacientes. A camada de gel foi
removida apds a placa ter sido incubada por 48
horas a temperatura ambicnte. Efctuaram-se en-
tao trés Javagens em dgua destilada, durante 30
minutos, sob agitacdo constante. Adicionou-s¢
depois o soro anti-IgM humano (concentragiio
protéica igual a 34 mg%) dilufdo a 1:200 ¢cm solu-
¢io salina tamponada com fosfatos de pH 7,2
(SSTF) ¢ incubou-sc por mais 30 minutos a tem-
pcrzlluru ambicnte. As placas foram novamente
lavadas como mencionado ¢ secas com jato de ar
quente. Os didmetros de imunoprecipitagio ra-
dial foram cxpressos ecm milimetros, corres-
pondentes & arca de u)ndcnmg 10 d(, vapor
d’dgua, formada durante a exposigio da superfi-
cic interna da placa 2o vapor de um banho-maria
a 56°C. Os didmetros positivos contraslaram-s¢
dos negativos pelo tamanho maior das zonas cir-
culares hidrofilicas de condensagio de vapor
d’agua.

Apods a leitura dos diimetros, as placas pu-
deram ser recuperadas para reutilizagdes poste-
riores. Para a recuperagio das placas, estas foram
tratadas com NaOH 6N durante 18 horas a tem-
peratura ambicnte, seguido de um novo tratamen-
to com HCI 6N nas mesmas condigdes, ¢ entio
lavadas ¢ sccas.
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Andilise estatistica

Para a avaliacdo de ICD-IgM foram calcula-
dos os indices relativos de sensiblidade, especifi-
cidadee cﬁcwnma os valores preditivos ¢ o indice
K (Kappa) de concorddncxa em rclacdo aos
titulos correspondentes nas técnicas convencio-
nais IFI ¢ HA-2ME. Calculou-sc ainda os coefi-
cicntes de corrcla(;z}o8 r; ¢ rz obtidos entre os
didmetros de imunoprecipitagdo radial ¢ os res-
pectivos titulos de IFI-IgM ¢ dec HA-2ME, com
limites de confidéncia de 95%. As cquagdes das
retas de regressao (Y = A + BX) foram também
determinadas no estudo das corrclagocs entre os
didmetros fornecidos por ICD-IgM ¢ os titulos de
IFI-IgM, assim como 0s mesmos didmetros ¢ os
titulos dc HA-2ME?®. Para tanto, os titulos (T) de
anticorpos foram codificados (T¢) conlorme Te =
log2 T, sendo T correspondente ao titulo do teste
tomado como referéncia, ou scja, a reciproca da
maior diluigdo do s6ro ainda com reatividade (T
= 1/D). Os titulos dc HA-2ME corresponderam
a diferenga que ocorreu entre os titulos antes ¢
ap0s o tratamento com 2-mercaptoctanol. O li-
miar de reatividade foi calculado em fungiio de x
+ 2s,onde x correspondeu A média aritmética dos
didmetros obtidos com as amostras ncgativas ¢ s,
o dcsvio padréo5 calculado sobre cssas mesmas
amostras.

Para a obtengdo de maior rendimento de
uma mesma partida de antigeno de T. gondii, 10
placas foram consecutivamente scnsibilizadas
com 0 mesmo anligeno ¢ cnsaiadas contra soros
padrio positivo ¢ negativo. Os resultados foram
avaliados cm térmos de média aritmética dos dia-
metros ¢ respectivos valores de desvio padrio ¢
comparados com os dados de reprodutibilidade
intra ¢ inter testes. A determinagao da reproduti-
vidade intra-teste foi feita com 25 ensaios de ICD-
IgM no mesmo dia estimando-sc valores de x ¢ s
para os soros padrao positivo ¢ ncgativo. A repro-
dutibilidade inter-teste foi efetuada com os testes
rcalizados em S dias diferentes, contra soros pa-
drao ¢ igualmente calculados os valores de x ¢ s.
Para os estudos da reprodutibilidade, o teste cs-
tatistico t de Student® foi aplicado, com significiin-
cia a nivel d¢ 95%.

RESULTADOS
A andlise dos resultados obtidos no presente

trabalho revelou que ICD-IgM apresenta carac-
teristicas satisfatdrias quando comparado com os

testes convencionais IFI-IgM ¢ HA-2ME, toma-
dos como referéncia. A Tabela 1 mostra que ICD-
IgM teve melthor desempenho nas concentragdces
de 72 mg/ml ¢ 100 mg/ml, cm virtude dos valores
maximos obtidos para scnsibilidade, especificida-
de ecficiéneia. Os valores preditivos de resultados
positivos ¢ ncgativos foram igualmente melhores
nessas concentragocs. Nas concentragdes mais
baixas, os indices avaliadores em geral (fig. 1)
tiveram decréscimos em scus valores, com a exce-
¢ao da especificidade ¢ do valor preditivo positivo
que sc mantiveram inalterados até a concentragio
dec 4,5 mg/ml. Os valores dos indices K de concor-
dancia também acompanharam paralclamentc os
demais indices, ou scja, de valor igual a 1,00 para
as duas concentragdes mais altas ¢ decrescendo
gradualmente & medida que diminuiu a concen-
tragio do antigeno. A anélise da reprodutibilida-
de dos resultados determinou o emprego da mes-
ma partida de antigeno para o minimo de 10 vezes,
tendo-se obtido para os testes, x = 16 mm (s =
1,8) para soros positivos ¢ x = 4,5 mm (s = 1,0)
para soros ncgativos. No estudo das reprodutibi-
lidades inter ¢ intra-testes foram obtidos os valo-
resx = 17mm (s = 0,7) para soro padrio positivo
cx = 5mm{s = 1,5) para o soro padriio negativo.
O teste t de Student indicou que nido houve dife-
renga significativa em relagdo aos valores toma-
dos como referéneia (t obtido = 1,351 ¢ t critico
005 = 1,711 para g.I. = 24).

Os coeficientes de correlagao calculados
com limites de confidéncia de 95%, foram mais
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Fig. 1. Toxoplasmose aguda — fndices de avaliagio obtidos
para ICD-IgM, de acordo com as concentragdes do antigeno
de T. gondii.
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TABELA 1

Indices avaliadores para ICD-IgM no diagndstico da toxoplasmosc aguda, conforme as diversas concentragdes do antigeno de
T. gondii empregada, cm rclagdo aos testes convencionais associados, IFI-IgM ¢ ITA-2ME

Concentragdo Sensibilidade Especificidade Eficiéncia +PV -V k ri 2
do antigeno relativa rclativa relativa
100,00 1,0000 1,0000 1,0000 1,0000 1,0000 1,0000 0,7263 0,8863
72,00 1,0000 1,0000 1,0000 1,0000 1,0000 1,0000 0,7227 0,8579
36,00 0,8960 1,0000 0,9206 1,0000 0,7500 0,8036 0,7187 0,8513
18,00 0,6875 1,0000 0,7945 1,0000 0,6250 0,6011 0,6957 0,8274
9,00 0,2847 1,0000 0,6282 1,0000 0,5635 0,2766 0,5719 0,7315
4,50 0,0417 1,0000 0,5577 1,0000 0,5490 0,0447 0,2946 0,3840
2,25 0,0000 1,0000 0,5472 0,0000 0,5472 0,0000 0,0000 0,0000

(*) +PV = valor preditivo positivo; -PV = valor preditivo negativo; k (kappa) = coceficiente de concordéncia; r1 =
cocficiente de correlagdo entre ICD-IgM ¢ IFI-IgM (P < 0,005); r2 = cocficicnte de correlagdo entre ICD-IgM e

HA-2ME (P < 0,005).

altos para as concentragdes de 72 a 100 mg/ml (fig.
2 ¢ 3). O teste t de Student mostrou significincia
cstatistica quanto a existéncia de lincaridade em
todas as retas de regressdo obtidas, isto &, os
valorcs obtidos para t foram todos maiores do que
3,579 sendo o valor de t critico igual a 2,576 a nivel
dc 5%, para g.l. igual a 299.

Os didmetros de ICD-IgM obtidos para as
zonas dc imunoprecipitagao radial apresentaram
uma vartagio de 6 a 20 mm para as amostras de
soros positivos (x = 12 mm). Os titulos dc IFI-IgM
dc 16 a 256 (y = 70) sc corrclacionaram com 0s
didmetros de 6 a 12 mm (x = 8 mm) cnquanto que
os titulos maiores, de 512 a 8.000 (y = 560) tive-
ram correspondéncia com os didmetros de 10 a 20
mm (x = 16 mm). Para 100 mg/ml d¢ concentra-
¢ao antigénica o limiar de reatividade registrado
foi dec 8 mm enquanto que para a de 72 mg/ml csse
valor ficou ao redor de 5 mm. Para as demais
concentragoes as médias dos didmetros foram sc
reduzindo até atingir o valor zero, sendo possivel
somente se detectar anticorpos quando estes cs-
tao presentes em grande quantidade, com titulos
T acima de 256 para IFI ou HAP.

A queda dos titulos de HAP apés o trata-
mento dos soros com 2-mercaptoctanol foi bas-
tante significativa, de modo que os titulos positi-
vos de 16 a 8.000 (y = 256) cairam para os valores
de 0 a 128 em HA-2ME (y = 106), valorcs esses
correlacionados aos didmetros positivos de 1CD-
IgM, mostrando que ICD-IgM foi especifico para
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a detecgao de anticorpos IgM anti-Toxoplasma
gondii (fig. 3).

DISCUSSAO

A técnica ICD-IgM avaliada no presente
trabalho, decscnvolvida inicialmente por EL-
WING ct alii para a detecgao de anticorpos, ¢ scm
divida um método simples ¢ confidvel bascado no
principio de que os antigenos sao macromoléculas
que podem ser absorvidas como uma fina camada
na supcrficic de policstircno e entdo cssas molé-
culas com rcatividade soroldgica, sdo capazes de
se ligar a anticorpos. A presenga de anticorpos na
superlicic antigénica ¢ visualizada quando sc for-
ma uma condensacio hidrofilica durante a expo-
si¢do do sislc;nga ao vapor d’agua de um banho-
maria a 56°C™". A técnica ICD pode ser empre-
gada tanto para pesquisas de IgG quanto de
IgM ™" utilizando-se portanto soros imunes de ani-
mais anti-IgG ou anti-IgM humano para possibi-
litar a revelagéio dos halos de imunoprecipitagao
radial.

Desde que este imunoensaio néo foi ainda
aplicado para o imunodiagnéstico de toxoplasmo-
sc aguda, procedemos aqui a um estudo referente
a influéncia da concentragio antigénica sobre os
indices relativos de sensibilidade e de especifici-
dade. A pesquisa demonstrou ter ICD-IgM a
mesma cliciéneia diagnéstica dos testes sorologi-
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Fig. 2: Cocficicntes de correlagdo ¢ respectivas retas de regres-
sdo obtidas entre os didmetros de ICD-IgM ¢ os titulos de
IFI-1gM, de acordo com as difcrentes concentragdes de anti-
geno.

cos convencionais IFI-IgM ¢ HA-2ME, emprega-
dos na rotina laboratorial para diagnéstico da
toxoplasmose aguda.

Em outros sistemas antigénicos, como por
cxemplo o de Campilobacter jejunil , antigenos
purificados foram empregados nas concentragocs
de 25 mg/ml para aqueles de naturcza glicoprotéi-
ca ¢ de 20 mg/ml para os dc naturcza lipopolissa-
caridica, ¢ obteve-se em relagio a outras reagdcs
convencionais, coeficicntes de correlacio satis{a-
Lorios, r igual a 0,88 para pesquisa de anticorpos
IgG c rigual a 0,85 para IgM. Nesse sistema, os
didmetros de imunoprecipitagao radial corres-
pondentes a limiar de reatividade ficaram cm tor-
no de 6 mm para IgG ¢ 5 mm para IgM. Com o
emprego de ICD para a detecgdo de anticorpos
anti-Trypanosoma cruzi, NILSSON & VOLLER
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Fig. 3: Cocficientes de correlagdo ¢ respectivas retas de regres-
sdo obtidas cntre os didmetros de ICD-IgM ¢ os titulos de
HA-2ME, de acordo com as diferentes concentragdes de an-
tigeno.

usaram um antigeno de concentragao protéica
nio definida” ¢ encontraram os valores positivos
para soros chagdsicos com o limiar de reatividade
em torno de 9 mm. Para a concentracio de 100
mg/ml de antigeno de cercérias de Schistosoma
mansoni  foi detcrminado o limiar de reativida-
de de S mm como de diagndstico positivo. Didme-
tros d¢c 6 mm foram considerados como limiar de
reatividade na pesquisa de anticorpos contra Vi-
rus Herpes Simplex” usando-se antigeno glico-
protéico de 100 mg/ml.

Em nosso cstudo, utilizando-sc antigeno so-
livel de Toxoplasma gondii preparado em STCB
pH 9,6 encontramos para a concentragio de 72
mg/ml, o limiar de reatividade em torno de 5 mm
¢ para a de 100 mg/ml o limiar de reatividade
ficou cm torno de 8 mm, cm relagio aos titulos
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de IFI-IgM ¢ de HA-2ME. Provavelmente, as
concentragdes de antigenos nos diversos sistemas
analisados, variam cm fung¢éo principalmente das
cargas cletrostéticas cncontradas nas moléculas
antigénicas, do que propriamentc na sua naturcza
quimica protéica, glicoprotéica, ctc. Analoga-
mente ao que ocorre na imunodifusio radial; a
arca de difusdo dos soros de pacicntes com a
toxoplasmose aguda, no ICD-IgM, corrclaciona-
se com o teor de anticorpos cspecificos presentes.

Para a concentragao antigénica de 100 gg/ml
foram obtidos os cocficientes de correlagdo mais
altos quando sc comparou os didmetros de rcagio
ICD-IgM com os titulos de IFI-IgM (r; = 0,7263)
¢ os mesmos didmetros, com os titulos de HA-
2ME (r2 = 0,8863). Esscs cocficientes foram de-
crescendo conforme se diminuiu a concentragio
do antigeno.

Comparados aostitulos d¢ IF1-IgM ¢ de HA-
2ME, os valorcs obtidos em ICD-IgM mostraram
um aumento crescente dos didimetros, diretamen-
te proporcional a concentragido do anticorpo no
soro testado ¢ também a concentragao de antige-
no absorvido na superficic de policstireno, isto &,
dado um soro padrao de referéneia ¢ uma concen-
tragao definida de antigeno, a quantidade de an-
licorpos nos soros de pacicntes pode ser estimada
dirctamente, a partir do didmetro da rcacao ICD-
IgM.

Parcce-nos portanto guc ICD-IgM pode ser
considerado como um teste alternativo aos atual-
mente existentes, para se cfctuar o imunodiagnds-
tico da toxoplasmose aguda, devido a sua repro-
dutibilidade, principalmente em laboratdrios que
dispéem de facilidade de biotério.

SUMMARY

ACUTE TOXOPLASMOSIS: EVALUATION
OF THE THIN-LAYER IMMUNOASSAY FOR
DETECTING IgM ANTIBODIES TO
TOXOPLASMA GONDII.

A solid phase method, thin-layer immunoas-
say (IgM-TIA) was standardized and evaluated
for the immunodiagnosis of acute toxoplasmosis,
through the detection of IgM antibodics to Toxo-
plasma gondii. A total of 300 scrum samples from
serologically defined acute toxoplasmosis and,
from non-related infections, was investigated by
IgM-TIA. Statistical analysis were carried out in
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comparison with conventional tests, the immuno-
fluorescence test for the detection of IgM antibo-
dics (IgM-IFI) and hemagglutination test which
uscs 2-mercaptoctanol serum treatment (2ME-
HA).

Also the corrclation coefficients were calcu-
lated for various Toxoplasma gondii antigen con-
centrations, as well as, the influence of the antige-
nic concentration on the relative indices of sensi-
tivity and specificity were verified. The intra and
inter test reproducibilities were demonstrated
statistically, as well as, the reutilization of T. gondii
antigen was proven to be possible for at Ieast 10
times.

The data indicated that antigenic concentra-
tions, from 70 to 100 Cmg/ml, were able to provide
maximum scnsitivity and specilicity. [gM-TIA dis-
played similar diagnostic cfficiency to thosc two
conventional tests here utilized, and may be em-
ployed to make diagnosis of acute toxoplasmosis,
mainly if laboratory animals arc avaiable.
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