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RESUMO

Toxoplasmose € uma das mais comuns zoonoses parasitarias do mundo.
Durante os ultimos anos passou a ser concedida maior importancia médica, porque
os estudos sobre esta afeccdo demonstram que a patologia é realmente um
problema comum e ndo uma simples doenca excepcionalmente diagnosticada.
Formas graves da toxoplasmose, com sintomas mais severos, podem ser
observadas em duas situagdes: infeccao intra-uterina (congénita) e em primo-
infeccdo ou reagudizagdo em individuos imunocomprometidos. A toxoplasmose
congénita (TC) ocorre quando a mulher adquire o protozoario, pela primeira vez,
durante a gestacdo e o transmite para o feto. Em humanos, o problema social
decorrente deste tipo de infecgdo é bastante sério. As manifestagfes clinicas da TC
variam da classica tétrade de Sabin (microcefalia, calcificagdo intracraniana,
coriorretinite e retardo mental) até a ocorréncia de aborto. Nas gestacdes
subsequentes a mée ja adquiriu anticorpos e a gravidez ocorre normalmente. Na
maioria dos casos, a sorologia representa a base do diagndéstico e do controle da
toxoplasmose. Visando conhecer a prevaléncia de anticorpos IgG anti-Toxoplasma
gondii em gestantes, foi estudada uma populacéo de 152 gestantes, em diferentes
estagios gestacionais, atendidas na Maternidade N. Sra de Fatima de Curitiba. Para
o estudo foi padronizada a técnica de ELISA indireta que ficou estabelecida em
300ng de antigeno por poco, soros e conjugado diluidos 100 e 5000 vezes,
respectivamente. A técnica de IFl foi usada como padrdo ouro na comparacao e
avaliacao dos resultados. Foram analisadas 152 amostras de soros de gestantes. O
ELISA padronizado apresentou copositividade de 94,6% e conegatividade de 82,5%
em comparacdo com a IFl. Na técnica de IFl 43,4% das amostras foram reagentes
(cut-off - 1:32) enquanto na técnica de ELISA indireta 45,4% reagiram (cut-off -
0,12nm). Os resultados demonstraram que o percentual de gestantes com titulo
negativo, ou seja, mulheres sujeitas a primoinfeccdo durante a gestacédo, é alto
(55,6%). Estas gestantes devem receber acompanhamento soroldgico durante toda
a gestacao, com a finalidade de diagndstico precoce e tratamento breve no caso de

soroconversao.



1. INTRODUCAO

A toxoplasmose é uma antropozoonose causada pelo Toxoplasma gondii, um
protozoario de distribuicdo cosmopolita, parasita intracelular obrigatério pertencente
a classe dos esporozoarios (Protozoa; Apicomplexa; Sporozoa).

Este protozoario foi descrito por Splendore, no Brasil em 1908, que o isolou
em coelhos e simultaneamente por Nicolle & Manceaux, na Africa, no mesmo ano,
que o isolaram no roedor Ctenodactylus gundi, e lhe atribuiram o nome de
Leishmania gondii. Depois, sendo constatado pelos mesmos pesquisadores que nao
se tratava de Leishmania passou a ser denominado Toxoplasma gondii (NEVES,
1995).

E um parasito de pouca especificidade quanto aos hospedeiros
intermediarios, que podem ser Varios vertebrados, principalmente aves e mamiferos.
Porém os unicos hospedeiros definitivos sdo os membros da familia Felidae
(domésticos e selvagens), visto que s&o 0s Unicos a liberarem oocistos através das
fezes, favorecendo a contaminacao de pessoas e outros animais (FRENKEL, 1958).
Por essa grande variedade de possiveis hospedeiros o T. gondii € considerado um
dos parasitas mais polixenos (ARAUJO et al. 1998).

O ciclo evolutivo (FIGURA 1) comporta uma reproducdo sexuada, por
gametogonia, ou enteroepitelial, que ocorre no epitélio intestinal dos felideos néo
imunes. E outra assexuada ou extra-intestinal, por endidiogenia, que ocorre nos
tecidos de outros vertebrados (hospedeiros intermediarios).

O T. gondii apresenta trés formas infectantes:

- Os taquizoitos (FIGURA 2), parasitos do sistema fagocitico mononuclear,
caracterizados por uma rapida multiplicacéo intracelular, o que leva a lise
das células parasitadas.

- Os cistos teciduais (FIGURA 3), constituidos por uma membrana
espessa e resistente contendo centenas a milhares de bradizoitos , que
sao as formas de reproducao lenta, que nédo causam lise celular.

- Os oocistos (FIGURA 4), que s6 ocorrem no hospedeiro definitivo, e

representam a forma final da fase sexual intestinal.
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FIGURA 1: Ciclo evolutivo do Toxoplasma gondii
Adaptado de: Pessoa, 1982.

No ciclo assexual o hospedeiro ingere cistos ou oocistos, que terdo suas
paredes rompidas por acdo enzimatica e as formas infectantes séao liberadas no
limen intestinal (bradizoitos e esporozoitos, respectivamente). Estes invadirdo as
células circundantes e passardo para uma fase de multiplicacdo rapida, ou seja,
tornam-se taquizoitos. Neste estagio, os parasitas se reproduzem assexuadamente
por endodiogenia em diferentes tipos de células do hospedeiro, principalmente em
macrofagos e monécitos. Quando o numero de microorganismos intracelulares se
torna excessivo, a célula infectada se rompe e os taquizoitos séo liberados para

invadir outras células.



FIGURA 2: Taquizoitos

Apds uma breve fase de disseminagdo sangiiinea, o parasita encista-se nos
tecidos e, em particular, nos masculos estriados e no cérebro. Os cistos formados
permanecem nos tecidos, quase sempre sem causar danos. Estima-se que a
persisténcia dos cistos mantenha uma imunidade duravel, ndo esterelizante, mas

protetora de uma nova infecgao.

A, - Lo 7 55
FIGURA 3: Cisto tecidual em cérebro de camundongo contendo bradizoitos

No ciclo sexuado, nos felinos, a ingestdo e o rompimento dos cistos e
oocistos ocorre da mesma maneira. Porém, no caso da ingestédo de cistos teciduais,
os bradizoitos liberados no intestino iniciam imediatamente uma fase de proliferacédo
assexual. Ao final desse estagio de proliferacédo inicia-se a fase de reproducdo
sexual, resultando na formacao de oocistos. No meio externo este oocisto esporula
(FIGURA 5) e passa ter dois esporocistos, fase inicial da esporulacdo, com quatro
esporozoitos e um corpo residual.
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FIGURA 4: Oocisto Imaturo FIGURA 5: Oocisto esporulado

Os felideos sdo os uUnicos hospedeiros completos, pois na ingestao de
oocistos esporulados, os esporozoitas liberados iniciam primeiro uma fase de
multiplicacdo assexual em tecidos extraintestinais (funcionariam primeiramente como
hospedeiros intermediarios). No decorrer desta multiplicacdo, alguns parasitas
migram para o tecido intestinal e inicia-se a fase de reproducéo sexual (passando a
funcionar como hospedeiros definitivos), originando os oocistos. Entre trés a dez
dias ap0s a contaminagcdo o gato comeca a liberar os oocistos imaturos nas fezes,
ao longo de até 14 dias.

A esporulagdo ocorre no meio ambiente e depende da umidade e
temperatura. Normalmente, os gatos s6 eliminam oocistos na primo-infecgéo,
podendo ocorrer reexcrecao apos imunossupressao, principalmente em animais com
o virus da imunodeficiéncia felina (ARAUJO, 1998).

A importancia epidemioldgica do oocisto estd na sua resisténcia e
sobrevivéncia no ambiente, podendo estar viavel por até dois anos em condi¢cdes
ambientais e mais que 54 meses em laboratorio (TENTER et al., 2000).

Embora os cistos teciduais sejam menos resistentes que 0S 00cCistos em
condi¢bes ambientais, a sua capacidade de resisténcia a mudancas de temperaturas
é relativamente alta, chegando a manter-se infectante em carne refrigerada a uma
temperatura de 1-4° C por mais de 3 semanas. Em contrapartida, os cistos teciduais
sdo mortos por aguecimento a uma temperatura de 67° C.

A infeccdo do hospedeiro definitivo pode ocorrer pela ingestdo de cistos
teciduais presentes no hospedeiro intermediario ou pela ingestdo de oocistos
esporulados. Ja os hospedeiros intermediarios além da possibilidade de se

infectarem da mesma forma, podem ainda se contaminar por via congénita.



A transmissdo do T. gondii para o0 homem pode ocorrer pela ingestdo de
oocistos na agua, em alimentos contaminados e geofagia, pela ingestao de cistos
teciduais em carne crua ou mal passada ou ainda por transmissao congénita ou por
transfusbes sanguineas.

A transmissdo do T. gondii na sua forma de taquizoito através do leite
materno pode ocorrer, embora seja extremamente raro, quando a mée esta em fase
parasitémica. Além do sangue e do leite, taquizoitos foram encontrados em outros
fluidos corporais como saliva, urina, lagrimas e sémen, porém sem evidéncias de
que sejam vias epidemiologicamente importantes de transmissao (TENTER et al.,
2000).

Atividades como jardinagem, sem a devida protecdo para as maos, podem
ser um meio de contaminacdo. Além disso, a contaminacdo com oocistos no solo,
feno, palha e graos, é uma fonte de infeccéo para animais que poderado ser ingeridos
pelo homem. Também foi levantada a possibilidade do pélo dos cachorros serem
vetor na transmissdo de oocistos para humanos, uma vez que esses entram em
contato com solo contaminado com fezes de gatos. Os felideos, por sua vez, néo
necessariamente transmitem o agente patogénico pelo contato direto, devido seus
cuidadosos habitos de limpeza (MARTINS & VIANA, 1998).

P
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FIGURA 6: Mecanismos de contaminacao ‘dos’hospedeiros definitivos e
intermediarios
Fonte: Rey, 1992.

Durante os ultimos anos passou a ser concedida maior importancia médica a

toxoplasmose, porque os estudos sobre esta afeccdo demonstram que a patologia é



realmente um problema comum e ndo uma simples doenca excepcionalmente
diagnosticada (TENTER et al.,, 2000), sendo considerada de aspecto endémico,
traduzido pela elevada prevaléncia de anticorpos anti-Toxoplasma na populagao
mundial.

A toxoplasmose adquirida em individuos imunocompetentes pode cursar de
forma subclinica, na maioria dos casos, ou de forma clinica. Geralmente é
assintomatica ou com sintomatologia leve. As manifestacbes clinicas mais
frequentes sdo adenomegalias, febre, mal-estar, astenia, mialgia, exantema
maculopapular, odinofagia e hepatoesplenomegalia. Manifestagcbes severas como
encefalite, miocardite, hepatite podem ocorrer, mas séo rarissimas em individuos
imunocompetentes (AFEP, 1997). Em 15 a 20% dos casos pode-se observar
adenopatia, febre moderada e astenia (DUBEY, 1968; ODY, 1993). Esta primo-
infec¢@o suscita rapidamente uma resposta imunitaria humoral e celular, permitindo
controlar a infeccdo aguda. Em hospedeiros imunocompetentes a infeccdo resulta,
normalmente, em imunidade contra o T. gondii por um longo periodo de tempo.

Formas graves da toxoplasmose, com sintomas mais severos, podem ser
observadas em duas situagfes: infeccdo intra-uterina (congénita); e em primo-
infecc@o ou reagudizacdo em individuos imunocomprometidos, grupo onde incluem-
se os transplantados, individuos em tratamento quimioterapico e portadores de HIV
(CONTRERAS et al., 1996).

A toxoplasmose congénita ocorre quando a mulher adquire o protozoario, pela
primeira vez, durante a gestacdo e o transmite para o feto. A gravidade das lesGes
vai depender da data da contaminacdo materna (DESMONTS & COUVRER, 1986;
HOHLFELD et al., 1994; PRATLONG et al., 1996). A probabilidade de transmissao
do parasita € menor quando a infeccao é adquirida pela m&e no inicio da gestacao,
pois o fluxo sangtiineo placentario € menor (10% - 15%). No entanto, a gravidade da
toxoplasmose congénita € maior neste periodo e as leses sdo mais importantes,
levando a morte do feto ou a formacdo de focos necroticos, responsaveis por
sequelas importantes. Quando a infeccdo materna se da no segundo trimestre, a
contaminacao é mais frequente (30%), mas as lesdes sdo menos graves. No terceiro
trimestre o risco de contaminacdo € ainda maior (60%), mas geralmente os recém-
natos nao apresentam sinais da doenca congénita. Porém, qualquer que seja a data
da contaminacéao fetal, os cistos sdo formados nos tecidos e o risco de reagudizacéo
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(ENGSTROM et al., 1991). Em humanos, o problema social decorrente deste tipo de
infeccdo é bastante sério. As manifestacfes clinicas da toxoplasmose congénita
variam de coriorretinite, estrabismo, cegueira, retardo mental e/ou motor, anemia,
ictericia, exantema, petéquias, encefalite, pneumonite, microcefalia, hidrocefalia,
calcificacbes cerebrais a hepatoesplenomegalia, podendo ocorrer aborto
(NOGUEIRA; MOREIRA; PEREIRA, 1996). A classica tétrade de Sabin da
toxoplasmose congénita inclui microcefalia (com ou sem hidrocefalia), calcificacdo
intracranial, coriorretinite e retardo mental, tendo como indicador externo
macroencéfalo com fontanelas dilatadas (ROSE, 1997). Nas gestacdes
subsequentes a mae ja adquiriu anticorpos e as gestacdes sdo normais.

Mulheres imunocomprometidas por SIDA (Sindrome da Imunodeficiéncia
Adquirida) ou por lupus eritematoso sistémico (SLE) previamente infectadas podem
transmitir o agente patogénico congenitamente devido a queda da imunidade destas
pacientes (TENTER et al., 2000).

Nos individuos imunocomprometidos a defesa imunitaria do hospedeiro
parece ser incapaz de controlar a multiplicacdo dos taquizoitos, e observa-se entao
uma multiplicacdo rapida dos parasitas levando a necroses tissulares focalizadas e
uma eventual disseminagéo por via sangiinea. Em pacientes imunocomprometidos
a toxoplasmose adquirida perde seu carater clinico autolimitado e benigno,
especialmente se a resposta imune mediada por célula estiver debilitada, ocorrendo
sua disseminacao pelo organismo (ISRAELSKI & REMINGTON, 1993). As lesoes
observadas sdo principalmente cerebrais, caracterizadas por sinais neuroldgicos,
podendo haver também uma generalizacdo. As manifestacdes clinicas nestes casos
podem ser meningite, encefalite, abcessos cerebrais, lesdes oculares, alteracdes no
sistema nervoso central, miocardites, pneumonia e pancreatite (ARNOLD, 1997). Em
pacientes HIV positivos a toxoplasmose tem sido uma causa de 6bito com indices
bastante elevados (LEPORT & REMINGTON, 1992; DEROUIN et al., 1992).

Recentemente vem sendo dado destaque para a toxoplasmose em individuos
imunocomprometidos em duas diferentes situacdes: toxoplasmose apos transplante
e toxoplasmose em individuos portadores de HIV (SILVESTRE, 2000).

Tanto em transplante de 6rgdos como de medula, o individuo pode ser
portador crénico e, por imunossupressao, reativar a infec¢cdo, ou ocorrer infeccao
primaria severa por cistos teciduais do 6rgao transplantado. Neste caso, a infec¢ao

manifesta-se semelhantemente a toxoplasmose congénita. Quando ocorre



reativacdo da infeccdo apds o transplante devido a imunodepressao, a doenca se
dissemina, apresentando encefalite, miocardite, pneumonite e calcificagOes
cerebrais (ARNOLD, 1997).

A gravidade da toxoplasmose em pacientes com AIDS decorre da reativacao
da infecgcdo crénica quando os niveis de CD4 estdo abaixo de 300/mms3. O érgéo
mais atingido é o cérebro, o sistema nervoso central, com apresentacdo de
encefalite toxoplasmica, alteracdes do sensorio, incoordenacdo motora, ataxia,
cefaléia, vomitos, alteracdo no nivel de consciéncia e convulsées (NOGUEIRA;
MOREIRA; PEREIRA, 1996).

Também é importante frisar que em pacientes com cancer, a toxoplasmose
pode ocorrer pela reagudizacdo da cepa latente, provavelmente pela acdo das
drogas imunossupressoras que sdo usadas no tratamento das malignidades. Os
pacientes acometidos por neoplasias recebem tratamento imunodepressivo
constituido de corticosterdides, agentes alquilantes, antimetabdlitos, radioterapia e
quimioterapia. Se nao for tratada, a toxoplasmose nestes pacientes, pode ser fatal.

O diagnostico da toxoplasmose pode ser clinico, embora um tanto dificil pela
caracteristica assintomatica da patologia. Em muitos casos pode assemelhar-se a
outras doencas (mononucleose). O diagndéstico definitivo é feito pela demonstracéo
do parasita. No entanto, a pesquisa pelo exame direto € dificil e deve,
freqientemente, ser complementada por métodos indiretos tais como inoculacdo em
animais de laboratério ou cultura celular. Desta maneira se faz necessario a
utilizacéo de técnicas soroldgicas (DEROUIN & GARIN, 1992).

Na maioria dos casos, a sorologia representa a base do diagndéstico e do
controle da toxoplasmose. A presenca de anticorpos especificos permite
diagnosticar uma infecgé@o por T. gondii. Anticorpos especificos das classes IgM, IgA,
IgE e IgG séo produzidos em resposta a infeccdo pelo T. gondii, sendo que as IgM,
IgA e IgE aperecem antes da IgG, porém na maioria dos individuos duram até seis
meses e a IgG permanece por toda a vida (NOGUEIRA, MOREIRA, PEREIRA,
1996).

As técnicas sorolégicas habitualmente utilizadas para o diagndéstico da
toxoplasmose séo: Dye test, Imunofluorescéncia Indireta (IFl), Aglutinacdo Direta,
ISAGA e Enzime-Linked Imunosorbent Assay (ELISA indireta classica) (DESMONTS
et al.,, 1981, 1985; DEROUIN et al., 1991; CHOI et al., 1992). Recentemente, a

técnica de Reacdo em Cadeia da Polimerase (PCR) foi adaptada para o diagndéstico



da toxoplasmose, utilizando genes Unicos (P30) ou repetidos (gene B1, seqiéncia
TGRI1E). Todas as técnicas de PCR sdo de grande sensibilidade e especificidade,
permitindo detectar um so parasita. Estudos combinados de duas ou mais técnicas
sdo, as vezes, necessarios para confirmar o diagndstico. Assim, estas técnicas
utilizadas complementarmente aumentam a sensibilidade dos resultados, chegando
até 89,5% (SAVVA et al., 1990; GROVER et al., 1990; PRATLONG, 1996).

Por esta raz&o, duas técnicas foram selecionadas para o uso neste estudo: a
técnica de ELISA Indireta, que serd a técnica padronizada; e a técnica de
Imunofluorescéncia Indireta, que sera a técnica utilizada como controle (pela
facilidade de execucgdo, comercializagcdo de reativos, baixo custo de antigeno e por
ser utilizada internacionalmente).

O interesse em padronizar o método de ELISA Indireta se deve a sua facil
execucao, rapida realizacdo, custo baixo e leitura automatizada. Por esses motivos,
a técnica de ELISA Indireta tem demonstrado mais vantagens que a técnica de IFlI,
pois esta requer pessoal especializado para a leitura das laminas, microscépio
especifico, caro e nem sempre disponivel, além de consumir muito mais tempo.

No estado do Parana poucos sdo os dados disponiveis na literatura sobre
toxoplasmose humana, quer seja na populagdo normal, em individuos sujeitos a
risco ocupacional, em pacientes imunocomprometidos ou em gestantes. Portanto,
este trabalho também visa conhecer a soroprevaléncia desta doenca neste ultimo

grupo de pacientes.
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2. OBJETIVOS

O presente trabalho teve como obijetivos:
» Padronizar a técnica de ELISA Indireta para diagnostico da toxoplasmose em
gestantes;
» Estudar comparativamente os resultados obtidos com as técnicas de IFl e ELISA
Indireta;
» Determinar especificidade e sensibilidade da técnica de ELISA Indireta;
» Determinar a prevaléncia de titulos de anticorpos IgG anti-Toxoplasma gondii em

uma populacdo de gestantes.
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3. MATERIAL E METODOS

3.1. POPULACAO A SER ESTUDADA E OBTENCAO DE SOROS

3.1.1. POPULA(;AO DE MULHERES GESTANTES

Foi realizada coleta de 5ml de sangue, por puncdo venosa, mediana ou
cefélica, de 152 mulheres gestantes, em diferentes estagios gestacionais, que
vieram para atendimento no Hospital e Maternidade Nossa Senhora de Fatima de
Curitiba, entre os meses de maio e novembro do ano de 2001.

3.1.2. OBTENCAO DE SOROS

Os soros para deteccao de anticorpos anti-Toxoplasma foram obtidos apos a
coleta de aproximadamente 4 ml de sangue, que foram deixados em banho-maria a
37°C por pelo menos meia hora para a separagcdo do soro. Em seguida foram
submetidos a centrifugacao a 2000 rotacdes (rpm) durante 10 minutos, sendo o soro
recuperado com pipeta e transferido para tubos eppendorf devidamente
identificados. As amostras foram armazenadas a 20°C negativos, até sua utilizagéo.

3.2. CEPA RH PADRAO DE Toxoplasma gondi PARA PRODUCAO DE
ANTIGENOS

Os antigenos de Toxoplasma gondii, foram produzidos no laboratério de
Parasitologia Animal do Departamento de Patologia Basica, do Setor de Ciéncias
Bioldgicas, da Universidade Federal do Parana (UFPR), utilizando a cepa RH padrao
(cepa gentilmente cedida pelo professor Dr. Odilon Vidotto do Departamento de
Parasitologia da Universidade Estadual de Londrina). O cultivo da cepa (FIGURA 7)
foi mantido por passagens intra-peritoniais em camundongos Mus musculus fémeas
com 40 dias de idade.

As passagens eram realizadas a cada dois dias, conforme o seguinte
procedimento:

- Lavar a cavidade peritoneal com 3ml de soro fisioldgico estéril;



12

Passar o exsudato obtido em agulha hipodérmica (com o intuito de romper
macréfagos que continham taquizoitos);

Centrifugar a 630 rpm, durante 10 minutos, em temperatura de 4 a 8 °C
(para sedimentar as células do hospedeiro);

Recuperar o sobrenadante;

Centrifugar a 2.600 rpm, durante 10 minutos, em temperatura de 4 a 8 °C
(para sedimentar os taquizoitos);

Recuperar o sedimento;

Ressuspender em cerca de 10ml de PBS estéril — pH 7,2;

Retirar parte dessa solucdo e reinocular em outros camundongos (0,5 ml
por camundongo) para manutencéo da cepa.

Centrifugar a 2.600 rpm, por 10 minutos, em temperatura de 4 a 8 °C.

O sedimento resultante constituia o material para a preparacdo dos antigenos

para as duas técnicas soroldgicas.
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FIGURA 7 — Cultivo da Cepa RH padréo de T. gondii

3.3. TECNICAS SOROLOGICAS

3.3.1. TECNICA DE IMUNOFLUORESCENCIA INDIRETA — IFI

O principio da técnica de IFI € uma reacdo antigeno anticorpo. Esta reacao é

visualizada pela adicdo de um anti-anticorpo (antiglobulina) acoplado a fluoresceina,

que absorve luz azul (490nm) e emite uma intensa fluorescéncia amarelo-verde. A

reacdo sera tanto mais intensa quanto maior for a quantidade de anticorpos

especificos no soro avaliado.
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Essa reacdo é classicamente empregada para o estudo da toxoplasmose
(CAMARGO et al.,1976; DESMONTS & COUVRER, 1986; DUBEY & BEATTLE,

1988; FREIRE et al., 1991; VIDOTTO, 1992; PRATLONG et al., 1994).

3.3.1.1. Solucdes

Tampao PBS — pH 7,2:
- 8,779 de cloreto de sddio (NaCl) PA 0,15M
1,929 de fosfato de sédio dibasico Anidro (Na;HPO,) PA 0,0072M
0,399 de fosfato de s6dio monobasico Anidro (NaH,PO,4) PA 0,0028M
1000ml de agua destilada (g.s.p.)

Misturar e acertar o pH.

Azul de Evans Diluido:
- 1ml de solu¢do mae de Azul de Evans
- 49ml de Tampéo PBS — pH 7,2

3.3.1.2. Antigeno
A partir do sedimento contendo os taquizoitos resultante do procedimento
descrito no item 3.2. era produzido o antigeno integro para o meétodo de IFI,
conforme o seguinte procedimento:
- Ressuspender em cerca de 10ml de tampéao PBS estéril - pH 7,2;
- Realizar contagem de taquizoitos integros em camara de Thoma, até obter
a quantidade de taquizoitos desejada (2 taquizoitos por quadrado maior).
Caso a quantidade esteja maior acrescenta-se tampéao PBS, caso esteja
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menor centrifuga-se novamente e ressuspende em quantidade menor de
tampéao PBS;

- Acrescentar ao resultado 50% do volume final de Formalina 2%;

- Sensibilizar a lamina com antigeno (20ul/spot);

- Deixar sedimentar por 15 min;

- Armazenar a lamina em estufa a 37°C por 2h;

Com isso esperava-se a concentracdo de aproximadamente 150 taquizoitos

por campo no microscopio 6tico no aumento de 400x.
As laminas prontas eram entdo armazenadas, em caixa de vidro cobertas por

papel de aluminio, no freezer (-20°C) até sua utilizacéo.

3.3.1.3. Soros

Os soros foram diluidos em tampéo PBS, e foram utilizados nas diluicbes de
1:16 e 1:32 em primeira instancia para a triagem. Os soros que se apresentaram
positivos na maior diluicdo foram depois utilizados nas diluicbes de 1:64, 1:128,
1:256, 1:512 e 1:1024, para a titulacgéo.

3.3.1.4. Conjugado
O conjugado utilizado no presente trabalho foi anti-lgG humano marcado com
fluoresceina, comercializado pela Fundacdo Oswaldo Cruz - FIOCRUZ (Bio-

Manguinhos).

O conjugado foi diluido em Azul de Evans Diluido, sendo utilizado em diluigdo
1:80.

3.3.1.5. Procedimento

- Retirar as laminas do freezer;

- Secar com auxilio de ventilador;

- Diluir os soros;

- Depositar 20ul de cada diluicdo dos soros, e dos controles, na lamina;

- Colocar a lamina em camara umida;

- Incubar a 37°C por 30 min;

- Depositar as laminas, em posicao vertical, em banho de PBS por 10 min;

- Enxaguar com agua destilada;
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- Secar com auxilio de ventilador;

- Preparar o conjugado;

- Colocar 20ul do conjugado em cada spot;

- Colocar a lamina em camara umida;

- Incubar a 37°C por 30 min;

- Depositar as laminas, em posicao vertical, em banho de PBS por 10 min;
- Enxaguar com agua destilada;

- Secar com auxilio de ventilador;

- Depositar solucéo de glicerina entre as fileiras da lamina;

- Cobrir com laminula;

- Realizar leitura em microscépio para imunofluorescéncia (fotomicroscopio)

em aumento de 400x.

3.3.2. TECNICA DE ENZIMAIMUNOENAIO INDIRETO — ELISA INDIRETO

O principio da técnica de ELISA é uma reacdo de cor. A reacdo enzima-
substrato e a formacdo do produto colorido ocorrem da seguinte maneira: a
peroxidase, presente no sistema, atua sobre o peréxido de hidrogénio, catalisando a
liberacdo de oxigénio atdbmico (Y,). O cromégeno, no caso, o OPD
(ortofenilenodiamino), que € incolor em seu estado reduzido, ao reagir com o
oxigénio liberado, oxida-se, adquirindo coloracdo amarela. Para que haja a
manifestacédo de cor, € necessario que ocorram uma seérie de eventos em sequéncia.
Estes eventos tém inicio com a sensibilizacdo da placa com o antigeno e seguem
até a afericado da cor pelo leitor de ELISA.

A técnica de enzimaimunoensaio (Enzyme-Linked Imunosorbent Assays -
ELISA) tem sido muito empregada para analise imunolégica de moléculas de
parasitas. Devido a sua alta sensibilidade e praticidade foi a técnica escolhida no
presente trabalho. Foi utilizada a técnica de ENGVALL et al. (1972) adaptada para
microplacas de poliestireno. A padronizacdo da técnica foi realizada mediante
avaliacdo de diferentes concentracbes do soro, do conjugado e do antigeno,
levando-se em conta as reacdes inespecificas e a reatividade do sistema,
asseguradas pelos soros padrao negativo e positivo.
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FIGURA 10 — Placa de ELISA

3.3.2.1. Solucdes
Coating Buffer:
Tampéao carbonato 0,005M.
* Solucao A
- 1,19 de carbonato de sédio (NaCO3)
- 200ml de agua deionizada
* Solucao B
- 4,29 de bicarbonato de s6dio (NaHCO5)
- 1000ml de agua deionizada

Acertar o pH para 9,6 adicionando a solucéo A na solugéo B.

Solucéo de Bloqueio da Placa:
Caseina 2% em PBS.
Constituicdo do PBS 0,05M com 0,15M de cloreto de soédio (NaCl) pH 7,4:
* Solucao A

16

- 7,1g de fosfato de sodio dibasico (Na,HPO,;) (ou 10,82g de

NazHPO4.12H20)
- 8,89 de cloreto de sddio (NaCl)
- 1000ml de agua destilada g.s.p.
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* Solucéao B

1,49 de fosfato de sédio dibasico (Na;HPO,)
1,889 de cloreto de sédio (NaCl)
200ml de agua destilada g.s.p.

Acertar o pH para 7,4 adicionando a solugéo B na solucéo A.

Solucéo de Lavagem:
9g de cloreto de sodio (NaCl)
0,5ml de Tween 20
1000ml de 4gua destilada q.s.p.

Dissolver o NaCl e depois adicionar o Tween 20.

Tampao de Incubagéao:

Preparacao A:

0,25% de caseina
0,05% de Tween 20
Diluicdo em PBS.

Preparacao B:

Tampéao de incubacéo a partir da solu¢ao de bloqueio.

62,5ml de solucéo de bloqueio
0,25ml de Tween 20
500ml de PBS g.s.p.

Tampao Citrato:
7,1g de fosfato de sodio dibasico (Na;HPO,4) (ou 13,49 de Na,HPO4.7H,0)
5,199 de &cido citrico (CsHgO7)
1000ml de 4gua destilada q.s.p.

Solucéo Substrato - OPD 2mg:
2mg de Orto-fenileno-diamino (OPD)
2ul de peroxido de hidrogénio (H202)
10ml de tampao citrato pH 5,0

A solucéo substrato deve ser preparada no momento da utilizacao.

Pipetar o tampao citrato;
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Adicionar o OPD e deixar o recipiente ao abrigo da luz até a dissoluc¢édo do
OPD;

Adicionar o H,0..

Solugéo de Bloqueio da Reacéo:
1ml de acido sulfarico (H2SO,)

19ml de agua destilada

3.3.2.2. Antigeno
Quando o sedimento contendo os taquizoitos resultante do procedimento

descrito no item 3.2. ndo era utilizado para a producdo de antigeno integro para o

método de IFI, era armazenado em freezer (-20°C). A partir destes sedimentos

armazenados foi produzido o antigeno diluido para a técnica de ELISA, conforme o

seguinte procedimento:

Descongelar e juntar todos os sedimentos armazenados;
Centrifugar a 3500 rpm, por 20 min, em temperatura de 4 a 8°C;
Recuperar o sedimento;
Adicionar agua destilada (menos da metade do volume do sedimento);
Proceder, 5 vezes, os ciclos de congelamento e descongelamento rapido:
Congelar em Nitrogénio liquido por 5 min,
Descongelar imediatamente em banho Maria, com agua a 37°C;
Passar para tubo de vidro;
Submeter o antigeno ao ultra-som (20KHz - 1mA, 80 ciclos/min),
efetuando 5 séries de 30s com intervalos de 1 min (conservando no gelo);
Centrifugar o antigeno a 10.000 rpm, por 30 min, de 4 a 8°C;
Recuperar o sobrenadante, (se houver sedimento repetir as primeiras
centrifugacgdes e os ciclos de congelamento);
Filtrar em filtro bacteriano 0,22;
Determinar a concentracao de proteinas, pelo método de Lowry (1951);

Armazenar o antigeno, aliquotado em tubos eppendorf, a -20°C.
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3.3.2.3. Dosagem de proteinas pelo método Lowry et al. (1951)
* Preparar o reagente A
- 2ml de tartarato de sédio e potassio a 4%
- 2ml de sulfato de cobre a 2%
- Diluir em 100ml de carbonato de sodio a 3% em NaOH 0,1N,
- Aguardar 10 min em temperatura ambiente.
* Preparar o reagente B
- 1 volume do Reagente de Folin,
- 2 volumes de agua destilada.
* Procedimento
- Adicionar agua destilada em 11 tubos de ensaio;
- Adicionar a amostra (em duplicata) nos tubos de 1 a 6;
- Adicionar o padrao de soroalbumina bovina (BSA) nos tubos de 7 a 10;
- Homogeneizar em vortex;
- Adicionar o reagente A, homogeneizar em vortex e aguardar 10 min;
- Adicionar o reagente B, homogeneizar em vortex e aguardar 10 min;
- Proceder a leitura em espectrofotometro em 660nm imediatamente.
Anotar as absorbancias com as seguintes dilui¢cdes:
- Os tubos de 1 a 6 séo as amostras em 25, 50 e 100ul, em duplicata.
- Os tubos de 7 a 10 sdo as solugdes padrao de soroalbumina bovina na
concentracédo de 2mg/ml, nas quantidades de 25 e 50ul, em duplicata.

- O tubo 11 é o branco controle.

3.3.2.4. Soros

Os soros foram obtidos como descrito no item 3.1.2. e diluidos em tampéo de
incubacéo.

Foram utilizados soros comprovadamente positivos (Controle Positivo) e soros
comprovadamente negativos (Controle negativo), cedidos pelo Laboratorio Central
do Estado — LACEN.

3.3.2.5. Conjugado
O conjugado utilizado no presente trabalho foi anti-lgG humano acoplado a

enzima peroxidase, comercializado pelo laboratério SIGMA.
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O conjugado foi diluido em tampéao de incubacéo, sendo utilizado em diluigdo

1:5000.

3.3.2.6. Procedimento

Diluir o antigeno em solucao de coating buffer (300ng/well);
Sensibilizar a placa com o antigeno (100ul/well);

Armazenar a placa a 4°C “over night” ou a 37°C por 3h;

Lavar a placa com solucéo de lavagem (2x);

Bloquear a placa com solucéo de bloqueio (100pl/well);

Incubar a placa em estufa a 37°C por 1 hora;

Lavar a placa com solucéo de lavagem (2x);

Adicionar as amostras de soro a serem testados e o0s controles
(100ul/well);

Incubar a placa em estufa a 37°C por 1 hora;

Lavar a placa com solucéo de lavagem (6x);

Adicionar o conjugado (100ul/well);

Incubar a placa em estufa a 37°C por 1 hora;

Lavar a placa com solucéo de lavagem (6x);

Adicionar a solugéo substrato (100pl/well);

Armazenar a placa em local escuro por 15 min;

Interromper pela adi¢éo de solugéo de parada da reacéo (50ul/well);

Realizar a leitura (em leitor de ELISA, com filtro de 492nm).

3.4. ANALISES ESTATISTICAS

Testes para avaliagao da Sensibilidade (Co-positividade) e Especificidade

(Co-negatividade) da técnica de ELISA Indireta em relacédo a técnica de IFI:

Sensibilidade S= a x100

at+c



Especificidade E=_b x100

b+d

Onde :
a= numero de positivos nas duas técnicas;
b= nimero de negativos nas duas técnicas;
c= numero de negativos em ELISA e positivos em IFlI;

d= ndamero de positivos em ELISA e negativos em IFI.

21
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1. PADRONIZACAO DA TECNICA DE ELISA INDIRETA PARA DIAGNOSTICO
DA TOXOPLASMOSE EM GESTANTES

4.1.1. ANTIGENO

O antigeno solavel de T. gondii para a técnica de enzimaimunoensaio indireto
(ELISA Indireta) foi produzido como descrito no item 3.3.2.2., e sua concentracao
protéica foi dosada pelo método de Lowry et al. (1951) como descrito no item
3.3.2.3., resultando numa concentracdo de 0,958mg/ml.

Para a padronizacdo da melhor concentracdo protéica a ser utilizada na
técnica de ELISA Indireta foram avaliados dois valores: 150 e 300ng de proteina por
well. Os resultados ndo foram satisfatérios com a concentracdo antigénica de

150ng/well, entdo foi usada a concentracédo de 300ng/well.

4.1.2. SOROS
Para a padronizacdo da melhor diluicdo dos soros a ser utilizada na técnica
de ELISA, foram testadas as diluicdes de 1:50, 1:100, 1:200 e 1:400. A diluicdo de
1:100 apresentou os resultados mais satisfatérios, por apresentar boa discriminacéo
dos soros positivos e negativos, passando a ser usada para as andlises posteriores.
Todas as amostras foram analisadas em duplicata e o valor final foi a

meédia dos resultados das duplicatas, em densidade optica (nm).

4.1.3. CONJUGADO

O conjugado foi testado em diluicbes de 1:5.000, 1:7.500 e 1:10.000, também
a fim de estabelecer a melhor diluicdo a ser utilizada no trabalho. Visto que os
resultados foram satisfatérios somente na diluicdo de 1:5.000, esta foi a usada para
o presente trabalho

Sendo assim, a técnica ficou padronizada em 300ng/well de antigeno, soro na
diluicdo de 1:100 e conjugado em 1:5.000, por estes valores permitirem melhor

discriminagao entre soros positivos e negativos e resultados satisfatorios.
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Vale ressaltar que é extremamente importante o cuidado na conservacao de
reativos, antigeno, soros e conjugado, assim como na preparacao de solugdes, pois

pequenas alteracdes nos reagentes podem levar a variacdes nos resultados.

4.1.4. CUT-OFF

Os exames imunoldgicos podem ser apenas qualitativos, que indicam reacéo,
ou quantitativos, onde o resultado é dado por valores, que se exprime em titulo.

O cut-off, ou ponto de corte, vem a ser o valor utilizado para discriminar soros
com titulos positivo e negativo. Como os resultados de exames soroldgicos tém valor
diagnéstico de probabilidade, quanto mais o resultado positivo se distanciar do valor
do cut-off, ou seja, quanto mais alto o titulo, maior a probabilidade de que
corresponda a doenca. Da mesma forma para os valores negativos, porém
inversamente, ou seja, quanto mais baixo o titulo, menor a probabilidade de que
corresponda a doenga.

Para determinar o valor do cut-off foram utilizadas 26 amostras de soros
comprovadamente negativos (Controles negativos), cedidos pelo Laboratério Central
do Estado — LACEN. Os resultados se encontram no ANEXO 1.

Para chegar ao valor do cut-off foram calculadas as médias das densidades
Oticas (M) e a esse valor foi acrescido duas vezes o valor do desvio padrdo (DP),
resultando em:

* CUT-OFF =M + 2x DP = 0,0725 + 2x (0,0235) = 0,120nm.

Assim os soros de pacientes que apresentavam D.O. acima de 0,120 foram
considerados positivos, e abaixo negativos.

4.2. ESTUDO COMPARADO DOS RESULTADOS OBTIDOS COM AS TECNICAS
DE IFI E ELISA INDIRETA

4.2.1. IMUNOFLUORESCENCIA INDIRETA — IFI

Para a técnica de IFI o valor de referéncia para considerar positivos 0s soros
foi a diluicio de 1:64. Este valor de referéncia foi padronizado pelo laboratério
Frischmann Aisengard, de acordo com o conjugado utilizado, para analise de
anticorpos IgG nas amostras (SILVESTRE, 2000).
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Foram analisadas as 152 amostras, das quais 55 foram consideradas
positivas (TABELA 1), resultando em uma soroprevaléncia de 36,2 % (GRAFICO 1).

Pacientes com resultados positivos em diluicdes inferiores ao de referéncia
podem ter tido um primeiro contato com o protozoario e estdo em fase latente de
infecc@o ou ser individuos que estédo no inicio de uma infecgdo. Seria necessario a
coleta de uma segunda amostra, com intervalo de quatro semanas, para verificar a
ocorréncia ou ndo de soroconversao.

Os dados brutos de triagens e titulagcbes por paciente se encontram no
ANEXO 2.

4.2.2. ENZIMAIMUNOENSAIO INDIRETO — ELISA INDIRETO

Foram analisadas as mesmas 152 amostras de soros da técnica de IFI, com
69 resultados positivos (TABELA 1), ou seja, soroprevaléncia de 45,4% (GRAFICO
1).

As densidades oticas (nm), foram obtidas através do leitor de ELISA, e foram
considerados positivos aqueles superiores ao valor do cut-off (0,120).

Os dados brutos de D. O. por paciente se encontram no ANEXO 3.

TABELA 1 — Numero de amostras que apresentam titulo de anticorpos.

IFI ELISA

POSITIVOS 55 69

NEGATIVOS 97 83
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GRAFICO 1 — Soroprevaléncia de titulo de anticorpos IgG anti-T. gondii em soros de
gestantes, pelas técnicas de Imunofluorescéncia (IFl) e Enzimaimunoensaio indireto
(ELISA) (%).

4.2.3. COMPARACAO ENTRE AS TECNICAS

A comparacgdo entre as duas técnicas (TABELA 2) resultou da andlise das
152 amostras de soro. Ambos os testes pesquisaram a presenca de IgG nas
amostras. Das 152 amostras, 55 (36,2 %) foram positivas para IFl e 69 (45,4 %)
foram positivas para ELISA. Esta diferenca pode estar relacionada aos tipos de
antigenos utilizados em cada técnica, uma vez que na técnica de IFI, utilizou-se
antigeno integro (antigeno de membrana), enquanto que no método de ELISA
utilizou-se antigeno soluvel (citoplasmatico). E também pela maior sensibilidade da

técnica de ELISA, principalmente nos soros com titulos mais baixos.

TABELA 2 — Comparacéao entre as técnicas de IFl e ELISA. INDIRETO

IFI / ELISA POSITIVO NEGATIVO TOTAL
POSITIVO 52 03 55
NEGATIVO 17 80 97

TOTAL 69 83 152
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4.3. SENSIBILIDADE E ESPECIFICIDADE DAS TECNICAS

A avaliacdo de Sensibilidade (Co-positividade) e Especificidade (Co-

negatividade) da técnica foi calculada como consta no item 3.4., resultando em:

Sensibilidade = S= a x100=_52 x100=94,55%
a+c 52 + 03
Especificidade = E=_Db x100=_80_ x100=282,50%
b+d 80 + 17

Resultado que leva a uma correlagdo de 0,70 (70%) entre as duas técnicas.
Esta boa correlagdo demonstra que a padronizacdo da técnica de ELISA esti
adequada. Trabalhos realizados por nossa equipe (SILVESTRE, 2000; MARQUES,
2001) e outros trabalhos, (CANTOS et al., 2000; DOMINGUES et al., 1998) ja
haviam demonstrado a boa equivaléncia entre as duas provas, o que confirma a
utilizacdo da prova de ELISA tanto para diagnostico individual como para estudo
epidemioldgico.

Mais uma vez vale ressaltar que a diferenca entre os tipos de antigenos
utilizados em cada técnica e também a maior sensibilidade da técnica de ELISA,
podem ter sido os fatores determinantes da diferenca entre a quantidade de

resultados positivos entre as técnicas.

4.4. PREVALENCIA DE TiTULO DE ANTICORPOS IgG ANTI-Toxoplasma gondii
EM GESTANTES

Foram analisadas 152 amostras de soros de gestantes, que se encontravam
em diferentes estagios gestacionais. Destas, na técnica de Imunofluorescéncia
indireta, 55 amostras (36,20%) apresentaram titulos de anticorpos anti-T. gondii na
diluicho do soro 1:64, sendo considerados positivos (valor de referéncia); 11
amostras (7,25%) foram consideradas intermediarias (+/- em 1:64) e as demais 86
(56,55%) foram consideradas negativas (- em 1:64) (TABELA 3; GRAFICO 2).
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TABELA 3 — Resultados na técnica de Imunofluorescéncia indireta em relacdo ao

valor de referéncia (diluicdo 1:64)

IFI POSITIVAS INTERMEDIARIAS NEGATIVAS
NUmero de 55 11 86
amostras

O Positivas
O Intermediarias

H Negativas

GRAFICO 2 — Resultado gréafico da técnica de Imunofluorescéncia indireta, em

relacdo ao valor de referéncia (1:64) (%).

Nas 55 amostras positivas houve variabilidade na titulacdo, com 25 amostras
com titulo reagente final em 1.64 (45,45%), 21 em 1:128 (38,20%), 6 em 1:256
(10,90%), 3 em 512 (5,45%) (TABELA 4; GRAFICO 3).

TABELA 4 — Titulacdo das amostras positivas na técnica de Imunofluorescéncia

indireta.
TITULACAO 1:64 1:128 1:256 1:512
NUmero de 25 21 6 3

amostras




B 1/64
01/128
0O1/256
O1/512
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GRAFICO 3 — Resultado grafico da titulacio das amostras positivas na técnica de

A quantidade total

Imunofluorescéncia indireta (%).

de soros também foi

analisada pela técnica de

Enzimaimunoensaio indireto — ELISA. Resultando em 68 amostras (44,70%)

reagentes ao antigeno de T. gondii,

consideradas intermediarias;

ou seja, positivas; 3 amostras (2%)

e 81 amostras (53,30%) nédo reagentes, ou seja,

negativas (TABELA 5; GRAFICO 4). Os resultados sdo dados com relacdo ao valor
calculado de cut-off = 0,120.

TABELA 5 - Resultados na técnica de Enzimaimunoensaio indireto em relacdo ao
valor de cut-off (D. O. = 0,120).

ELISA POSITIVAS INTERMEDIARIAS NEGATIVAS
(> 0,120) (> 0.110< 0.119) (<0,109)
NUmero de 68 3 81

amostras
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O Positivas
O Intermediarias

B Negativas

GRAFICO 2 — Resultado gréafico da técnica de Enzimaimunoensaio indireto, em

relacdo ao valor de cut-off (0.120) (%).

4.5. DISCUSSAO

A toxoplasmose congénita ocorre devido a passagem do protozoario da mae
para o feto via placentaria. Esta infeccdo s6 ocorre quando a mae faz uma primo-
infeccdo durante a gestacdo, pois a invasao do parasita no feto s6 ocorre na fase
primaria septicémica da toxoplasmose, ou seja, na invasédo dos taquizoitos. Formas
cronicas (bradizoitos) ndo sdo invasivas.

A populacdo estudada no presente trabalho apresentou um percentual de
gestantes com titulo negativo alto (53,30%, pela técnica de ELISA), ou seja, estas
mulheres estdo sujeitas ao risco de adquirir toxoplasmose. Estes numeros nao
devem ser negligenciados, sendo que em paises como a Franca, onde 80-85% dos
individuos apresentam titulo de anticorpos positivo para toxoplasmose, de cada
10.000 gestantes, 80 adquirem toxoplasmose durante a gestacdo (GOLVAN, 1993).

A toxoplasmose congénita pode ser grave e com manifestacdes tardias,
sendo assim é importante que todas as gestantes com titulo negativo sejam
acompanhadas durante a gestacdo. Acompanhamento este com a finalidade de
exercer tratamento com a maior brevidade, no caso de uma soroconversédo. O que
deve ser feito através de exames sorologicos, pois como na maioria dos casos a
toxoplasmose adquirida é assintomatica, a mée pode ndo apresentar manifestacéo
clinica.

Visto que o percentual de gestantes a serem acompanhadas é alto, se faz

necessario uma triagem, pois as técnicas imunoldgicas, além de serem caras, nao
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sdo acessiveis a maioria da populacdo. Para isto a técnica de ELISA aqui proposta
para pesquisa de IgG seria de grande valia, visto que € possivel analisar grande
namero de amostras de uma s6 vez, sendo que o resultado é automatizado, e que
apresenta boa sensibilidade e especificidade. Desta forma a técnica de
imunofluorescéncia seria utilizada, associada a primeira, para confirmagdo do
diagndstico e titulacdo do soro.

No caso de sorologia negativa é importante que a imunoglobulina pesquisada
seja a IgM, pois indica infec¢cdo aguda, permitindo detectar o periodo da infeccéo,
sendo que a gravidade das lesdes dependem do periodo de contaminagdo materna.
Pelo projeto original deste trabalho, a prevaléncia desta imunoglobulina deveria
também ser estudada, porém néo foi possivel por complicacbes na importacdo de
reativos.

Vale ressaltar também que a populacédo deveria ser melhor orientada quanto
aos meios de transmisséo, a fim de evitar contaminacéo, principalmente durante o

periodo de gestacéo.
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5. CONCLUSOES

A técnica de ELISA Indireta padronizada com concentracdo de 300ng de
antigeno por well, diluicdo do soro em 100 vezes e a diluicdo do conjugado em
5.000 vezes, permitiu discriminar 0s soros positivos e negativos, mostrando-se
eficiente para o diagnostico da toxoplasmose;

A comparacéao da técnica de ELISA com a técnica de IFI mostrou um indice de
copositividade de 94,55 % e um indice de conegatividade de 82,50%. Portanto a
técnica de ELISA indireta mostrou-se eficiente para o diagndstico soroldgico de
toxoplasmose, mostrando-se até mais sensivel que a técnica de IFl;

A prevaléncia de anticorpos IgG anti-T. gondii em gestantes foi de 36,20% pela

técnica de IFl e de 44,70% pela técnica de ELISA Indireta.
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CUT-OFF
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Tabela de resultados da padronizagédo do Cut-Off:

SORO MEDIA
(Densidade
optica/nm)

01 0,084
02 0,067
03 0,063
04 0,076
05 0,083
06 0,078
07 0,064
08 0,070
09 0,068
10 0,061
11 0,066
12 0,062
13 0,062
14 0,054
15 0,058
16 0,071
17 0,053
18 0,060
19 0,077
20 0,072
21 0,094
22 0,084
23 0,094
24 0,094
25 0,071
26 0,100
MEDIA
TOTAL 0,0725

Média total = 0,0725
Desvio padrao = 0,0235
Cut-off = 0,120
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Imunofluorescéncia Indireta
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Tabela dos resultados da técnica de imunofluorescéncia — IFl:

Triagem -  1:16
1:32 -se(-) - cessam 0s exames = soro negativo;
- se (+/-) - titula-se em somente mais uma diluicdo para
confirmar a negatividade;
-se (+) - titula-se.
Titulacdo - 1:32/1:64/1:128/1:256/1:512/1:1024

TABELA — Resultados da técnica de IFI

Paciente DILUICOES
1:16 1:32 1:64 1:128 1:256 1:512 1:1024
01 + + + + +/- - - P
02 - - N
03 + +/- - N
04 + + + +/- - - - P
05 - - N
06 - - N
07 + + +/- - - - - I
08 - - N
09 - - N
10 - - N
11 - - N
12 + + + +/- - - - P
13 +/- - N
14 + + + +/- - - - P
15 - - N
16 + + + + +/- - - P
17 + +/- - N
18 + + + +/- - - - P
19 + + + + + + +/- P
20 + + + + +/- - - P
21 + + + +/- - - - P
22 + +/- N
23 + + +/- - - - - I
24 + + + + +/- - - P
25 - - N
26 - - N
27 - - N
28 + + +/- - - - - I
29 + + + + + +/- - N
30 - - N
31 + +/- N
32 + + + +/- - - - P
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33 + + + +/- - - - P
34 + +/- - N
35 + + + +/- - - - P
36 + + + + + +/- - P
37 +/- - N
38 - - N
39 + + + + +/- - - P
40 - - N
41 + + + + +/- - - P
42 + + + +/- - - - P
43 - - N
44 + + + +/- - - - P
45 - - N
46 - - N
47 +/- - N
48 - - N
49 - - N
50 - - N
51 - - N
52 + + + + + + +/- P
53 +/- - N
54 - - N
55 + + + +/- - - - P
56 + + +- - - - - !
57 + + + + +/- - - P
58 - - N
59 +/- - N
60 + +/- - N
61 - - N
62 + + + +/- - - - P
63 + + + + +/- - - P
64 + + + +/- - - - P
65 + + + + + +/- - P
66 - - N
67 + + + +/- - - - P
68 + + + +/- - - - P
69 - - N
70 + + + + +/- - - P
71 +/- - N
72 + + + + +/- - - P
73 - - N
74 + + + +/- - - - P
75 - - N
76 +/- - N
77 + + + +/- - - - P
78 +/- - N
79 + +/- - N
80 +/- - N




81 +/- - N
82 + + + + +/- - P
83 + + + + + +/- P
84 - - N
85 + + + + +/- - P
86 + + +/- - - - I

87 + +/- - N
88 + + + +/- - - P
89 - - N
90 + + +/- - - - I

91 + +/- - N
92 - - N
93 + + + + +/- - P
94 - - N
95 + + + +/- - - P
96 + + + +/- - - P
97 - - N
98 +/- - N
99 + + + +/- - - P
100 + + + + +/- - P
101 + + +/- I

102 +/- - N
103 - - N
104 + +/- - N
105 - - N
106 - - N
107 + + + + +/- - P
108 - - N
109 - - N
110 + + +/- I

111 + + +/- I

112 + + +/- I

113 + +/- - N
114 +/- - N
115 + + + + +/- - P
116 - - N
117 + + + + + +/- P
118 + + + +/- - - P
119 + +/- - N
120 - - N
121 +/- - N
122 - - N
123 + + + + +/- - P
124 - - N
125 + + + +/- - - P
126 +/- - N
127 + + +/- - - - |

128 + +/- - N




129

130

131

132

133

134

135

+/-

136

+/-

137

+/-

138

+/-

139

+ 4|+ |+ |+

+/-

140

141

142

+ |+

+/-

143

144

145

146

147

148

149

150

151

152

Z2|\1Z2|1Z2|1Z2|1Z2|1Z2\Z2|Z2|Z2|2|10|0(Z2|10|10|0|10|10|1Z2|1Z2Z210Z2\Z2




ANEXO 3
ELISA Indireto
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Tabela dos resultados da técnica de ELISA.
Os resultados sao as médias das amostras de soro analisadas em duplicata,
sendo expressos em densidade Optica (nm), e considerados positivos ou

negativos de acordo com o valor de cut-off (0,120).

TABELA — Resultados da técnica de ELISA Indireta.

PACIENTE MEDIA (D.O.) RESULTADO
01 0,424 P
02 0,035 N
03 0,113 1
04 0,270 P
05 0,069 N
06 0,040 N
07 0,175 P
08 0,025 N
09 0,036 N
10 0,051 N
11 0,050 N
12 0,126 P
13 0,038 N
14 0,215 P
15 0,051 N
16 0,278 P
17 0,039 N
18 0,213 P
19 0,360 P
20 0,188 P
21 0,202 P
22 0,150 P
23 0,141 P
24 0,214 P
25 0,039 N
26 0,047 N
27 0,025 N
28 0,208 P
29 0,285 P
30 0,081 N
31 0,129 P
32 0,129 P
33 0,102 N
34 0,061 N
35 0,068 N
36 0,189 P
37 0,038 N




38 0,065 N
39 0,254 P
40 0,043 N
41 0,283 P
42 0,265 P
43 0,042 N
44 0,250 P
45 0,065 N
46 0,043 N
47 0,060 N
48 0,069 N
49 0,031 N
50 0,039 N
51 0,036 N
52 0,688 P
53 0,043 N
54 0,040 N
55 0,184 P
56 0,219 P
57 0,327 P
58 0,041 N
59 0,052 N
60 0,153 P
61 0,056 N
62 0,298 P
63 0,226 P
64 0,210 P
65 0,365 P
66 0,027 N
67 0,259 P
68 0,281 P
69 0,046 N
70 0,424 P
71 0,064 N
72 0,370 P
73 0,039 N
74 0,315 P
75 0,042 N
76 0,038 N
77 0,197 P
78 0,128 P
79 0,179 P
80 0,132 P
81 0,016 N
82 0,340 P
83 0,142 P
84 0,016 N
85 0,278 P

45



86 0,365 P
87 0,070 N
88 0,193 P
89 0,020 N
90 0,019 N
91 0,165 P
92 0,016 N
93 0,224 P
94 0,046 N
95 0,224 P
96 0,250 P
97 0,019 N
98 0,168 P
99 0,130 P
100 0,180 P
101 0,154 P
102 0,022 N
103 0,044 N
104 0,234 P
105 0,018 N
106 0,015 N
107 0,222 P
108 0,019 N
109 0,015 N
110 0,097 N
111 0,058 N
112 0,194 P
113 0,009 N
114 0,010 N
115 0,182 P
116 0,012 N
117 0,153 P
118 0,144 P
119 0,010 N
120 0,012 N
121 0,010 N
122 0,011 N
123 0,245 P
124 0,009 N
125 0,144 P
126 0,012 N
127 0,014 N
128 0,176 P
129 0,010 N
130 0,012 N
131 0,232 P
132 0,009 N
133 0,013 N
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134 0,022 N
135 0,317 P
136 0,158 P
137 0,113 I
138 0,108 N
139 0,224 P
140 0,188 P
141 0,255 P
142 0,264 P
143 0,012 N
144 0,113 I
145 0,008 N
146 0,009 N
147 0,010 N
148 0,010 N
149 0,015 N
150 0,006 N
151 0,015 N
152 0,042 N
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