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1- INTRODUCAO

1.1-Agente etiologico

A toxoplasmose € uma zoonose e a infec¢do € muito freqiiente em vdrias espécies
de aves e mamiferos, inclusive o homem. A infeccdo tem como agente etiologico o

protozodrio Toxoplasma gondii (NEVES, 2000).

Descoberto independentemente em 1908 por Splendore, em coelhos, no Brasil, e
em 1908 por Nicole e Manceaux no gondi, um roedor do norte da Africa, Toxoplasma
gondii é um parasito intracelular obrigatério do reino Protista, subreino Protozoa, filo
Apicomplexa, classe Sporozoa, subclasse Coccidia, ordem Eucoccidia, subordem

Einenina, familia Sarcocystidae e género Toxoplasma (REY, 2001).

Toxoplasma origina-se do grego “toxon” que significa “arco”, em relagdo a forma

do parasito.

Foram reconhecidas trés linhagens de T.gondii sendo a de tipo II a mais freqiiente
como causa de doenca e a mais relacionada com a reativacdo da toxoplasmose na
imunodeficiéncia humana adquirida. A linhagem do tipo I apresenta a mais alta viruléncia,
¢ menos freqlientemente encontrada em diversos paises e a do tipo III ocorre

principalmente em animais (REY, 2001).

1.2 - Habitat

Toxoplasma gondii apresenta ampla distribuicdo geogréfica e infecta praticamente
todas as células de peixes, aves e mamiferos. Por esse motivo, a toxoplasmose pode ser

considerada uma das zoonoses mais freqiientes do mundo, estimando-se que a populacdo



mundial infectada por T. gondii corresponda aproximadamente a um bilhdo de pessoas

(EL ON J; PEISER 7, 2003).

Esse parasito sobrevive em liquidos organicos como saliva, leite, esperma e em
outras secrecoes e excregoes. A especificidade para células e hospedeiro, sugere que 7.
gondii apresente receptores conservados que favorecem o sucesso do seu parasitismo

(MCLEOD; MACK; BROWN, 1991).

1.3 - Morfologia

T. gondii apresenta uma morfologia multipla dependendo do hébitat e do estado
evolutivo. A forma taquizoita (do grego tachys = rdpido) € encontrada durante a fase
aguda da doenca e apresenta uma ripida proliferacdo na célula. Os bradizoitos (do grego
brady = lento) sdo formas que se multiplicam lentamente dentro dos cistos, sobrevivem a
digestao péptica, sdo menores que 0s taquizoitos e com nucleo subterminal e geralmente
sao encontradas durante a fase cronica da infec¢do. Os esporozoitos sdo formas liberadas a
partir de esporocistos contidos em oocistos eliminados nas fezes de felideo e sdo oriundas
da reproducdo sexuada do parasito que ocorre no intestino dos felideos (DUBEY;

LINDSAY; SPEER , 1998).

Semelhante aos outros parasitos do filo Apicomplexa, 7. gondii apresenta na
extremidade anterior ou apical uma forma pontiaguda e na extremidade posterior uma
forma arrendodada. A extremidade anterior do parasito apresenta aparelho apical
composto por condides, roptrias € também micronemas, que parece ter um importante
papel na invasdo da célula hospedeira pelo parasito (BOHNE ; HEESEMANN ; GROSS ,

1994).



Algumas diferencas entre taquizoitos e bradizoitos, como a velocidade de
replicacdo, o tamanho e a forma do nicleo e o grau de suscetibilidade a digestdo péptica,
sugerem que existam diferencas antigénicas entre as duas formas do parasito (LUNDE,;

JACOBS, 1983).

1.4 - Ciclo Biolodgico

T. gondii possui um ciclo heteroxeno, reproduzindo-se sexuadamente no epitélio
intestinal de felideos (hospedeiro definitivo) e assexuadamente nos demais tecidos de

felideos e outros hospedeiros (intermedidrios) (REY, 2001).

1.4.1 - Ciclo bioldgico no hospedeiro definitivo

A reproducdo sexuada do 7. gondii ocorre no epitélio intestinal de felideos
primoinfectados. Nos gatos, cinco tipos morfologicamente distintos do parasito,
desenvolvem-se nas células enteroepiteliais antes de comecar a gametogonia. Ocorre
replicacdo do parasito, formando merozoitos por esquizogonia, logo em seguida, formam-
se gametdcitos (macrogametdcitos e microgametdcitos). Os macrogametdcitos dao origem
aos macrogametas (gametas femininos) e 0s microgametocitos formam microgametas
(gametas masculinos) com dois flagelos. Os microgametas fertilizam os macrogametas
formando o zigoto que se desenvolve em oocistos, que sdo eliminados nas fezes. A
esporulacdo do oocisto, formando esporozoitos ocorre de 1 a 5 dias dependendo das

condi¢des de temperatura do meio (DUBEY; LINDSAY; SPEER , 1998).



1.4.2 - Ciclo biol6gico no hospedeiro intermediario

Os hospedeiros intermedidrios, como peixes, aves e mamiferos, inclusive o
homem, ingerem oocistos contendo esporozoitos. Os oocistos sofrem degradacdo e
liberam esporozoitos. Estes invadem as células do hospedeiro e comecam a sintetizar
proteinas especificas de taquizoitos, que sofrerdo endodiogenia, ou seja, um processo de
reprodugdo assexuada semelhante a um brotamento interno que se desenvolverda em dois

condides (SPEER et al, 1995).

Em seguida, a célula mae degenera, deixando os dois toxoplasma-filhos. Em
aproximadamente 48 horas, vdrios taquizoitos poderdo invadir novas células, o que
caracteriza a fase aguda da infeccdo. Os cistos caracterizam a fase cronica, uma vez que 0s
parasitos encistados se reproduzem lentamente, protegidos da resposta imune do
hospedeiro. Esse mecanismo € devido as paredes do cisto que contém componentes do

parasito e da célula hospedeira (SIMS; TALBOT, 1989).

1.5 - Transmissao

O homem adquire a infecc@o pelo T. gondii por trés vias: 1) ingestdo de oocisto
(esporozoitos) do ambiente; 2) ingestdo de cistos teciduais (bradizoitos) encontrados em
carne crua ou mal cozida; 3) transmissdo de taquizoitos por via transplancentdria em
gestantes primoinfectadas, por meio transfusdes sanguineas e contato com secrecdes €

excre¢oes (NEVES, 2000).

Os taquizoitos sdo pouco resistentes as condi¢cdes do meio, no entanto, os 00cistos
eliminados pelos felinos embrionam no solo em poucos dias € mantém-se vidveis por até
12 ou 18 meses no solo imido e sombreado, o que assegura a contamina¢do de domicilios

e peri-domicilios que podem potencialmente infectar animais domésticos e,



eventualmente, criancas e adultos (REY, 2001). Além disso, outras formas de dispersao
dos oocistos, como ventos, chuvas podem representar alto potencial de disseminagdo. Os

insetos, também se comportam como veiculo importante (AMENDOEIRA, 1995).

Foram relacionados vérios casos de toxoplasmose adquirida em acidentes de

laboratério (HERWALDT; JURANEK, 1993).

Uma outra forma de transmissao € a transplacentdria. Os taquizoitos atingem
primeiro a placenta e, depois, o feto. Nas infec¢des cronicas nao ha transmissao

transplacentdria (REY, 2001).

Outras formas de transmissio sdo por meio de taquizoitos presentes na saliva, no
leite e em outras secre¢des e excrecdes. Nesse contexto, a ingestdo de leite materno pode
ser considerada uma via potencial de infec¢do, todavia essa hipdtese nunca foi claramente

demonstrada em humanos (BONAMETTI et al, 1997).

1.6 - Formas clinicas

A infeccdo por T. gondii pode ser classificada em fase aguda, fase subaguda e fase
cronica. Na fase aguda ocorre multiplicacdo ativa de taquizoitos no interior de células
nucleadas e os sintomas mais comuns sdo: febre, dor de cabeca e adenopatia. A fase
subaguda é caracterizada pela presenca de cistos teciduais no figado, coracdo, cérebro e
globo ocular. Na fase cronica, os parasitos permanecem encistados e vidveis, durante toda

a vida, sem afetar a satde dos hospedeiros imunocompetentes (REY, 2001).

A infeccdo por T. gondii resulta em um amplo espectro apresentagdes clinicas, que
varia desde uma infeccdo assintomdtica, a forma mais freqlientemente encontrada, até
formas com manifestacoes graves, com presenca de linfodenopatia, coriorretinite,

calcificacOes cerebrais ou até mesmo encefalites fatais. Além disso, a transmissdo



transplancentdria pode levar a quadros de hidrocefalia, cegueira, surdez e retardamento

mental em recém-nascidos (KONG et al, 2003).

Segundo Luft e Remington (1992), T. gondii é um parasito de baixa viruléncia, no
entanto, ao infectar individuos imunocomprometidos ou fetos, torna-se altamente virulento

podendo causar morte ou danos irreversiveis.

1.6.1 - Toxoplasmose congénita

Mulheres imunocompetentes com infecc@o cronica pelo 7. gondii ndo contaminam
seus filhos, durante o desenvolvimento intra-uterino, no entanto, mulheres que contraem

toxoplasmose durante o periodo de gestacdo estdo sujeitas a riscos de alta gravidade.

O dano ao concepto € mais freqiientemente observado quando a infec¢do materna
ocorre entre a concepg¢ao, ou por um curto periodo antes desta, e o sexto més de gravidez,
caracterizando um quadro agudo ou subagudo. Por outro lado, quando a infec¢do materna
ocorre no ultimo trimestre de gestacdo, a doenga congénita tende a ser mais branda ou

assintomatica.

A toxoplasmose pode se manifestar logo apds o nascimento, alguns dias ou até
anos depois. Retinocoroidite, calcificagcdes cerebrais, perturbacdes neuroldgicas e

hidrocefalia ou microcefalia sdo as sindromes mais caracteristicas (REY, 2001).

1.6.2 - Toxoplasmose adquirida

7z

Toxoplasmose adquirida na infancia ou na idade adulta é mais comumente
assintomdtica, ndo exibindo um quadro clinico tipico, sendo por isto inicialmente

caracterizada como fazendo parte da sindrome da mononucleose infecciosa. Adenopatias e



retinocoroidite, quando presentes, sdo os sintomas mais freqiientes. A retinocoroidite cuja
etiologia € confirmada em decorréncia da infeccdo pelo 7. gondii, pode levar a alteragdes

da visdo e até sua perda total (TABBARA, 1995).

1.6.3 - Toxoplasmose em imunodeficientes

A doenga é extremamente grave em pacientes imunodeprimidos. Na maioria dos
casos desenvolve-se um quadro clinico de encefalite aguda que pode levar o paciente ao

6bito em poucos dias, caso ndo seja convenientemente tratado (REY, 2001).

As alteragdes mais comuns sdo encefalites, confusdo mental, febre e sintomas

neurolégicos focais.

Pacientes imunodeprimidos com toxoplasmose podem também apresentar
coriorretinite, pneumonite ou envolvimento de multiplos 6rgdos, apresentando falhas
respiratorias agudas e anormalidades semelhantes ao choque séptico. Pneumonites por 7.
gondii t€m sido mais freqiiente em pacientes submetidos a transplantes de 6rgdos, aos

receptores de medula 6ssea e em pacientes com AIDS.

1.7 - Epidemiologia

E estimado que um bilhdo de pessoas esteja infectado no mundo todo e muitos
estudos apontam que a soroprevaléncia em humanos varia consideravelmente entre
diferentes paises, entre dreas geograficas dististintas dentro de um mesmo pais, € entre

diferentes grupos étnicos na mesma drea (BONAMETTI et al, 1997).



De acordo com Rey (2001), a distribuicdo da toxoplasmose € universal, tendo sido
registrada em todos os continentes e em todos os climas. No Brasil, os indices situam-se

entre 50 e 80% (FERREIRA; AVILA, 1996).

A importancia dos animais domésticos como fonte de infeccdo foi verificada
também no estado de Minas Gerais. O contato com gatos, galinhas e porcos mostrou uma
correlacdo estatisticamente significante, porém o mesmo ndo foi encontrado quando se

analisou o consumo de carne, leite € ovos (DE CAMARGO; ANTUNES; CHIARI, 1994).

Alguns estudos indicam que a positividade aumenta com a idade do individuo: 0%
abaixo dos cinco anos, 18% de 6 a 15 anos € 26% de 16 a 30 anos, sendo mais elevadas

nas zonas rurais (REY, 2001).

A soroprevaléncia de toxoplasmose em mulheres e criancas varia entre 4 ¢ 100%.
A incidéncia da infec¢do materno-fetal durante a gravidez varia de 1 a 310 para 10.000

gravidas na populagio da Europa, da Asia e da América (BONAMETTI et al, 1997).

No Brasil, a soroprevaléncia em parturientes com toxoplasmose varia entre 50 e
76%, ja a ocorréncia de toxoplasmose congénita varia entre 0,2 a 2% (SILVEIRA et al.
1988, REICHE er al. 2000, NETO et al. 2000). Em Uberlandia - MG, a soroprevaléncia

em parturientes é de 51,65% e a ocorréncia de toxoplasmose congénita é de 0,5%

(SEGUNDO et al, 2004).

1.8 — Diagnéstico
1.8.1 - Diagndstico parasitolégico

Demonstrar a presenca de toxoplasma no organismo do paciente, ou isolar os
parasitos mediante a inoculacao do material suspeito em animais de laboratério ou cultura

de células, constitui as principais técnicas parasitolégicas de diagndstico, mas devido as



limitagdes da utilizagdo dessas técnicas, associadas a sua relativa baixa sensibilidade, os
métodos soroldgicos sdo os mais comumente utilizados para o diagndstico da

toxoplasmose (REY, 2001).

A detecgdo do parasito por isolamento ou a demonstracdo de seus componentes, a
partir de tecidos ou de fluidos orgénicos de pacientes, como antigenos secretdrios ou
segmentos de DNA, € de alto valor diagnéstico. Embora esta modalidade venha
assumindo posicdo de destaque, especialmente quando utilizada em pacientes
imunodeficientes, ela apresenta a desvantagem de ndo permitir a defini¢do do estdgio da

doenca (FERREIRA; AVILA, 1996).

Até o momento, a identificacdo do parasito geralmente é possivel somente em
pacientes sintomaticos, sendo que a obten¢do de material biol6gico mediante a realiza¢do

de bidpsia apresenta dificuldades e riscos significantes.

1.8.2 - Diagndstico sorolégico

O diagnoéstico laboratorial da toxoplasmose tem se baseado em geral na pesquisa
de anticorpos contra o parasito, empregando-se desde técnicas soroldgicas mais cldssicas,
com a reagdo de Sabin-Feldman, até reacdes mais contemporaneas, como a detec¢do de
diferentes isotipos dirigidos contra epitopos imunodominantes presentes nas diversas
formas evolutivas do parasito. No entanto, a correta interpretacdo dos resultados advindos
do emprego dos métodos soroldgicos aplicados a toxoplasmose apresenta-se atualmente
como um desafio tanto para os pesquisadores envolvidos com pesquisa clinica como
experimental. Uma das mais complexas implicagdes diz respeito a tomada de decisdo que,
baseando-se nos resultados dos testes sorolégicos, possa se determinar com exatiddao o

momento em que infec¢do ocorreu.



Os testes imunoenzimdticos sao os mais amplamente utilizados nas rotinas
laboratoriais para a detec¢do de anticorpos anti-7. gondii, entre eles, os testes ELISA
(Enzyme-Linked Immunosorbent Assay) e o teste de imunofluorescéncia. O Western-blot
tem sido muito importante na pesquisa de antigenos e de anticorpos para auxiliar no

diagnéstico da toxoplasmose (FERREIRA; AVILA, 1996).

Uma outra estratégia que tem sido freqiientemente empregada por diferentes
investigadores refere-se a utilizacdo de combinacdes de testes soroldgicos que permitam
uma determinagdo dos estdgios da infeccdo por 7. gondii (MONTOYA; LIESENFELD

2004).

10



2- OBJETIVOS

Detectar a presenga e comparar a freqii€ncia de deteccdo de anticorpos das classes
IgG, IgM e IgA anti-T. gondii em amostras de leite e soro de mulheres puérperas,
utilizando os testes imunoenzimaticos ELISA indireto, imunofluorescéncia indireta e

Western-blot.

11



3- JUSTIFICATIVA

Embora seja freqiientemente relatado que o leite possa ser um veiculo de
transmissao potencial de 7. gondii e que este tipo de transmissao possa ocorrer quando a
mae € infectada durante as ultimas semanas de gestacdo ou durante a amamentagao, nao
existem estudos que identifiquem a presencga de diferentes classes de anticorpos no leite de
mulheres infectadas por este parasito. A deteccdo destes anticorpos no leite é de
fundamental importancia para se avaliar o grau de protecdo passiva que possa ser
conferido por este veiculo. Segundo Azab et al (1992), baixos niveis de anticorpos IgG

anti-7. gondii em amostras de soros podem ser secretado no leite e proteger o lactente.

Ja foi descrita na literatura a utilizagdo do teste de imunofluorescéncia para a
deteccao de anticorpos anti-7. gondii em amostras de soro e leite de mulheres lactantes. O
teste ELISA foi até o momento somente empregado em modelos experimentais,
utilizando-se amostras de leite de camundongos, como descrito por Chardes et al (1990).
Nao ha relatos da realizacdo deste tipo de imunoensaio em amostras de leite humano.
Considerando-se esse fato e a elevada sensibilidade, especificidade e rapidez do teste
ELISA, é fundamental a padronizacdo desse imunoensaio para a pesquisa de anticorpos

anti-7. gondii em amostras de leite materno humano.

12



4- MATERIAL E METODOS

4.1 - Pacientes e amostras de soro e de leite

No periodo de 2003 a 2005 amostras de soro e de leite foram obtidas no Hospital
de Clinicas da Universidade Federal de Uberlandia (HC-UFU), no setor de Ginecologia e
Obstetricia, sendo todas de mulheres puérperas, clinicamente sadias. Nenhuma delas
apresentava febre ou evidéncias de mastite e seus recém-nascidos eram de termo,
sauddveis e se encontravam internados em sistema de alojamento conjunto.

Essas amostras foram obtidas simultaneamente entre 15 e 30 dias apds o parto. As
amostras de leite foram coletadas por ordenha manual, pela manha, no intervalo entre duas
mamadas. Essas amostras foram utilizadas pelos projetos de N° CEP 137/03 e de N° CEP
194/04. Ambos os processos foram aprovados pelo Comité de Etica em Pesquisa da
Universidade Federal de Uberlandia.

As amostras de sangue e de leite foram centrifugadas a 500 g por 10 minutos a 4°C
(Sorvall RC 5C Plus, EUA). Aliquotas das amostras de soro foram imediatamente
estocadas a -20°C até o momento dos ensaios. Apds centrifugacao, a por¢cao gordurosa foi
retirada da superficie utilizando-se pipetas e imediatamente desprezada, sendo que as
aliquotas também foram estocadas a -20°C até a realizacao dos testes.

Das amostras coletadas foi possivel a andlise 98 amostras de soro, por meio dos
ensaios de imunofluorescéncia indireta e ELISA, para a deteccdo de IgG, IgM e IgA anti-
T. gondii.

Das amostras de leite coletadas foi possivel serem analisadas em paralelo com 89
amostras de soro pelos ensaios IFI e ELISA para a deteccao de IgG, ao passo que para a
deteccao de IgM e IgA foi possivel parear 87 amostras de soros e de leite. Isso foi devido
ao volume insuficiente de algumas amostras, pois estas foram também utilizadas para a

padronizacao dos testes.
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Para a realizacao dos testes IFI e ELISA nas amostras de soros, foram utilizadas
amostras independentes de soros sabidamente reativas para 7. gondii. No inicio dos
ensaios, nao se dispunham de amostras de leite reativas para os testes IFI e ELISA, as
quais foram obtidas durante a realizacdo destes testes. Apds realizacdo dos testes por
titulagcdo em bloco do antigeno, conjugado e diluicdo das amostras, determinaram-se as
condi¢des 6timas dos ensaios e a selecdo das amostras de referéncia reativas de leite que
apresentaram maior reatividade no IFI e no ELISA. Como amostras de referéncia nao
reativas, foram selecionadas trés amostras de leite que ndo apresentaram reatividades nos
dois ensaios. Estas amostras de referéncias selecionadas foram submetidas também ao
teste Western-blot, sendo confirmada a reatividade e a ndo reatividade determinada pelo

IFI e ELISA.

4.2 - ELISA indireto

O ensaio ELISA indireto no soro foi realizado conforme descrito por Mineo;

Camargo; Ferreira (1980).

Para a padronizacdo do teste ELISA no leite, diferentes dilui¢des das amostras, dos

conjugados e diferentes tempos de incubacao, foram previamente avaliados.

Microplacas ELISA (poliestireno ou polivinilcloreto) foram sensibilizadas com 50
uL de antigeno soluvel de 7. gondii (extrato sonicado) da cepa RH na concentracdo de 10
pg/ml em tampdo carbonato-bicarbonato 0,06M, pH 9,6. Em seguida as placas foram

incubadas a 4°C por 18 horas.

Apo6s esse periodo as placas foram lavadas por trés vezes com PBS contendo
Tween 20 (PBS/T) a 0,05% e a seguir adicionou-se 50 uL. de soro nas diluicdes 1:64 (para

deteccao de IgG e IgM) e 1:16 (para deteccao de IgA) em PBS/T acrescido de 5% de leite
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desnatado (Molico, Nestlé). Para as amostras de leite, as placas foram bloqueadas com

PBS/T a 0,05% e adicionou-se 50 uLL das amostras na dilui¢ao 1:5 (IgG, IgM e IgA).

As placas foram incubadas a 37°C durante 1 hora para as amostras de leite ou soro,
sendo a seguir novamente lavadas como anteriormente descrito para posterior adi¢ao de 50
uL do conjugado (anti-IgG, anti-IgA ou anti-IgM humanas marcadas com peroxidase)
(Sigma, St. Louis, EUA). As dilui¢des 6timas foram determinadas em 1:2000 para IgG e
IgM e 1:500 para IgA para as amostras de soros. Dilui¢des 6timas de 1:1000 para IgG,

1:2000 para IgM e 1:500 para IgA foram determinadas para as amostras de leite.

As placas foram novamente incubadas por 1 hora a 37°C, sendo a seguir lavadas
como anteriormente descrito e volumes de 50 uL do substrato enzimatico foram
adicionados as placas. O sustrato foi preparado misturando-se 10 uL de H,O, a 30% com 5
mg de OPD (ortofenilenodiamina), diluidos em 5 mL de tampao citrato-fosfato 0,1 M (pH
5,0). Ap6s 10 a 15 minutos a temperatura ambiente em camara escura, a reagdao foi
interrompida com H,SO4 2N. A leitura foi realizada em leitor de microplacas com filtro de

492nm.

O valor do cut off foi definido pela média aritmética acrescida de trés desvios

padrao (DP), das densidades Opticas com trés amostras de referéncia ndo-reativas.

Os valores foram expressos como Indice ELISA (IE) que foi calculado pela

aplicacdo da seguinte férmula:
IE = (absorbancia da amostra testada/cut off).

As amostras cujos Indices ELISA resultaram em valores maiores ou iguais que 1,3

foram consideradas reativas.
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4.3 - Imunofluorescéncia Indireta
O teste de Imunofluorescéncia indireta nas amostras de soros foi realizado

conforme descrita por Figueiredo e colaboradores (2001).

Para padronizacdo do teste de imunofluorescéncia indireta nas amostras de leite,
diferentes dilui¢cdes das amostras de leite, dos conjugados e diferentes tempos de
incubag¢ao foram previamente avaliados.

As laminas contendo antigenos fixados (taquizoitas formolizados de T. gondii)
foram adicionados volumes de 10 uL das amostras de soro e de leite, incluindo-se as
amostras reativas e nao-reativas, diluidas em PBS. As dilui¢des 6timas determinadas para
as amostras a serem testadas foram de 1:16 para IgG e IgM e 1:8 IgA nas amostras de
soro e 1:2 para IgG, IgM e IgA nas amostras de leite.

Ap6s 30 minutos de incubag@o para amostras de soro e 45 minutos de incubacao
para as amostras de leite a 37°C em camara imida, as laminas foram lavadas trés vezes,
por 5 minutos em PBS. Depois da secagem em temperatura ambiente, adicionou-se igual
volume dos conjugados, constituidos de anticorpos anti-IgG, anti-IgA ou anti-IgM
humanas marcados com isotiocianato de fluoresceina, diluidos em PBS e azul de Evans.
Foram determinadas as diluicdes 6timas de 1:80 para IgG, 1:40 para IgM e 1:20 para IgA
para as amostras de soro e as dilui¢cdes de 1:30 para IgG e IgM e 1:10 para IgA para as
amostras de leite. Decorridos 30 minutos de incubacdo para as amostras de soros e 45
minutos de incubagdo para as amostras de leite a 37°C em camara timida, as 1aminas foram
lavadas como anteriormente descrito e montadas em glicerina alcalina pH 8,5. As reagdes
foram avaliadas em microscopio de imunofluorescéncia (Olympus, Tokyo, Japao). Foram
considerados resultados positivos somente amostras que apresentaram fluorescéncia em

torno de toda a membrana plasmdtica externa do 7. gondii.
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4.4 - Western-blot

Antigenos soluveis de 7. gondii foram submetidos a eletroforese em gel de
poliacrilamida na concentracdo de 12% contendo dodecil sulfato de sédio (SDS-PAGE),
como descrito por Laemmli (1970), sendo as fracdes obtidas transferidas dos géis para
membranas de nitrocelulose, conforme método descrito por Towbin; Staehelin; Gordon

(1979).

O teste de Western-blot foi realizado em todas as amostras de soro e de leite que
apresentaram resultados discordantes nos testes IFI e ELISA. Tiras de nitrocelulose
contendo o antigeno de 7. gondii foram bloqueadas com 1000 uL de PBS/T a 0,05%
acrescidas de 5% de leite desnatado por 2 horas em temperatura ambiente sob agitacao
lenta. Amostras de soros foram a seguir adicionadas na diluicao 1:50 em PBS/T a 0,05%,
acrescidos de 1% de leite desnatado. As amostras de leite foram testadas na dilui¢ao de 1:5
em PBS/T a 0,05%. Ap6s periodo de incubacdo de 18 horas a 4°C, as membranas foram
lavadas em PBS/T a 0,05% por seis vezes durante 5 minutos cada lavagem. Apds a
realizacdo deste procedimento, as membranas foram incubadas com conjugado (anticorpos
anti-IgG ou anti-IgA ou anti-IgM humanas marcados com peroxidase) (Sigma, St. Louis,
EUA) nas dilui¢des 6timas de 1:2000 para IgG, 1:1500 para IgM e 1:500 para IgA para as
amostras de soro e de leite. Incubou-se por 2 hs a temperatura ambiente e procedeu-se a
nova série de lavagens como anteriormente descrito, sendo a reagdo foi revelada com o
produto FAST-DAB (Sigma, St Louis, EUA), dissolvendo-se uma pastilha de 3,3’

diaminobenzidina e uma pastilha de H,O, em 5 mL de 4gua destilada.

O critério de reatividade tanto para as amostras de soros como para as amostras de
leite foram estabelecidas baseando-se na deteccdo de anticorpos dirigidos contra o
antigeno imunodominante TgSAG-1 (p30) presente na superficie de formas taquizoitas de

T. gondii.
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4.5 - Analise estatistica

O aplicativo Graph Pad Prism 4.0 (GraphPad Software Inc, San Diego, USA) foi
utilizado para a anélise dos dados e para a apresentacdo dos resultados obtidos na forma de

gréaficos.

Comparagdes entre os niveis de anticorpos IgG, IgM e IgA anti-T. gondii

determinados pelo ELISA foram analisados segundo o teste ¢ de Student.

Correlacdes entre as diferentes classes de anticorpos (IgG, IgM e IgA anti-T.

gondii) foram analisadas pelo teste de correlagido de Pearson e curvas de regressao linear.

As porcentagens de reatividades dos anticorpos pertencentes as diferentes classes

foram comparadas por meio do teste qui-quadrado e do teste exato de Fisher.

As diferengas foram consideradas significativas para os valores de p < 0,05.

4.6 — Normas de Biosseguranca

Todos os procedimentos de coleta, manuseio de material biolégico e utilizacdo de
equipamentos seguiram as normas de biosseguranca descritas por Chaves-Borges e Mineo

(1997).
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5- RESULTADOS

5.1 - Deteccao de anticorpos IgG, IgM e IgA pelo ensaio de IFI

A presenca de IgG especifica anti-T. gondii foi detectada em 59 (60,2%) amostras
de soro e em 8 (9,0%) amostras de leite, de um total de 98 amostras de soro e 89 amostras
de leite analisadas (Tabela 1). Houve diferenca estatisticamente significante entre os

resultados obtidos nos dois grupos analisados por este ensaio (p < 0,0001).

Detectou-se IgM especifica em 2 amostras de soro (2,0%) e em 2 amostras de leite
(2,3%), de um total de 98 amostras de soro e 87 amostras de leite (Tabela 1), ndo havendo

diferenca significante na comparacao entre estes resultados (p > 0,05).

Presenca de IgA especifica foi evidenciada em 24 (24,5%) amostras de soro de um
total de 98 e 22 (25,3%) amostras de leite de um total de 87 (Tabela 1), também néo
havendo diferenca estatisticamente significante na comparacdo entre estes valores (p >

0,05).

5.2 - Concordancia dos ensaios IFI e ELISA

Das 98 amostras de soro analisadas, os resultados foram concordantes em 84
(85,7%) amostras na deteccao de IgG anti-T.gondii, 85 (86,7%) na detec¢do de IgM e 73
(74,4%) na deteccdo de IgA. Foram discordantes em 14 (14,3%) amostras de soro para
IgG especifica, em 13 (13,2%) na deteccdo de IgM e em 25 (25,5%) na detec¢cdo de IgA

(Tabela 2).

Considerando-se um total de 89 amostras de leite analisadas para a deteccdo de

IgG, foram concordantes 52 (58,4%) amostras e discordantes 37 (41,6%) (Tabela 2).
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Tabela 1. Deteccdo de anticorpos das classes IgG, IgM e IgA anti-T. gondii, pelo ensaio de
imunofluorescéncia indireta (IFI), em amostras de soro e leite provenientes de

puérperas do municipio de Uberlandia — MG, no periodo 2003-2005.

Classes de anticorpos Amostras de soro Amostras de leite
anti-7. gondii n (%) n (%)
IegG 59 (60,2) 8 (9,0)
IgM 2 (2,0) 2(2,3)
IgA 24 (24.5) 22 (25,3)
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Tabela 2. Resultados comparativos obtidos nos ensaios imunoenziméticos (ELISA) e

imunofluorescéncia indireta (IFI) para a detec¢do de anticorpos das classes IgG,

IgM e IgA anti-T. gondii, em amostras de soro e leite provenientes de puérperas

do municipio de Uberlandia — MG, no periodo 2003-2005.

Classes ELISA/ IF1 ELISA/ IFI
de anticorpos
anti- 7. gondii Concordantes Discordantes
n (%) n (%)
+/+ -/- +/- +/-
Soro
IeG 54 (55.1) 30 (30,6) 9 (9,2) 56,1
IeM 0 (0) 85 (86,7) 11 (11,2) 2 (2,0
IgA 7 (7,1) 66 (67,3) 8 (8,2) 17 (17,3)
Leite
IeG 8 (9,0) 44 (49.4) 37 (41,6) 0(0)
IgM 2 (2,3) 59 (67.8) 26 (29.9) 0 (0)
IgA 19 (21,8) 36 (41,4) 29 (33,3) 3 (34
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Da andlise das 87 amostras de leite utilizadas na deteccao de IgM e de IgA, foram
concordantes 61 (70,1%) amostras para IgM e 55 (63,2%) para IgA. Foram discordantes
26 (29,9%) amostras de leite para a detec¢do de IgM e 32 (36,7%) para a deteccdo de IgA

(Tabela 2).

5.3 - Concordancia positiva entre os ensaios IFI, ELISA e Western-blot

O emsaio Western-blot foi utilizado como um teste confirmatério quando foram
encontrados resultados discordantes entre o ELISA e o IFI. A Figura 1 mostra um WB
representativo realizado com amostras de soros (Figura 1A) e amostras de leite (Figura

1B), identificando-se a reatividade para os antigenos imunodominantes de 7. gondii.

Das 98 amostras de soros analisadas, 56,1% foram concordantes positivas para a
deteccao de IgG anti-T. gondii, sendo 54 amostras concordantes positivas para os ensaios
IFI e ELISA. Dentre as 14 amostras discordantes, apenas uma foi confirmada positiva pelo

Western-blot (Figura 1A).

Nao houve nenhuma concordancia positiva para a detec¢io de IgM, sendo que das
13 amostras discordantes nenhuma foi confirmada positiva pelo Western-blot (Figura 1A).
Observou-se uma concordancia positiva de 20,4% para a deteccao de IgA, sendo 7
amostras concordantes positivas para IFI e ELISA e 13 confirmadas positivas pelo
Western-blot (Tabela 3). A reatividade para IgG anti-7. gondii foi o evento mais freqiiente

dentre as amostras de soros (p < 0,0001).

Em relacdo as amostras de leite, das 89 amostras analisadas para a deteccdo de IgG
especifica, 8 foram concordantes positivas para IFI e ELISA, e das 37 discordantes, 33
confirmadas positivas pelo Western-blot (Figura 1B), resultando numa concordancia

relativa de 46,1% (Tabela 3).
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A. Soro

IgG IgM IgA M,
— 66
— 45

TgSAG-3 —» e
TeSAG-1 —» & — 59
TgSAG-2 —» " — 20

P+ P- 1 2 3 4 P+ P- 5 6 7 8 P+ P- 9 10 11 12

B. Leite IgG IgM IgA M,

- — 66
— 45

TgSAG-3 —»

TgSAG-1 —» - — 29

TgSAG-2 —» — 20

P+ P- 13 14 15 16 P+ P-17 18 19 20 P+ P- 21 22 23 24

Figura 1. Western-blot realizado com antigeno solivel de 7. gondii para a deteccdo de anticorpos
das classes IgG, IgM e IgA representativo de um conjunto de amostras de soro (A) e leite (B)
provenientes de puérperas do municipio de Uberlandia — MG, no periodo 2003-2005.
Reatividade para os principais antigenos imunodominantes do parasito e 0s respectivos pesos
moleculares de referéncia em kDa estdo representados. Amostras discordantes representadas de

1 a 24 , p+ e p- representam respectivamente padrdes positivos e negativos.
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Tabela 3. Freqiiéncia absoluta (n) e relativa (%) da reatividade de anticorpos das classes IgG,
IgM e IgA anti-T. gondii em amostras de soro e leite provenientes de puérperas do
municipio de Uberlandia — MG, no periodo 2003-2005, obtidas nos ensaios

imunoenzimaticos (ELISA) , imunofluorescéncia indireta (IFI) e Western-blot

(WB).
Classes de Numero de Resultados Resultados WB* Total
anticorpos ~ amostras  concordantes® discordantes”
anti- n (%) n (%) n (%) n (%)
T. gondii
Soro
IgG 98 54 (55,1) 14 (14,3) 1(1,0) 55(56,1)
IgM 98 0(0) 13 (13,3) 0(0) 0(0)
IgA 98 7(7,1) 25 (25.5) 13 (13,3) 20(20,4)
Leite
IgG 89 8(9,0) 37 (41,6) 33 (37,1) 41 (46,1)
IgM 87 2(2,3) 26 (29,9) 4 (4,6) 6 (6,9)
IgA 87 19 (21,8) 32 (36,8) 22(25,3) 4147,1)

* Resultados concordantes obtidos por ELISA e IFT;

® Resultados discordantes obtidos por ELISA e IFI;

¢ Resultados positivos obtidos por WB dentre as amostras com resultados discordantes em ELISA/IFT,

¢ Nimero total de amostras reativas, que inclui o nimero de amostras que apresentaram resultados
concordantes pelo ELISA e IFI, acrescido do niimero de amostras com resultados positivos no WB.
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Das 87 amostras de leite analisadas para a deteccdo de IgM e IgA, 2 foram
concordantes positivas para I[gM nos testes IFI e ELISA, e das 26 discordantes, 4 foram
confirmadas positivas pelo Western-blot (Figura 1B) com uma concordancia relativa de

6,9% (Tabela 3).

Houve uma concordancia positiva de 47,1% para a deteccdo de IgA, sendo que 19
foram concordantes positiva para IFI e ELISA, e das 32 discordantes, 22 foram

confirmadas positivas pelo Western-blot (Tabela 3).

Assim, ndo houve diferencga estatisticamente significante quando se comparou as
freqii€ncias de reatividades para IgG e IgA (p > 0,05) nas amostras de leite, mas ambos

isotipos foram significativamente mais freqiiente do que o isotipo IgM (p < 0,05).

5.4-Associacao de amostras de soro e leite

Das amostras de soro e leite, parearam-se 89 amostras para a detec¢ao de IgG e 87
para a deteccdo de IgM e IgA. Desse total obteve-se a associagdo de 79 (88,7%) amostras
para a deteccdo de IgG anti-T. gondii, 81 (93,1%) para IgM e 52 (59,7%) para a detec¢do

de IgA (Tabela 4).

Nao houve associagdo em 10 (11,2%) amostras para a deteccao de IgG especifica,
em contraposicdo a 6 (6,9%) para IgM e em 35 (40,2%) amostras para a deteccao de IgA

(Tabela 4).

Foi demonstrado que nao houve diferenca estatisticamente significante na detec¢cao
de IgG especifica ao T. gondii quando se comparou os resultados obtidos entre as amostras
de soro e leite (p > 0,05), enquanto os isotipos IgA e IgM mostraram taxas maiores de

ocorréncia no leite do que no soro (p < 0,0001).
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Tabela 4. Freqiiéncia absoluta (n) e relativa (%) obtidas na deteccdo de anticorpos das

classes IgG, IgM e IgA anti-T. gondii associando-se amostras de soro e leite,

provenientes de puérperas do municipio de Uberlandia — MG, no periodo 2003-

2005, a partir dos ensaios imunoenzimdticos (ELISA), imunofluorescéncia

indireta (IFI) e Western-blot (WB).

Classes de SORO/ LEITE SORO/ LEITE
anticorpos
anti-
T. gondii Associacao Nao Associacao
n (%) n (%)
+/+ -/- +/- -/+
IgG 40 (44,9) 39 (43.,8) 9 (10,1) 1 (1,1)
IgM 0(0) 81 (93,1) 0(0) 6 (6,9)
IgA 11 (12,6) 41 (47,1) 5 (5,7) 30 (34,5)
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5.5-Deteccao simultinea de anticorpos IgG, IgM e IgA especificos no soro e no leite

pelos ensaios ELISA, IFI e Western-blot

Das 96 amostras de soros analisadas pelos ensaios ELISA, IFI e confirmadas pelo
Western-blot, nenhuma amostra foi simultaneamente positiva para os anticorpos IgG, IgM
e IgA anti-T. gondii e 40 (41,7%) foram simultaneamente negativas para as trés classes de

anticorpos especificos (Tabela 5).

Foram simultaneamente positivas para IgG e IgA 16 (16,6%) amostras de soro e
simultaneamente negativas para IgM e IgA 36 (37,5%) amostras. Apenas 4 (4,2%)
amostras de soros foram positivas somente para IgA. Nenhuma amostra foi positiva
somente para IgM e nem simultaneamente positiva para IgG e IgM, e IgM e IgA (Tabela

5).

Considerando-se 85 amostras de leite analisadas, somente 2 (2,3%) foram
simultaneamente positivas para IgG, IgM e IgA anti-T. gondii, e 28 (32,9%) foram

simultaneamente negativas para as trés classes de anticorpos especificos (Tabela 5).

Somente 4 (4,7%) amostras de leite foram simultaneamente positivas para IgM e
IgA, 22 (25,9%) positivas para IgG e IgA, 16 (18,9%) positivas apenas para IgG e 13
(15,3%) simultaneamente negativas para IgG e IgM. Nenhuma amostra foi positiva

somente para IgM e nem simultaneamente positiva para IgG e IgM (Tabela 5).

ComparacOes entre os resultados observados nas amostras de soro e leite
demonstraram que a reatividade de IgG ao T. gondii foi mais freqiiente nas amostras de
soros (p < 0,0001), enquanto que a reatividade de IgA foi mais freqiiente nas amotras de
leite (p < 0,0001). Todavia, quando ambos isotipos estavam presentes, nao houve

diferenca significante quando foram comparadas as amostras de soro e leite (p > 0,05).
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Tabela 5. Freqiiéncia absoluta (n) e relativa (%) obtidas na deteccao simultanea ou nao dos
anticorpos das classes IgG, IgM e IgA anti-T. gondii em amostras de soro e leite,
provenientes de puérperas do municipio de Uberlandia — MG, no periodo 2003-
2005, a partir dos ensaios imunoenzimdticos (ELISA), imunofluorescéncia

indireta (IFI) e Western-blot (WB) .

Amostras de soro Amostras de leite
IgG/IgM/IgA n (%) n ( %)
+++ 0(0) 2 (2,3)
++/- 0(0) 0 (0)
+/-1+ 16 (16,6) 22 (25,9)
-1+/+ 0(0) 4 (4,7)
+/-/- 36 (37.5) 16 (18,9)
- 0(0) 0(0)
-/-1+ 4 4,2) 13 (15,3)
-/-1- 40 (41,7) 28 (32,9)
Total 96 (100) 85 (100)
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5.6-Deteccao de anticorpos especificos pelo ELISA

As médias das concentragdes de IgG, IgM e IgA anti-7. gondii nas amostras de
soros expressas em indice ELISA (I.LE) foram respectivamente de 5,96 (IC 95%: 4,82-
7,10), de 0,79 (IC 95%: 0,71-0,86) e de 0,85 (IC 95%: 0,74-0,96) (Figura 2A). Niveis de
anticorpos IgG foram significantemente mais altos do que os encontrados para IgM ou

IgA (p < 0,0001).

Nas amostras de leite as médias das concentracdes de IgG, IgM e IgA anti-T.
gondii expressas em indice ELISA (L.E) foram respectivamente de 2,50 (IC 95%: 1,88-
3,12), de 1,22 (IC 95%: 1,00-1,45) e de 1,86 (IC 95%: 1,54-2,19) (Figura 2B). Nao houve
significancia estatistica entre os niveis de IgG e IgA (p > 0,05), embora os niveis de
ambos isotipos fossem significantemente maiores que os niveis de IgM (p < 0,002 e p <

0,001, respectivamente).

5.7-Correlacao entre os niveis de anticorpos especificos no soro

Os dados de correlacdao entre os niveis de anticorpos especificos nas amostras de
soros estdo demonstrados na Figura 3. Todas as correlacdes obtidas entre os niveis de

anticorpos detectados nas amostras de soros analisadas foram positivas.

A Figura 3A mostra os indices de correlagdes positivas entre os niveis de IgG e
IgM (r = 0,40) (p < 0,0001). Também foi positivo o indice de correlacdo obtido entre os
niveis de IgG e IgA (r = 0,53) (p < 0,0001) (Figura 3B). Como demonstrado na Figura 3C,

observou-se uma correlag@o positiva entre os niveis de IgA e IgM (r = 0,49) (p < 0,0001).
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Figura 2. Niveis de anticorpos IgG, IgM e IgA anti-T. gondii, mensurados em indices

ELISA (IE), em amostras de soro (A) e leite (B) provenientes de puérperas do
municipio de Uberlandia — MG, no periodo 2003-2005.
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Figura 3. Correlacdo entre as classes de anticorpos IgG, IgM e IgA anti-T. gondii, em
amostras de soros provenientes de puérperas do municipio de Uberlandia — MG, no

periodo 2003-2005. (A) IgG vs IgM; (B) IgG vs IgA; (C) IgA vs IgM.
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5.8-Correlacao entre os niveis de anticorpos especificos no leite

Os dados de correlacdo entre os niveis de anticorpos encontrados para as amostras
de leite estdo demonstrados na Figura 4. Nao foram observadas correlagdes positivas entre
os niveis de IgG e IgM (r = 0,72) (p > 0,05) e de I1gG e IgA (r = 0,73) (p > 0,05) (Figuras
4A e 4B, respectivamente). Por outro lado, como demonstrado na Figura 4C, houve um

correlagcdo positiva somente entre os niveis de IgA e IgM (r = 0,45) (p < 0,0001).

5.9-Correlacao entre os niveis de anticorpos especificos no soro e no leite

Os dados de correlacdo entre os niveis de anticorpos encontrados nas amostras de

soros e de leite estdo demonstrados na Figura 5.

Houve correlacio positiva somente entre os niveis de IgG especifica anti-7. gondii

nas amostras de soro e leite (r = 0,53) (p < 0,0001) (Figura 5A).

Nao foi observada correlagdo positiva entre os niveis de IgM especifica (r = 0,10)
(p > 0, 05) (Figura 5B), assim como também nao se observou correlagio positiva entre os

niveis de IgA especifica (r = 0,01) (p > 0,05) (Figura 5C).
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Figura 4. Correlac@o entre as classes de anticorpos IgG, IgM e IgA anti-7T. gondii, em
amostras de leite provenientes de puérperas do municipio de Uberlandia — MG, no

periodo 2003-2005. (A) IgG vs IgM; (B) 1gG vs IgA; (C) IgA vs IgM.
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6- DISCUSSAO

No presente estudo investigou-se a presenca de anticorpos pertencentes as classes
IgG, IgM e IgA anti-T. gondii paralelamente em amostras de soro e de leite de puérperas
da cidade de Uberlandia-MG, utilizando-se os ensaios imunoenzimaticos ELISA, IFI e
Western-blot.

Analisando-se os resultados obtidos pelos testes IFI, verificou-se que o nimero de
amostras de soro positivas para IgG anti-7. gondii foi significativamente maior do que o
nimero de amostras positivas de leite. Pode-se inferir a partir destes resultados que, para a
deteccao desta classe de anticorpo em amostras leite, o ensaio IFI provavelmente nao seja
um teste de escolha, uma vez que os seus resultados possam estar sendo influenciado por
algum efeito inibitério que o presente trabalho ndo foi capaz de identificar.

Anticorpos da classe IgG foi o isotipo mais freqiientemente detectado nas amostras
de soro. No leite, esse anticorpo foi encontrado em proporc¢des semelhantes ao anticorpo
IgA. Portanto, nossos resultados sugerem que provavelmente a maioria do isotipo IgG é
transferido do plasma para a glandula mamadria. No entanto, o mesmo ndo pode ser
inferido em relagdo ao isotipo IgA, devido ao baixo grau de correlacdo deste isotipo
encontrado entre as amostras de soro e de leite.

Os resultados do presente estudo permitem deduzir que provavelmente os
anticorpos do isotipo IgA sdo seletiva e mais rapidamente transferidos do plasma para as
glandulas mamadrias. Esta hipdtese estd em consonancia com o trabalho descrito por
Chardes et al (1990) que teve como objetivo a deteccao de IgG, IgM e IgA em amostras
de soro e de leite de camundongos infectados por 7. gondii, utilizando-se um ensaio
ELISA modificado.

Em um trabalho prévio, onde se comparou os niveis de anticorpos das classes IgG

e IgA em amostras de soro e de saliva, foi demonstrado que, ao contrario, os niveis de
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anticorpos IgA anti-T. gondii presentes na saliva reflete basicamente niveis similares aos
encontrados para este isotipo nas amostras de soro, enquanto que o mesmo nao foi
demonstrado em relacdo a presenca do isotipo IgG anti-7. gondii nestes dois fluidos
organicos (LOYOLA et al, 1997). Ao se comparar os resultados obtidos por estes autores
com aqueles obtidos no presente estudo, pode-se inferir que provavelmente possa haver
uma seletividade isotipo dependente no processo de transferéncia de anticorpos do soro
para as glandulas salivares e mamarias.

Pareando-se as amostras de soro e leite e considerando-se os testes
imunoenzimaticos ELISA, IFI e Western-blot, detectou-se IgG em 44,9% das amostras,
mostrando que a IgG no soro pode ser secretada no leite. Esses resultados também foram
encontrados no trabalho de Azab et al. (1992), onde foi utilizado apenas o teste IF1. De
acordo com estes autores, baixos niveis de IgG do soro secretados no leite pode ser um
fator protetor para o lactente.

Tem sido descrito que anticorpos especificos anti-7. gondii sdo protetores mediante
a transferéncia passiva em animais experimentalmente infectados, sugerindo que
anticorpos da classe IgA possa ter um papel fundamental de protecdo evitando transmissao
do parasito por via intestinal (VAN DE PERRE, 2003).

Considerando-se a deteccdo simultanea de IgG, IgA e IgM anti-T.gondii em uma
mesma amostra, observou-se que para a maioria das amostras de soro e de leite houve
uma predominancia de anticorpos IgG, enquanto que para as amostras de leite houve um
predominio dos anticorpos das classes IgG e IgA concomitantemente. A maior ocorréncia
de IgG e IgA anti-7. gondii nas amostras de soro e de leite pode estar relacionada ao
reconhecimento de vdrios antigenos em comum pelas duas classes de anticorpos, como foi

previamente descrito no trabalho de Partanen et al. (1984) utilizando-se um Western-blot.
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Em nosso estudo, por meio do Western-blot foi possivel identificar anticorpos nas
amostras de soro e leite dirigidos contra antigenos imunodominantes de 7. gondii: Tg Sagl
(p30), Tg Sag2 (p22) e Tg Sag3 (p43). No trabalho de Chardes et al. (1990), ficou
demonstrado que os anticorpos presentes em amostras de soro e de leite também
reconheceram os antigenos imunodominantes p30 e p43. De acordo com estes autores,
muitos dos antigenos reconhecidos por anticorpos da classe IgA presentes no leite foram
também detectados por anticorpos da classe IgG.

Anticorpos IgG e IgA do leite reagem com os antigenos imunodominantes do
parasito, sendo esse fato também observado tanto em amostras de secrecao intestinal como
no soro, sugerindo que aparentemente a producao de anticorpos em um determinado local
possa apresentar atividade bioldgica em outros compartimentos do organismo infectado
(CHARDES et al, 2005; PARTANEN et al, 1984).

Anticorpos do leite materno formam uma camada na superficie mucosa intestinal
da crianga, levando a uma prote¢do contra varios tipos de patégenos. A transferéncia de
anticorpos especificos anti-7. gondii através do leite materno pode proteger o lactente
(AZAB et al, 1992; VAN DE PERRE, 2003 ). Em adultos, anticorpos IgA podem ser
sintetizados por um ano ou mais, e além disso, sdo de menor valor diagndstico em
infecc¢oes recentes (MONTOYA ; LIESENFELD, 2004).

A deteccao de anticorpos IgM anti-7.gondii como um marcador sorolégico que
possa ser definido como aquele isotipo cuja sintese aumenta rapidamente nas primeiras
semanas de infeccdo, depois declina e desaparece, continua a ser um grande desafio para
os sorologistas e clinicos. Isto porque com freqiiéncia sdo identificados casos de falsos
resultados positivos e falsos resultados negativos, devido a diversidade da reposta imune
dos hospedeiros infectados. No presente trabalho, nenhuma amostra de soro e leite

analisada foi considerada simultaneamente reativa para o isotipo IgM. Estes resultados
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muito provavelmente indicam que nenhuma das amostras analisadas possa ser considerada
como provenientes de mulheres puérperas com infec¢ao recente de 7. gondii.

Todavia, observou-se que seis amostras isoladas de leite foram consideradas
reativas para o isotipo IgM. Até o presente, ndo € possivel afirmar que os niveis séricos de
IgM nao foram mensurdveis devido ao fato de que este isotipo possa ter sido transportado
do plasma para a glandula mamaria, como j4 foi descrito em modelos animais (GITLIN et
al, 1976; FRENYO et al, 1987). Alternativamente, estes resultados podem estar
diretamente relacionados a ocorréncia de resultados falso-positivos nas amostras de leite, o
que nunca foi descrito anteriormente.

Resultados falso-positivos e a persisténcia de titulos positivos, mesmo anos apés o
inicio da infecgdo, limitam a correta interpretacdo dos resultados obtidos em testes com
anticorpos IgM (MONTOYA; LIESENFELD, 2004). Resultados de testes comerciais
utilizados para detectar anticorpos IgM em laboratdrios algumas vezes apresentam altas
taxas de resultados falso-positvos, que pode atingir percentagens de até 60%. O que tem
sido sugerido é a combinacdo de vdrios testes para aumentar a acuracidade dos resultados.

No presente estudo, o Western-blot foi empregado como um teste confirmatério.
Devido ao alto grau de discordancia obtido entre as amostras de leite nos testes ELISA e
Imunofluorescéncia, pdde-se tomar uma posicdo em relagdo aos resultados falso-positivos
por meio do teste Western-blot.

Baseando-se no fato de que anticorpos anti-7. gondii possam ser eficientemente
transferidos do leite materno para o lactente, e que ndo ha dados suficientes que
comprovem a transmissdo de 7. gondii pelo leite, sugere-se que a amamentacao ndo deve
ser descontinuada dentre as maes soropositivas, uma vez que este fluido organico contém
anticorpos de diferentes is6tipos com atividade biolgica contra este parasito, o que pode

ter um efeito protetor relevante.
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7- CONCLUSOES

1. Os ensaios ELISA, IFI e Western-blot apresentam limiares de deteccao diferentes,

quando amostras de soro e de leite sdo analisadas paralelamente;

2. Os limiares de detec¢do destes ensaios sao isotipo e fluido organico dependentes,
sendo que o menor limiar de detec¢ao foi observado para a detec¢do de IgG em

amostras de leite pelo ensaio IFI;

3. Anticorpos IgG e IgA anti-T. gondii puderam ser detectados simultaneamente ou

ndo nas amostras de soro e de leite por meio destes imunoensaios;

4. Houve uma freqii€ncia maior em relacdo a presenca de anticorpos IgG nas amostras
de soro estudadas, enquanto que as freqiiéncias de anticorpos IgG e IgA foram

similares nas amostras de leite estudadas.

5. Anticorpos da classe IgM foram detectados em seis amostras de leite estudadas,
sendo que nenhuma amostra de soro foi considerada reativa para este isotipo,
sugerindo que a deteccdo deste isotipo neste fluido organico também pode causar
os mesmos resultados falsos positivos das amostras reativas encontradas em

amostras de soros.

39



8- RESUMO

2

Toxoplasma gondii é um parasito intracelular obrigatério que € capaz de infectar
muitas espécies pelo mundo. E estimado que um bilhdo de pessoas seja infectado no
mundo todo. A soroprevaléncia da infeccdo por Toxoplasma gondii em mulheres e
criangas varia entre 4% a 100%. O objetivo deste estudo foi detectar anticorpos IgG, IgM
e IgA anti- Toxoplasma gondii e comparar a frequéncia destes isotipos nas amostras de
soro e leite de mulheres puérperas em Uberlandia, MG, Brazil. Amostras de soro e leite
foram obtidas simultaneamente entre 15 e 30 dias apés o parto. As amostras foram
testadas por enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA), imunofluorescéncia indireta
(IFT) e Western - blot (WB) para detectar anticorpos IgG, IgM e IgA anti - T. gondii.
ELISA foi usado como teste de triagem, seguido por IFI, e amostras que apresentaram
resultados discordantes para esses dois imunoensaios foram testadas por WB, utilizado
como um teste confirmatdrio.Os anticorpos IgG e IgA foram detectados em 56,1% e
20,4%, respectivamente, nas amostras de soro. Os anticorpos IgG e IgA combinados
foram detectados em 46,1% e 47,1% , respectivamente, nas amostras de leite. Nenhuma
amostra foi reativa para IgM, isolada ou associada a outro isotipo.Considerando a falta de
dados para provar a transmissdo de 7. gondii através do leite materno em humanos, e o
fato de que maes infectadas podem transferir eficientemente anticorpos de diferentes
isotipos para crianga através do leite, € proposto que a amamentagdo deve ser continuada.
No presente estudo, anticorpos IgG e IgA foram detectados em amostras de soro e leite. O
anticorpo IgG foi o isotipo mais frequentemente detectado em amostras de soro e leite
seguido pelo anticorpo IgA, com uma ocorréncia significativamente menor. Nas amostras
de leite, anticorpos IgA e IgG foram detectados em propor¢des semelhantes.

Palavras-chave: IgG; 1gM; IgA; Leite; Toxoplasma gondii
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9- ABSTRACT

Toxoplasma gondii is an obligate intracellular parasite that is able to infect many
species throughout the world. It is estimated that plus one billion of people are infected
worldwide. Seroprevalence of Toxoplasma gondii infection in women at childbearing age
ranges from 4% to 100%. The aims of the present study were to detect IgG, IgM and IgA
antibodies against Toxoplasma gondii and to compare the frequency of these antibody
isotypes in serum and breast milk samples from lactating women in Uberlandia, MG,
Brazil. Specimens of serum and breast milk were obtained simultaneously from each one
between 15 and 30 days postpartum. Specimens were assayed by enzyme-linked
immunosorbent assay (ELISA), indirect fluorescent antibody test (IFAT) and Western blot
(WB) assay to detect IgG, IgM and IgA antibodies to 7. gondii. ELISA was used as
screening test, followed by IFI, and samples that presented discordant results were then
assayed by WB as confirmatory test.The IgG and IgA antibodies were detected in 56,1%
and 20,4%, respectively, in serum samples. The IgG and IgA combined were detected in
46,1% and 47,1% , respetively, in milk samples. No sample was reactive for IgM, lonely
or with other isotype.Considering the lack of data to prove 7. gondii transmission through
maternal milk in humans and the fact that infected mothers can efficiently transfer
antibodies from different isotypes to the child through the milk, it can be proposed that
breast feeding should not be discontinued. In the present study, the IgG and IgA antibodies
were detected in serum and milk samples. The IgG antibody was the most frequent isotype
detected in serum samples followed by IgA in a significant lower occurrence. For milk
samples, however, both IgA and IgG antibodies were detected in similar proportions.

Keywords: 1gG; IgM; IgA; Milk; Toxoplasma gondii
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ANEXO 1

PARECER DO COMITE DE ETICA EM PESQUISA N° 194/04
Registro CEP: 140/04

Projeto Pesquisa: “Avaliagdo de tripeptideos e tetrapeptideos dos componentes 1g SAG-1,
TgMIC-1 e Tg MIC-4 de toxoplasma gondii na deteccdio de anticorpos das classes IgM,
IgA e IGG em amostras de soro de pacientes com toxoplasmose aguda e animais
experimentalmente infectados”.

Pesquisador Responsével: José Roberto Mineo

De acordo com as atribuigdes definidas na Resolugdo CNS 196/96, o CEP manifesta-se pela
aprovagiio ética do projeto de pesquisa proposto. N

Situagio: Projeto aprovado.

Uberlandia, 03 de setembro de 2004.
A

= /
D(KMM o Mol
Prof. Dr./Alcino, do Bonella
Coorgfcnador do' CEP/UFU
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ANEXO II

PARECER DO COMITE DE ETICA EM PESQUISA N* 137/03

U berlandix 07 de outubro de 2005

liotat Srofa)
Protgay Drecay Jubia Maru Costa Crus

Presadotay Professor(al
S
O Comué de Faca em Pesguiaa da Unieeradade Tedera!
APROVOU o paeto de pesqusa 7 Diagnastico Imunoparasitelogico  da
Fstrongiloidinse através de amostras pareadas de feses. soro ¢ de leite huniino de
pucrperas” protocolado sob o numero 9122003, do gaal M Nu fizure como pesquisadan

ae UUherhindia examimaou

responsavel. para ser desenvolvido a partir desta diti

Peol’ D1 Alcino Fdurdo Bonella
Caoordenador do CHP URL
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ANEXO III

PARECER DO COMITE DE ETICA EM PESQUISA N° 294/05
Registro CEP: 140/04
Projeto Pesquisa: “Avaliacdo de tripeptideos e tetrapeptideos dos componentes
TgSAG-1, TgMIC-1 e TgMIC-4 de Toxoplasma gondii, na detecgio de anticorpos

das classes IgM, IgA e IgG em amostras de soros de pacientes com toxoplasmose
aguda e animais experimentalmente infectados”

Pesquisador Responsavel: José Roberto Mineo

De acordo com as atribuicbes definidas na Resolugdo CNS 196/96, o CEP
manifesta-se pela aprovagéo do adendo ao projeto.
Situagdo: Projeto aprovado

Uberlandia, 25 de outubro de 2005.

Jr ( (J/ .y (‘/f [ ¢
WeAnrer g o= HEe g4 Code N, /U'}:’%'C;{U;

Profa. Dra. Sandra Terezinha de Farias Furtado
Coordenadora do CEP/UFU

50



