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RESUMO

Toxoplasma gondii € um parasita intracelular obrigatério que pode infectar 0 homem e animais
homeotérmicos. Nosindividuosimunocompetentes ainfecgo é geralmente assintomética, osprincipais
grupos atingidos gravemente pel adoenca sdo osindividuosimunodeprimidos e as gestantes que adquirem
a infec¢do durante a gestag@o. Neste trabalho foram analisadas 1485 amostras de soros de mulheres
atendidas narede publicade salide da grande S&o Paul o, durante o periodo de janeiro de 2001 ajulho de
2005. A deteccéo de anticorpos |gG anti-T.gondii foi realizada por meio de ensaio imunoenzimético
(ELISA) e atécnicalmunofluorescéncia Indireta (IFAT) foi utilizada para detecgé@o de anticorpos IgM
e 1gG anti- T.gondii. Das amostras analisadas 57,10% apresentaram anticorpos IgG anti-T.gondii, e
1,95% possuiam anticorpos especificos da classe IgM. Os inquéritos epidemiol dgicos realizados no
Brasil demonstraram que aa soropreval énciade anticorpos |gG anti-T. gondii varia de 40 a80%, o que
corroboram com os dados obtidos no presente estudo. Existe a necessidade de estudos que identifiquem
astaxas de preva éncianasvériasregidesbrasileiras, com o intuito deimplantar trabalhos deinformacéo
e conscientizag&o da populagéo para diminuicdo do risco de infecgdo congénita por T. gondii.

Palavr as-chave. Toxoplasma gondii, toxoplasmose, sorologia, 1gG, IgM.

ABSTRACT

Toxoplasma gondii isan obligatory intracellular parasite that can infect man and homoeothermic animals.
Inimmunocompetent individualstheinfection is generally asymptomatic, the foremost groups seriously
affected by theinfection are theimmunocompromised and the pregnant women who acquire theinfection
during pregnancy. In this survey were analyzed 1485 serum samples from women attended at public
health network of Sao Paulo metropolitan region during the period of January 2001 to July 2005. The
detection of 1gG antibody anti-T.gondii wasrealized by enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA),
both IgG and IgM antibodies were detected by immunofluorescent antibody technique (IFAT). Among
the samples analyzed 57.10% presented 1gG antibody anti-T. gondii and IgM antibody was detected in
1.95% individuals. Previous epidemiologic studies performed in Brazil demonstrated an IgG anti—T.
gondii antibody seropreval ence varying from 40% to 80%, which corroborate with the date of the present
investigation. Thereisthe necessity of the studies to estimate the T. gondii infection prevalence ratein
several Brazilian regions, in order to establish adevel oping health education strategies, and information
programs for population to decreased congenital infection risk.

K ey wor ds. Toxoplasma gondii, toxoplasmosis, serology, 1gG, IgM.
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INTRODUCAO

Toxoplasma gondii é um protozoéario parasita
intracelular obrigatdrio, pertencente ao filo Apicomplexa,
classe Sporozoa, subclasse Coccidia e ordem Eucoccidiat
gue pode infectar o homem e uma ampla variedade de
animais domésticos e selvagens?. Os felinos sédo os
hospedeiros definitivos do T. gondii, € no intestino desses
animais que ocorre a reproducéo sexuada e a liberacdo de
oocistos nas fezes que ao serem ingeridos junto com agua
ou alimentos por mamiferos e aves, liberam os esporozoitos
no intestino. Estes apos invaséo celular transformam-se em
taguizoitos que disseminardo no organismo e formar&o os
bradi zoitos e conseqlientemente cistos teciduais que poder&o
permanecer nos seus hospedeiros por longos periodos®4. Os
felinos e outros animais poderdo se infectar pela ingestdo
de carne contaminada, fechando o ciclo. O parasita, apesar
de infectar com fregiiéncia o homem, causa geralmente
doencga benigna, sendo a toxoplasmose ocular um dos
agravos em individuos imunocompetentes®. Pacientes
imunodeprimidos, como portadores do virus HIV e
transplantados podem sofrer doenca severalevando inclusive
ao 6bito®’. Outro grupo que pode ser atingido gravemente
peladoenca sdo os fetos de mées que nuncativeram contato
com o parasita, quando isto ocorre pode levar ao aborto ou
causar lesBes irreversiveis no feto, conhecidas como tétrade
de Sabin®°. Naregido metropolitana de S&o Paulo, Brasil,
estima-se que devam nascer cerca de 230 a 300 criangas
infectadas por ano®, mas a preval éncia de anticorpos anti-
T. gondii no Brasil évariavel e depende daregido, habitos e
fatores socio-econémicos. O presente trabalho tem como
objetivorelatar asituacdo do perfil datoxoplasmose, através
das técnicas de Imunofluorescéncia (IFAT) e Ensaio
imunoenzimético (ELISA), das pacientes atendidas narede
publica de salde do estado de S&o Paulo.

MATERIAL E METODOS

Amostra de sangue

Foram analisadas 1485 amostras de soros de mulheres
atendidas narede plblicade salide dagrande S&o Paul o, durante
0 periodo de janeiro de 2001 a julho de 2005.

T. gondii

Os parasitas utilizados foram taquizoitos da cepa RH,
que sdo mantidos rotineiramente na Se¢do de Parasitoses
Sistémicas do Instituto Adolfo Lutz, por meio de passagens
sucessivas em camundongos Swiss (n&o isogénicos) com o
peso variando entre 20 e 22gramas, por meio de lavagem do
periténio com solugdo salina ou salinatamponada com fosfato
—NaCl 0,15M/tampéo fosfato de sédio 0,01M pH 7,2 (PBS)
e subsequenteinécul o intraperitoneal (i.p.) emnovosanimais
ou sendo mantido em estabilato de nitrogénio liquido.
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Imunofluorescénciaindireta (IFAT)®

Os parasitas coletados do peritdnio dos camundongos
foram centrifugados a800g durante 10 minutos, 0 sobrenadante
desprezado e o preci pitado suspenso em formol 2% tamponado
com fosfato de sodio 0,02M pH 7,2, permanecendo em estufa
a 37°C por 30 minutos. A seguir, o material foi novamente
centrifugado a800g, o sobrenadante desprezado e o precipitado
suspenso em PBS. Em [&minas limpas, era adicionado 20ul
(1.10* parasitas) do preparado em cada orificio dalamina de
imunofluorescéncia. Apbs secagem cuidadosa, aslaminasforam
mantidas a—20°C até o momento do uso.

Para cada amostra de soro foram preparadas cinco
diluicdes paralgG (1/16, 1/256, 1/1024, 1/2048 e 1/4096) e
duas paralgM (1/4 e 1/32) atitulo de triagem. Nas amostras
positivas paralgM foi aplicado em cada amostra o reagente
para remover o fator reumat6ide (Chemicon®), realizando
dez diluigdes (1/10, 1/20, 1/40, 1/80, 1/160, 1/320, 1/640,
1/1280, 1/2560 e 1/5120). A diluic¢&o do soro foi depositada
em cada orificio da lamina de fluorescéncia em PBS,
contendo taquizoitos formolizados e aderidos; seguiu-se
incubacdo em camara Umida por 30min a 37°C. Apos a
primeira incubagdo, as |&minas foram lavadas duas vezes
em PBS por 10min. Em seguida, cada orificio foi recoberto
com soro anti-1gG ou anti-IgM humano, produzido em cabra
e conjugado ao | sotiocianato de Fluoresceina-FITC (Biolab-
Merieux), diluido em solucéo de Azul de Evans 0,01% em
PBS, com incubag&o a 37°C, ao abrigo da luz, por 30min.
As mesmas foram novamente lavadas duas vezes em PBS
por 10min, para remocéo do excesso de conjugado, secas e
montadas com preservativo (Glicerol-PBS 9:1) sob laminula
paraobservacdo. A observacéo foi realizada em microscopio
de epifluorescéncia com lampada de mercario de 100V
(Nikon Eclipse E400), com sistema de filtros para
fluoresceina, sendo considerada positiva a diluicdo em que
0s taqui zoitos apresentassem uma clara fluorescéncia verde
na membrana celular, contra o fundo vermelho das formas
coradas pelo Azul de Evans. O titulo foi considerado amaior
diluicdo de soro com reacéo positiva.

Ensaio Imunoenzimatico - EL 1 SA™?

Placas de 96 pocos (Multiwell Plate/polystyrene -
Sigma®) foram sensibilizadas com 100ul de antigeno na
concentracdo de 1ug/ml em tampéo carbonato 0,1M pH
9,0 durante 12 - 18h a 4°C. A seguir, foram lavadas com
PBS + 0,02% Tween 20 (Sigma®) (PBST) + leite desnatado
0,3% (PBSTL) e incubadas com PBSTL por 1 hora em
camara Umida a temperatura de 37°C, para bloqueio de
eventuais sitios inespecificos de ligagdo. Apos novo ciclo
de lavagens com PBSTL, foram adicionadas as amostras
de soro, 100ul/cavidade, diluidos a 1:500 em PBSTL e
incubadas a 37°C em camara Umida por 1 hora. Apds novo
ciclo de lavagens com PBSTL, acrescentou-se conjugado
de coelho anti-lgG humano (Sigma®), conjugado a
peroxidase (100ul/cavidade), na dilui¢do 1/3.000 em
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PBSTL. As placas foram incubadas por 1 hora a 37°C em
camara Umida, seguida de novo ciclo de lavagens com
PBST. A reacdo foi revelada pela adicéo de 100ul/cavidade
de solucéo cromogénica OPD (o0 — phenylenediamine 1mg/
ml, H,0, 0,03% em Tampéo fosfato - citrato 0,2 M pH 5.0).
Ap6s 30 minutos, as reagdes foram interrompidas pela
adicdo de HCI 4N (50ul/cavidade). A densidade 6ptica
(D.O.) foi obtida por leitura a 492nm em leitor de
microplacas (L absystems Multiskan M S).

RESULTADOS

Osresultados demonstraram que 57,10%, ou seja, 848
das 1485 pacientes atendidas no periodo apresentaram
anticorpos |gG anti-T.gondii detectados por ELISA. Todas as
amostras analisadas por ELISA foram tituladas por meio de
Imunofluorescéncia Indireta e houve concordancia entre
ambas as técnicas.

A porcentagem de amostras positivas para anticorpos
I1gG anti-T. gondii por ano, entre 2001 e 2005 foi sempre
superior a 50%, como demonstrado na Figura 1.
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Figura 1. Distribui¢do anual das 848 amostras positivas de

mulheres atendidas na rede publica de salde de Sdo Paulo,

positivas paraanticorpos 1gG anti-T. gondii, no periodo de 2001

a 2005, detectados por ELISA e IFAT.

2001 2002

Quando as amostras positivas sdo distribuidas por faixa
etaria, pode-se observar um aumento da porcentagem de
positividade conforme a faixa etaria, com incidéncia anual de
0,6 £ 0,11% (Figura 2).

Foram detectadas por IFAT 1,95% (29 pacientes) com
anticorpos IgM. NaFigura 3 foram correl acionados os titulos
de anticorpos anti-T. gondii IgM com os da classe 1gG,
demonstrando parte das paci entes que apresentaram anticorpos
IgM possuiam altos titulos de anticorpos IgG e outra parte
titulos baixos.
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Figura 2. Distribuic8o por faixa etéria das 848 amostras
positivas de mulheres atendidas na rede publica de salde de
S0 Paulo, positivas para anticorpos 1gG anti-T. gondii, no
periodo de 2001 a 2005, detectados por ELISA e IFAT.
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Figura 3. Titulos de anticorpos anti-T. gondii IgM (29
pacientes) correl acionados com os daclasse | gG das pacientes
atendidas narede publicade salide no periodo de 2001 a 2005,
detectados por IFAT.

DISCUSSAO

Inquéritos no Brasil tém mostrado que a taxa de
anticorpos IgG anti-T. gondii varia de 40 a 80%*141516, o que
corroboram os dados obtidos em nossos ensaios, que
verificaram a presenca de anticorpos em 57,10% das amostras
analisadas. Quando é realizada a distribui¢do anual das
amostras positivas para anticorpos anti-T. gondii 1gG,
verificamos que em todos 0s anos a porcentagem foi sempre
superior a 50%. Trabalhos anteriores demonstraram uma
soropreval éncia de anti corpos especificos contra T. gondii de
58,9% na regido metropolitana de S&o Paul o, indicando que
provavel mente ndo ocorreu variagdo da soropreval éncianessa
regido. Dessaformaesse estudo reafirmaque aprevalénciada
toxoplasmose em nosso meio é consideravel mente alta tanto
guanto em outras éreas do palis, outros autores relataram que
entre 50 a 80% das mulheres brasileiras em idade fértil
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apresentam anticorpos 1gG anti-T. gondii’”. Naindiaum recente
estudo encontrou soroprevaléncia de anticorpos 1gG anti-
T.gondii de 45%? e em paises da Europa central tém-se
demonstrado que ataxa de positividade em mulheres naidade
fértil por T. gondii é de 37 a 58%°. As possiveis explicagdes
paraessas el evadas taxas de prevalénciano Brasil e no mundo
€ provavelmente o contato com fatores derisco como ambientes
contaminados por oocistos, proximidade com felinos,
inadequado consumo alimentar de carne mal cozidae cruaea
falta de costumes adequados de higieng?#11922.23,

Além disso, identificou-se uma relagdo de aumento da
prevaéncia de anticorpos anti-T. gondii nos soros conforme o
aumento da idade das pacientes, indicando que a idade € um
fator de risco e este ja foi demonstrado em varios estudos
realizados nos Estados Unidos, Europa, indiaeAméricas2242:19,

Neste trabalho 1,95% das amostras apresentaram
anticorpos|gM anti-T. gondii, demonstrando um importante risco
de infec¢do aguda nas mulheres, o que aumenta as chances da
transmissdo vertical e consequentemente de toxoplasmose
congénita. Tem se relatado que a infecgdo aguda na gravidez
varia entre 0,06 a 1,4%, sendo que 15% das infecgdes intra-
uterinas resultam em morte fetal e 80% dos que nascem
desenvolvem algum tipo del tardia?®. Quando éredlizadaa
correlacdo de anticorposIgM com osdaclasse | gG anti-T.gondii
verificamos que nas amostras positivas para IgM uma grande
parte apresentou altos titul os de anticorpos da classe IgG o que
pode caracterizar infec¢do aguda, enquanto uma parcela possui
titulos baixos destes anticorpos 0 que possivelmente pode
caracterizar que ainfecgdo esta se tornando cronica?”?2,

De acordo com os dados obtidos, acredita-se que o
continuo monitoramento datoxoplasmose através de inquéritos
sorol Ggicos éimportante paraaverificacdo dataxade prevaléncia
nasvériasregidesdo pais, havendo anecessidade de desenvolver
trabal hos deinformag&o e conscientizag@o das mulheresemidade
fértil edapopulagdo como um todo paraos eventuaisproblemas
de salde que a toxoplasmose pode gerar. Isso acarretara na
identificac8o dainfeccdo aguda em mulheres gestantes, no seu
inicio, paraque sgjarealizado os cuidados pré-natais, o tratamento
correto se necessario, assim evitando lesdes ao feto.
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