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PAGLIARI, Sthefany. Avaliacdo do antigeno recombinante ROP2 do Toxoplasma gondii no
ensaio imunoenzimatico para deteccio de anticorpos IgG e IgM em soro humano. 2013. 57 f.
Dissertacao (Mestrado Ciéncia Animal) — Universidade Estadual de Londrina, 2013.

RESUMO

O Toxoplasma gondii ¢ um parasito intracelular obrigatorio de distribuicdo mundial que possui a
capacidade de invadir uma enorme variedade de hospedeiros tendo os Felideos como hospedeiros
definitivos. O homem pode adquirir a infeccdo por meio da ingestdo de oocistos esporulados
presentes no meio ambiente, ingestao de cistos teciduais e pela via transplacentaria. A transmissao
congénita ocorre quando a mae se infecta pela primeira vez durante o periodo da gestagdo, na
maioria das vezes apresenta-se assintomatica e tem o diagnostico da infeccdo confirmado por
exames imunologicos para pesquisa de anticorpos especificos contra o 7. gondii. A elevada
sensibilidade dos métodos imunologicos disponiveis atualmente, como o enzimaimunoensaio de
captura de IgM ou quimioluminescéncia, trouxe a realidade da presenca de anticorpos IgM anti-7.
gondii residuais, que pode leva-la a interpretagdo incorreta no diagnostico final. Diante disso, o
presente trabalho teve como objetivo avaliar o emprego da proteina recombinante de roptrias
ROP2 de T. gondii (rROP2) em um ensaio imunoenzimatico (ELISA) indireto para a detec¢ao de
anticorpos especificos das classes IgM e IgG contra este antigeno em amostras de soro humano e
comparar os resultados obtidos com o antigeno rROP2 aos obtidos com antigeno total solivel do
T. gondii (ELISA-STAg), na imunofluorescéncia indireta (IFI) e quimioluminescéncia (CMIA) .
Foram avaliadas amostras de soro divididas em quatro grupos, de acordo com o perfil de
anticorpos obtidos nos métodos de IFI e CMIA para deteccdo de IgG e IgM anti-7. gondii e
avidez de IgG. No grupo I foram incluidas 72 amostras compativeis com a fase aguda; no grupo
II, 207 amostras compativeis com fase cronica; grupo III, com 110 amostras de individuos nao
expostos ao 7. gondii e grupo IV, com 21 amostras de pacientes com diagnostico de outras
doengas infecciosas ou autoimunes. Na deteccdo de anticorpos IgM anti-7. gondii pelo ELISA-
rROP2 IgM, foi encontrada positividade de 94,3% (67/71) no grupo I e de 62,2% (99/159) em
amostras do grupo II. Na deteccdo de anticorpos IgG anti-7. gondii pelo ELISA-rROP2, as
amostras do grupo I apresentaram positividade de 72,2% (52/72) e as amostras do grupo II
apresentaram 77,2% (122/158) de positividade. No ELISA-rROP2 IgG, apenas as amostras do
grupo IV, com outras doengas ndo relacionadas ao 7. gondii, foram discriminadas. Quando os
resultados obtidos foram comparados com a CMIA, a ELISA rROP2 IgM apresentou 92,5% de
sensibilidade e 38,3% de especificidade. Quando os resultados obtidos foram comparados com a
IF1, o ELISA rROP2 IgG apresentou 75,6% de sensibilidade e 33,3% de especificidade e quando
comparado com a CMIA, o ELISA rROP2 IgG apresentou 75,2% de sensibilidade e 32,9% de
especificidade. O método de CMIA foi capaz de detectar um maior nimero de amostras com
reatividade aos anticorpos IgG anti-7. gondii do que a IFI, apresentando sensibilidade de 99,2%,
especificidade de 82,7% e concordancia kappa de 0,86. Os resultados obtidos indicam que a
CMIA mostrou -se capaz de caracterizar, de forma clara, as diferentes fases da infecgdo pelo T.
gondii, sendo mais sensivel que a IFI. Os resultados demonstraram que o ELISA-rROP2 fornece
positividade para ambas as fases de infeccao (aguda e cronica). No entanto, na determinagdo dos
niveis de anticorpos IgM pelo ELISA-rROP2, observou-se uma diferenga significativa nos niveis
de IgM entre os grupos de amostras de infecao aguda versus cronica (p< 0,0001) e aguda versus
negativo (p< 0,0001), demonstrando, portanto, uma maior afinidade por anticorpos pertencentes a
fase aguda da infecgao.

Palavras-chave: 7. gondii. Diagndstico soroldgico. Roptrias. Antigeno recombinante. ROP2.
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ABSTRACT

Toxoplasma gondii is an obligate intracellular parasite whose distribution is worldwide. It has
the capacity to invade an enourmous variety of hosts, and the felids are its definitive hosts.
Humans can get infected through ingestion of environmental sporulated oocysts, ingestion of
tissue cysts, and via the transplacental route. Congenital transmission occurs when the mother
gets infected for the first time during pregnancy. Mostly, the pregnant remains asymptomatic
and the infection diagnose can be confirmed by immunological tests which detect specific T.
gondii antibodies. However, the high sensitivity of available immunological tests, such as
IgM-capture enzyme linked immunoassay (ELISA) or chemilunescence (CMIA), leaded
reality of the presence of residual IgM anti- 7. gondii antibodies, which induce wrong
interpretation at final diagnose. Given this situation, this study had as aim to assess the use of
T. gondii ROP2 rhoptry recombinant proteins (rROP2) at an indirect ELISA for the detection
of specific IgM and IgG antibodies against this antigen on human sera samples and to
compare the results obtained with the ELISA- rROP2 with those obtained with soluble
antigen of 7. gondii (ELISA-STAg), IFI, and CMIA. Sera samples were divided into four
groups according to the profile of antibodies obtained in the methods of IFI and CMIA for
detection of IgG and IgM anti- 7. Gondii and IgG avidity. Group I comprised 72 samples with
the acute phase, group II consisted of 207 samples with chronic phase, group III comprised
with 110 samples from individuals not exposed to 7. gondii, and group IV, 21 samples from
patients with other diseases infectious or autoimmune diseases. Regarding IgM antibody anti-
T. gondii by ELISA-rROP2, the positivity was 94.3% (67/71) in the group I and 62.2% (99
/159) in the group II. . For the detection of IgG anti-7. gondii by ELISA-rROP2, the
seropositivity was 72.2% (52/72) in the group I, and 77.2% (122/158) in the group II. In
ELISA-rROP2 for IgG detection, only samples of group IV, with non T.gondii-associated
diseases, were discriminated. When the results obtained for the detection of IgM using
ELISA-rROP2 were compared with the CMIA, the sensitivity was 92.5% and the specificity
was 38.3%. When the results for detection of IgG were compared with IFI, the ELISArROP2
showed 75.6% of sensitivity and 33.3% of specificity; and when compared to CMIA, ELISA-
rROP2 showed 75.2% of sensitivity and 32.9% if specificity for IgG anti-7. gondii. The
CMIA method was able to detect a larger number of positive IgG anti-7. gondii samples than
IF1, with sensitivity of 99.2%, specificity of 82.7%, and kappa of 0.86. Results indicate that
the CMIA is able to characterize clearly the different stages of 7. gondii infection and is more
sensitive than the IFI. Results showed that ELISA-rROP2 antigen was positive for both
phases of infection (acute and chronic). However, in determining the levels of IgM by
ELISA-rROP2, there was a significant difference in IgM levels between acute and chronic
infection groups (p<0.0001), and between acute and negative groups (p< 0.0001), showing,
therefore, a higher antibody affinity belonging to the acute than chronic phase of infection.

Keywords: 7. gondii. Sorodiagnosis. Rhoptry. Recombinant antigen. ROP2.
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1 REVISAO DE LITERATURA

1.1 INTRODUCAO

A toxoplasmose ¢ uma zoonose causada pelo Toxoplasma gondii, parasito
intracelular obrigatorio, de distribuigdo mundial e que acomete animais endotérmicos
(NICOLLE, MANCEAUX, 1909; DUBEY, BEATTIE, 1988). A infec¢do possui alta
prevaléncia soroldgica e, no Brasil, a prevaléncia da infec¢do em humanos ¢ elevada,
chegando a 100% em algumas regides. Estes dados podem variar entre areas geograficas
dentro do mesmo pais e até em grupos étnicos de uma mesma regido; no entanto, os casos de
doenga clinica sdo menos frequentes (DUBEY et al., 2006). Condi¢cdes ambientais, habitos
culturais e a propria fauna constituem alguns dos fatores que podem explicar essa
variabilidade na pevaléncia da infeccao (DUBEY, 1977).

O homem adquire a infec¢do por trés vias principais: ingestdo de oocistos
esporulados presentes no meio ambiente, ingestdo de cistos teciduais em carne crua ou mal
cozida de animais infectados e pela via transplacentaria (FRENKEL et al., 1970).

A infecgdo primaria em adultos e criangas imunocompetentes ¢ geralmente
assintomatica, causando uma infec¢ao autolimitada e com sintomas nao especificos que
raramente demandam de tratamento (REMINGTON et al., 2001). Porém, em individuos
imunocomprometidos, como aqueles em tratamento com drogas imunossupressoras ou
pacientes infectados pelo virus da imunodeficiéncia humana (HIV), a toxoplasmose
geralmente resulta da reativacao de uma infecgdo pregressa e afeta, principalmente, o sistema
nervoso central (MARTINO et al., 2000).

A transmissdo congénita do 7. gondii ocorre na primo-infeccdo durante a
gestacdo e a gravidade das sequelas no feto pode variar de acordo com o periodo gestacional
em que ocorre a infec¢ao aguda (DUBEY, 1977; DESMONT et al., 1985), viruléncia da cepa
do parasito, a capacidade da resposta imunoldgica da gestante além da forma infectante e
quantidade de inoculo do parasito (DESMONTS; COUVREUR, 1974). Menos comumente
pode ocorrer a transmissdo congénita em mulheres cronicamente infectadas que té€m
comprometimento importante do sistema imunoldgico durante o periodo gestacional
(REMINGTON et al., 2001). Nas gestantes, o diagnostico precoce da infec¢ao pelo 7. gondii
e o tratamento antiparasitario adequado podem reduzir a gravidade das sequelas ao feto

(FOULON et al., 1994).
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A maioria dos recém-nascidos infectados congenitamente ¢ assintomatica;
no entanto, se nao tratados durante o primeiro ano de vida, muitos desenvolverao sequelas
meses ou anos apds o nascimento (MCAULEY, 1994). Os sintomas classicos da
toxoplasmose congénita sdo hidrocefalia, coriorretinite, calcificacdo cerebral e retardo mental,
conhecidos como Tétrade de Sabin, que podem ndo se manifestar na infincia ou na fase
adulta (SABIN, 1942).

O diagnostico da toxoplasmose tem maior importancia médica em detectar a
transmissdo do parasito via placenta da mae para o seu feto e a deteccdo da reativacdo da
infecgdo cronica em individuos imunocomprometidos (REMINGTON; THULLIEZ;
MONTOYA, 2004; SENSINI, 2006; HOLEC et al., 2007).

Com o objetivo de se obter um diagnostico mais preciso da infec¢do, bem
como a determinacdo da fase da infec¢do, diversos métodos laboratoriais tém sido
desenvolvidos. Como auxilio na determinag¢do da infec¢do aguda, utiliza-se a detecg¢do de
anticorpos IgM especificos anti-7. gondii;, entretanto, a interpretacdo do resultado IgM
reagente ¢ complicada pela persisténcia dessa imunoglobulina por mais de 18 meses apds a
infeccdo recente e pela possibilidade de resultado reagente mesmo que o individuo ja nao
esteja mais na fase aguda da infeccdo quando se empregam os testes de elevada sensibilidade
atualmente disponiveis (JONES et al., 2003; WILSON; MCAULEY, 1999). A elevada
sensibilidade de métodos como o enzimaimunoensaio (ELISA) de captura de IgM ou
quimioluminescéncia, trouxe a realidade da presenca de anticorpos IgM anti-7. gondii

residuais, que leva a interpretacdo incorreta no diagndstico final.

1.2  HISTORICO

O protozoario 7. gondii foi primeiramente encontrado no bago, figado e
sangue de um pequeno roedor popularmente conhecido como gondi (Ctenodactylus gundi),
descrito por Nicolle e Manceaux em 1908, no Instituto Pasteur da Tunisia, Norte da Africa,
sendo denominado de Leishmania gondii (NICOLLE; MANCEAUX, 1909). Ao mesmo
tempo e independentemente, Splendore isolou o parasito de um coelho mantido no Instituto
Bioloégico de Sao Paulo, Brasil, e o denominou de Toxoplasma cuniculli (SPLENDORE,
1909). Somente no ano seguinte ocorreu a adequagdo da nomenclatura que, baseada nas
caracteristicas morfologicas, ficou denominado como 7. gondii, parasito pertencente ao filo
Apicomplexa, cujo género ¢ derivado do grego toxon (arco) e plasma (molde), devido ao seu

formato curvado e crescente (NICOLLE; MANCEAUX, 1909).
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A primeira descricdo da infeccdo por 7. gondii em humanos ocorreu na
cidade de Praga, em uma crianga de 11 meses que faleceu com hidrocefalia congénita,
microftalmia e presenca de cistos oculares (JANKU, 1923). Em 1927, Torres encontrou lesdes
no sistema nervoso central, coragdo e musculo esquelético e a presenca de um parasito
intracelular em uma menina recém-nascida na cidade do Rio de Janeiro, Brasil
(GUIMARAES, 1943). Somente no ano de 1939, a infecgdo congénita foi descrita por Wolf,
Cowen e Peige, como causa da morte de uma menina com um més de vida que desenvolveu
convulsdes e coriorretinite em ambos os olhos e o parasito 7. gondii foi isolado de animais
inoculados com material da medula espinhal e cortex cerebral apds a necropsia da mesma. No
ano de 1940, os autores Pinkerton ¢ Weinman foram os primeiros a descreverem a doenga em
um adulto de 22 anos, do Peru, e um ano depois, Pinkerton e Henderson relataram outros dois
casos em adultos com idade entre 40 a 50 anos em Saint Louis, Missouri. Esses foram os
primeiros relatos de toxoplasmose em adultos com auséncia de sinais neuroldgicos (WEISS;
DUBEY, 2009).

Somente apods a introdugdo da técnica sorologica desenvolvida por Albert
Sabin e Feldman Herry, o teste do corante, que se tornou possivel a realizacdo de estudos
epidemioldgicos sobre a real incidéncia da infeccao pelo 7. gondii no homem e a prevaléncia

mundial desta infeccao (SABIN; FELDMAN, 1948).

1.3 O AGENTE

1.3.1 Taxonomia e Biologia do 7. gondii

Segundo Levine (1977, 1980) o T. gondii ¢ um protozoario pertencente ao
filo Apicomplexa, classe Sporozoa, familia Sarcocystidae, subfamilia Toxoplasmatinae,
género Toxoplasma (NICOLLE; MANCEAUX, 1909) e espécie Toxoplasma gondii
(NICOLLE; MANCEAUX, 1909). E um parasito intracelular obrigatério que possui a
capacidade de invadir uma enorme variedade de células, tecidos e hospedeiros; porém,
somente os membros da familia Felidae (gatos domésticos e felideos selvagens) sdo os
hospedeiros definitivos do parasito, podendo excretar at¢ 100.000 oocistos/g de fezes no
periodo de uma a duas semanas durante a primoinfeccao (FRENKEL et al., 1970).

Este parasito apresenta ciclo biologico heteroxeno envolvendo trés formas
infecciosas: 1) os taquizoitas (livres ou em grupos) encontrados na fase aguda da infecg¢ao

como forma proliferativa capaz de invadir todas as células nucleadas do hospedeiro; 2) os
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bradizoitas (presente nos cistos teciduais) presentes em varios tecidos na fase cronica da
infeccdo; e 3) os esporozoitas (presente nos oocistos) que sdo produzidos nas células

intestinais dos felideos (figura 1) (HILL; DUBEY 2002).

Figura 1 —Estagios morfologicos do Toxoplasma gondii.

. -
(A) Taquizoitas circulantes. As setas apontam taquizoitas individuais em forma crescente, enquanto as cabegas
de seta apontam taquizoitas em divisdo; (B) Cistos teciduais em corte de musculo esquelético. A seta esta
apontando para a fina parede do cisto, enquanto as cabecas de seta estdo apontando para bradizoitas no seu
interior; (C) Cisto tecidual separado dos tecidos do hospedeiro por homogeneizacdo de cérebro infectado. A
parede do cisto estd apontada pela seta, enquanto centenas de bradizoitas no seu interior estdo apontados pela
cabeca de seta; (D) Esquizonte com alguns merozoitas (cabeca de seta) presentes em tecido intestinal de gato
infectado; (E) Gameta masculino com dois flagelos (setas) presente em tecido intestinal de gato infectado; (F)
Oocisto ndo esporulado eliminado nas fezes de gato infectado. Sua parede ¢ formada por duas camadas (seta)
circundando uma massa central unica; (G) Oocisto esporulado com uma parede mais fina (seta maior), dois
esporocisto (cabega da seta). Cada esporocisto contém quatro esporozoitas (seta menor), ndo totalmente focados
nesta figura.

Fonte: Hill e Dubey (2002).

O ciclo biolégico do T. gondii envolve duas fases, uma assexuada (ou extra-
intestinal) e uma sexuada (ou enteroepitelial) (figura 2). Na fase assexuada, apos a ingestao de
cistos ou dos oocistos, ocorre a liberagao dos bradizoitas ou esporozoitas por degradagao
enzimdtica e as formas infectantes sdo liberadas no limen intestinal que invadem os
enterocitos do tecido dos hospedeiros e transformam-se em taquizoitas, por endodiogenia,

multiplicando-se localmente e se disseminando por todo o organismo pela via hematogénica
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(DUBEY et al., 1998). Em aproximadamente duas semanas, com o desenvolvimento da
imunidade do hospedeiro, os taquizoitas se confinam no citoplasma das células em cistos,
fazendo com que a taxa de multiplicacdo do parasito diminua, dando origem a tltima geracao
destes que sdo os bradizoitas (MARTINS, 2003). A resposta imunoldgica do hospedeiro
destréi os taquizoitas, mas os bradizoitas ficam protegidos pelo cisto intracelular e
permanecem vidveis, por muitos anos, em estado latente.

Nos felideos, além da fase assexuada, ocorre também a fase sexuada no
epitélio do intestino delgado desses animais por um processo denominado esquizogonia
seguido de gametogonia. No interior dos enterdcitos, os parasitos aumentam de tamanho,
transformam-se em esquizontes, reproduzem-se € originam os merozoitas. Estes invadem
outras células epiteliais e prosseguem com o processo de multiplicagdo assexuada. O ciclo
sexuado comeca quando apos a ingestdo dos cistos teciduais, alguns merozoitas originam os
macrogametocitos e outros, os microgametocitos. Os microgametas rompem as células do
hospedeiro, atingem a luz do intestino e sao atraidos pelos macrogametas que se encontram,
no interior dos enterocitos. A fecundagdo ocorre na célula da parede intestinal, com a unido
dos dois nucleos que resultando na formacdo do ovo ou zigoto que, apos segregar a parede
cistica, dad origem ao oocisto. As células epiteliais infectadas se rompem e despejam os
oocistos no lumen intestinal que comegcam a ser eliminados com as fezes dos felideos
(DUBEY et al., 1994; MILLER, 1997). Os oocistos, entretanto, devem esporular antes de se
tornarem infectantes, processo que leva de um a cinco dias apos a excrecdo. A esporulagdo
ocorre no ambiente dependente da temperatura, oxigénio ¢ umidade (DUBEY, 1994; DUBEY
et al., 1998). Apds a maturacao, os oocistos podem permanecer, por muito tempo, viaveis no
ambiente numa temperatura entre —20°C e 37°C, desde que ndo expostos a luz solar direta

(DUBEY; FRENKEL, 1972).
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Figura 2 —Ciclo Biologico do Toxoplasma gondii

Hospedeiro definitivo
(Gato)
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transmitidos
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contaminados . JEa——
Oocistos ESporulados
Hospedeiros intermedidrios _/

Feto infectado

Principais formas de transmissdo do parasito para os hospedeiros.
Fonte: Hill e Dubey (2002).

1.3.2 Fontes de Infecgao

Muitos fatores estdo associados a ocorréncia da toxoplasmose incluindo
clima, comportamento cultural, habitos alimentares e padroes de higiene (RORMAN et al.,
2006).

A infeccao pelo 7. gondii ocorre, principalmente pelo consumo de carne
crua ou mal cozida contendo cistos teciduais viadveis e alimentos e agua contaminada pelos
oocistos esporulados provenientes das fezes dos felideos. Dubey (2004) e Dubey e Shen
(1991), afirmaram que as infec¢des causadas por oocistos esporulados, em humanos, sdo mais
graves comparadas com aquelas induzidas por cistos teciduais; porém, ainda ndo existem
testes capazes de diferenciar as fontes de infec¢cdes (GAGNE, 2001). O solo contaminado com
oocistos do 7. gondii provenientes dos gatos domésticos € uma via de transmissdo de grande
importancia epidemiologica; ja o contato com o animal ndo resulta grande perigo porque os
oocistos nao se aderem aos pelos do animal (DUBEY et al., 2006). Além da infec¢dao usual

pela ingestdo de cistos teciduais ou por oocistos esporulados, outras vias de transmissdo foram
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relatadas como transplante de 6rgdos, transmissao congénita, transfusdo sanguinea e acidentes
de laboratorio (MONTOYA; LIESENFELD, 2004).

Diversos surtos de toxoplasmose ligados a ingestdo de 4gua ndo filtrada
contaminada tém sido relatados. No Canada, em 1995, houve um subito aumento no niimero
de casos de toxoplasmose aguda, onde cerca de 100 individuos foram afetados e destes, 19
apresentaram retinite e 51 tiveram linfadenopatia. Apés o estudo e mapeamento dos casos,
concluiu-se que a provavel via de transmissao foi a d4gua fornecida pelo sistema municipal que
era apenas clorada e ndo filtrada (BOWIE et al., 1997).

O primeiro surto de toxoplasmose, relatado no Brasil, causado pela agua,
ocorreu na cidade de Santa Isabel do Ivai, no Noroeste do Estado do Parana, no final do ano
de 2001, onde um dos reservatdrios que abastecia a cidade foi contaminado por oocistos
liberados pelos filhotes de uma gata doméstica que vivia no local. Mais de 600 pessoas se
infectaram e sete mulheres gestantes soroconverteram; destas, seis bebés nasceram com
toxoplasmose congénita, um apresentou anomalia congénita grave € uma teve abortamento
espontaneo (FUNASA, 2002). Segundo Silveira (2002), a Vigilancia Sanitaria deve ficar em
alerta para a importancia da qualidade da 4gua de beber como via de transmissdo da
toxoplasmose, pois este episodio demonstrou a vulnerabilidade dos sistemas de abastecimento
de 4gua para a contaminagdo por oocistos de protozoarios.

Em levantamento realizado por Mead et al. (1999), a toxoplasmose foi a
terceira maior causa de morte atribuida a ingestdo de alimentos contaminados (21%),
perdendo apenas para a salmonelose (31%) e para a listeriose (28%). A maioria dos 6bitos por
toxoplasmose ocorreu em pacientes infectados pelo HIV. Uma pesquisa realizada pelo
Servigo de Pesquisas Economicas do Departamento de Agricultura dos Estados Unidos da
América (EUA) concluiu que metade dos casos de toxoplasmose dos EUA ¢ causada pela
ingestdo de carne contaminada. O custo desta infec¢@o foi estimado em 7,7 bilhdes de dolares
por ano, principalmente devido a toxoplasmose congénita (BUZBY; ROBERTS, 1996).

Em um estudo multicéntrico europeu, Cook et al. (2000) determinaram que
a ingestao de carne crua ou mal cozida corresponde ao principal fator de risco para a infec¢ao
em gestantes, em 30% a 63% dos casos, seguido do contato com o solo contaminado, com 6%
a 17% das infecgoes.

Outro estudo realizado por Roghmann et al. (1999), a prevaléncia de
toxoplasmose encontrada em um grupo de 105 pessoas pertencente a um grupo religioso cuja
alimentac¢do ¢ livre de carne, foi de 18%, mais baixa quando comparada a prevaléncia de 40%

obtida em um grupo controle, composto por 146 pessoas que ndo tinham restricdo a



18

alimentacdo com carne. Esta informagdo sustenta a estimativa de que, aproximadamente,
metade dos casos de exposi¢ao ao 7. gondii ¢ devido a ingestdo de carne contaminada. Carne
crua e linguica suina tipo frescal sdo, provavelmente, as principais vias de transmissdo do 7.
gondii em muitos paises, seguidas das carnes de caprinos, ovinos ¢ aves (DUBEY; TOWLE,

1986).

1.3.3 Organelas e Proteinas do 7. gondii

Todas as formas invasivas do Filo Apicomplexa possuem um Unico
complexo apical de organelas localizado na por¢ao anterior do parasito. Cada uma dessas
estruturas ¢ formada por proteinas relacionadas a invasdo, formagdo do vacuolo parasitoforo
e manuten¢do do parasito no interior da célula hospedeira (DUBEY, 1983). O T. gondii ¢ um
eucarionte, estruturalmente formado por anéis polares, condide, microtubulos, granulos
densos, micronemas, roptrias, mitocondria, reticulo endoplasmatico, complexo de Golgi,
ribossomos, reticulo endoplasmatico rugoso, microporo e o ntcleo (figura 3) (SOUZA et al.,

2010; METSIS; PETERSEN, 1995).

Figura 3 —Morfologia geral da forma taquizoita do Toxoplasma gondii.

Anéis Apicais
Condide
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(A) Representagdo esquematica. O esquema foi construido a partir de cortes aleatorios do parasito observados
em microscopia eletronica de transmissdo. (B) Corte longitudinal, onde varias das estruturas representadas em
(A) estdo assinaladas: N - nucleo, C - condide, R - roptrias, A - apicoplasto, CG - Complexo de Golgi, g -
granulo denso, seta - micronema, VP - vacuolo parasitoforo. Barra: 1pum.

Fonte: Souza et al. (2010).
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Diversas proteinas secretoras foram identificadas e associadas ao processo
de invasdo celular e estimulacdao da resposta imunolédgica do hospedeiro, tais como proteinas
de micronemas (MIC), granulos densos (GRA) e roptrias (ROP e RON).

As MIC sdo as primeiras proteinas a serem secretadas durante o contato
inicial do complexo apical do parasito com a superficie da célula hospedeira. Existe
aproximadamente uma populacdo de 100 MIC no complexo apical do 7. gondii e onze
proteinas foram identificadas cuja fun¢do ndo estd totalmente estabelecida, mas sabe-se que
estdo relacionadas a ligacdo do parasito e penetracdo na célula hospedeira (CARRUTHERS et
al., 1999; CARRUTHERS, 2002). Apos o processo de invasdo, proteinas GRA sao liberadas
no interior do vacuolo parasitéforo, onde irdo modifica-lo para a aquisi¢ao de nutrientes da
célula hospedeira (CARRUTHERS, 2002).

As roptrias sdo as unicas organelas secretoras apicais partilhadas por todos
os parasitos Apicomplexa, sdo conhecidas por estarem envolvidas na penetracdo ativa do
parasito na célula hospedeira e associadas a biogénese do vacuolo parasitoforo no qual o
parasito se multiplica intensamente, evitando a morte intracelular (DLUGONSKA, 2008).

Existem aproximadamente 8 a 12 roptrias e 29 proteinas de roptrias ja foram
descritas, das quais 24 se encontram presentes no bulbo desta organela, sendo denominadas
proteinas ROP e cinco estdo localizadas no pesco¢o da roptria, denominadas proteinas de
RON (BOOTHROYD, DUBREMETZ, 2008).

A proteina ROP2 ¢ um membro proeminente da familia das roptrias,
detectada em todos os trés estagios do parasito, € extensiva e altamente importante, encontra-
se intimamente associada com a membrana do vactolo parasitoforo e, possivelmente,
constitui uma proteina da membrana, além do fato que estas proteinas interagem entre si na
adesdo a célula do hospedeiro (BOOTHROYD; DUBREMETZ, 2008; SADAK et al.,1988).

Inumeros estudos tém reportado o uso de proteinas recombinantes para o
diagnostico soroldgico da infeccao pelo 7. gondii, (BEGHETTO et al., 2003; NIGRO et al.,
2003; BUFFOLANO et al., 2004; PIETKIEWICZ et al., 2004; MARTIN et al., 1998) nao
apenas com a vantagem da reducdo dos custos de realizacdo das técnicas como também
devido ao baixo custo na producdo dos antigenos recombinantes (PIETKIEWICZ et al.,

2004).
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2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar o emprego da proteina recombinante de roptrias ROP2 (rROP2) do
T. gondii em um ensaio imunoenzimatico (ELISA) indireto para o diagnodstico da

toxoplasmose humana.

2.2  OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Expressar e purificar a proteina rROP2 do 7. gondii a partir de
plasmideos recombinantes;

e Padronizar um ELISA indireto utilizando rROP2 para deteccdo de
anticorpos especificos IgM e IgG anti-7.gondii em amostras de soro humano obtidas na fase
aguda e cronica da infeccao;

e Comparar o desempenho diagnostico do ELISA com rROP2 com os
testes de ELISA indireto com antigeno STAg, imunofluorescéncia indireta (IFI) e

quimioluminescéncia (CMIA).
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3 ARTIGO

PAGLIARI, Sthefany. Avaliacdo do antigeno recombinante ROP2 do Toxoplasma gondii
no ensaio imunoenzimatico para deteccio de anticorpos IgG e IgM em soro humano.
2013. 63 f. dissertagdo (Mestrado Ciéncia Animal) — Universidade Estadual de Londrina,
2013.

3.1 RESUMO: Proteinas recombinantes tém sido utilizadas para o diagnostico sorologico da
infeccdo por Toxoplasma gondii para diferenciar as fases aguda e cronica da toxoplasmose.
No presente trabalho foi avaliado a viabilidade da utilizagdo do antigeno recombinante de
roptrias (ROP2) em um ensaio imunenzimatico (ELISA) indireto para a deteccdo de
anticorpos das classes IgG e IgM anti-7. gondii em soro humano e comparar os resultados
obtidos com o antigeno rROP2 aos obtidos com antigeno total soluvel do 7. gondii (ELISA-
STAg), na imunofluorescéncia indireta (IFI) e quimioluminescéncia (CMIA) . Foram
avaliadas amostras de soro divididas em quatro grupos, de acordo com o perfil de anticorpos
obtidos nos métodos de IFI e CMIA para detec¢ao de IgG e IgM anti-7. gondii e avidez de
IgG. No grupo I foram incluidas 72 amostras compativeis com a fase aguda; no grupo II, 207
amostras compativeis com fase cronica; grupo III, com 110 amostras de individuos nao
expostos ao 7. gondii e grupo IV, com 21 amostras de pacientes com diagndstico de outras
doengas infecciosas ou autoimunes. Os resultados demonstraram uma positividade para ambas
as fases de infeccao (aguda e cronica). Em amostras de soro do grupo I, o ELISA-rROP2 IgG
apresentou uma positividade de 72,2% (52/72) e sensibilidade de 75,6%. Em amostras de soro
do grupo 11, o teste de ELISA ROP2-IgG apresentou positividade de 77,2% (122/158) Para a
deteccao de anticorpos IgM anti-7. gondii, o ELIA-rROP2 apresentou uma positividade de
94,3% (67/71) no grupo I de amostras e de 62,2% (99/159) no grupo II de amostras,
resultando em uma sensibilidade geral de 92,5%. No ELISA-rROP2 IgG, apenas as amostras
do grupo IV, com outras doengas nao relacionadas ao 7. gondii, foram discriminadas. A
CMIA foi capaz de detectar um maior nimero de amostras com anticorpos IgG reagente do
que a IFI, apresentando sensibilidade de 99,2%, especificidade de 82,7% e concordancia
kappa de 0,86. Os resultados obtidos indicam que a CMIA mostrou ser capaz de caracterizar
de forma clara as diferentes fases da infeccdo pelo 7. gondii, sendo mais sensivel que a IFI.
Os resultados obtidos na determinag¢do dos niveis de anticorpos IgM pelo ELISA-rROP2
demonstraram uma diferenga significativa nos niveis de IgM entre os grupos de amostras do
grupo de infecdo aguda versus cronica (p<0,0001) e aguda versus negativo
(p<0,0001),demonstrando, portanto, uma maior afinidade por anticorpos pertencentes a fase
aguda da infecgao.

Palavras-chave: Toxoplasmose. Roptrias. ROP2. Enzima imunoensaio.
Quimioluminescéncia. IgG. IgM
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PAGLIARI, Sthefany. EVALUATION of ROP2 recombinant antigen Toxoplasma gondii
by enzyme immunoassay for detection of IgG and IgM antibodies in human serum.
2013. 63 f. dissertagdo (Mestrado Ciéncia Animal) — Universidade Estadual de Londrina,
2013.

3.2 ABSTRACT: Recombinant proteins have been used for the serological diagnosis of
Toxoplasma gondii (T. gondii) to differentiate between acute and chronic phases of
toxoplasmosis. The present study evaluated the availability of using recombinant ROP2
antigen in a enzyme linked immuno sorbent assay (ELISA) for the detection of IgG and IgM
antibodies anti-7. gondii in human serum and to compare the results obtained with the
ELISA- rROP2 with those obtained with soluble antigen of 7. gondii (ELISA-STAg), IFI, and
CMIA. Sera samples were divided into four groups according to the profile of antibodies
obtained in the methods of IFI and CMIA for detection of IgG and IgM anti- 7. Gondii and
IgG avidity. Group I comprised 72 samples with the acute phase, group II consisted of 207
samples with chronic phase, group III comprised with 110 samples from individuals not
exposed to 7. gondii, and group 1V, 21 samples from patients with other diseases infectious or
autoimmune diseases. Regarding IgM antibody anti-7. gondii by ELISA-rROP2, the
positivity was 94.3% (67/71) in the group I and 62.2% (99 /159) in the group II. . For the
detection of IgG anti-7. gondii by ELISA-rROP2, the seropositivity was 72.2% (52/72) in the
group I, and 77.2% (122/158) in the group II. In ELISA-rROP2 for IgG detection, only
samples of group IV, with non T.gondii-associated diseases, were discriminated. When the
results obtained for the detection of IgM using ELISA-rROP2 were compared with the
CMIA, the sensitivity was 92.5% and the specificity was 38.3%. When the results for
detection of IgG were compared with IFI, the ELISArROP2 showed 75.6% of sensitivity and
33.3% of specificity; and when compared to CMIA, ELISA-rROP2 showed 75.2% of
sensitivity and 32.9% if specificity for IgG anti-7. gondii. The CMIA method was able to
detect a larger number of positive IgG anti-7. gondii samples than IFI, with sensitivity of
99.2%, specificity of 82.7%, and kappa of 0.86. Results indicate that the CMIA is able to
characterize clearly the different stages of 7. gondii infection and is more sensitive than the
IFI. Results showed that ELISA-rROP2 antigen was positive for both phases of infection
(acute and chronic). However, in determining the levels of IgM by ELISA-rROP2, there was a
significant difference in IgM levels between acute and chronic infection groups (p<0.0001),
and between acute and negative groups (p<0.0001), showing, therefore, a higher antibody
affinity belonging to the acute than chronic phase of infection.

Keywords: Toxoplasmosis. Rhoptry. ROP2. Enzime Linked Immuno sorbent assay.
Chemiluminescence. IgG. IgM.

3.3 INTRODUCAO

A toxoplasmose cujo agente etioldogico é o Toxoplasma gondii ¢ uma
infeccdo cosmopolita e uma das zoonoses parasitarias mais frequentes no ser humano. A
infeccdo adquirida ocorre principalmente pela ingestdo de alimentos ou dgua contaminada
com oocistos ou ainda pela ingestio de carnes cruas ou pouco cozida contendo cistos

teciduais (DUBEY, 2004).



28

Em hospedeiros imunocompetentes, a infec¢do geralmente ¢ assintomatica e
produz uma protegdo permanente, prevenindo a transmissdo do parasito as geragdes
subsequentes (TENTER et al., 2000). Porém, se a infec¢do ocorrer no periodo gestacional, o
T. gondii pode ser transmitido ao feto causando aborto, méa formagdes e lesdes inflamatorias,
as quais podem resultar em danos neurologicos e oftalmologicos (PETERSEN, 2007).

Devido a dificuldade do diagndstico direto da infecgdo, varios métodos
sorologicos foram desenvolvidos nas ultimas décadas, sendo que a maioria visa a deteccao de
anticorpos anti- 7. gondii (VIDOTTO et al., 1990).

Desde a década de 60, técnicas como imunofluorescéncia indireta (IFI) e
hemaglutinagdo indireta sao utilizadas para o diagnodstico da toxoplasmose por serem de facil
execucdo e baixo custo, adequadas a pequenas rotinas laboratoriais, apresentando
sensibilidade e especificidade compativeis ao teste de Sabin Feldman (CAMARGO, 1973).

Os testes imunoenzimaticos (enzyme linked immunosorbent assay ou
ELISA) comegaram a ser desenvolvidos no final dos anos 60 e inicio da década de 70 e
consolidaram-se como excelentes métodos para detec¢do de anticorpos anti-7.gondii em soro
humano, superando em sensibilidade, a ja consagrada IFI (CALAMEL, LAMBERT, 1985).
Os testes imunoenzimaticos apresentam algumas vantagens sobre a IFI, principalmente, por
possibilitarem a analise de grande nimero de amostras de soro em menor tempo, pela
objetividade, rapidez, automacao e possibilidade de informatizagdo (MINEO, CAMARGO,
1980).

Com o passar dos anos houve o aprimoramento das técnicas para o
sorodiagndstico da toxoplasmose como o ELISA de captura de IgM e o imunoensaio de
microparticulas por quimioluminescéncia (CMIA), com elevada sensibilidade para a detecgao
de anticorpos da classe IgM anti-7. gondii. A medida que se tornaram mais sensiveis para a
pesquisa de anticorpos IgM, os resultados positivos persistiram por longos periodos apds a
infeccdo aguda, denominados anticorpos IgM residuais, sendo um problema crucial para o
diagnodstico da toxoplasmose aguda principalmente em gestante, dificultando a interpretagao
correta da fase de infec¢do a qual o individuo se encontra (ARAUJO; FERREIRA, 2008;
MONTOYA; ROSSO, 2005, NIGRO et al., 2003).

Em relacdo as técnicas soroldgicas cléassicas, investigagdes tém sido
conduzidas na tentativa de aumentar a sensibilidade e a especificidade dos testes levando a
uma maior confiabilidade nos resultados. Assim, novas preparagdes antigénicas € novos

desenhos experimentais tém sido investigados.
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A utilizacdo de antigenos recombinantes do 7. gondii produzidos em
sistemas procariotos, como em Escherichia coli encontra-se descrita em diversos trabalhos,
com o objetivo de avaliar o potencial desses antigenos como marcadores das diferentes fases
de infeccdo, permitindo assim, a deteccdo de anticorpos humanos especificos direcionado
contra determinados antigenos alvos (SOUZA, SILVA et al., 2012; PIETKIEWICZ et al.,
2004).

Para seguranga e precisdo diagnostica, torna-se imprescindivel a utilizacdo e
interpretacdo adequada dos métodos laboratoriais disponiveis associados a dados
epidemioldgicos e clinicos. Desta forma, a identificacdo de proteinas expressas na fase aguda
ou cronica da toxoplasmose pode contribuir na padronizagdo de uma técnica de diagnostico
com melhora da sensibilidade e especificidade para a diferenciacdo das fases da infec¢do pelo
T. gondii (GOLKAR et al., 2007).

Sendo assim, o presente estudo foi desenvolvido com o objetivo de avaliar a
viabilidade da utilizagdo do antigeno recombinante de ROP2 (rROP2) em um ELISA indireto
para a detec¢do de anticorpos das classes IgM e IgG anti-7. gondii em amostras de soro
humano nos diferentes estagios da infeccdo. Além disso, comparar o desempenho deste
antigeno recombinante com o desempenho do antigeno solivel - STAg e comparar estes

resultados com as técnicas de IFI e CMIA.

3.4 MATERIAL E METODOS

3.4.1 Aspectos Eticos da Pesquisa

O presente estudo foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa
Envolvendo Seres Humanos (CONEP sob o n° 047/05) da Universidade Estadual de Londrina
e realizado de acordo com a resolugdo 196/96 do Conselho Nacional de Saude. Dados
pessoais e do prontuario foram mantidos em sigilo, manipulados apenas pelos integrantes do

projeto.
3.4.2 Amostras de Soro
Foram utilizadas 410 amostras de soro humano provenientes da soroteca do

Setor de Imunologia Clinica do Laboratério de Analises Clinicas, do Hospital Universitario da

UEL que foram analisadas na rotina, por método automatizado, o imunoensaio de



30

microparticulas por quimioluminescéncia (CMIA, ARCHITECT, ABBOTT®) e por método
soroldgico manual como a IFI (IMUNO-COM®, WAMA Diagnostica, Brasil) para deteccio
de anticorpos IgG e IgM anti-T. gondii.

As amostras foram separadas em quatro grupos de acordo com o perfil
sorologico da infecgdo obtido pela triagem soroldgica na IFI para a detecgdo de anticorpos
IgG especificos anti-7" .gondii € por CMIA para a deteccao de anticorpos IgG, IgM e avidez
da IgG. De acordo com os resultados obtidos, os quatro grupos foram constituidos:

e Grupo I: 72 amostras de soro compativeis com a fase aguda da
toxoplasmose definida pela presenga de anticorpos IgM especificos e fraca avidez de
anticorpos IgG anti-7. gondii — fase aguda da infecgdo

e Grupo II: 207 amostras de soro de pacientes na fase cronica da
toxoplasmose definida pela presenca de anticorpos IgG anti-7. gondii de forte avidez. — fase
cronica da infec¢ao

e Grupo IIl: 110 amostras de soro de pacientes com sorologia nao
reagente para 7. gondii definida pela nao reatividade de anticorpos IgG e IgM — nao
expostos ao parasito, ou negativo.

e Grupo IV: 21 amostras de soro de pacientes com infec¢des ndo
relacionadas, com diagndstico para outras doencas como doenga de Chagas (n=4), sifilis
(n=2), paracoccidioidomicose (n=2), doencas autoimunes com fator antinuclear reagente
(n=4), autoanticorpos contra DNA de dupla hélice (anti-DNAds) reagente (n=4), infec¢ao
pelo virus da imunodeficiéncia humana tipo 1 (HIV-1) (n=4) e leishmaniose (n=1). Este grupo
foi utilizado para avaliacdo de reatividade cruzada e as amostras ndo apresentaram sorologia
reagente para IgG e IgM anti- 7. gondii pelos métodos sorologicos empregados na rotina (IFI

e CMIA).
3.4.3 Camundongos
Camundongos fémeas, albinos suicos Webster, entre 45 a 60 dias (pesando

entre 20 a 25g), foram utilizados para replicar a cepa RH do 7. gondii para obtencdo de

taquizoitas utilizados nos testes sorologicos e Western Blot.
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3.4.4 Amostra de T. gondii

Foi utilizada a amostra RH do 7. gondii, isolada por Sabin (1941) de uma
crianga com encefalite. E uma cepa ndo cistogénica, do tipo I, utilizada na obtencio de
taquizoitas para a extracdo do DNA e incorporagdo em vetor para expressdo da proteina

ROP2 e também para a reacao de IFI-IgG.

3.4.5 Preparo da Suspensao de Taquizoitas de 7. gondii

Para a obten¢ao dos taquizoitas puros da amostra RH, cinco camundongos
foram inoculados, pela via intraperitoneal, com uma suspensdo de 10®mL de taquizoitas
vivos em solugdo fisiologica estéril. O exsudado foi obtido pela lavagem da cavidade
peritoneal 48 horas ap6s a inoculacdo. Em seguida as suspensdes parasitarias foram
submetidas a uma centrifugagao rapida (45 x g, 1 minuto, 4°C) para remover debris celulares
do hospedeiro. O sobrenadante foi coletado e lavado por duas vezes (720 x g, 10 minutos,
4°C) com PBS. O sedimento final da suspensdo parasitaria foi ressuspendido em 10 mL de
PBS ¢ os parasitos foram padronizadas em 10’/mL por contagem em cimara de Neubauer
(LUNDEN, 1995). Apés lavagem com PBS, o sedimento foi armazenado a -20°C para

posterior preparacao de antigenos soluveis de 7. gondii.

3.4.6 Preparo do Antigeno Soluvel de 7. gondii

O antigeno soluvel de taquizoitas de 7. gondii foi preparado de acordo com
a metodologia descrita por Scott et al. (1987), com modificacdes. Suspensdes parasitarias
(1x10® taquizoitas/mL) foram tratadas com inibidores de proteases [fenil-metil-sulfonil-
fluoreto (PMSF)] a 1,6 mM, leupeptina a 50 pg/mL e aprotinina a 10 pg/mL (Sigma
Chemical Co., St. Louis, EUA) e submetidas a seis ciclos rapidos de congelamento em
nitrogénio liquido e descongelamento em banho-maria a 37°C, seguido por seis ciclos de
ultrassom (Thorton-INPEC Eletronica S/A, Santo Amaro, SP, Brasil) por 1 minuto, a 60 Hz,
em banho de gelo. Apos a centrifugacdo (10.000 x g, 30 minutos, 4°C), o sobrenadante foi
coletado e a concentragdo proteica foi determinada pelo método descrito por Lowry et al.

(1951). Aliquotas foram armazenadas em freezer a -20°C até o momento da sua utilizacdo.
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3.4.7 Construgdo dos Plasmideos de Expressao

Para a construcdo dos plasmideos seguiu-se a metodologia descrita por
Igarashi et al. (2008). A extracdo de DNA dos taquizoitas de 7. gondii foi efetuada pelo Kit
Qiagen® com lise de células e seguindo as orientagdes do fabricante. O material foi hidratado
em tampao TE e refrigerado durante a noite, sendo quantificado em gel de agarose, observado
com luz UV em Image Master® VDS (Pharmacia Biotech) e fotografado em Fuji Film®,
Thermal Imaging system. O segmento de DNA do gene que codifica a proteina ROP2 foi
obtido pela técnica de reagdo em cadeia pela polimerase (PCR) utilizando oligonucleotideos
iniciadores especificos para os genes ROP2 sense (5’-CACC ATG GAA AAC TGT GCG
TCG GTC-3’) e antisense (5’- TGC CGG TTC TCC ATC AGT TTG-3’) confeccionados a
partir de sequéncia previamente conhecida. Para a realizagdo da PCR foram utilizados 2,5 pL
de tampao 10 vezes concentrado, 2 pL. dANTPs (0,2 mM), 20 pmol de cada conjunto de
primers, 0,25 pul. da enzima taq polimerase Platinum® (Invitrogen, Life Technologies,
Carlsbad, California) e 50 ng de DNA de 7. gondii, em um volume total de 25 pL. Para a
reacdo de amplificagdo do DNA em moldes de clonagem, foi utilizada a enzima Pfx
polimerase Platinum ® (Invitrogen Life Technologies, Carlsbad, Califérnia) que amplifica os
DNA moldes em extremidades abruptas, importante na ligagdo com o vetor. Para a realizagao
da PCR foram utilizados 0,5 pL da enzima Pfx polimerase Platinum® (Invitrogen Life
Technologies, Carlsbad, Califérnia) e 50 ng de DNA de 7. gondii em um volume final de

25uL. O produto amplificado foi visualizado em gel de agarose 2%.

3.4.8 Clonagem do Gene ROP2

Os produtos de amplificagdo foram clonados de acordo com o protocolo
descrito por Igarashi et al. (2008), usando o vetor pET102/D-TOPO de acordo com as
recomendacgdes do kit de clonagem pET102 ® Directiona TOPO ® (Invitrogen, Life
Technologies, Carlsbad, Califérnia). Cada clone foi linearizado a partir de enzimas de
restricdo para confirmacdo do tamanho esperado apods a clonagem. O plasmideo recombinante
foi inserido pela reagdo de transformacdo em Escherichia coli TOP10 competente
quimicamente. Os clones pET102/ROP2 foram cultivados em 3,0 mL de caldo LB contendo
ampicilina, com o objetivo de multiplicagdo dos plasmideos, os quais, foram obtidos por
extracdo QIAprep Spin Miniprep Kit Protcol (Qiagen) seguindo orientagdes do fabricante. A

confirmacao da presenca do inserto em fase de quadro de leitura para transcricdo no vetor
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pET102 /TOP10 foi realizada com o uso de enzima de restricao para a observacao do tamanho
esperado do plasmideo linearizado. Apds a confirmagdo da presenca do inserto, uma nova
reacdo de transformacao foi realizada para a incorporagdo dos plasmideos recombinantes em

E. coli BL21 para a expressao das proteinas recombinantes.
3.4.9 Expressao em E. coli e Purificagdo da Proteina Recombinante ROP2

A proteina recombinante ROP2, foi expressa em BL21 E. coli (Invitrogen,
Life Technologies, Carlsbad, California) e devido a presenca dos seis tags de histidinas do
vetor na regido C-terminal, foi purificada por afinidade em coluna de resina de niquel
seguindo orientagdes do fabricante (Qiagen®™). Apds a purificagio, foram analisadas em gel de
poliacrilamida, em presenga de dodecil-sulfato de sodio (SDS-PAGE) num sistema
descontinuo e desnaturante utilizando o sistema Mini Protean (BIO-RAD) e coradas com

Nitrato de prata (YUEN et al., 1982).
3.4.10 Dosagem Proteica do Antigeno ROP2 Recombinante de 7. gondii

A concentragdo de proteinas expressas foi determinada pelo método de
acido biocininico (BCA Protein Assay Reagente, Pierce), tendo como padrdo soro albumina

bovina e a leitura realizada em espectofotometro a 540nm.

3.4.11 Eletroforese em Gel de Poliacrilamida em Presen¢a de Dodecil-Sulfato de Sodio

(SDS-PAGE) e Western Blot

A proteina rROP2 purificada foi separada por eletroforese vertical em gel de
poliacrilamida (SDS-PAGE) (LAEMMLI, 1970). O gel de fracionamento utilizado foi de
12% e o gel de empilhamento a 5% em uma voltagem de 100V por aproximadamente quatro
horas. As amostras aplicadas foram diluidas em tampdo de amostra e como curva de
referéncia foi utilizado o marcador BenchMark™ Pre-Stained Protein Ladder (Invitrogen, Life
Technologies, Carlsbad, Califérnia). As proteinas separadas em SDS-PAGE foram
transferidas eletroforeticamente para membrana de nitrocelulose (iBlot Transfer Stacks
Nitrocellulose, Mini, Invitrogen, Israel) em sistema de transferéncia semi-seco (iBlot Gel

Transfer System,Invitrogen, Carlsbad, Califérnia), seguindo as orientagdes do fabricante.
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ApOs a transferéncia, a membrana foi corada com Ponceau para verificar a
eficiéncia da transferéncia e posteriormente foi bloqueada em solucdo de bloqueio (7Mm
Na,HPO4, 3Mm NaH,PO,, 140mM NaCl com 8% leite desnatado) por lh a temperatura
ambiente e sob agitacdo lenta. Apos trés lavagens, as tiras de nitrocelulose foram incubadas
com as amostras de soro humano diluidos a 1:200 em tampao de lavagem (7Mm Na,HPOy,,
3Mm NaH,PO4, 140mM NaCl com 5% leite desnatado) por 1 hora a temperatura ambiente.
Apos trés lavagens com tampao de lavagem, as tiras foram incubadas com anticorpo anti-
imunoglobulina humana IgG e IgM, (diluido 1:4.000 em tampao de lavagem (Bethyl Lab,
Montgomery, TX, USA) por 1 hora a temperatura ambiente. A atividade da peroxidase foi
revelada usando solugdo de substrato cromégeno diaminobenzidine (DAB) e H,0, e a reacao

foi interrompida com dgua destilada.

3.4.12 Reacado de IFI

A presenga de anticorpos IgG anti-7. gondii nas amostras de soro dos
pacientes foram analisadas pela reacdo de IFI (CAMARGO, 1973). Laminas de vidro
contendo 20 a 30 taquizoitas formolizados por orificio receberam 20uL de soro na dilui¢ao
seriada de 1:16, 1:64, 1:256, 1:1024 ¢ 1:4096 em soluc¢ao tampao fosfato (PBS) e foram
incubadas a 37°C, em camara umida por 30 minutos. Apds incubagdo, as laminas foram
lavadas trés vezes por 5 minutos com PBS; em seguida, foram adicionados 20 pL de anti-IgG
humana marcada com fluoresceina (conjugado fluorescente) na diluigdo 1:2000 em PBS e
incubadas novamente a 37°C, em camara imida por 30 minutos. Apos a incubacao, repetiu-se
a etapa de lavagem das laminas, que posteriormente foram secas a temperatura ambiente,
protegidas da incidéncia de luz. Para a realizacdo da leitura, prosseguiu-se com a montagem
das laminas com a adi¢@o de glicerina tamponada pH 8,6 ¢ laminulas de 24x60 mm. A leitura
da lamina foi realizada na objetiva de 40x, em microscopio de epi-iluminacdo de halogénio
(Nikon Labophot, Japan), sendo considerado como titulo, a maior diluicdo da amostra do soro
onde os taquizoitas apresentaram fluorescéncia verde na membrana celular. A auséncia de
fluorescéncia ou apenas a presencga da fluorescéncia polar do parasito foi considerada como

resultado ndo reagente.
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3.4.13 Padronizagao do Ensaio Imunoenzimatico (ELISA indireto)

3.4.13.1 Estudo da dilui¢ao do soro, conjugado, concentragdo do antigeno e tempo da reacao

com substrato.

Viérias dilui¢cdes das amostras de soro foram avaliadas para a deteccdo de
anticorpos IgG e IgM anti-T. gondii (que variaram de 1:50 a 1:400). As diferentes dilui¢des
das amostras de soro foram avaliadas, também, frente a diferentes concentragcdes do antigeno
rROP2. Para a padronizagdo do ensaio, foram avaliadas concentragdes do antigeno
recombinante rROP2 variando de 1ug a 10ug e para o conjugado foram avaliadas dilui¢des de
2.500pL/mL a 40.000pL/mL.

Foram avaliadas diferentes temperaturas de incubagdo com o substrato

cromoégeno : 5, 10 e 15 minutos.

3.4.13.2 Elisa-igg e igm (rrop2)

Para a padronizacdo do ELISA com antigeno rROP2, seguiu-se a
metodologia descrita por Igarashi et al. (2008) com algumas modificacdes, como diferencas
nas diluigdes das amostras de soro, na concentracdo de antigeno rROP2 e conjugado
enzimatico. Microplacas (Nunc-Immuno Plate, MaxiSorp, Dinamarca) foram adsorvidas com
o antigeno rROP2 diluido em tampao carbonato-bicarbonato (0,1M, pH 9,6) e incubadas,
overnight, a 4°C em camara umida. Apos a adsor¢ao, a solucao antigénica foi descartada por
inversdo das microplacas e 200uL de PBS-Tween 20 (50 mM Tris-HCL, pH 7.4, contendo
150 mM de NaCl e Tween 20 0,05%) foram adicionados em cada pogo da microplaca para a
realizacdo das lavagens (trés vezes). As areas dos pogos nio adsorvidas com o antigeno
rROP2 foram bloqueadas com 200 pL de tampdo carbonato contendo 8% de leite em pd
desnatado (Molico, Nestl¢, Sao Paulo, SP) e incubadas a 37°C por uma hora. Posteriormente,
a etapa de lavagem foi repetida, como ja descrito. Amostras de soros controles e testes foram
diluidas em PBS-Tween 20 com 5% de leite em p6 desnatado e foram adicionados (100 pL),
em duplicata, na microplaca e incubadas a 37°C por uma hora.

Apds nova etapa de lavagem com tampao de lavagem, adicionou-se 100 puL
de conjugado anti-humano IgG e IgM marcados com peroxidase diluido em PBS-Tween 20
com 5% de leite em p6. Novamente as microplacas foram incubadas a 37°C por uma hora.

Apos nova etapa de lavagem, a atividade da peroxidase foi revelada com adi¢ao de 100 uL. do
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tampao substrato cromdgeno 40mg ortofenilenodiamino (OPD) (SIGMA) e 100mL de tampao
citrato/fosfato 0,1 M, pH 6,0 e 40uL de H,0,). A reagdo foi interrompida com 50 pL de 4cido
cloridrico (HCI) IN. A leitura da densidade optica (D.O.) foi obtida em leitor de microplacas
(Spectra II Microplate Reader, Tecan) em comprimento de onda de 450 e 620 nm. As
amostras foram testadas em duplicatas e para o céalculo da reatividade foi utilizada a média
das D.O.s obtidas. O ponto de corte (cut-off) foi calculado pela média dos valores de D.O.s
obtidas pelos controles negativos acrescida de dois desvios padrdes.

Soros controles positivos e negativos foram incluidos em cada microplaca
ensaiada. Os resultados foram expressos em indices de reatividade de ELISA (IE) seguindo a
formula: IE: D.O. amostra/D.O. cut-off, onde valores de IE >1,2 foram considerados positivos

para a exclusdo dos valores proximos a IE = 1,0.

3.4.13.3 Elisa-igg (stag)

Para a realizagdo do ELISA indireto (STAg) seguiu-se a metodologia
descrita previamente (MINEO et al., 1980), com modifica¢des, sendo utilizada para a
detecgdo de anticorpos IgG especificos contra 7. gondii. Placas de microtitulagdo de
poliestireno de alta afinidade (Corning Laboratories Inc., New York, EUA) foram adsorvidas
com o antigeno soluvel de 7. gondii (STAg) na concentragdo de Spg/mL, diluidos em tampao
carbonato-bicarbonato 0,06M (pH 9,6) e incubadas durante 18 horas a 4°C. Apds a incubagao,
as placas foram lavadas trés vezes com PBS-Tween e bloqueadas com PBS-Tween a 5% de
leite em po6 desnatado e incubadas por 1 hora a 37°C. Apds lavagem por trés vezes com PBS-
Tween, as placas foram incubadas com amostras de soro diluidas 1:64 em PBS-Tween mais
5% de leite em pos desnatado, em duplicata e posteriormente incubadas por 1 hura a 37°C.
Apbs a incubacgdo do soro, fez-se as lavagens por seis vezes para prosseguir com a incubacao
do anticorpo de cabra anti-IgG conjugado com peroxidase diluido 1:1000 em PBS-Tween a
5% de leite por 1 hora a 37°C. Apo6s nova lavagem por seis vezes a reacdo foi revelada com
2,2'-azinobis (3-ethylbenzothiazoline-6-sulfonic acid)-diammonium salt (ABTS). A D.O. foi
determinada a 492 nm em leitor de microplacas (Titertek Multiskan Plus, Flow Laboratories,
McLean, EUA). Soros controles positivos e negativos foram incluidos em cada placa. O
limite da reatividade (cut-off) da reacdo foi determinado pela média das D.O.s obtidas nos
soros controles negativos acrescida de dois desvios padrdes. Os resultados foram expressos

em IE como ja mencionado para.
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3.4.14 Reprodutibilidade do ELISA rROP2

A avaliagdo da reprodutibilidade intra-ensaio foi realizada somente para o
ELISA utilizando o antigeno rROP2. Foram utilizadas duas amostras (uma ndo reagente e
uma reagente) testadas seis vezes, na mesma placa de ELISA.

Para a reprodutibilidade inter-ensaio, foram utilizadas duas amostras (uma
ndo reagente e uma reagente) testada seis vezes em todos os ensaios de ELISA nos diferentes
dias em que a reacdo foi executada. A variacdo da reprodutibilidade foi avaliada pelo desvio-
padrao e coeficiente de variagdo encontrados nas leituras de D.O.s obtidas nos ensaios para

anticorpos IgG e IgM anti-T. gondii (FERREIRA; AVILA, 1996).
indice Kappa

Para avaliagdo da concordancia entre os resultados obtidos nos testes de
ELISA, IFI e CMIA, foi determinado o indice Kappa. A interpretagdo do indice obtido foi

realizada segundo Pereira (1995), demonstrado no quadro 1.

Quadro 1 — Interpretagao dos valores do indice Kappa, segundo Pereira (1995).

Valor de Kappa Correlacdo
< 0,00 Ausente
0,00- 0,20 Ruim
0,21- 0,40 Fraca
0,41- 0,60 Regular
0,61- 0,80 Boa
0,81 —0,99 Otima
1,00 Perfeita

3.4.15 Analise Estatistica

A andlise estatistica foi realizada pelo programa computacional GraphPad
Prism versao 5.0 (GraphPad Software, Inc., San Diego, USA).

Niveis de anticorpos entre os grupos de pacientes foram comparados
utilizando o teste Kruskall Wallis. A comparagdo entre os resultados obtidos nos diferentes

testes soroldgicos € no ELISA utilizando diferentes antigenos foi realizada pelo teste Qui-
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Quadrado (?). Os valores foram expressos em intervalos de confianca (IC) de 95%. Um valor
de p < 0,05 foi considerado como estatisticamente significativo. Foi calculado o indice Kappa
para verificar a concordancia entre os teste utilizados neste estudo, utilizando o programa

estatistico OpenEpi Website.

3.5 RESULTADOS

3.5.1 Expressao e Purifica¢dao das Proteinas Recombinantes.

A expressdo e purificagdo das proteinas recombinates em E. coli, assim
como o antigeno soluvel do 7. gondii, podem ser observadas na Figura 4. A proteina rROP2
foi recuperada em sua fracao insoluvel e posteriormente purificada. As eluigdes apresentaram
a respectiva proteina com tamanho em torno de 50kDa. O nivel méaximo de produgao

aproximou-se de 300 a 500ug/mL nas culturas de bactérias obtidas.

Figura 4 —Eletroforese de gel em poliacrilamida (SDS-PAGE) a 12% representando o
antigeno soluvel (STAg) e o antigeno recombinante (rROP2) do Toxoplasma
gondii.
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Linha 1: Padrao de peso molecular (PM) de 10 a 220 kDa; Linha 2: STAg; Linhas 5 a 10: rROP2.
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3.5.2 Padronizac¢do do Ensaio Imunoenzimatico (ELISA).

3.5.2.1 Dilui¢do do soro, conjugado e concentragdo do antigeno recombinante e tempo da

reacdo com substrato.

O melhor resultado obtido para a diluicdo do soro foi de 1/100 para o
ELISA-IgM (rROP2) e 1/200 para o ELISA-IgG (rROP2). A diluicdo do conjugado
enzimatico ficou em 1/2000 para anti-IgM e 1/20.000 para anti-IgG e o tempo da reagdo com
o substrato ficou determinado em 15 minutos. O antigeno rROP2 apresentou melhores

resultados na concentracao de 2,5ug/mL.

3.5.3 Reacgdo Cruzada.

As 21 amostras caracterizadas como ndo reagente para anticorpos IgG e
IgM anti- T. gondii pelos métodos sorologicos empregados na rotina e reagente para outras
doencgas nao relacionadas ndo apresentaram reatividade de anticorpos IgM e IgG ao antigeno

rROP2.
3.5.4 Reprodutibilidade Intra-Ensaio e Inter-Ensaio.

Na analise da reprodutibilidade intra-ensaio os valores das D.Os. das
duplicatas nas amostras testadas em uma placa estao ilustrados na tabela 1 para a detec¢ao de

anticorpos IgM anti- 7. gondii e na tabela 2 para a detec¢ao de anticorpos IgG anti- 7. gondii.

Tabela 1 —Analise da reprodutibilidade intra-ensaio para ELISA-IgM (rROP2).

Amostra D.O. Média Desvio Padrio Coeﬁqente de
Variacao

0,106 0,102

Amostral 0,097 0,096 0,102 0,006 5,7%
0,111 0,099

Amostra2 0,601 0,594
0,604 0,579 0,592 0,01 1,94%
0,577 0,598

D.O. densidade optica



Tabela 2 —Analise da reprodutibilidade intra-ensaio para ELISA-IgG (rROP2).
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Amostra D.O. Média Desvio Padrao CoeﬁCfenEe de
Variacao

0,100 0,096

Amostra 1 0,099 0,097 0,098 0,001 1,5%
0,097 0,098

Amostra 2 0,462 0,361
0,411 0,410 0,411 0,04 10%
0,425 0,393

D.O. : densidade optica

Na andlise da reprodutibilidade inter-ensaio, os valores obtidos das D.Os.

obtidos estdo ilustrados na tabela 3 na detec¢do de anticorpos IgM anti- 7. gondii e na tabela 4

na deteccdo de anticorpos IgG anti- 7. gondii.

Tabela 3 —Analise da reprodutibilidade inter-ensaio para ELISA-IgM (rROP2).

Resultados do teste de ELISA (D.O.)

Amostra Miaximo Média Minimo Desvio Padrio Coeficiente de Variacio

Controle

negativo 0,187 0,118 0,082 0,03

32%
Controle
positivo 0,842 0,646 0,550 0,09 13%

ELISA: enzimaimunoensaio
D.O.: densidade optica

Tabela 4 —  Analise da reprodutibilidade inter-ensaio para ELISA-IgG (rROP2).

Resultados do teste de ELISA (D.O.)

Amostra Maiximo Média Minimo Desvio Padrio Coeficiente de Variacio

Controle 0,334 0,208 0,096 0,05

negativo 24%
Controle

positivo 1,284 0,676 0,361 0,1 26%

ELISA: enzimaimunoensaio
D.O.: densidade optica
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3.5.5 Deteccao de Anticorpos anti-7. Gondii por ELISA-IgG e ELISA-IgM (rROP2) e
ELISA-IgG (STAg).

349 amostras foram analisadas pelo ELISA-IgM (rROP2) e 350 foram
analisadas pelo ELISA- IgG (rROP2) devido a quantidade insuficiente de material disponivel,
assim uma amostra do grupo I, 48 do grupo Il e 12 do grupo III ndo foram avaliadas pelo
ELISA-IgM (rROP2) e 49 amostras do grupo I e 11 do grupo III ndo foram testadas pelo
ELISA-IgG (rROP2). No grupo IV as 21 amostras foram avaliadas somente pelo ELISA-IgM
(rROP2) e ELISA-IgG (rROP2).

Os niveis de anticorpos IgM anti-7. gondii obtidos pelo teste de ELISA
(rROP2) foram analisados para cada grupo de amostras de soro humano inseridas neste estudo
(Figura 5).

A positividade encontrada pelo ELISA-IgM para o grupo I (agudo) foi de
94,3% (67/71), 62,2% (99/159) para o grupo II (crdnico) e 60,2% (59/98) foram positivos no
grupo III (ndo expostos). No grupo II, 11 amostras apresentaram reatividade para anticorpos
IgM e IgG sendo o IgG de forte avidez; destas 11 amostras, oito foram reativas pelo ELISA-
IgM (rROP2) e uma ndo foi analisada. Todas as amostras do grupo IV (n=21) nao
apresentaram reatividade para anticorpos IgM contra o antigeno avaliado, conforme ja
descrito no item 3.5.3.

Na determina¢do dos niveis de anticorpos IgM pelo ELISA (rROP2)
observou-se uma diferenca significativa nos niveis de IgM anti-7. gondii entre os grupos de
amostras I (infeccdo aguda) e II (infecgdo cronica) (p<0,0001), amostras do grupo I e do
grupo III (ndo exposto ou negativo) (p<0,0001) e amostras dos grupos I, II e III com o grupo
IV p<0,0001. Nao foi encontrada diferenca significativa entre os valores obtidos pelas

amostras dos grupos II e III (infec¢do cronica e negativo, respectivamente).
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Figura 5 —Niveis de anticorpos IgM anti—Toxoplasma gondii obtidos por ELISA indireto e
expressos em indice ELISA (IE) usando antigeno rROP2 em amostras de soro
humano de fase aguda (grupo 1), cronica (grupo II) negativa (grupo III) e outras
doengas (grupo IV). A linha tracejada indica o valor de cut-off (IE >1,2) (Teste de
Kruskal-Wallis, poés Teste de Dunn) *p < 0,0001; ** p < 0,0001; *** p<0,0001;
*HEE p<0,0001; ***** p<0,0001.
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Os resultados obtidos no teste de ELISA (rROP2) na detec¢io de anticorpos
IgG anti-T. gondii mostraram uma positividade de 72,2% (52/72) e 77,2% (122/158) nos
grupos de amostras de soro de pacientes com a doenca aguda e crdnica, respectivamente. A
positividade entre os resultados para o grupo III (ndo expostos) foi de 66,6%. No grupo 11, 11
amostras apresentaram reatividade para anticorpos IgM e IgG, sendo o IgG de forte avidez;
destas 11 amostras, sete foram reativas pelo ELISA-IgG (rROP2) e uma nao foi analisada.

No ensaio para detec¢ao de IgG no ELISA (rROP2), foi observada diferenca
entre os niveis de IgG do grupo I e IV (p<0.0001), entre o grupo II e IV (p<0,0001), e entre os
grupos Il e IV (p<0,0001), (figura 6).
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Figura 6 —Niveis de anticorpos IgG anti—Toxoplasma gondii obtidos por ELISA indireto e
expressos em indice ELISA (IE) usando antigeno rROP2 em amostras de soro
humano de fase aguda (grupo 1), cronica (grupo II) negativa (grupo III) e outras
doengas (grupo IV). A linha tracejada indica o valor de cut-off (IE >1,2) (Teste de
Kruskal-Wallis, pos Teste de Dunn) *p < 0,0001; **p < 0,0001; ***p < 0,0001.
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Para a determinacdo dos niveis de anticorpos IgG anti-7. gondii pelo
ELISA-IgG (STAg), 353 amostras de soro foram testadas; 19 amostras do grupo I, 11 do
grupo II, 6 do grupo IIl e o grupo IV nao foram analisadas. Observou-se uma diferenca
significativa nos niveis de IgG anti-7. gondii dos grupos I e II de amostras (infec¢do aguda e
cronica, respectivamente) em relagdo ao grupo III de amostras (p<0,0001); no entanto, ndo foi
encontrada a diferenca entre os grupos I e II de amostras (Figura 7).

Ao verificar a positividade das amostras utilizando o ELISA-IgG (STAg),
verificou-se uma alta concordancia nas taxas de positividade nos grupos I e II, sendo 100%
(53/53) no grupo I de amostras com infec¢do aguda e 97,9% (192/196) no grupo II de
amostras com infec¢do cronica. No grupo III de amostras (ndo expostos), a concordancia entre
os resultados foi menor, de 50% (52/104). No grupo II, 11 amostras apresentaram
reatividade para anticorpos IgM e IgG sendo o IgG de forte avidez; destas 11 amostras, seis
foram reativas pelo ELISA-IgM (rROP2) e cinco ndo foram analisadas. Quando os resultados
obtidos nos testes de ELISA-IgG (STAg) e ELISA-IgG (rROP2) realizados com amostras de

soro dentro do mesmo grupo (I e II), ndo foi encontrada diferenca significativa.
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Figura 7 —Niveis de IgG anti-Toxoplasma gondii determinados por ELISA indireto e
expressos em indice ELISA (IE) usando antigeno STAg em amostras de soro
humano de fase aguda e cronica, comparado a amostras de soro humano nao
expostos (negativo). A linha tracejada indica o valor do cut-off (IE >1,2) (Teste de
Kruskal-Wallis, pos Teste de Dunn). *p<0,0001; **p<0,0001.
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Os niveis de anticorpos IgG anti-7. gondii obtidos pelo teste de ELISA-IgG (rROP2) e
ELISA-IgG (STAg) foram analisados para cada grupo de amostras de soro humano (Figuras 8
e9).

Figura 8 — Analise pareada dos niveis de anticorpos IgG anti —Toxoplasma gondii obtidos nas
amostras de soro humano caracterizadas como de fase aguda e fase cronica
determinados por ELISA indireto e expressos em indice ELISA (IE) usando
antigeno rROP2 e o antigeno STAg. A linha tracejada indica o valor do cut-off (IE
>1,2) (Teste de Wilcoxon, p <0,0001 para ambos os grupos).
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Figura 9 — Analise pareada dos niveis de anticorpos IgG anti Toxoplasma gondii em amostras
de soro humano negativo (Grupo III) determinados por ELISA indireto e expressos
em indice ELISA (IE) usando antigeno rROP2 e antigeno STAg. A linha tracejada
indica o valor do cut-off (IE >1,2) (Teste de Wilcoxon, p = 0,5350).
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3.5.6 Sensibilidade, Especificidade e Indice Kappa

As 410 amostras utilizadas neste trabalho, todas foram previamente triadas
para verificar a presenca de anticorpos IgG e IgM anti-7. gondii ¢ avidez de IgG pelos
diferentes métodos sorologicos (IFI, CMIA).

A tabela 3 mostra a sensibilidade, especificidade, valor preditivo positivo,
valor preditivo negativo, acuracia e valor Kappa, utilzando a IFI como “padrio ouro”.

Dentre a técnicas realizadas, a CMIA foi a que apresentou maior
sensibilidade (99,2%) e especificidade (82,7%). Na andlise da comparacdo entre os testes
aplicados, a CMIA

apresentou melhor desempenho cujo valor Kappa foi de 0,86, significando
uma Otima concordancia entre as técnicas avaliadas. J&4 o menor indice de concordancia obtido

nesse estudo foi no teste de ELISA- IgG (rROP2), cujo indice Kappa foi ruim (0.02).
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Tabela 5 —Avaliagdo da sensibilidade, especificidade, valor preditivo positivo, valor preditivo
negativo, acuracia e valor Kappa nos testes de CMIA-IgG, ELISA-IgG (rROP2),
ELISA-IgG (STAg) utilizando a IFI como padrao ouro.

Imunofluorescéncia indireta-IgG

Teste Sensibilidade  Especificidade VPP VPN Acuracia  Kappa
(%) (%) (%) (%) (%)
CMIA-IgG 99,2 82,7 93,5 97,8 94,6 0,86
ELISA-IgG 75,6 33,3 72,5 37,0 62,9 0,09
(rROP2)
ELISA-IgG 98,0 50,0 82,4 92,8 84,0 0,55
(STAg)

CMIA: quimioluminescéncia com microparticula
ELISA:enzimaimmunoensaio

rROP2:antigeno recombinante de roptrias 2 do Toxoplasma gondii
STAg:antigeno total soluvel do Toxoplasma gondii

VPP: valor preditivo positivo

VPN: valor preditivo negativo

Na tabela 6, sdo demonstrados os valores obtidos na comparacdo entre os

testes sorologicos, utilizando como “padrio ouro” a reagdo de CMIA-IgG.

Tabela 6 —Avaliagdo da sensibilidade, especificidade, valor preditivo positivo, valor preditivo
negativo, acuracia e valor Kappa nos testes de IFI, ELISA-IgG (rROP2), ELISA-
IgG (STAg) utilizando o método de CMIA como padrao ouro.

CMIA-IgG
Teste Sensibilidade Especificidade VPP VPN Acuracia  Kappa
(%) (%) (%) (%) (%)

IFI-IgG 93,5 97,8 99,2 82,7 94,6 0,86

ELISA-IgG 75,2 32,9 74,5 33,7 63,5 0,08
(rROP2)

ELISA-IgG 98,5 59,7 88,2 92,8 88,9 0,66
(STAg)

CMIA: quimioluminescéncia com microparticula
ELISA:enzimaimmunoensaio

ROP2:antigeno de roptrias 2 do Toxoplasma gondii
STAg:antigeno total soluvel do Toxoplasma gondii
VPP: valor preditivo positivo

VPN: valor preditivo negativo
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Como teste unico na identificagdo de anticorpos IgM realizado nas amostras
do presente estudo, a CMIA-IgM foi considerada como “padrdo ouro” para a comparagao dos
resultados obtidos na identificagdo de IgM pelo ELISA (rROP2).

A tabela 7 demonstra os resultados da sensibilidade, especificidade, valor
preditivo positivo, valor preditivo negativo, acuracia e valor Kappa obtidos para o ELISA

(rROP2).

Tabela 7 —Avaliacdo da sensibilidade, especificidade, valor preditivo positivo, valor preditivo
negativo, acurdcia e valor Kappa no teste de ELISA-IgM (rROP2), utilizando a
CMIA como padrio ouro.

CMIA-IgM
Teste Sensibilidade Especificidade VPP VPN Acuracia Kappa
(%) (Vo) (%) (%) (“o)
ELISA-IgM 92,5 38,3 32,8 94,0 51,6 0,19

(rROP2)

CMIA: quimioluminescéncia com microparticula
ELISA:enzimaimmunoensaio

rROP2:antigeno recombinante de roptrias 2 do Toxoplasma gondii
VPP: valor preditivo positivo

VPN: valor preditivo negativo

Para compararmos a concordincia entre os ELISAs na detec¢do de
anticorpos IgG anti-T.gondii, foi calculado a sensibilidade, especificidade, valor preditivo
positivo, valor preditivo negativo, acuracia e valor Kappa obtidos para o ELISA-IgG
(rROP2), utlizando o ELISA-IgG (STAg) como “padrdo ouro” e os resultados encontram-se

na tabela 8.

Tabela 8 —Avaliacdo da sensibilidade, especificidade, valor preditivo positivo (VPP), valor
preditivo negativo (VPN), acurécia e valor Kappa no teste de ELISA-IgG (rROP2)
utilizando a ELISA-IgG (STAG) como padrao ouro.

ELISA-IgG (STAg)

Teste Sensibilidade  Especificidade VPP VPN Acuriacia Kappa
(%) (%) (%) (%) (%)
ELISA-IgG (rROP2) 73,3 29,0 81,8 20,0 65,0 0.02

ELISA:enzimaimmunoensaio

rROP2:antigeno recombinante de roptrias 2 do Toxoplasma gondii
STAg:antigeno total soluvel do Toxoplasma gondii

VPP: valor preditivo positivo

VPN: valor preditivo negativo
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3.6 DISCUSSAO

Sabe-se que a infec¢do pelo 7. gondii ¢ frequentemente assintomética ou
apresenta sintomas leves, tornando o diagnostico clinico, na maioria das vezes, inconclusivo.
Ensaios sorolégicos para determinar a presenca de anticorpos especificos sdo rotineiramente
utilizados, tanto na identificacdo da infec¢do recente como na infec¢ao tardia (SENSINI,
2006; CANDOLFI et al., 2007). A abordagem para a diferenciacdo das fases de infeccao
baseia-se na detec¢do de anticorpos IgM e IgG; porém, a persisténcia de anticorpos IgM
residuais anti-7. gondii por meses ¢ até anos apos a infec¢do aguda faz com que a
determinagdo da avidez de IgG seja necessaria (GATKOWSKA et al., 2010). No entanto, o
tratamento com espiramicina em pacientes imunocomprometidos ou em mulheres gravidas
pode retardar a producdo e maturagdo da avidez de anticorpos IgG anti-7. gondii (MECHAIN
et al., 2000). Desta forma, a introdu¢do de métodos que empreguem antigenos recombinantes
bem definidos do 7. gondii pode ser uma solucdo para melhorar o diagnéstico da
toxoplasmose.

A utilizagdo de antigenos recombinantes do 7. gondii produzidos em
sistemas procariotos, como em Escherichia coli, encontra-se descrita em diversos trabalhos.
Pietkiewicz et al. (2004) e Hiszczy-nska-Sawicka et al. (2003) avaliaram os antigenos
recombinantes GRA1, GRA7 e SAG1 na pesquisa de IgG em soro humano e ndo encontraram
influéncia da E. coli nos resultados do ELISA, ressaltando que a natureza e a pureza das
proteinas obtidas pelo sistema de expressdo em E. coli ¢ de suma importancia para garantir a
exatiddo dos resultados no ELISA.

No presente estudo, a presenca de bandas ndo pertencentes a proteina
rROP2 pode ser visualizada apds a etapa de purificacdo desta proteina (figura 4), sugerindo a
necessidade de uma melhora no procedimento de purificagdo deste sistema, garantindo maior
pureza para este antigeno e diminuindo, desta forma, o ruido encontrado na leitura
espectrofotométrica dos resultados obtidos no ELISA realizado.

A producdo da proteina rROP2 tem se mostrado de baixa expressdo e as
técnicas de solubilizagdo tem gerado alto grau de degradacdo da proteina (VAN GELDER, et
al., 1993). Isso pode ser atribuido a sensibilidade dessa proteina as proteases do hospedeiro.
Algumas formas de proteinas truncadas da rROP2 sdo expressas fusionadas com o peptideo
Cro-Lacl ou com seis residuos de tag de histidina (MARTIN et al., 1998; COUGHALAN et
al., 1995). A rROP2 obtida no presente trabalho apresentou nivel baixo de expressao sendo

encontrada sempre na fracdo insoluvel. Caracteristicas como alta degradabilidade foi
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verificada na expressao, purificagdo e durante o armazenamento desta proteina, o que pode
explicar a baixa reprodutibilidade inter-ensaio apresentada nos resultados.

Utilizando o antigeno rROP2 para a deteccao de anticorpos IgM e IgG anti-
T. gondii, encontramos positividade para ambas as fases de infec¢do (aguda e cronica). Na
detecgdo de anticorpos IgM anti-7. gondii, foi encontrada uma positividade de 94,3% (67/71)
no grupo de amostras da fase aguda da infec¢do e de 62,2% (99/159) no grupo de amostras da
fase cronica da infecg¢do, resultando em uma sensibilidade de 92,5% quando comparado com
a CMIA-IgM.

Quando o teste de IFI foi considerado padrdo-ouro, o teste de ELISA-IgG
(rROP2) para deteccao de IgG apresentou uma positividade de 72,2% (52/72) no grupo de
amostras da fase aguda e positividade de 77,2% (122/158) e sensibilidade de 75,6% no grupo
fase cronica.

Martin et al. (1998) também obtiveram positividade para ambas as fases da
infeccdo, sendo de 82,8% em amostras de soro pertencentes a fase cronica e de 97,6% em
amostras de soro quem continham imunoglobulinas marcadoras de fase aguda (IgM e IgA) na
infeccdo pelo 7. gondii. Esses resultados mostraram que durante a infec¢do humana com o 7.
gondii, o antigeno ROP2 promove uma forte resposta humoral com producao de anticorpos de
fase aguda (IgM e IgA), assim como os anticorpos de fase cronica (IgG), que por sua vez
pode ser atribuida ao fato da proteina ROP2 ser detectada e expressa em todos os estagio de
desenvolvimento do 7. gondii (MARTIN et al., 1998; SADAK, et al., 1988). Resultados
semelhantes a estes também foram obtidos por Aubert et al. (2000) e Van Gelder et al. (1993);
neste ultimo estudo, apenas 10% das amostras de soro testadas ndo apresentaram reatividade
para o antigeno rROP2, possivelmente devido a heterogenicidade da resposta imunoldgica da
populacdo humana, onde alguns individuos podem ndo produzir uma resposta de anticorpo
contra epitopos presentes neste antigeno.

O antigeno rROP2 utilizado para a deteccdo de IgG neste estudo nao foi
capaz de diferenciar amostras de soro pertencentes a fase aguda ou fase cronica, apresentando
diferenca significativa (p<0,0001) apenas na discriminagdo entre as amostras de soro de
paciente na fase cronica, cronico e individuos ndo expostos com o grupo de amostras reativos
para outras doencas. Porém, na determinacdo dos niveis de anticorpos IgM pelo ELISA
(rROP2), observou-se uma diferenca significativa nos niveis de IgM entre os grupos de
amostras do grupo agudo (I) e cronico (II) (p<0,0001), agudo (I) e negativo (III) (p<0,0001) e
agudo, cronico e negativo com outras doencas (IV) (p<0,0001). Gatkowska et al. (2010),

utilizando o modelo experimental em camundongos para a determinacdo do potencial
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diagnostico dos antigenos recombinantes ROP2 e ROP4, observaram um aumento
consideravel e significativamente maior de anticorpos IgM durante o periodo da
soroconversao (fase aguda para cronica) quando comparado com a concentracdo de IgM na
fase cronica, demonstrando portanto, uma maior afinidade da rROP2 por anticorpos
pertencentes a fase aguda da infec¢do, acompanhado de menores valores de anticorpos IgG.
Segundo Beckers et al. (1994) e Carey et al. (2004), este fenomeno pode ser resultado da
natureza dos antigenos de roptrias e pelo fato de serem liberados no inicio do processo de
invasao celular como antigenos associados a entrada na célula do hospedeiro.

Diversos trabalhos relatam a reatividade distinta de anticorpos frente a
diferentes antigenos recombinantes, sendo recomendado o uso de uma combinacao de
diferentes antigenos. Jacobs et al. ( 1999) avaliaram a performance dos antigenos
recombinantes ROP2 e GRA7 na aplicacdo do diagndstico em amostras de soro humano e
verificaram que a proteina rGRA7 aumentou a sensibilidade do teste para 96% quando
utilizada juntamente com a proteina rROP2 no ELISA, em comparacdao com a rGRA7 e
rROP2 utilizadas sozinhas em cada teste, quando a sensibilidade foi de 81% e 88%
respectivamente. Fica claro que a presenca de multiplos epitopos distintos aumentaria a
probabilidade de detectar anticorpos anti-7. gondii em diferentes estagios de infecgdo
(PIETKIEWICZ, et al., 2004; BUFFOLANO et al., 2004; BEGHETTO et al., 2006).

O teste de ELISA utilizando o antigeno STAg apresentou positividade de
100% (53/53) no grupo de amostras da fase aguda da infec¢do e de 97,9% (192/196) no grupo
de amostras da fase cronica da infec¢@o, com sensibilidade de 98%, especificidade de 50% e
indice de correlagao Kappa de 0,55 quando comparada a técnica de IFI. Resultados melhores
que este foram obtidos por Albuquerque et al. (2012), que ao avaliarem trés metodologias
para o diagnostico da toxoplasmose, encontraram maior indice de positividade (60%) ao
utilizarem o ELISA quando comparado a IFI (51%), cuja sensibilidade foi de 92,8%,
especificidade de 74,1% e indice de correlacdo Kappa de 0,7.

Mioranza et al. (2008) encontraram resultados muito semelhantes entre
ambas as técnicas de IFI e ELISA, em que a sensibilidade foi de 97,8%, especificidade de
100% e valor do indice Kappa de 0,97. A concordancia entre os resultados obtidos pela IFI e
ELISA nem sempre sdo absolutas e as diferencgas encontradas podem ocorrer devido ao uso de
antigenos distintos, sendo ele integro na IFI e soltivel no ELISA, detectando neste ultimo
anticorpos de aparecimento mais tardio (VAN KNAPEN et al., 1984)

A técnica de IFI foi utilizada como padrdo ouro para pesquisa de IgM no

presente estudo pois, segundo Camargo (2001), apresenta sensibilidade e especificidade
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semelhantes ao teste de Sabin Feldman, que apesar da sua utilizagdo apresentar restrigdes pelo
uso de toxoplasmas vivos, ainda ¢ considerado um teste de referéncia para diagnostico
sorologico da toxoplasmose (REITER-OWONA et al., 1999). Atualmente, o método de IFI,
por ser manual e necessitar de profissionais treinados para a sua leitura que ¢ subjetiva, esta
sendo substituido por métodos automatizados como o ELISA e a CMIA.

Hovanec et al. (1998) pesquisaram a presenca de anticorpos IgG no soro
humano utilizando o método de CMIA (IMMULITE, DPC, Medlab) e como padrdo ouro o
teste de Sabin Feldman. Os resultados obtidos verificaram uma sensibilidade de 94%,
especificidade de 100% e acuracia de 97,3%. Robert et al. (2001) obtiveram sensibilidade de
99,4% e especificidade de 100% na comparacdo entre a CMIA com o MEIA para a pesquisa
de anticorpos IgG anti-7. gondii e sensibilidade de 100% e especifidade de 98,4% na
pesquisa de anticorpos IgM anti-7. gondii.

No presente estudo foi verificado que na comparagdo entre os métodos, a
CMIA para pesquisa de anticorpos IgG anti-7. gondii forneceu mais resultados concordantes
com a IFI (padrdo-ouro), apresentando alta sensibilidade, de 99,2%, especificidade de 82,7%
e acuracia de 94,6%.

Ao analisarmos a positividade das amostras na identificagdo de anticorpos
IgG anti-T. gondii, encontramos um valor maior de amostras reagente obtidas pela técnica de
CMIA que o valor encontrado na triagem realizada pela IFI, com uma discrepancia dos
resultados obtidos em somente 19 (4.8%) amostras. Das 207 amostras pertencentes ao grupo
I1, 14 (6.7%) amostras apresentaram titulos menores que 1:16 (o que significa individuo nao
exposto) na IFI, mas reagentes na CMIA e cinco (4,5%) amostras pertencentes ao grupo 11
foram reagentes na CMIA, porém menores que 1:16 na IFI. Nossos resultados indicam que a
CMIA mostrou ser capaz de caracterizar as diferentes fases da infec¢do pelo 7. gondii, sendo
mais sensivel que a IFI.

Para se tornar realmente util, um teste empregado para o diagnostico de
qualquer doenga, além de ter boa sensibilidade e especificidade, deve apresentar outras
caracteristicas relacionadas com custo, procedimento técnico, facilidade de obtencdo e
estabilidade dos reagentes. O método de ELISA (rROP2) avaliado neste estudo, apresentou
baixa reprodutibilidade inter-ensaio o que pode refletir a ndo estabilidade da proteina
recombinante obtida. Diante dos resultados obtidos, o emprego da rROP2 no ELISA como
padronizado e descrito neste estudo mostrou ser um bom marcador de fase aguda da infeccao,
no entanto a sua utilizacdo como um marcador diferencial das fases aguda e cronica deve ser

melhor avaliada, situagdes estas que apresentam alta demanda em laboratorios de rotina para
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o atendimento pré-natal das gestantes, monitoramento das gestantes de risco durante a
gestacdo e para o diagnostico da infeccao congénita em recém-nascidos de maes expostas ao
parasito durante a gestacao.

Nao se pretende esgotar o tema relativo ao diagnodstico laboratorial da
toxoplasmose neste trabalho, ao contrario, os proprios resultados indicam que muito ha ainda
para ser feito. A avaliacdo de outros antigenos recombinantes do 7. gondii assim como a
associacdo de diferentes antigenos recombinantes ou peptideos sintéticos que representam
importantes epitopos do parasito sdo estratégias que podem aumentar a acuracia dos métodos
laboratoriais, como o ELISA, e sua aplicabilidade no atendimento aos individuos com

suspeita de toxoplasmose adquirida ou congénita.
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CONCLUSOES

e A proteina TROP2 foi expressa a partir de plasmideos recombinantes e
apresentou tamanho em torno de 50kDa.

e Na deteccdo de anticorpos IgM anti-7. gondii pelo ELISA-rROP2, foi
encontrada positividade de 94,3% (67/71) no grupo de amostras da fase aguda da infec¢do e de
62,2% (99/159) em amostras da fase cronica da infecgao;

e Na deteccdo de anticorpos IgG anti-7. gondii pelo ELISA-rROP2, amostras
de soro de individuos com a fase aguda da infec¢do, o ELISA-rROP2 IgG apresentou positividade
de 72,2% (52/72) e em amostras na fase cronica da infec¢do, apresentou 77,2% (122/158) de
positividade;

e No ELISA-rROP2 IgG, apenas as amostras do grupo com outras doencas
ndo relacionadas ao 7.gondii foram discriminadas;

e Quando os resultados obtidos foram comparados com a CMIA, a ELISA
rRPO2 IgM apresentou 92,5% de sensibilidade e 38,3% de especificidade. Quando os resultados
obtidos foram comparados com a IFI, o ELISA rROP2 IgG apresentou 75,6% de sensibilidade e
33,3% de especificidade e quando comparado com a CMIA, o ELISA rRPO2 IgG apresentou
75,2% de sensibilidade e 32,9% de especificidade;

e O método de CMIA foi capaz de detectar um maior nimero de amostras
com anticorpos IgG anti-7. gondii reagente do que a IFI, apresentando sensibilidade de 99,2%,
especificidade de 82,7% e concordancia kappa de 0,86;

e Os resultados obtidos indicam que a CMIA mostrou ser capaz de
caracterizar, de forma clara, as diferentes fases da infec¢do pelo 7. gondii, sendo mais sensivel
que a IFI;

e Os resultados demonstraram que ELISA com antigeno rROP2 fornece
positividade para ambas as fases de infec¢do (cronica e aguda). No entanto, na determinacao dos
niveis de anticorpos IgM pelo ELISA-rROP2, observou-se uma diferenga significativa nos niveis
de IgM entre os grupos de amostras de infecao aguda e cronica e aguda e negativo, demonstrando,
portanto, uma maior afinidade por anticorpos pertencentes a fase aguda da infecgao.

e Os resultados da padronizagdo do ELISA indireto utilizando o antigeno
rROP2 mostraram que este antigeno pode ser utilizado apenas na triagem para anticorpos IgM
anti-7. gondii em amostras de soro humano, ndo sendo indicado o seu uso como teste

confirmatorio da infeccdo pelo 7. gondii.
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