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RESUMO

MIORANZA, S. L. Desenvolvimento de teste imunocromatografico para
deteccédo de anticorpos IgG anti-Toxoplasma gondii. 213 f. Tese. Instituto de
Ciéncias Biomédicas da Universidade de Sao Paulo, S&o Paulo, 2009.

Sendo uma patologia prevenivel e tratavel, na saude publica, o importante para a
toxoplasmose congénita € o diagnéstico precoce, fundamental para intervencéo
terapéutica imediata. Em Cascavel-PR a soroepidemiologia da toxoplasmose foi
avaliada em 334 soros de gestantes, com prevaléncia de 54% e risco de 2,5%aa de
infeccdo aguda. Para monitorar e instrumentar o pré-natal através da triagem de
gestantes soronegativas por acompanhamento mensal foi desenvolvido um teste
imunocromatogréfico para deteccdo de anticorpos IgG anti-Toxoplasma gondii (TIC-
toxo). Conjugados de ouro coloidal com diferentes extratos antigénicos do agente e
reagentes controle e teste da reacdo foram preparados e avaliados por controles
intraexperimentais, incluindo Dot Blot e microscopia eletronica, sendo selecionados
na padronizacdo o conjugado de ouro de 6nm recoberto com 2,5 ug/A 540nm de
ouro de extrato antigénico alcalino de T. gondii, a Proteina A de S.aureus na linha
teste, e 0 anticorpo anti-T. gondii na linha controle da membrana. No ensaio do teste
rapido foram testadas 70 amostras de soro em duplicata, sendo 35 reagentes e 35
nao reagentes, comparando os dados com ELISA comercial, ELISA in house e IFI.
Sensibilidade, especificidade, valor preditivo positivo, valor preditivo negativo e
eficiéncia do TIC-Toxo foram, respectivamente: 88,6% (IC 72,3-96,3), 80,0% (IC
62,5-90,9), 81,6% (IC 65,1-91,7), 87,5% (IC 70,1-95,9) e 0,8429, havendo
concordancia e reprodutibilidade (Kappa = 0,712171) entre o TIC-toxo e os métodos
classicos. O teste desenvolvido € rapido, de baixo custo, de facil execucdo em Unica
etapa. E apropriado para uso ambulatorial, precedendo a confirmac&o laboratorial,
na triagem de grupos especificos e especialmente de gestantes de Cascavel em

risco de toxoplasmose congénita, permitindo o manejo adequado no pré- natal.

Palavras-chave: Toxoplasmose. Teste imunocromatografico. Cuidado pré-natal.

Anticorpos IgG. Infecgdo congénita.



24

ABSTRACT

MIORANZA, S. L. Immunochromatographic assay for the detection of anti-
Toxoplasma gondii IgG antibodies. 2009. Master Thesis (Parasitology) - Instituto
de Ciéncias Biomédicas, Universidade de S&o Paulo, Sao Paulo, 2009.

As preventable and treatable condition, for the public health the main goal in
congenital toxoplasmosis is early diagnosis, essential for adequate therapy. We
study seroepidemiology of toxoplasmosis in 344 sera samples from pregnant women
of Cascavel, PR, Brazil. By consistent serology, we demonstrate 54% prevalence
and a 2.5% risk of acute infection/year, using several approaches. For supply the
antenatal office care, it would be important a quick immunochromatographic assay
for detection of anti T.gondii IgG antibodies (TIC-Toxo), to be applied in the follow up
of pregnant women at risk of infection. To develop the TIC-Toxo assay, we evaluate
and standardize the gold particle conjugate adsorbed with several types of
tachyzoites extracts, aside to specific reagents for the control and test area of the
strip test, by Dot Blot assays, with several quality control steps including electron
microscopy. Those analysis provide data for defining the reagents for production of
TIC-Toxo, constructed with 6 nm colloidal gold conjugate recovered with 2.5ug/As4o of
alcaline extract from T.gondii tachyzoites, with S.aureus Protein A at test dot and
anti-T.gondii antiserum at control dot. Seventy sera samples were blind tested by
rapid test, 35 positive and 35 negative, comparing to ELISA and IFA assays.
Sensitivity, specificity, positive predictive value, negative predictive value and
accuracy were respectively: 88,6% (IC 72,3-96,3), 80,0% (IC 62,5-90,9), 81,6% (IC
65,1-91,7), 87,5% (IC 70,1-95,9) e 0,8429, with good agreement of TIC-Toxo and
other assays (Kappa = 0,712171), with good intra and inter test reproducibility. This
TIC-Toxo is a quick, low cost, one step assay and easily performed. Approprieate for
use in ambulatory, preceding the laboratorial confirming diagnosis allowing adequate
care of selected groups and specially pregnant women at risk of acute toxoplasmosis

and fetal congenital disease, at Cascavel-Pr.

Key words: Toxoplasmosis. Immunochromatographic assay. IgG antibodies.

Prenatal care. Congenital infection.
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1 INTRODUCAO

Desde a sua descoberta ha cem anos, independentemente, por Splendore e
Nicolle e Manceaux (SPLENDORE, 1908; NICOLLE e MANCEAUX, 1908) o
Toxoplasma gondii, um agente patogénico para seres humanos, continua a ser uma
fonte de material estimulante em muitas areas de pesquisa, resultando na publicacéo
de 20.000 e uma média de 10 papers por semana no PUBMED (FERGUSON, 2009),
mais de 500 revisdes e diversos livros publicados (TENTER, HECKEROTH, WEII,
2000). E um patdgeno zoonoético de grande importancia na area humana e veterinéria,
sendo reconhecido como um patdégeno prioritario (categoria B) pelo National Institute
of Health em Bethesda nos Estados Unidos. E um parasito Apicomplexa que atinge
1/3 da populagdo humana e infecta muitas espécies de animais de sangue quente,
causando diversas alteracdes clinicas (WEISS e DUBEY, 2009).

Em geral, as infec¢des causadas pelo T. gondii seguem um curso moderado ou
assintomatico, mas, em gestantes ocasiona infec¢cdo congénita e mortalidade
neonatal, e, em pacientes imunocomprometidos, alteracdes graves, incluindo
encefalite, corioretinite e morte (WEIIS e DUBEY, 2009). Por isso, € considerado um
parasito oportunista por causar, além da neurotoxoplasmose, infeccbes sistémicas
nestes pacientes (KIM e WEISS, 2008). Estudos mais recentes baseados em
pesquisas sorolégicas e estudos do comportamento animal tém sugerido que a
infecc@o cronica pelo Toxoplasma gondii € um fator de risco para esquizofrenia em
humanos e outras alteragcdes de comportamento (TORREY e YOLKEN, 2007).

O parasito pode ser transmitido ao homem por transmisséo vertical, através da
forma de crescimento rapido, o taquizoito, se a mae adquire a infeccado durante a
gravidez pela primeira vez. Mas, a infeccdo € mais comumente adquirida pela
ingestdo de cistos teciduais, contendo bradizoitos, formas de crescimento lento, e,
finalmente, pela ingestdo de oocistos com esporozoitos (KIM e WEISS, 2008).

O desenvolvimento do diagndstico sorologico, pelo teste do corante (Dye-test)
por Albert Sabin e Harry Feldman em 1948, foi 0 maior avanco nos estudos sobre a
toxoplasmose, tendo esta técnica uma sensibilidade e especificidade raramente
suplantadas em testes soroldgicos, o que permitiu identificar a grande infecciosidade
do agente (SABIN e FELDMAN, 1948).
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A toxoplasmose € diagnosticada pela demonstracdo de anticorpos contra
antigenos do parasito na populacdo humana (SENSINI, 2006), sendo que sua
prevaléncia pode oscilar entre 20% e 83%, dependendo da regido ou idade média da
populacdo (ROSSETI, SILVA, SAMA, 2006). Assintomatica na maior parte dos
pacientes, a toxoplasmose passou a ser mais reconhecida por sua importancia dada a
severidade na infeccdo congénita (BATISTA, 2001) e em pacientes com defeitos na
imunidade mediada por células T, tais como pacientes com doencas hematoldgicas
malignas em terapia com corticosteréides e drogas citotdxicas, receptores de 6rgaos
transplantados em imunossupressao continua e pacientes com AIDS (WEISS e
DUBEY, 2009).

A doenca também pode ser diagnosticada por exames parasitolégicos, como
isolamento, métodos moleculares como reacdo em cadeia da polimerase (PCR) ou
hibridacdo com sondas especificas ou ainda estudos anatomo-patolégicos em 6rgaos
afetados (MONTOYA e LIESENFELD, 2004), mas todos estes métodos tém
disponibilidade reduzida e sdo dependentes de centros especializados. A grande
ferramenta diagndstica continua sendo a sorologia, mas a rotina de investigacao
sorolégica da infeccdo requer alta sensibilidade, sendo que a especificidade varia
dependendo do teste utilizado. Estudos recentes mostram que os testes soroldgicos
sdo capazes de detectar taxas mais altas de toxoplasmose que a técnica do PCR
(GHONEIM et al., 2009).

Os métodos sorolégicos detectam anticorpos especificos IgM e/ou IgA
(SENSINI, 2006) e/ou aumento significante do nivel de anticorpos IgG (PRESS,
MONTOYA, REMINGTON, 2005), enquanto o teste de avidez de IgG, utilizado
especialmente no diagndstico da toxoplasmose aguda na gestante (LESER et al.,
2003), identifica 0o mais provavel periodo de infec¢do, discriminando as infec¢des
agudas das cronicas (TANYUKSEL et al., 2004).

Sabendo-se da complexidade de interpretacdo dos resultados no diagnéstico da
toxoplasmose, o0s testes sorolégicos devem ser interpretados com cautela
(MONTOYA e LIESENFELD, 2004) e ndo devem ser avaliados isoladamente, porque
tanto a IgA (FRANCIS e JOYNSON, 1993) como a IgM podem persistir por anos,
levando a erro na determinacdo da época da infeccdo materna (JENUN e STRAY-
PEDERSEN, 1998) e falha no diagnostico da gestante (HILL e DUBEY, 2002).
Também, a persisténcia de anticorpos IgG de baixa avidez por até um ano (PIERGILI,

2004), a reatividade cruzada da IgM, a presenca da IgM do fator reumatéide ou
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anticorpos anti-nucleares e o uso de soros inativados também podem dificultar o
diagnostico (HEDMAN et al.,, 1989). Diante disso, ressalta-se a importancia da
utilizacdo de um painel de testes sorologicos (GOLKAR et al., 2008; MONTOYA e
ROSSO, 2005; PRESS, MONTOYA, REMINGTON, 2005) como o procedimento mais
adequado para o diagnéstico da infeccdo aguda com uma maior probabilidade de
acerto.

Quando ocorre a primo-infeccdo na gravidez é essencial estimar, precisamente,
o periodo de infeccdo para gerenciar o risco da toxoplasmose congénita e alteracdes
causadas no feto (PETERSEN et al., 2005). Ensaios automatizados e padronizados
para deteccao de IgG anti-Toxoplasma gondii ocupam uma importante posi¢ao, pois a
presenca destes anticorpos é considerado indicativo de imunidade (LESER et al.,
2003), e sua auséncia confirmaria a necessidade de cuidados de prevencédo primaria,
principalmente na gravidez, onde fica caracterizado o risco gestacional e exposi¢ao
da crianca a transmisséao vertical (CASTILHO-PELLOSO et al., 2005).

1.1 JUSTIFICATIVA

Devido a toxoplasmose congénita ser resultado de infec¢do adquirida durante a
gestacdo é critico determinar a presenca da infeccao recente, visando a instituicao de
terapia eficiente (ELSSHEIKHA, 2008). Nestes casos, o diagnostico tem sido
comprometido pela falta de um screening sequencial com apenas uma amostra de
soro avaliada no manejo pré-natal (MONTOYA et al., 2002). Para controlar os casos
de toxoplasmose congénita € fundamental, como sugerem Liesenfeld et al., a criacéo
de um programa pré-natal com triagem sistematica mensal (LIESENFELD et al.,
2001).

Entdo, percebe-se que os métodos de diagndstico laboratoriais passam a ter
uma importancia ainda maior ndo apenas na fase aguda da doenca, mas no
acompanhamento de gestantes soronegativas como medida profilatica de ma
formacdo congénita (RIBEIRO, 1999). A moderna tecnologia oferece muitas
ferramentas ao laboratorio clinico que permitem ndo sé o diagnéstico mais acurado,
como também a prevencdo e acompanhamento da doenca (LESER et al., 2003).
Desta forma, testes imunolégicos para detec¢cédo de parasitos devem apresentar, tanto
eficiéncia diagnostica quanto custo acessivel, facilidade no processo de execucao e
realizacdo do teste (DE CARLI, 2001).
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Neste sentido, percebe-se que a tendéncia atual € o desenvolvimento de testes
de diagnostico rapido (TDR’s), como os ensaios imunocromatograficos ou de fluxo
lateral que utilizam amostras biolégicas de facil obtencdo (HUJAKKA et al., 2001),
como saliva, sangue da polpa digital e soro. Os testes rapidos conhecidos como teste
da “tirinha ou da fita” tém sido bastante difundidos no meio cientifico e amplamente
usados na deteccdo de agentes etiologicos de importancia médica, com énfase no
diagnéstico de doencas infecciosas e parasitarias como leishmaniose, malaria,
dengue, viroses, filariose, enteroparasitoses, destacando-se também a tecnologia
forense (SATO et al., 2004; PANI et al., 2004; NAVARRETE et al., 2007; MOODY et
al., 2000; DA COSTA et al., 2003).

Esta tecnologia € viavel para ser aplicada no acompanhamento de gestantes
soronegativas no momento da consulta ginecoldgica, favorecendo a instituicdo rapida
e segura de terapia especifica no caso de primo-infeccdo na gravidez, podendo
também ser empregada em outras situacdes onde o diagnéstico laboratorial é
complicado, em inquéritos epidemiolégicos, areas rurais ou remotas com alta
incidéncia de casos, locais de dificil acesso, analises de campo rapidas, na auséncia
de técnicos treinados, em postos de salde, hospitais e ambulatérios, tanto na rede
publica como privada.

A padronizacéo e o desenvolvimento de um teste imunocromatogréafico com boa
sensibilidade e especificidade que detecte a infeccdo pelo Toxoplasma gondii foi
fundamentado na verificacdo da ocorréncia de infeccdo congénita em 2,4%
(MIORANZA et al., 2008) das gestantes de Cascavel, municipio da regido Oeste do
Parand mediante o estabelecimento do perfil sorolégico por diversas técnicas
classicas de diagndstico realizadas no Laboratorio do municipio de Cascavel-PR e no
Instituto de Medicina Tropical de Sao Paulo (IMTSP). Desta forma, considerando que:

a) a toxoplasmose é uma doenca de grande impacto para a saude publica, com
gastos desnecessarios para 0 governo;

b) um teste rapido para o diagndstico da toxoplasmose pode ser dtil
especialmente no acompanhamento das gestantes soronegativas durante a
realizacdo do pré-natal;

c) o monitoramento sequencial do estado soroldgico pode ser de grande auxilio
no controle da toxoplasmose aguda da gestante;

d) a deteccédo precoce da infeccdo com indicagcdo de terapia imediata pode

reduzir o risco de toxoplasmose congénita;
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e) a disponibilizacdo de um teste de triagem para situacdes emergenciais € uma
ferramenta que pode ser utilizada pela administragdo publica como medida de carater
preventivo.

Este trabalho propés o desenvolvimento de um teste imunocromatografico para
detectar anticorpos IgG anti-Toxoplasma gondii em amostras de soros, comparando-

se os resultados do novo teste com técnicas convencionais de diagnostico.
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7 CONCLUSAO

- Para a padronizacdo do novo ensaio imunocromatografico foi preparado um
conjugado de Toxoplasma gondii - ouro coloidal em pH 6.0 com particulas de 6nm
conjugadas ao antigeno alcalino de T. gondii na concentracdo de 2,5 ug/ml de ouro,
utilizando-se o anticorpo anti-T.gondii como controle e a proteina A como particula
de captura na linha teste.

- O ensaio imunocromatografico qualitativo para deteccdo de anticorpos IgG
anti-T. gondii (TIC-toxo) foi avaliado em amostras de soro, alcancando bom
desempenho quando se comparou 0s resultados com técnicas classicas de
diagnoéstico, observando-se boa concordancia, sensibilidade, especificidade e
reprodutibilidade.

- O TIC-toxo é um teste simples, de custo razoavel, facil execucao, realizado
em Unica etapa com obtencao do resultado dentro de 6-8 minutos, apresentando
indices diagnésticos suficientes para auxiliar no manejo de gestantes durante o pré-
natal, abrindo novas perspectivas para o acompanhamento de gestantes
soronegativas em risco de transmissdo congénita, especialmente, na cidade de

Cascavel-PR.
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