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Padronizacao de Dot-DIA para
deteccao de imunoglobulina G sérica
ANTI-Toxoplasma gondii

M outa-ConForT, E.X; ALves, A. S? ; AMENDOEIRA, M. R. R2

A detecc¢édo de imunoglobulinas (Ig) em soros de individuos com
suspeita de infeccao pdigondii é usualmente obtida através de ensai-
os imunoenziméticos (ELISA) e pela Reacdo de Imunofluorescéncia
Indireta (RIFI).Tais métodos requerem o uso de equipamentos especifi-
cos, elevando assim o custo operacional destes ensaios.

Este estudo visa padronizar e avaliar uma metodologia que utiliza
matriz de nitrocelulose como suporte para o antigeno e imunoglobulina G
(IgG) marcada com corante téxtil como anticorpo secundario. Reacgfes
positivas podem ser facilmente evidenciadas pelo aparecimento de cor
no local da aplicagéo do antigeno. Acreditamos que esta técnica podera
vir a ser mais uma opg¢do, com custo reduzido, para o diagnéstico
laboratorial da toxoplasmose.

O Toxoplasma gond(iT.gondii), agente etiol6gico da toxoplasmose,
€ um protozoario intracelular que possui distribuicdo cosmopolita, infectando
grande variedade de vertebrados, entre aves e mamiferos, incluindo o ho-
mem (AMENDOEIRA, 1997; FERRARONI & MARZOCHI, 1980;
SANCHEZ, 1989; REY1991) A infec¢do humana é geralmente avaliada
pela presencga de anticorpos séricos contra o parasita. A infeccdo aumenta
sua freqiiéncia de acordo com a idade do paciente. Desse modo, observa-
se uma prevaléncia elevada em individuos adultos. No Brasil, a
soropositividade neste grupo varia entre 50% e 80%, diferindo nas varias
localidades estudadas (JAMRA, 1964, GUIMARA&SiL, 1993).
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A transmissdo do parasita para o homem pode ocorrer por via
oral, via transplacentéria ou mais raramente por transplante de tecido ou
orgados. A contaminacdo oral se da através da ingestdo de alimentos
contendo oocistos eliminados junto as fezes de gatos, ou pela ingestéao de
carnes mal cozidas provenientes de animais infectado3.agpondiie
gue apresentam cistos do parasita (JACOBS & MBN, 1957;
AMATO NETO et al, 1963; CAMARGO, 1995).

Em individuos adultos e imunocompetentes, a toxoplasmose € uma
infecgdo geralmente assintomatica ou de manifestagbes com pouca ex-
presséo clinica. A doenca e o0 seu diagnostico assumem especial impor-
tdncia em imunodeficientes, mulheres gestantes e em neonatos com in-
feccdo congénita. O diagndstico laboratorial da toxoplasmose pode ser
realizado através de pesquisa do parasita, pesquisa de antigenos parasi-
tarios ou de anticorpos séricos ahgondii. A pesquisa do parasita se
faz a partir de sangue ou de bidpsias de tecidos comprometidos, obten-
do-se o isolamento por inoculacdo em camundongos ou em cultivo de
células. Antigenos e complexos imunes de antigenos parasitarios podem
ser detectados no soro, urina e em cortes de te¢mimvia, a pesquisa
de anticorpos séricos é a metodologia usualmente utilizada para o diag-
nostico laboratorial da toxoplasmose, em virtude da relativa facilidade
destas técnicas quando comparadas com as de pesquisa do parasita e de
antigenos parasitarios. Varios testes sorologicos podem ser realizados
com esta finalidade, sendo os testes enziméticos e a Reacédo de
Imunofluorescéncia Indireta (RIFI) os mais utilizados na atualidade na
rotina laboratorial, devido a elevada sensibilidade e especificidade obser-
vadas. IgM, IgG, IgA e IgE podem ser detectadas na toxoplasmose re-
cém adquirida; altos titulos de IgM combinados a titulos de IgG sdo
indicativos de infeccéo recente, sendo de especial importancia a detecgédo
e quantificacdo destas classes de Igs para o diagnostico laboratorial da
toxoplasmose.

Com o objetivo de simplificar e reduzir custos, uma grande varie-
dade de modifica¢des das técnicas imunoenzimaticas tém sido descritas.
Usando-se matriz de nitrocelulose como suporte para o antigeno, anticorpos
marcados com particulas coloidais tais como ouro, prata e corantes po-
dem ser usados como uma alternativa aos conjugados enzimaticos
(MOREMANS et al, 1984; PENNEYet al, 1989; KASHIWAZAKI
et al, 1994) A utilizacdo de corantes téxteis para testes em papel de
nitrocelulose, dot-dye immunoassay (dot-DIA) foi descrita por
SNOWDEN e HOMMEL (1991), sendo também empregada com su-
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cesso no diagndstico da esquistossomose mansoniABELO et
al.(1992 e 1993).

Neste estudo apresentamos resultados preliminares da padroniza-
¢éo da técnica de dot-DIA como método de triagem sorologico para
toxoplasmose.

Soros

Foram utilizados 10 soros reatores na imunofluorescéncia indireta
e em teste enzimatico (ELISA) e 10 soros ndo reatores para estas técni-
cas como controle negativos. Os soros foram diluidos a partir de 1:16 até
1:1024 (utilizando-se fator 4) em PBS com 0,05%wleen 20% e com
5% de leite desnatado.

Antigeno

Usou-se como antigeno (Ag) sobrenadante de taquizoitas de
T.gondiirompidos por congelamento e descongelamento, centrifugados
a 14000 g e aplicado em tiras de membrana de nitrocelulose em volume
de 100ml e em concentractes de 0,3 a b@ de proteina por ml de
solucéo. No preparo das diferentes concentra¢des de antigeno, utilizou-
se tampao fosfato (PBS) pH 7,2. As tiras de nitrocelulose foram inicial-
mente embebidas em PBS e ap0s a aplicagdo do antigeno com aparelho
de hibri-dot (Bio-Rad), foram secas ao ar a temperatura ambiente ou a
37°C por 30 minutos. Para bloqueio dos sitios livres usou-se solucéo de
leite desnatado a 5% diluido em PBS com 0,05%ndeen 20Apos o
blogueio as tiras podem ser imediatamente utilizadas ou apds secagem
estocadas a temperatura ambiente para posterior utilizagao.

Preparacédo do conjugado

A preparacao do conjugado realizou-se segundo a metodologia
descrita por SNOWDEN e HOMMEL (1991).

Corante

Uma suspensdo 5% (p/v) de corante “vermelho samaron”
(Hoescht) em agua destilada foi lavada 4 (quatro) vezes a 20000 g por
30 minutos. Apos a ultima lavagem, o sedimento foi diluido no volume
inicial de agua. A suspensao foi entdo submetida a nova centrifugacéo a
1259 por 30 minutos para retirar os agregados. Ao sobrenadante adicio-
nou-se timerosol a 0,01%. A concentragdo do corante a ser usado foi
determinada a partir de uma solugéo do corante em etanol cuja absorbancia
a 510 nm seja igual a 1 (A ., =1), usando-se para conjugagdo com
imunoglobulina, a suspenséo aquosa correspondeteyAndltiplos
desta solucao (An).
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Conjugacéo

O conjugado anti-IgG - corante foi preparado por adi¢édo de dife-
rentes concentragdes do corante (A, e A,) a concentracdes vari-
adas de imunoglobulina G (IgG) anti-humana (1, 2ng#4nl de 1gG ),
em solugdo NaCl 2,7mM tamponada com fosfato 10 mM, pH 7,4 por 1
(uma) hora a temperatura ambiente. A mistura, juntou-se V/5 de solu-
¢do a 30% de soro albumina bovina (BSA) em solucdo 5mM de NaCl
pH 7,4 deixando-se por mais uma hora. O reagente IgG/corante foi
centrifugado a 12000 g por 30 minutos, o sedimento diluido em volume
igual ao original da imunoglobulina, em solu¢cdo de BSA a 5% em fosfato
a 33mM e NaCl a 125mM, pH 7,4, conservando-s&a 4

Reacéo

A reacdo foi realizada por incubacao das tiras de nitrocelulose
adsorvidas com o antigeno e os soros diluidos, por 1 (uma) hora a tempe-
ratura ambiente com agitacdo constante; seguiram-se 5 lavagens com
PBS Tween 20 a 0,05%Apos as lavagens, as tiras de nitrocelulose
foram incubadas com o conjugado (IgG/corante), por 30 minutos a tem-
peratura ambiente; o blogueio da reacao se faz por imerséo das tiras em
agua. A positividade do teste é detectada através do aparecimento de
cor. Para a padronizacao das reacdes. Usou-se titulagdo em bloco com
variacfes da concentracao do antigeno, dos soros e do conjugado. Con-
siderou-se como melhor concentracdo de trabalho dos reagentes aque-
las nas quais observou-se boa reatividade para os soros positivos em
diluicdes elevadas e auséncia de reatividade nos soros negativos em to-
das as dilui¢des.

Resultados

A concentragao de antigeno que apresentou melhor resultado com
0s soros estudados foi a de 1@ de proteina por ml de solugdo. A
concentracdo do conjugado-corante com melhor desempenho nos resul-
tados foi aquele no qual utilizamos o coranjgeAa Imunoglobulina G
anti-humana na concentracao dad/ml (Figura 1). Nestas condi¢bes
0S soros positivos aparecem com coloracdo bem definida enquanto que
0S soros controles normais ndo apresentaram coloragéo ou leve colora-
¢do que nao interferiu com a interpretacéo do resultado.
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Dot-DIA com soros de individuos com reagdo positiva em ELISA
e imunofluorescéncia indireta para toxoplasmose. Corante em
diluicao A20, anti-imunoglobulina humana (IgG) em concentra¢do
de Img/ml e antigeno usado em concentragdo de 25mg/ml.

O estudo da prevaléncia da infec¢do pmxoplasma gondié
baseado na pesquisa de anticorpos séricos. A deteccdo de IgG sérica é
uma das ferramentas utilizadas nestes casos, assumindo também grande
relevancia em estudos soroepidemiolégicos, uma vez que a presenga de
IgG, detectada por testes soroldgicos, é suficiente para estabelecer que
um paciente foi infectado.

Neste trabalho descrevemos a padronizacdo da metodologia de
dot-DIA para detec¢do de IgG sérica diatkoplasma Para tanto, os
fatores que poderiam interferir no teste de dot-DIA tais como: o tipo e a
concentracdo do antigeno, a solucdo bloqueadora, a concentragdo do
corante, a diluicdo do soro, o tempo de incubacéo e a temperatura foram
analisadas e adequadas a ensaios de detec¢do de IgG especifico anti-
T.gondii

Uma vez padronizado, o teste € de facil execuc¢éo, realizando-se
em pequeno espacgo de tempo, cujos reagentes constituem-se em tiras
de nitrocelulose previamente adsorvidas com o antigeno e ja blogueadas,
solugcédo de conjugado(lgG/corante), tampéo de diluicdo do soro e
tampéo de lavagem. O desenvolvimento do teste e a observacdo da
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