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RESUMO

Foirealizada pesquisa de anticorpos anti-Toxoplasmagondiiem 183 amostras de sangue dessecado em papel de filtro utilizando
asreagOes de imunofluorescénciaindireta ELISA edot-ELISA, tomando como referéncia osresultados obtidos nos soros. A anélise
dosresultados demonstrou que papéis com sangue dessecado podem ser conservados porum periodo minimo de 45 diasatemperatura
ambiente e por seis meses a4°C, desde que mantidos livres de umidade pela utilizagdo de agentes dessecantes como a silica-gel. A
reprodutibilidade das reagdes, avaliada por meio da curva dos titulos de anticorpos no decorrer do tempo apds a coleta do sangue
em papéis de filtro, demonstrou umaconcordanciade 97 a 100% entre os resultados obtidos nos soros e eluatos. Os titulos de anticorpos
permaneceram estaveis durante o periodo observado. Osresultados obtidos com eluato de sangue dessecado foram semelhantes na
RIFI, ELISA e dot-ELISA, indicando que qualquer uma das trés reacdes pode ser utilizada em eluatos de sangue dessecado para

o diagndstico datoxoplasmose caprina.

UNITERMOS: Coleta de amostras sangiiineas; Toxoplasmose; Caprinos

INTRODUCAO

A indicacdo do método mais adequado para coleta de sangue
em trabalho de campo é extremamente importante,
principalmente em levantamentos sorolégicos. Em inquérito
epidemioldgico realizado em grande populacdo ou em é&rea
geogréafica de dificil acesso, é fundamental a utilizagdo de
métodos de coleta que sejam adequados e de facil execugéo.
A coleta de sangue em papel oferece a vantagem de a amostra
poder ser acondicionada a temperatura ambiente, ser
transportada por longas distdncias sem exigir separacdo
imediata do soro. Por essas razdes, o emprego do papel de
filtro na coleta do sangue, para fins de estimativa de
prevaléncia de doencas parasitarias, é encontrado em grande
nimero de trabalhos 6J2,13'17. A analise desses trabalhos
mostra que sdo varios os fatores que podem influenciar a
preservagdo de imunoglobulinas em sangue dessecado em
papel de filtro, entre eles atemperatura, aumidade, astécnicas
sorolégicas utilizadas, a populagdo alvo e os niveis de
anticorpos presentes nessa populacéo.
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Eluatos de sangue dessecado em papel de filtro (SDPF) ja
foram wutilizados em levantamento soroldgico da
toxoplasmose caprina2 entretanto os autores nédo testaram a
reprodutibilidade dos resultados obtidos nos eluatos de
SDPF comparativamente aos do soro. Posteriormente foi
demonstrada, também em estudo da toxoplasmose caprina?,
uma queda significativa nos titulos de anticorpos obtidos nos
eluatos de SDPF, ensaiados através da reacdo de
imunofluorescéncia indireta, em relagdo aos obtidos no soro.
Os autores concluiram pela inadequacdo do emprego do
eluato de SDPF no diagndstico sorolégico para levantamentos
da toxoplasmose em rebanho caprino.

Este trabalho objetiva avaliar o uso de eluato de sangue
dessecado em papel de filtro para inquéritos soroldgicos da
toxoplasmose caprina, estipulando condi¢8es de conservacao
adequadas, em relacdo a sensibilidade obtida no soro, através
da reacdo de imunofluorescéncia indireta e das reacdes
imunoenzimaticas ELISA e dot-ELISA.
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MATERIAL E METODO

1. Animais utilizados: as amostras de sangue foram coletadas
de caprinos de diferentes idades, sexos e ragas, procedentes
de cinco criatérios localizados na regido periurbana de Belo
Horizonte, Minas Gerais.

2. Coleta do sangue: os animais foram submetidos a pungéo
venosa e parte das amostras de sangue foi utilizada para
obtencdo do soro e parte distribuida em papéis de filtro
Whatman na 4, que foram transportadas para o laborat6rio em
frascos contendo silica-gel.No laboratério o papel foi picotado
em discos de 6 mm de didmetro e acondicionado em sacos
plasticos, que foram colocados em frascos contendo agente
dessecante.

3. Experimento I: foram utilizadas 18 amostras, colhidas em
duplicata e conservadas a temperatura ambiente e a 4°C, até
a hora do exame. Todas as amostras foram codificadas e o
estudo realizado de maneira cega.

4. Experimento Il: para a avaliacdo da reprodutibilidade das
reacdes realizadas em eluato de sangue dessecado em papel
de filtro, no decorrer do tempo, foi coletada uma amostra de
165 animais. Foi utilizada a metodologia anteriormente
citada e o papel com sangue dessecado mantido a 4°C em
presenca da silica-gel. Os exames foram realizados no la, 7a,
15a, 30a e 60a dia ap06s a coleta (DAC), e com aproximada-
mente 10% da amostra (18 amostras) seis meses apds a coleta.
Todas as amostras foram codificadas e o estudo realizado de
maneira cega. Aproximadamente 10% da amostra (17
amostras) foram coletados em duplicata para controle técnico.

A diluicdo do sangue dessecado em papel foi calculada de
acordo com ALVAREZ etal.'(1971), sendo os discos diluidos
em tampdo fosfato pH 7,2 (PBS) até atingir a concentracao
correspondente a diluicdo de 1:4 do soro. O material
permaneceu sob agitacdo por 30 min. a temperatura ambiente
eem seguida foi titulado utilizando-se o mesmo procedimento
adotado para o soro.

5. Reac0es utilizadas nos experimentos | e IlI:

A) Reacdo de imunofluorescéncia indireta (RIFI): estareacéo
foi executada de acordo com a técnica de CAMARGO5
(1964), utilizando taquizoitos de cepa N14 do Toxoplasma
gondii como antigeno. O conjugado foi obtido através da
marcacdo de uma anti-lgG caprina com isotiocianato de
fluoresceina. A diluicdo de 1:16 foi considerada discriminante
de reacdes positivas e negativas?’.

B) ReacOes imunoenzimaticas ELISA e dot-ELISA: para
estas reagOes foi utilizada como antigeno uma suspensdo de
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taquizoitos de Toxoplasmagort</f/(cepaN) obtida de exudato
peritoneal de camundongos, purificada por lavagens
sucessivas com PBS e tratada por ultra-som, por trés periodos
de 1min., a 40 Hertz.

A reacdo imunoenzimatica ELISA foi realizada de acordo
com a técnica de VOLLER et al.15(1976), utilizando como
conjugado uma anti-lgG caprina marcada com peroxidase e
como substrato ortofenilediamino. As leituras das reacdes
foram feitas em leitor de ELISA (Bio-Rad - Mod. 2550)
utilizando filtro de 492 nanémetros, e os resultados expressos
em valores de absorbéancia. A reacdo foi considerada positiva
quando a leitura em densidade 6ptica foi maior do que a média
somada a duas vezes 0 desvio padrdo do valor obtido em
densidade dptica para no minimo 10 soros de animais ndo
reagentes, testados em paralelo aos soros avaliadoso.

A reacdo imunoenzimatica dot-ELISA foi realizada apenas
no experimento Il, tendo sido realizada seis meses ap0s a
coleta em 134 das 165 amostras. A reacdo foi realizada de
acordo com a técnica de HAWEKES et al.10 (1982),
modificada, utilizando como conjugado uma anti-lgG caprina
marcada com fosfatase alcalina e como substrato 5-bromo-4-
chloro-indolyl-phosphate/nitro blue tétrazolium. A leitura
foi realizada com a observagdo visual do aparecimento ou
ndo de um precipitado de coloragdo violacea.

Foi considerada, como discriminante de rea¢6es positivas e
negativas, a diluicdo de 1:64.

O teste qui-quadrado foi utilizado para pesquisar a existéncia
de diferencas estatisticamente significativas entre as
proporgdes calculadas3. Foram calculados os indices de co-
positividade, co-negatividade4 e concordéancia de
YOUNDENI6(1950) (J), tomando-se os valores obtidos nos
soros como referéncia.

A andlise da reprodutibilidade das reagdes nos eluatos de
sangue dessecado em papel de filtro foi feita utilizando os
testes de regressdo linear e correlagdo de Pearson3, para
comparar os resultados obtidos nos soros e nos eluatos de
sangue dessecado no la dia ap6s a coleta (DAC). Em seguida
foi utilizado um modelo de regressdo linear maltipla com
variaveis “dummies”, de acordo com a seguinte equacdo":

Y =a+ BjDj + B2D2+ BjDj + B4D4
Y = titulo no eluato

X = titulo no eluato no la DAC
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a = titulo no eluato quando o titulo no 1a DAC era zero

B,, B2e B3 = coeficientes de regressdo

Dj, D2e D, = variaveis “dummies”. Os valores das variaveis
“dummies” foram, de acordo com o modelo: 1a DAC, Dj =
1, D2=0,D3=-1,D4= 1, 7*“ DAC, D, =-1, D2=0, D3= 1,
D4= 1; 15a DAC, D, =0, D2=-1,D3= 1, D4=‘l; 30a DAC,
D.=0,D,=1D, = D4 = 1; 60a DAC, D, =0, D2= 0,
D3=0,D4=-4.

RESULTADOS

No experimento I, realizado com o objetivo de avaliar a forma de
conservagao dos papéis embebidos em sangue, foi observada uma
concordanciade 100% entre os resultados obtidos por meio da RIFI
edaELISA em 18 soros e eluatos de sangue dessecado em papel de
filtro conservados a temperatura ambiente ou a 4°C, em sacos
plasticos lacrados, em presenca de silica-gel.

No experimento Il a analise dos resultados obtidos através da RIFI
e da ELISA, nas 165 amostras, mostrou ndo existir diferenca
significativa entre a proporgdo de resultados positivos obtidos em
soros e eluatos até o0 602 dia apds a coleta (DAC) (Tab. 1,2).

Os resultados de 10% da amostra (18 animais), ensaiada
através da RIFI e da ELISA, mostraram que a reatividade dos
eluatos ndo foi alterada mesmo seis meses ap6s a coleta.

Resultados semelhantes foram observados, quando 134amostras
de sangue dessecado, conservadas durante seis meses a 4°C em
frascos contendo silica-gel, foram testadas pela reacdo
imunoenzimatica dot-ELISA. Na Tab. 3 pode-se observar a alta
concordancia obtida entre os resultados dos soros e eluatos.

A andlise da dispersdo dos titulos de anticorpos, das amostras
de soros e eluatos de sangue dessecado em papel de filtro
ensaiados pela RIFI, por meio da regressdo linear, mostrou
existir uma correlacgdo significativa (r = 0,94) entre os titulos
de anticorpos observados nos soros e nos eluatos no 12DAC
(Fig. 1) e evidencia ndo haver diferenca significativa entre os
titulos de anticorpos obtidos. A comparacdo dos titulos de
anticorpos obtidos entre os eluatos ao 7a, 152,30ae 60a DAC
com o titulo do eluato no 1la DAC (referéncia), utilizando-se
o teste de regressdo linear multipla (Fig.2), forneceu valores
de F calculados para os coeficientes de regressao das variaveis
indicadoras (D 1=-0,89; D2 =-0,017; D3 =0,017; D4 =0,12)
e indicou ndo existir diferenca significativa, em nivel de con-
fianca de 0,01, entre os titulos obtidos nos eluatos no decorrer
do tempo.

Resultados semelhantes foram observados na ELISA quando
comparadas as absorbancias obtidas nos soros e eluatos no 12
DAC ( Fig. 3). A analise de regressdo linear mostrou existir
uma correlacdo significativa (r = 0,91) entre as absorbancias.

TABELA 1
Distribuicdo de resultados positivos (POS) e negativos (NEG), indices de co-positividade (icp), co-negatividade (ien) e concordancia (J),
obtidos por meio da reacdo de imunofluorescéncia indireta, realizada em 164 soros de caprinos e eluatos de sangue dessecado em papel
de filtro (SDPF), conservados por diferentes periodos de tempo a 4°C em sacos plasticos contendo silica-gel. Belo Horizonte - MG, margo

ajunho de 1992.

DIA APOS SORO ELUATO DE SDPF icp ien J X2,gl
ACOLETA POS NEG POS NEG
01" 110 54 109 55 0,99 0,96 0,95 0,0
o 2 110 54 108 56 0,99 0,95 0,94 0,25
15¢ 110 54 107 57 0,99 0,93 0,92 08
308 110 54 107 57 0,99 0,95 0,94 08
ol 110 54 108 56 0,99 0,95 0,94 0,25
TABELA 2

Distribuicdo de resultados positivos (POS)

negativos (NEG), indices de co-positividade (icp), co-negatividade (ien) concordéncia

(J), obtidos com a reagdo imunoenzimatica ELISA, realizada em 165 soros de caprinos e eluatos de sangue dessecado em papel de filtro
(SDPF), conservados por diferentes periodos de tempo a 4°C sm sacos plasticos contendo silica-gel. Belo Horizonte - MG, marco ajunho

de 1992.
DIA APOS SORO ELUATO DE SDPF icp ien J X2,0l
A COLETA POS NEG POS NEG
Ola 108 57 109 56 0,99 1,00 0,99 0,0
07a 108 57 109 56 0,99 1,00 0,99 0,0
15a 108 57 107 58 1,00 0,98 0,95 0,0
ce 108 57 108 57 0,99 0,98 0,97 0,5
60a 108 57 109 56 0,99 1,00 0,99 0,0
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TABELA 3
Distribuicdo cruzada de reagBes positivas (POS) e negativas (NEG)
em soros de caprino e eluatos de sangue dessecado em papel de
filtro, conservados durante seis meses em frascos contendo silica-
gel a temperatura de 4°C, por meio da reagdo imunoenzimatica dot-
ELISA. Belo Horizonte - MG, outubro de 1992.

ELUATO
TOTAL
POS NEG
POS 85 01 86
SORO
NEG 0 48 48
TOTAL 85 49 134
X2l =0,0 icp = 0,99 ien = 1,00 J=10,99

RECIPROCA DO TiTULO x 1000 - ELUATO DE SDPF

« ELUATO DE SDPF la DAC

Y = 10,0266 + 0.943X
FIGURA 1

Dispersédo da reciproca dos titulos de anticorpos obtidos pela reacéo
de imunofluorescéncia indireta em soros e eluatos de sangue
dessecado em papel de filtro (SDPF) no la dia ap6s a coleta (DAC)
de 164 caprinos e a equacgdo da reta pelo teste de regressdo linear.

RECIPROCA DO TITULO x 1000 - ELUATO DE SDPF

ELUATO DE SDPF
* 7*+ 17» DAC a 30- DAC = 60» DAC
Y = 1,96 - 0.005D1 - 0.00106D2 + 0.0076D3 + 0.004D4

FIGURA 2
Dispersdo da reciproca dos titulos de anticorpos obtidos pela
reagdo de imunofluorescéncia indireta em eluatos de sangue
dessecado em papel de filtro (SDPF) no 12 dia ap6s a coleta (DAC)
e eluatos no 7a, 15a, 30a e 60a DAC, coletados de 164 caprinos e
a equacdo da reta pelo teste de regressdo linear matipla.
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ABSORBANCIA - ELUATO DE SDPF 1- DAC

ABSORBANCIA - SORO
ELUATO DE SDPF

+ 1°DAC
Y = 0,021 +0.993X
FIGURA 3

Dispersdo da absorbancia obtida pela ELISA em soros e eluatos de
sangue dessecado em papel de filtro (SDPF) no la dia apds a coleta
das amostras de 165 caprinos e a equacdo da reta pelo teste de

regressao linear.
ABSORBANCIA - ELUATO DE SDPF

ELUATO DE SDPF
laDAC- 15aDAC 30* DAC - 60- DAC
Y = 2,67 - 0.0283D1 + 0.010D2 - 0.014D3 - 0.00218D4

FIGURA 4
Dispersdo da absorbancia obtida pela ELISA em eluatos de sangue
dessecado em papel de filtro (SDPF) no ladia apds a coleta (DAC)
e eluatos no 7a, 15a, 30a e 60a DAC, coletados de 165 caprinos e
a equagdo da reta pelo teste de regressdo linear multipla.

A comparacdo entre as absorbancias observadas nos eluatos
até 0 602 DAC, tomando-se os resultados do 1a DAC como
referéncia, estdo apresentados na Fig. 4. Os valores de F,
calculados para os coeficientes de regressdo das variaveis
indicadoras (DI = 0,267; D2 = 0,001; D3 = 0,001; D4 =
0,016), indicam ndo existir diferenca significativa na leitura
em absorbancia no decorrer do tempo de armazenamento do
sangue dessecado em papel de filtro.

A dispersdo dos titulos de anticorpos entre soros e eluatos,
ensaiados através da dot-ELISA, estdo apresentados na Fig. 5.
A anélise de regressdo linear e correlacdo mostrou relagdo
significativa entre os titulos de anticorpos obtidos entre os soros
e os eluatos (r = 0,96), ou seja, ndo existe diferenca significativa
entre a dispersdo dos titulos de anticorpos entre soros e eluatos
conservados seis meses em presencga de agente dessecante.
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RECIPROCA DO TITULO x 1000 - ELUATO DE SDPF

RECIPROCA DO TIiTULO x 1000 - SORO
+ ELUATO 180“ DAC
Y =0,0303 + 0.979X

FIGURA 5
Dispersdo da reciproca dos titulos de anticorpos obtidos pela reagdo
imunoenzimatica dot-ELISA em soros e eluatos de sangue dessecado
em papel de filtro (SDPF) no |- dia apds a coleta das amostras de
134 caprinos e a equacao da reta pelo teste de regressdo linear.

DISCUSSAO

Os resultados mostraram que quando os papéis de filtro
embebidos em sangue sdo mantidos em presenca de agentes
dessecantes a reatividade da amostra permanece inalterada,
quando avaliada pela RIFI, ELISA e dot-ELISA, mesmo
quando mantidas a temperatura ambiente por 45 dias.

A alta concordancia observada entre os resultados dos soros
e eluatos (97 a 99% até os seis meses) e os indices de co-
positividade e co-negatividade mostram que as condigGes de
coleta e conservacdo foram suficientes para a manutengdo
dos niveis de anticorpos iniciais em todas as técnicas testadas,
mostrando que qualquer uma delas pode ser utilizada na
toxoplasmose caprina. Os resultados obtidos neste trabalho
sdo mais animadores do que os obtidos em estudo sorolégico
datoxoplasmose caprina, através da RIF17,onde foi observada
queda significativa de titulos de anticorpos entre o lae o 5a
DAC. Essas divergéncias observadas provavelmente estdo
relacionadas as condigdes de manutencao do sangue dessecado,
pois os autores conservaram 0s papéis a -20°C em envelopes
de papel, portanto, sem controle de umidade. Outros fatores,

além da umidade, poderiam ter influenciado as divergéncias
citadas acima, pois, segundo COELHO08(1990), técnicas
sorolégicas consideradas mais sensiveis, como a ELISA, sdo
mais adequadas para utilizagdo em eluatos de sangue dessecado
em papel de filtro. Devem ser lembrados, ainda, os trabalhos
realizados em Malaria e doenga de Chagas, que mostram uma
grande percentagem de negativacdo em amostras de eluatos,
sempre relacionadas com titulos baixos de anticorposi217.
Deve ser ressaltado que na toxoplasmose caprina observa-se
uma grande percentagem de niveis baixos de anticorpos.
Sendo assim, 0 sucesso deste experimento ndo poderia estar
ligado a nenhum dos dois fatores citados anteriormente, isto
é, aos niveis de anticorpos ou a reagdo utilizada, mas
provavelmente ao método de conservacao do sangue dessecado
em papel de filtro, pois o controle da umidade parece ser
primordial na conservagdo das imunoglobulinas. Esse fato ja
havia sido sugerido em estudos sobre a reprodutibilidade da
reacdo de hemaglutinagdo indireta no diagndstico da doenca
de Chagas com o emprego de eluatosl7. Esses autores
concluiram que quanto maior a umidade relativa do ar e mais
alta a temperatura, menor é o tempo de conservagdo dos
titulos de anticorpos no papel de filtro.

CONCLUSAO

Os dados obtidos permitem concluir que o eluato de sangue
dessecado em papel de filtro pode ser utilizado no diagndstico
sorolégico da toxoplasmose caprina, ja que a reatividade
inicial da amostra é conservada mesmo quando 0s niveis
iniciais de imunoglobulinas sdo baixos, desde que o material
seja conservado livre de umidade. Além disto, o papel com
sangue dessecado, mantido livre de umidade, pode ser
conservado até o 45a DAC a temperatura ambiente (ndo foi
testado além desse periodo), tempo suficiente para a execugdo
da sorologia ou o transporte ao laboratério; ou por um periodo
minimo de seis meses a 4aC , sem perda de reatividade.
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SUMMARY

Eluates of 183 dried caprine blood samples on filter paper were tested for anti-Toxoplasma gondii antibodies, using 1FA, ELISA
and dot-ELISA, and compared with results obtained by direct observations on comparable sera, usin the same tests.

The results has showed that papers with dried blood can be preserved for up to 45 days at room temperature and for six months at
4°C, provided they are protected against humid conditions by using desiccating agents such as silica-gel. Comparison between serum
and eluate reactions revelated 97-100% correspondance. The antibody titers remained constant throughout the study period.

UNITERMS: Blood specimen collection; Toxoplasmosis; Goats
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