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ANTICORPOS ANTI-TOXOPLASMA GONDII EM DOADORES
DE SANGUE :

“Fausto Goncalves de Arauvgo (1)

RESUMO

Reagbes de Sabin-Feldman (RSF) e Imunofluorescéncia Indireta (RIF), iso-
ladas ou associadas, foram realizadas em 729 amostras de £6ro provenientes de doa-
dores de sangue-ao Hospital das Clinicas da Universidade Federal de Minas Gerais
em Belo Horizonte. Em todos os testes, considerando a diluicio do séro de 1:16
ou.mais como titulo indicativo de infecgiio pelo Toxoplasma gondii, foram detecta-
dos 371 reagentes, fornecendo percentual de 50,3%. O teste isolado de Sabin-
Feldman foi o que mostrou percentual de reagenles mais baixo, 48,9%, ao passo

616.508.1,615.88

que a associagio RSF e RIF mostrou 52,0% de reativos.

Observou-se boa con-

cordancia entre a2 'RSF e a RIF na mesma amostra de séro.. A RIF mostrou-se

algo mais sensivel. - - :

Titulos -de 1:4096 foram encontrados, através da RIF, em individuos apa-

rentemente assintomaticos.

Comenta-se a inlerpretacio clinica de titulos suspeitos, acima de 1:256, su-
gerindo-se a repeti¢io periddica dos testes (RSF ou RIF). Discuie-se também o
significado das positividades em baixas diluigdes. :

INTRODUCAQ

Dois dos pontos bastante controversos den-
tro do estudo da infeccdo humana e animal
pelo Toxoplasma gondii residem principal-
mente, no aspecto de sua transmissfio e no va-

lor diagnéstico representade pelas reagoes
" sorologicas para a caraclerizagio da doenca
.causada. Juntamenie com a transmissio con-
génita ja provada®, ouiras suposighes tem
sido feitas, culminando com o recente traba-
" lho de HurcHINSON ' a respeito -da possibi-
lidade da transmissdo déste protozoario atra-
© vés dos ovos infelados de helmintos da familia
Anisakidae, género Tozocare. Dentro das re-
latadas possibilidades de transmissdo, uma de-
" las tomou aspecto bastante palpivel com o-tra-
batho de Asiaro NeTO & col.? a vespeito do

encontro de T. gondil em sangre destinado a
transfusio. : -

Com referéncia aos testes soroldgicos de-
senvolvidos para o diagndstico da toxoplas-

- mose, a reacdo de SapiN-Ferpman® (RSF)

€ reconhecida como apresentando hoa espe-
cificidade '* %%, (utros iestes como a He-

maglutinagio passiva? ¥ e, recentemente, a

reagio de Imunofluorescéncia indireta (RII")

tém mostrado estreita concordincia- com a

RSF, sendo, .porisso, bastante aconselhados

devido a problemas técnicos® % 3220,

A incidéncia de sorologia positiva para To-
woplasma gondii varia intensamente de pais
a pais e, dentro de uma mesma regifo, entre
grupos étnicos considerados '*. Trabalhos re-

Trabalho realizado com o auxilie do Conselho de Pesquisas da Univeréidade Federal de Minas

Gerais

(1) ‘Assistente. Departamento de Parasitologia (Chefe:  Prof. Wilson Mayrink), do Instituto de
i Ciéncias Biolégicas da Universidade Federal de Minas Gerais, Belo Horizonte, Minas Gerals, Brasil
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centes 2% ¥ tem mostrado que a variagio da
sorologia positiva depende possivelmente tar-
bém de tatdres econdmico-sociais e faldres
ligados 2 topografia regional.

Em nosso pais, embora inquéritos sorolé-
gicos tenham sido realizados " ** *%, inclu-
sive em populagBes de aborigenes®, os dados
sdo ainda precdrios, principalmente, em se
tratando dé doadores de sangue. Neste par-

ticular encontramos o trabalho de NUSSENZ- -

WEIG ** que ufilizon a reagdo de Sabin-Fel-
dman. No exterior salientamos trabalho re-
cente de ZarpI & col. * também referente a
doadores de sangue na Ttalia.

~0 presente irabalho tem por finalidade
_ apresentar dados relativos & sorologia positi-
va em doadores de sangue da regifo de Belo
Horizonte, . MG.; mostrar algumas observa-
¢Oes sdbre a concordancia da RSF e RIF,
e, ainda, comentar a respeite do valor diag-
néstico dos titulos. sorolégicos observados.

.- MATERIAL. E METODOS

0 material conston de 729 amostras de

s6ro obtidas no Banco de Sangue do Hospital -

das Clinicas da Universidade Federal de Mi-

nas Gerais. As amostras eram mantidas em

temperatura de -20°C e, geralmente, testadas . -

no dia subsegiiente ao sen. recebimento. Té-
das as amostras foram inativadas a 56°C
durante 30 minutos. Néo foi adicionada ne-
nhuma substéncia preservativa ac sdro.

 Reagdo de Sabin-Feldman (RSF) — Foi
utilizada a téenica proposta por Brooxe &
Svrzer ' com diluicdo- do sbéro & razdo de 4
a partir de 1:16 até 1:4096. Como antigeno
para éste tesle foi utilizada uma cepa de
T. gondil denominada VET e por nds iso-
“lada, em 1964, de céo com toxoplasmose ati-
va cerebral, sendo mantida desde esta data
por passagens sucessivas em camundongo
branco. Esta cepa mostra-se allamente viru-

lenta para éstes animais, matando-os em 4-5
dias apés-inoculage intraperitoneal. O exu--
dato peritoneal, rico em formas proliferativas.
do parasita, era colhido no terceiro dia de:

infecco com auxilio de seringa contendo
aproximadamente 0,05 ml de heparina ou so-
" lugdo de ecitrato de sodio a 3,8%.
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Reagiio de Imunofluorescéncia  indirela
{RIF) — Em linhas gerais utilizamos a téc-
nica descrita por CHERRY & col.™, adotan-
do-se a modificacio proposta por AMBROISE-
Tromas & col. @ referente ao emprégo do azul
de Evans cofno colorago contrastante.

0Os soros foram diluidos & semelhanga da
RSF até a diluicBo de 1:1024. A partir des-
ta apenas dobrdvamos a diluigiio até alingir
1:8192. Como antigeno utilizamos a mesma
cepa de T. gondii empregada para a RSF. Os
toxoplasmas eram colhidos aos trés dias de
infecgio apds injegio na cavidade peritoneal
de 3 ml de salina estéril, desprezando-se o
exudalo que era extraide com alguma quan-
tidade de sangue.

0O “pool” de véarios camundongos era co-
locado em- frasco ¢ adicionado formol até
concentraciio final de 1% e a seguir deixado
em femperatura ambiente por 30 minutos e
depois centrifugado durante 20 minutos a
2.000 rpm. Em continuagfio o sedimento ob-
tido era resuspenso em salina tamponada com
fosfatos de pH 7,0 e homogeneizado com au-

xilio de uma seringa munida de agulha 10/5.

Centrifugado novamente em baixa rotagdo,
desprezando-se o sedimento conlendo a gran-

‘de maioria das células do exudato. Novamen-

te era cenirifugado o sobrenadante (20 minu-
tos, 2.000 rpm). Este Gltimo sedimento, ago-
ra contendo quase que exclusivamente toxo-

_plasmas, era resuspenso de maneira a forne-
_cer um namero adequado de parasitas e uma

obta do material distribuida em liminas qua- -
driculadas. Eslas eram sécas sob ventilador,
envoltas em papel aluminizado e guardadas
em -congelador a -20°C.°

Duas partidas de conjugado anti-globulina
humana foram empregadas ambas de acérdo
com a técriica de CHERRY & col.**, na qual
o excesse de fluorocromo é retirado através
de dilise. :

_ Ambas as partidas foram preparadas apés

inoculagio, em coelho’e cabra, de gamaglo-
hulina total, sem préyio fracionamento em
G e TgM, e utilizando adjuvante de Freund

- incompleto. O conjugado proveniente de séro

de cabra fol empregado em pelo menos 90%
dos testes e era diluido .a 1:60. Foi prepa-
rado com isotiocianato de fluoresceina NBC

(Nutritional Biochemical Co.} n.° 9922, de
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pureza 93% e calculado de modo a fornme-
cer um indice F/P ao redor de 18.

0 equipamento de microscopia é de marca
Zeiss Jena com fonte de luz ultravioleta
OSRAM HBO200 e filtros BG12 e OGCL de
. excitacdo e barreira, respectivamente, O mi-
croseépio & monocular e munido de conden-
sador de campo escuro.

Os testes de Sabin-Feldman e Imunofluo-
rescéneia indireta na mesma amostra de
s6ro eram realizados simultineamenie, porém
por pessoal e em local diferentes. Os resul-
tados foram comparados sdmente ao final

do trabalho.

RESULTADOS
As 729 reaches realizadas mosltraram 371

resultados positives & diluigie de 1:16 ou
" mais, conforme distribui¢io no Quadro I. As

QU A

diluigGes positivas mais baixas foram as que
surgiram com maior freqiiéncia, tanio nos
testes isolacos como quando houve assomagao

de reagbes (Quadros [I, III e IV).

Observamos boa concordincia entre a RSF
e a RIF, principalmente em diluigdes abaixo
de 1:1024. Acima desta a RIF mostrou-se
mais sensivel {Quadro IV). -As reacdes po-
sitivas nas respectivas diluigbes, independen-
temente de qual o teste realizado, so mostra-

das no Quadro V,

DISCUSSAOQ

Todos os doadores de sangue recebidos.
pele Hospital das Clinicas da U.F.M.G. sfo,
pouco antes da coleta de sangue, submetidos
a um exame clinico sumario, o qual consta
de obten¢io de dados relativos a enfermida-
des anteriores, pressio arferial e presenca de

DRCO T

Numere de reagbes com o percentual e mimero de positivos de acdrdo com o teste realizado

Teste N.0. reacies N0  positivos % positivos
Sabin-Feldman " 196 06 489
Imuncfluorescéncia - 410 206 50,2
Sabin-Feldman e Imunofluorescéncia 123 69 52,0
Total 729 a7l 50,3

QUADRO (11

Teste de Sabin-Feldman. Ntumerc e percentual
de reativos de acdrdo com a diluicio do soro

QUADRO ITI

Teste de imunofiuorescéncia. Numero e percen-
tual de reativos de acordo com a diluicio do séro

Diluicio N.2 reativos % reativos Diluicio Neo reativos % reativos
1116 a4z 48,7 1:16 94 45,6
1:64 36 37,5 1:64 0 540
) 1:256 25 12,1 .
1:256 i1 11,5 :
5 ; 1:1.024 12 ' 5.8
1:1.024 5 5,2 1:2.048 2,0
1:2.048 ! 2 2,1 ::!.:4.096 0.5'
- Total ‘96 100,0 Total . 206 100,0
[
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QUADRO IV

Dlstubuigao dos sorgs, com referéncia aos titulos das reacies de Sabin-Feldman e Imuno-
fluorescéncia indiretd na mesma. amostra

. Titulos de Imunofluorescéncia
Titulos de : )
Sabin-Feldman . T‘_)t‘il
: Negativo 1:16 1:64 1:256 1:1.024 1:2.048 1:4.096

Negativo 53 4 l B

1:18 . 1 10 i6 2 29

1:64 . 2 5 2 Q

1:256 11 T : 18

1:1.024 1 2 1 10
: |

Total b4 ) 16 21 16 13 2 1 123

QUADRO V

Distribuicio dos positivos em fodos os tesfes de
acdrdo com o titulo '

Titul_o. . N.2 positivos % positivos *
1:18 © 152 40,97
164 o 127 ‘34,23
1:058 B2 ' 14,01
1:1.024 30 8,08
1:2.048 s "2,18
1:4086 2 0,05
_Tatal 371 100,0

#  Percentual aproximado

anemia e ictericia, Afora os testes comuns
de Bancos de Sangue, todas as amostras sdo
- submetidas -ao teste de Guerreiro-Machado.

Nio se faz nenhuma observaciio clinica refe-

-rente a linfadenopatias, embora, segundo o
consenso geral, seja esta uma das manifesta-

cles mais comuns da Toxoplasmose adgquiri-.

da18

0 Toxopla.sma gondii foi isolado por AMATO ,

Neto & col. 2 de um doador que apresenta-
va titulo de 1:4.096 na RSF. Em nossa ca-
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suistica, no grupo em que EImMpPIEgAMOS SO-
mente a BSF, tivemos oportunidade de verifi-
car duas amostras com titulo de 1:2.048, com-
provado = apds mostrareém-se - superiores = a
1:1.024 e inferiores a 1:4.096. Quando as-
sociamos as duas reacoes, RSF e RIF, obti-
vemos 1:1.024 como titulo maximo.de RSF
e 1:4.006 de RIF. Neste particular nossas ob-
servacdes concordam com as de outros pes-
quisadores ™ #*7 de que a RIF mosira-se mais
sensivel que a RSF, evidenciando titulos mais
altos. . o

-As nossas amostras foram provementes de
doadores cuja idade variou entre 18 e 56
anos. :

Todavia, a maioria encontrava-se em uma

faixa etaria ao redor de 26 anos, motivo pelo

qual nfio nos foi possivel estabelecer uma re-
lagio entre os titulos e a idade.

Utilizando o teste de hemaglutinacio e
considerando o titulo de 1:256 como signifi-
cativo, WaLLs & KaGAN®® encontraram um
percentual de 14% de reativos para a regiio
de Minas Gerais. Estes pesquisadores traba-
lharam com amostras de séro provenientes de
recrutas do Exéicito Nacional, ou seja, de .
individuos masculinos  de idade variande em

tdrno de 18 anos.

Em nosso caso, se.cansiderarmos como rea-
ghes SIgmflcatwas aquelas de titulo de 1:256
ou mais, i semelhancai de Warrs & Kacan,
em todos os testes, obteremos um percentual

de 12,6%.
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Nossas amostras provieram de doadores
residentes em- Belo Horizonte ou proximi-
dades, onde a altitude, embora apresente va-
-riagbes, quase nunca estd abaixo de 300 me-
tros. Nao nos foi possivel, pois, estabelecer
uma relagio sorologia positiva/altitude, a
“semelhanga do que foi realizado em outros
trabalhos =% %9,

Um ponto merecedor de maior discussio
entre os que se dedicam ao estudo do T,
" gondii & o que se refere a relagio entre o

titulo da reagio sorolégica e a sintomatolo-

gia clinica da doenga causada ** .26 Al
gumas observagbes que estio sendo coletadas

em nossa regido® sugerem gque linfadenopa-

tias e febre prolongada podem estar fregiien-
temente associadas a uma sorologia superior
a 1:1.024. Em alguns pacientes com &stes
sintomas temos encontrado, na RIF, titulos
que vao, &s vézes, até ao redor de 1:65.000,
Todavia,” em individuos absolutamente as-
- sintométicos temos encontrade titulos bas-
tante elevados que podem mesmo indicar o
estabelecimento de terapéutica especifica. Ao
nosso modo de ver, tendo em wvista: alguns pro-
blemas ligados & medicagfio atualmente pre-

conizada para a toxoplasmose, os dades soro-.

légicos devem ser sempre associados a uma
observacdio clinica cuidadosa. Nio se pode
afirmar com certeza qual o titule soroldgico,
indica doenga ativa.

Seria aconselhavel, quando se encontira
um titulo suspeito, digamos 1:256 cu mais,
na auséneia de sintomas, gque se repetisse
a sorologia periddicamente com a finalidade

de observar a permandncia ou alguma alte-

ragio do titulo.

As baixas diluigbes positivas também re-
presentam problema gquanto 3 sua interpre.
tagfo. .

Algumas ohservagbes em testes cruzados
em  animais sugeriram alguma participagio

do Sarcocystis sp. na produgio de anticorpos

_semelhanles aos que sfio produzidos pelo T
gondii e evidenciados através dd reagio de
Sabin-Feldman. GarRnEAM '8, acentuando a
freqiiéncia do Sarcocystis sp. em animais na
Inglaterra, emite a hipéiese de que éste agen-
.te poderia imunizar passivamente o homem
através da ingestio dos mesmos, com conse-
gilente sorologia positiva na RSF. Awap°®,
Awip & Lamson® e MUHLPFORDT ** con-
cluiram que o teste do corante pode eviden-

ciar anticorpos produzides pelo Sarcocysiis
sp. em animais e que esporozottos de S. fenella
podem ser utilizados na realizaco do teste
de Sabin-Feldman em substituicio as formas
proliferativas do 7. gondii® Convém assi-
nalar gue embora 8stes Autores tenham ob-
servado reacOes cruzadas na RSF, na rea-
¢ie de fixagio do complemento tal fate ndo
ocorreu, podendo as duas infecgbes ser dife-
renciadas através da mesma,

Todavia, os trabalhos déstes Autores so
ainda sujeitos a dividas, como atesta o tra-
balho de CATHIE? e, recentemente, JAMRA
& col. 8,

O Sarcocystis lindemeni tem sido encon-
trado parasitando esporadicamente o ho-
mem *?, sendo geralmente um achado de ne-
cropsia. Nao femos conhecimento de nenhu-
ma pesquisa sistematica destinada a forne-
cer dados sObre a prevaléncia déste protozoa-
Tio ne homem. Como a infecgfio humana é
geralmente assintomatica é natural que haja
pouco interésse a respeito.

Em animais, em nosso meio, a infecglo
pelo Sarcocystis sp. é muito comum * %,
Também a sorologia positiva para T. gondii,
em haixa diluigio, é muito freqiiente em ani-
mais testados através da RSF, mesmo com a
inativagiio do sbro a 56°C, durante 60 mi-
nutos *,

Achamos necessirio maiores pesquisas a
respeito_da relacio Sarcoeystis/sorologia po-
‘sitiva para T. gondii, pois caso as observa-
¢oes de Awap®, Awap & Lainson ., MUnLP-
FORDT 22 ¢.a hipétese de GARNHAM *° sejam
confirmadas poder-se-ia explicar mais facil-
mente a alta prevaléncia de sorologia positiva
para T. gondii, em baixas diluigGes, no ho-
mem, cvidenciada geralmente através da RSF.

SUMMARY

Anti-Toxoplasma gdndii antibodies in blood
donors

The Sabin-Feldman’s test’ (RSI") and the
Indirect Immunofluorescent test {RIF), either
alone or associated, were used to search for
anti-Toxoplesme gondii antibodies in 729
serum samples {rom “blood ‘donors: to -the
“Hospital das Clinicas”; Federal University
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of Minas Gerais, Belo Horizonte, Brazil. It
was found that 371 samples gave positive
reaction in the 1:16 or higher dilutions of
the serum showing 50.3% of reactives.

A_good agreement between the RSF and
RIF was observed, although the RIF seemed
to be more sensitive specially in the high
dilutions. ~ It was {found that 40 samples
showed titers ranging from 1:1,024 to 1:4,096
but the respective donors did not show any
suggestive symptomatology of acquired toxo-
plasmosis.

The 1:256 or higher titers ‘sometimes do

not indicate active disease. When these titers
are found a very accurate clinical examination
should be performed, and in absence of any
suspected sympton the test must be repeated
periodically in order to detect any variations
in titer, It was suggested that Sarcocysiis
sp., which is very common in animals in this
region, could play a role in the generation of
low dilution human reactives,
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