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ARTIGO

Padronização de ensaio imunoenzimático para pesquisa de
anticorpos das classes IgM e IgG anti-Toxoplasma gondii e
comparação com a técnica de imunofluorescência indireta

Standardization of enzyme-linked immunosorbent assay ELISA to detect
anti-Toxoplasma gondii IgM and IgG antibodies, and comparison with

the indirect immunofluorescence technique

Cláudia Maria Antunes Uchôa1, Rosemere Duarte2, Valmir Laurentino-Silva2, Giani Maria
Coutinho Alexandre3, Humberto Gomes Ferreira3 e Maria Regina Reis Amendoeira3

Resumo  A sorologia tem sido o método de escolha para o diagnóstico da toxoplasmose. Devido
a isto, padronizamos um ensaio imunoenzimático (ELISA) e comparamos seus resultados com a
técnica de imunofluorescência indireta (IFI). A técnica padronizada apresentou na pesquisa de
IgG sensibilidade (S) de 96,7% e especificidade (E) de 75%, com valor de predição de positividade
(VPP) de 83,3% e de negatividade (VPN) de 94,7%, com uma concordância ajustada (K) de
73,5%. A IFI apresentou S de 83,8%, E de 79,1% com VPP de 83,8 % e VPN de 79,1% com K de
63%. A concordância bruta entre os dois testes (ELISA/IFI) foi de 88,3% para pesquisa de IgG e
de 81,5% para pesquisa de IgM, sendo o K de 70,8% para IgG e de 1,3% para IgM, sendo o
índice de correlação (r) de 0,556 para IgG e de -0,023 para IgM. Podemos concluir que a ELISA-
IgG padronizada é indicada nos processos de triagem sorológica, sendo a ELISA-IgM
desaconselhada uma vez que apresentou baixos índices de concordância ajustada com a técnica
de referência, sugerindo pouca confiabilidade dos resultados.
Palavras-chaves: ELISA. Imunofluorescência. Toxoplasma gondii. Toxoplasmose. Sorologia.
Diagnóstico.

Abstracts  Serology has been the most popular method to diagnose toxoplasmosis. Accordingly,
this study standardizes an enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA) and compares its results
with the IFI technique. In the IgG detection test, the standardized technique presented a sensibility
(S) of 96.77%, a specificity (SP) of 75%, with a positive predictive value (PPV) of 83.33%, a
negative predictive value (NPV) of 94.74%, and an adjusted concordance (K) of 73.50%. The IFI
exhibited 83.87% for S, 79.16% for SP, 83.81% for PPV, 79.16% for NPV, and 63% for K. The
rough concordance between these two tests (ELISA/IFI) was 88.35% for the IgG detection test
and 81.55% for the IgM detection test. K was 70.82% and 1.31% for IgG and IgM, respectively,
the correlation index (r) being 0.556 for IgG and -0.023 for IgM. We can conclude that standardized
ELISA-IgG is indicated in serologic selection processes, whereas the ELISA-IgM is not
recommended for presenting low values for the adjusted concordance with the reference technique,
which suggests not very reliable results.
Key-words: ELISA. Immunofluorescence test. Toxoplasma gondii. Toxoplasmosis. Serology.
Diagnosis.
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A toxoplasmose é uma infecção cosmopolita,
cujo agente etiológico é o Toxoplasma gondii22

apresentando alta prevalência na população
humana. O diagnóstico clínico torna-se difícil por
ser um processo sistêmico, com baixa parasitemia
e sintomas e sinais clínicos genéricos o que leva
a confusão com outras afecções de etiologias
diversas, necessitando de técnicas laboratoriais
para sua confirmação 1 25.  O diagnóstico
parasitológico não é realizado com facilidade por
necessitar de laboratórios e técnicos especializados,
apresentar demora na obtenção de resultados
(isolamento)13, e em alguns casos apresentar
metodologias baseadas na biologia molecular de
custo elevado2 5.

Atualmente, a metodologia mais utilizada para
o diagnóstico da toxoplasmose consiste na
pesquisa de anticorpos das classes IgM e IgG, a
fim de que se possa estabelecer a fase de infecção,
embora já esteja sendo usado a detecção de
IgA24 31 como indicador de fase aguda. Diversas
técnicas sorológicas tem sido empregadas no
diagnóstico da toxoplasmose com grande
eficiência e rapidez como podemos citar a
técnica de Sabin-Feldman27; a imunofluorescência
indireta (IFI)9 12 29, a hemaglutinação (HA)16; a
fixação de complemento (FC,)9, a enzyme linked
immunoso rben t  assay  (EL ISA)8 28  e  a

immunosorbent agglutination assay (ISAGA)3 15.
Vários autores9 11 28 têm comparado as técnicas

de IFI, ELISA e FC‘ verificando boa concordância
entre os resultados e sugerem que a técnica de
ELISA, em futuro próximo, poderá substituir a
técnica de IFI. Por outro lado, Van Knapen33 relata
que muitas vezes observam-se que a concordância
entre os resultados obtidos por IFI e ELISA não
é absoluta e sugere que estas diferenças sejam
devidas ao uso de antígenos distintos — íntegro
na IFI e solúvel na ELISA — detectando, neste
último, anticorpos de aparecimento mais tardio
além da diferença de qualidade entre os
fabricantes de conjugados fluorescentes e
enzimáticos33.

Neste trabalho propusemo-nos a padronizar
uma ELISA avaliando suas qualidades fixas
(Sensibilidade, Especificidade, Concordância
Ajustada) e variáveis (Valor de Predição de
Positividade e Valor de Predição de Negatividade)32

e comparar os resultados com a técnica de IFI
na pesquisa de anticorpos da classe IgG e IgM
em quatro grupos de indivíduos (indivíduos
considerados normais, pacientes com clínica
sugestiva de toxoplasmose, gestantes e
pacientes infectados pelo vírus causador da
síndrome da imunodeficiência adquirida — HIV
com sorologia para toxoplasmose).

MATERIAL E MÉTODOS

Os soros utilizados foram colhidos de 103
indivíduos do Rio de Janeiro, sendo 28 pacientes
do setor de infectologia do Hospital Evandro
Chagas (HEC) com clínica sugestiva de
toxoplasmose e considerados imunocompetentes
por não possuírem histórico de comprometimento
do sistema imunitário (grupo A), 30 gestantes do
setor de pré-natal do Instituto Fernandes Figueira
(IFF) (grupo B), 28 pacientes em diferentes fases
de infecção pelo HIV e com sorologia positiva
pela IFI para toxoplasmose (grupo C) e 17 indivíduos
considerados normais por não apresentarem
nenhuma alteração sugestiva de infecção (grupo
D, para obtenção de parâmetros para cálculo de
cutoff e avaliação das qualidades fixas e variáveis
das técnicas sorológicas utilizadas.

Imunofluorescência Indireta (IFI). Utilizou-se
a reação de Imunofluorescência Indireta (IFI)9,
sendo o antígeno produzido no laboratório,
utilizando a cepa de T. gondii  (amostra cedida
pelo Dr. Isnard Teixeira à Escola Nacional de Saúde
Pública e mantida no laboratório de Imunidade
Celular e Humoral - Instituto Oswaldo Cruz) a partir

de lavado peritoneal de camundongos Swiss
Webster previamente inoculados, seguida de três
lavagens com solução salina tamponada 0.01M
pH 7.2 (PBS) sob centrifugação a 700g/10 minutos
e conservados a temperatura de 4o a 8oC. A
técnica foi realizada com os soros diluídos em
solução salina tamponada 0.01M pH 7.2 (PBS),
ao quádruplo, a partir de 1:16 até 1:4096. A partir
daí, as diluições eram feitas ao dobro. Foi usado
soro conjugado fluorescente anti-humano na
diluição de 1:50 tanto para os conjugados anti-
IgM quanto anti-IgG humano (conjugado anti-
cadeia pesada com isotiocianato de fluoresceína
- SIGMA).

Todos os soros IgM positivos foram passados
em coluna de Sephacrill S-100HR (Pharmacia-
Biotech) e submetidos a pesquisa de fator
reumatóide com o kit de diagnóstico Biolatex -
RF (Biocientífica SA).

Enzyme Linked Immunosorbent Assay –
ELISA. Preparo do antígeno: o antígeno foi
obtido do exsudato peritoneal de camundongos
infectados com a mesma cepa de T. gondii
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utilizada para IFI. O exsudato foi centrifugado a
40g/10 minutos, para separação das células do
hospedeiro. Este sobrenadante foi centrifugado
a 700g/10 minutos e o sedimento rico em
parasitas suspenso em PBS estéril e centrifugado
a 700g/10 minutos, repetindo-se a operação mais
uma vez para lavar o antígeno. Após esta última
centrifugação o sedimento foi suspenso em uma
pequena quantidade de PBS estéril (cerca de
0,5ml), e procedeu-se a quebra dos parasitas
pela técnica de congelamento rápido com
metanol e gelo seco e descongelamento em
banho-maria a 56oC, até não se obter parasitas
íntegros através da visualização de parte do
material em microscopia óptica. A seguir o
material foi centrifugado à 12000g/5 minutos para
separação do antígeno solúvel. Fez-se então
dosagem da proteína 19 e padronização da
concentração ideal de proteínas, através de
soros padrões reagente e não reagente, sendo
o material aliquotado e congelado a -20oC para
posterior diluição em tampão carbonato
bicarbonato pH 9,0, na sensibilização das placas 33.

Procedimento técnico: utilizou-se placas de
pol iestireno com 96 poços de fundo plano
(Corning-Sigma), sensibilizadas com 100ml de
antígeno a 1,25µg/ml por poço, diluído em
tampão carbonato bicarbonato pH 9,0. Após
incubação a 4oC overnight a placa foi lavada duas
vezes com PBS Tween 0,05% (PBS-T) e
adicionou-se o soro diluído ao quádruplo, a partir
de 1:16 até 1:4096, em solução de leite
desnatado (Molico) 1% em PBS-T para bloqueio,
colocando-se 100µl de cada diluição nos
respectivos poços. A placa foi então incubada à
37oC/45 minutos em câmara úmida, sendo
lavada três vezes com PBS-T. Colocou-se o
soro conjugado com peroxidase (SIGMA)
previamente titulado anti-IgM ou anti-IgG
humano, submetendo-se a placa a nova incubação
a 37oC por 45min em câmara úmida. Ao seu
término, fez-se 3 lavagens (três) em lavadora
automática e acrescentou-se 100ml de solução
reveladora com substrato (tampão fosfato
citrato pH 3,5 com 0,01g de ortofenilenodiamina
(OPD) e peróxido de hidrogênio - Merck 30%),
colocando-se a placa em câmara escura por
15min. Após este período, fez-se leitura no leitor
EIA M i c r o p l a t e  R e a d e r  d a  S I G M A
Diagnóst ico  com compr imento de onda
de 490-650 nanometros.

Estabelecimento do cutoff: O estabelecimento
do cutoff foi realizado a partir da análise de doze
soros padrão negativos e quatro positivos em

quatro placas distintas, frente a determinada
partida de antígeno. Foi obtido um cutoff de cada
placa a partir da média das leituras dos soros
negativos adicionado de dois desvios-padrão.
Com a finalidade de uniformizar os valores de
cutoff foi estimado um fator de correção pela
divisão da média dos valores de cutoff pela média
das leituras dos soros padrão negativos destas
placas18. No estudo os soros foram diluídos de
1:16 até 1:4096 para pesquisa de IgG e de 1:16
até 1:256 para pesquisa de IgM, sendo
considerado como cutoff de cada placa a média
da leitura da diluição de 1:16 dos soros negativos,
multiplicado pelo fator de correção, pois verificou-
se que as diferenças entre os cutoff por diluição
foram irrelevantes.

Análise estatística: Testes para avaliação de
Sens ib i l idade (S) ,  Espec i f i c idade (SP) ,
Conf iabi l idade (C),  Valor de Predição de
Posit ividade (VPP), Valor de Predição de
Negatividade (VPN) e Valor de Concordância
Ajustada (K) foram realizados no tratamento dos
resul tados obt idos at ravés das técnicas
sorológicas14 19 29 32.

P a r a  a v a l i a ç ã o  d a  S e n s i b i l i d a d e ,
Especif icidade, Confiabil idade, Valor de
Predição de Positividade, Valor de Predição de
Negatividade e Valor de Concordância Ajustada
foram estabelecidos dois grupos, sendo um
constituído por 31 amostras de soros reagentes
para IgG anti T. gondii (28 pacientes com clínica
sugestiva para toxoplasmose e três pacientes em
que ocorreu o isolamento) e um segundo grupo
const i tu ído  por  24  amost ras  de  soros
considerados não-reagentes de pacientes sem
suspeita clínica (17 pacientes do grupo D e 7
pacientes do grupo B com IgG e IgM negativos).

Devido ao pequeno número de soros reagentes
para IgM confiáveis não foi possível determinar
as qualidades fixas e variáveis da técnica de ELISA
IgM e IFI IgM.

Além destas aval iações, das técnicas
individualmente, foram realizadas a análise da
copositividade, da conegatividade e o grau de
concordância bruta e ajustada entre as duas
técnicas estudadas18.

A fim de que fosse feita a comparação dos
resultados obtidos pela técnica de ELISA dos
soros analisados nas diversas placas (valores
de cutoff diferentes); utilizou-se a fórmula da
unidade arbitrária “Y”, através da qual os cutoff
das diversas placas puderam ser igualados ao
valor numérico 5, sendo considerados positivos
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os soros com valores superiores a este e como
negativos os soros com valores numéricos
inferiores a 5 (Y = [ ( AB - C ) x F ] + 5 onde
AB = valor da absorbância da amostra, C = valor
do cutoff, F = fator que é calculado F = 95/2 - C).
A partir dos dados obtidos foi analisada a
correlação entre os resultados obtidos por títulos,
através das técnicas de ELISA e IFI, para pesquisa
de anticorpos das classes IgG e IgM e a

correlação entre o título obtido pela técnica de
ELISA e a unidade arbitrária (Y) obtida por esta
mesma técnica.

Foram utilizados o índice de correlação de
Pearson (r) e o teste de qui-quadrado (χ2) para
análise dos resultados obtidos através do
MINITAB/WIN (programa para análise estatística)
e tomando como base Levin 19 e Berquó et al4 e
Sounis29.

RESULTADOS

A técnica de ELISA IgG, padronizada,
ap resen tou  96 ,7% de  sens ib i l i dade  e
especificidade de 75%, com confiabilidade de
87,2%. O VPP do teste foi de 83,3%, enquanto que
o VPN foi de 94,7% sob prevalência estimada em
78,6%. O valor de concordância ajustada foi de
73,5%, sendo considerado regular.

A técnica de IFI-IgG apresentou S de 83,8%
e E de 79,1% e confiabilidade de 81,8%. O VPP foi
de 83,8% e o VPN de 79,1%. O valor de K foi de
63%, sendo considerado regular.

No grupo A, dos 28 pacientes com clínica
sugestiva para toxoplasmose, apenas 4 (14,2%)

foram positivos pela técnica de ELISA-IgM,
porém com leituras muito próximas ao valor de
cutoff da reação. A técnica de IFI-IgM não
apresentou resultados positivos. Os soros que
apresentaram resultados positivos pela IFI-IgM
(6 - 21,4%) mostraram-se negativos pela técnica
de ELISA.

Nas Tabelas 1 e 2, estão representados os
soros reatores nos dois testes, sendo a
copositividade e a conegatividade da resposta a
cada teste em relação ao outro, de forma
pareada, também representadas nas Tabelas 1
e 2. A concordância bruta das respostas aos dois

Tabela 2 - Resultados obtidos com os soros de pacientes dos quatro grupos avaliados obtidos pelas técnicas de ELISA
e IFI para pesquisa de anticorpos da classe IgM.

 ELISA

IFI positivo negativo Total

Positivo 1 5 6

Negativo 14 83 97

Total 15 88 103
Copositividade ELISA/IFI = 6,6%; Conegatividade IFI/ELISA = 85,5%; Copositividade IFI/ELISA = 16,6%; Concordância Bruta = 81,5%;
Conegatividade ELISA/IFI = 94,3%; K =  1,31%.

Tabela 1 - Resultados obtidos com os soros de pacientes dos quatro grupos avaliados obtidos pelas técnicas de ELISA
e IFI para pesquisa de anticorpos da classe IgG.

ELISA

IFI positivo negativo Total

Positivo 70 2 72

Negativo 11 20 31

Total 81 22 103
Conegatividade IFI/ELISA = 67,7%; Copositividade ELISA/IFI = 86,4%; Copositividade IFI/ELISA = 97,2%; Conegatividade ELISA/IFI =
95,4%; Concordância Bruta = 88,3%; K = 70,8%.

testes estudados foi de 88,3% para a pesquisa
de IgG e de 81,5% para a pesquisa de IgM.
Estimando-se o índice de concordância ajustada
(K) encontrou-se, K = 70,8% e K = 1,3% para IgG
e IgM, respectivamente. Considerando-se o
critério de concordância, 74% > K > 41%, os testes

foram avaliados como de nível regular de
concordância, para pesquisa de IgG e de nível
pobre de concordância para pesquisa de IgM.

Na Tabela 3, pode-se observar os resultados
dos 28 pacientes do grupo A pelas técnicas de
ELISA e IFI para pesquisa de IgG.
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A pesquisa de IgM revelou 22 (78,5%) soros
não reagentes e 6 (21,4%) reagentes dos quais
apenas 1 (16,6%) apresentou sorologia reagente
a 1:16, 2 (33,4%) até 1:64 e 3 (50%) até 1:256.
Pela técnica de ELISA 23 (82,1%)soros foram

negativos enquanto 5 (17,8%) foram positivos.
Destes 4 (80%)reagiram até 1:16, enquanto apenas
1 (20%) reagiu até 1:64.

Com relação ao grupo B, os resultados da
pesquisa de IgG estão apresentados na Tabela 4.

Tabela 3 - Resultados da sorologia de 28 pacientes, com clínica sugestiva de toxoplasmose aguda, obtidos através das
técnicas de ELISA e IFI para pesquisa de anticorpos da classe IgG. Grupo A.
Métodos Soros não Soros Títulos dos soros reagentes

reagentes reagentes 1:16 1:64 1:256 1:1024 1:4096

IFI 4/28 24/28 3/24 5/24 4/24 8/24 4/24

%  14,2  85,7 12,5 20,8  16,7  33,3 16,7
ELISA 2/28 26/28 1/26 2/26 4/26 9/26 10/26

% 7,1  92,8  3,8  7,6 15,3  34,6 38,4

Tabela 4 - Resultados da sorologia de 30 pacientes, gestantes, obtidos através das técnicas de ELISA e IFI para
pesquisa de anticorpos das classes IgG. Grupo B.
Métodos Soros não Soros Títulos dos soros reagentes

reagentes reagentes 1:16 1:64 1:256 1:1024 1:4096

IFI 13/30 17/30 6/17 7/17 3/17 1/17 0/17

%  43,3  56,6  35,2  41,1  17,6 5,8 0

ELISA 7/30 23/30 5/23 7/23 6/23 3/23 2/23

%  23,3  76,6  21,7 30,4  26,0 13,0  8,6

Todas as pacientes do grupo B foram não-
reagentes pela técnica de IFI-IgM; enquanto pela
ELISA 28 (93,3%) das pacientes foram não
reagentes e 2 (6,6%) foram reagentes com títulos
iguais a 1:16.

Os resultados do grupo C, quanto a presença
de anticorpos das classes IgG estão apresentados
na Tabela 5.

Na IFI-IgM todos os soros foram não-
reagentes, sendo que pela técnica de ELISA 21

Tabela 5 - Resultados da sorologia de 28 pacientes, com infecção por HIV e sorologia para toxoplasmose, obtidos
através das técnicas de ELISA e IFI para pesquisa de anticorpos da classe IgG. Grupo C.
Métodos Soros não Soros Títulos dos soros reagentes

reagentes reagentes 1:16 1:64 1:256 1:1024 1:4096

IFI 3/28 25/28 3/25 9/25 4/25 9/25 0/25

%  10,7  89,2  12  36  16  36 0
ELISA 2/28 26/28 6/26 4/25 2/25 9/25 5/25

%  7,1  92,8  23  15,3  7,6  34,6  19,2

(75%) soros foram não-reagentes e 7 (25%) foram
reagentes, dos quais 4 (57,1%) reagiram até 1:16
e 3 (42%) até 1:64.

Na análise dos pacientes do grupo D foram
obtidos 11 (64,7%) pacientes não-reagentes pela
IFI-IgG e apenas 6 (35,2%) reagentes, dentre
estes 4 (66,6%) indivíduos apresentaram soros
com títulos até 1:16 e 2 (33,3%) com títulos de
1:256. Pela técnica de ELISA-IgG foi obtido o

mesmo resultado, sendo que 1 (16,6%) soro
reagiu até 1:16, 1 (16,6%) até 1:64, 3 (50%) até
1:256 e 1 (16,6%) até 1:1024. A pesquisa de
anticorpos da classe IgM pela IFI não apresentou
nenhum resultado positivo, enquanto que pela
ELISA apenas 1 (5,8%) soro foi positivo com título
de 1:16, apresentando leitura próximo ao cutoff.

A análise da correlação entre as técnicas de
ELISA-IgG e IFI-IgG através dos títulos obtidos
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foi de r = 0,556, indicando uma correlação positiva
moderada entre as técnicas, embora na análise
da correlação entre os soros do grupo “C” tenha
apresentado um r = 0,387, indicando uma
correlação positiva moderada porém mais fraca
do que os outros dois grupos (r = 0,633 para o
grupo “B” e r = 0,577 para o grupo A).

A correlação entre as técnicas IFI e ELISA
para pesquisa de IgM, apresentou r = -0,023,
sendo considerada uma correlação negativa
fraca.

Os resultados da correlação título\Y dos soros
analisados para pesquisa de IgG foi de r = 0.552,
sendo considerada positiva moderada, não
apresentando variação considerável quando
analisados em relação aos soros do mesmo
grupo (r = 0,576 para o grupo A, r = 0,541 para o
grupo B e r = 0,374 para o grupo C).

Em relação a ELISA-IgM, a correlação entre
o título e a unidade arbitrária foi de r = 0,562,
sendo considerada uma correlação positiva
moderada.

DISCUSSÃO

Na padronização de técnicas o painel de
indivíduos positivos e negativos deve ser
escolhido cuidadosamente. Sabe-se que o
caráter principal para a escolha do grupo positivo
para determinada infecção é o isolamento ou
detecção do agente em questão, indicando um
processo agudo. Com relação a toxoplasmose,
o encontro do parasita torna-se muito difícil, uma
vez que a maioria da população já teve contato
com o agente apresentando quadros subclínicos
e/ou memória sorológica, sendo a clínica apenas
sugestiva13 26.

No presente estudo, a partir dos 103 soros
utilizados a prevalência da infecção foi de 78,6%,
o que. concorda com os dados de Nogueira et
al23 que relata que 70% da população no Brasil
apresenta anticorpos anti-T. gondii, bem como
com o trabalho de Coutinho et al 11 que encontrou
uma prevalência de 78,7% num estudo com 6079
indivíduos do Rio de Janeiro, em um período de
sete anos.

Analisando a correlação (r) entre os dois
métodos para pesquisa de IgG nos 86 soros dos
três grupos estudados (A, B e C), obtivemos uma
correlação positiva (r = 0,556), concordando com
o trabalho de Van Knapen33. Este autor sugere
que o teste de ELISA pode ter boa aplicabilidade
no diagnóstico da toxoplasmose em testes de
triagem sorológica (identificação de soros
positivos e negativos), o que também foi
evidenciado em nosso estudo a partir da análise
dos valores de copositividade e conegatividade
entre as técnicas de IFI e ELISA.

A diferença entre os resultados obtidos pela
técnica de ELISA e IFI pode estar relacionada
aos diferentes antígenos utilizados, uma vez que
na técnica de IFI utilizou-se parasitas íntegros
(antígenos de membrana que estimulam a
produção de anticorpos mais precocemente na
infecção), enquanto que no ELISA utilizou-se

antígenos solúveis (citoplasmáticos), cujos
anticorpos seriam formados mais tardiamente na
infecção33. Além disso, o fato de soros não-
reagentes pela técnica de ELISA serem
reagentes por outros métodos sorológicos
clássicos, segundo Van Knapen33 pode estar
relacionado a maior especificidade, menor
sensibilidade, diferentes antígenos e a qualidade
do conjugado utilizado no teste33.

Camargo et al7 utilizando a técnica de ELISA
para IgG e IgM anti-T. gondii encontraram boa
correlação da ELISA-IgG com o teste de IFI-IgG,
enquanto que no presente trabalho esta
correlação foi moderada. No entanto, os nossos
resultados estão de acordo com os de Camargo
et al7 no que se refere a ELISA-IgM mostrar-se
mais sensível do que a IFI-IgM. Nos estudos de
Van Knapen33, o uso do OPD na revelação das
placas gerou densidades ópticas maiores,
embora a discriminação entre amostras com
maior e menor positividade se tornasse de difícil
observação principalmente por leitura visual.

Na realização da técnica de ELISA-IgG
qualitativa é necessário considerar as diferenças
entre placas e dentro destas devido a diferenças
durante os passos de incubação que geram
variações na faixa de 10%, o que é importante
na obtenção de resultados 12. Devido a este motivo,
na padronização do antígeno e no estabelecimento
do cutoff, os soros controles foram processados
em diluições e repetidos em quatro placas
distintas, a fim de que fossem minimizadas estas
diferenças. O estabelecimento do cutoff a partir
dos soros negativos diluídos a 1:16, deu-se
devido a variações mínimas entre os cutoff
obtidos nestes mesmos soros em diluições
maiores (1:64, 1:256, 1:1024 e 1:4096).

A detecção de IgM específica para a
toxoplasmose é muito importante no seu
diagnóstico e deve ser realizada e lida com muito
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cuidado. Resultados falso positivos podem surgir
devido a especificidade do conjugado e presença
de fator reumatóide ou antinuclear no soro de
pacientes; enquanto que resultados falso
negativos podem ser gerados por al tas
concentrações de IgG no soro. Van Knapen33

também verificou que pela ELISA foi possível
encontrar mais amostras positivas do que com
IFI, sugerindo que o ELISA-IgM demonstra
anticorpos da classe IgM produzidos não apenas
na fase inicial da infecção, bem como para outros
antígenos. Apesar destas considerações, no
presente experimento, os resultados positivos
pela técnica de ELISA-IgM talvez não sejam
indicadores de pacientes em fase aguda (falso
positivos), uma vez que a IFI (técnica de
referência por várias instituições) apresentou
resultados negativos e as leituras dos soros pela
técnica de ELISA-IgM foram muito próximas ao
valor de cutoff da placa sendo que a maioria
destes pacientes não apresentavam clínica
sugestiva para toxoplasmose nem confirmação
parasitológica. Além disso, analisando a Tabela
2, pode-se verificar que este teste sorológico
apresentou um índice de concordância ajustado
(K) muito baixo, o que indica pouca confiabilidade
da técnica em relação a IFI.

No ELISA-IgM, embora sejam observadas
diferenças quanto ao tipo de antígeno utilizado,
como já foi proposto em relação a ELISA-IgG, o
uso do antígeno solúvel apresentou melhores
resultados. Assim como no presente estudo
(Tabela 2), Van Knapen33 encontrou apenas boa
conegatividade na avaliação do ELISA-IgM nos
soros devido ao número insuficiente de soros
IgM-reagentes para toxoplasmose, sendo que a
técnica de IFI-IgM nunca alcançou uma
copositividade com o ELISA-IgM de mais de 60%.
Este fato também foi observado em nosso
estudo, onde a copositividade foi de 6,66%
(ELISA/IFI) e de 16,66% (IFI/ELISA). Camargo6,
Camargo et al8 e Porstmann e Kiessig25 sugerem
que para uma maior especificidade da técnica
de ELISA para pesquisa da classe IgM, deve-se
proceder a captura dessas imunoglobulinas com
anticorpos monoclonais e posterior revelação
com antígenos marcados (como por exemplo
pela técnica de ISAGA3 16). Mineo et al21  propõem
o uso da técnica de ELISA reversa para a
pesquisa de IgM, a qual, neste trabalho, não
apresentou reatividade cruzada com soros de
pacientes com outras patologias nem com
amostras contendo fator reumatóide IgM.

Johnson et al17 avaliaram cinco métodos de
ELISA para o diagnóstico de toxoplasmose

aguda, utilizando dois testes de ELISA com
antígenos recombinantes, os quais apresentaram
E e VPP de 100% e VPN de 87,8% e S de 81,3%;
e três técnicas comerciais com antígeno derivado
de parasita íntegro. As técnicas comerciais
mostraram VPP na faixa de 81,6-100% e VPN
de 87,8-100% com S de 81,3%-100% e E de
83,7-100%. A técnica de ELISA com antígeno
produzido e padronizado neste trabalho
apresentou sensibilidade (96,77%) semelhante as
técnicas comerciais avaliadas por Jonhson et al17,
embora a especificidade (75%) de nosso teste
tenha sido menor, enquanto que tanto o VPP
(83,33%) quanto o VPN (94,74%) apresentaram-
se dentro da faixa apresentada por estes autores.

Segundo Wainstein et al34 o significado da IFI
para toxoplasmose (no soro) no diagnóstico da
encefalite toxoplásmica permanece alvo de
controvérsia, porém o baixo número de soros
positivos para detecção de IgM confirma a
suposição de que a encefalite toxoplásmica seja
uma reativação da forma latente. No presente
estudo, nenhum dos 28 pacientes infectados pelo
vírus HIV foram soro-reagentes pela IFI-IgM
concordando com os achados de Wainstein et
al34 , onde entre 516 soros avaliados, apenas três
foram positivos. Estes mesmo autores relatam
que os títulos encontrados em relação a IFI-IgG
não apresentam valor diagnóstico, mas devido
a alta sensibilidade da técnica (IFI), que foi de 95%,
a ausência de anticorpos específicos é interpretada
como informação importante para a exclusão da
possibilidade de encefalite toxoplásmica, embora
a ausência de títulos elevados não afaste a
possibilidade da encefalite. A acurácia diagnóstica
foi aumentada através de testes seriados permitindo
a seleção de pacientes com títulos altos (títulos
acima de 1:1000) e da associação dos resultados
sorológicos com resultados da tomografia
computadorizada gerando uma sensibilidade de
83% e o aumento da especificidade para 56%,
enquanto que anteriormente esta especificidade
era de 30%. Já em nossos estudos a sensibilidade
(83,87%) e especificidade (79,16%) da técnica
de IFI foram superiores aos estudos de Wainstein
et al34.

Nas Tabelas 2, 3 e 4, estão demonstrados a
análise dos soros dos pacientes através das
técnicas de ELISA-IgG e IFI-IgG permitindo que
pudéssemos conhecer sorologicamente os
pacientes estudados. A frequência de títulos altos
(títulos iguais ou superiores a 1:1024) foi maior
no grupo A (pacientes com clínica sugestiva de
toxoplasmose) do que no grupo B (gestantes)
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que foi de 5,88%. No grupo de pacientes
infectados pelo vírus HIV (grupo C), uma vez que
a encefalite toxoplásmica consiste geralmente de
um processo de reativação, 82,29% foram soro-
reagentes, sendo que 36% apresentavam
sorologia alta, embora a presença de títulos
sorológicos não seja diagnóstico para a encefalite
toxoplásmica, devendo ser associado a outros
métodos de diagnóstico34. A associação de títulos
altos (iguais ou maiores que 1024) com a detecção
do parasita não apresentou diferenças significantes
neste trabalho, em nenhum dos grupos estudados.

A partir destes resultados podemos concluir
que o teste de ELISA-IgG, padronizado neste
trabalho, mostrou-se eficiente para a triagem
sorológica de pacientes no diagnóstico da
toxoplasmose, apresentando correlação positiva
moderada com o teste de IFI-IgG. Já o teste de
ELISA-IgM avaliado neste trabalho mostrou-se
pouco eficiente para a emissão de resultados
positivos na toxoplasmose, e com boa eficiência
para emissão de resultados negativos, embora
sua concordância baixa com o teste de IFI, sugira
pouca confiabilidade nos resultados obtidos
como um todo.
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