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Abstract
Objective:  To  evaluate  the  Western  blotting  method  for  the  detection  of  IgG  anti-Toxoplasma
gondii (T.  gondii)  (IgG-WB)  in  the  serum  of  children  with  suspected  congenital  toxoplasmosis.
Methods: We  accompanied  47  mothers  with  acquired  toxoplasmosis  in  pregnancy  and  their
children, between  June  of  2011  and  June  of  2014.  The  IgG-WB  was  done  in  house  and  the  test
was considered  positive  if  the  child  had  antibodies  that  recognized  at  least  one  band  on  IgG
blots different  from  the  mother’s  or  with  greater  intensity  than  the  corresponding  maternal
band, during  the  first  three  months  of  life.
Results:  15  children  (15.1%)  met  the  criteria  for  congenital  toxoplasmosis  and  32  (32.3%)  had
the diagnosis  excluded.  The  symptoms  were  observed  in  12  (80.0%)  children  and  the  most
frequent  were  cerebral  calcification  in  9  (60.0%),  chorioretinitis  in  8  (53.3%),  and  hydrocephalus

in 4  (26.6%).  IgM  antibodies  anti-T.  gondii  detected  by  chemiluminescence  (CL)  were  found  in
6 (40.0%)  children  and  the  polymerase  chain  reaction  (PCR)  for  detection  of  T.  gondii  DNA  was
positive in  5  of  7  performed  (71.4%).  The  sensitivity  of  IgG-WB  was  of  60.0%  [95%  confidence
interval (CI)  32.3---83.7%]  and  specificity  43.7%  (95%  CI  26.7---62.3%).  The  sensitivity  of  IgG-WB
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increased  to  76.0  and  89.1%  when  associated  to  the  research  of  IgM  anti-T.  gondii  or  PCR,
respectively.
Conclusions:  The  IgG-WB  showed  greater  sensitivity  than  the  detection  of  IgM  anti-T.  gondii;
therefore,  it  can  be  used  for  the  diagnosis  of  congenital  toxoplasmosis  in  association  with  other
congenital  infection  markers.
© 2016  Published  by  Elsevier  Editora  Ltda.  on  behalf  of  Sociedade  Brasileira  de  Pediatria.  This  is
an open  access  article  under  the  CC  BY-NC-ND  license  (http://creativecommons.org/licenses/
by-nc-nd/4.0/).
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Avaliação  do  método  Western  Blotting  para  diagnóstico  de  toxoplasmose  congênita

Resumo
Objetivo:  Avaliar  o  método  Western  Blotting  para  detecção  de  IgG  anti-Toxoplasma  gondii
(T. gondii)  (IgG-WB)  no  soro  de  crianças  com  suspeita  de  toxoplasmose  congênita.
Métodos:  Acompanhamos  47  mães  com  toxoplasmose  adquirida  na  gravidez  e  seus  filhos,  entre
junho de  2011  e  junho  de  2014.  O  IgG-WB  foi  feito  internamente  e  o  teste  foi  considerado
positivo quando  a  criança  apresentava  anticorpos  que  reconheciam  pelo  menos  uma  banda
nas manchas  de  IgG  diferente  das  bandas  da  mãe  ou  com  maior  intensidade  do  que  a  banda
materna correspondente,  durante  os  primeiros  3  meses  de  vida.
Resultados:  Atenderam  aos  critérios  para  diagnóstico  de  toxoplasmose  congênita  15
crianças (15,1%)  e  32  (32,3%)  tiveram  o  diagnóstico  excluído.  Os  sintomas  foram  observados  em
12 crianças  (80%)  e  os  mais  frequentes  foram  calcificação  cerebral  em  nove  (60%),  coriorretinite
em oito  (53,3%)  e  hidrocefalia  em  quatro  (26,6%).  Os  anticorpos  IgM  anti-T.  gondii  detectados
por quimiluminescência  (QL)  foram  encontrados  em  seis  crianças  (40%)  e  a  reação  em  cadeia
da polimerase  (RCP)  para  detecção  do  DNA  de  T.  gondii  foi  positiva  em  cinco  de  sete  reações
(71,4%). A  sensibilidade  do  IgG-WB  foi  de  60%  [intervalo  de  confiança  (IC)  de  95%,  32,3  a  83,7%]
e a  especificidade  foi  de  43,7%  (IC  de  95%,  26,7  a  62,3%).  A  sensibilidade  do  IgG-WB  aumentou
para 76  e  89,1%  quando  relacionada  à  pesquisa  de  IgM  anti-T.  gondii  ou  à  RCP,  respectivamente.
Conclusões:  O  IgG-WB  mostrou  maior  sensibilidade  do  que  a  detecção  de  IgM  anti-T.  gondii;
portanto,  pode  ser  usado  para  o  diagnóstico  de  toxoplasmose  congênita  em  associação  com
outros marcadores  de  infecção  congênita.
© 2016  Publicado  por  Elsevier  Editora  Ltda.  em  nome  de  Sociedade  Brasileira  de  Pediatria.  Este
é um  artigo  Open  Access  sob  uma  licença  CC  BY-NC-ND  (http://creativecommons.org/licenses/
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Introdução

A  maioria  das  crianças com  toxoplasmose  congênita  (TC)  não
demonstra  sinais  ou  sintomas  no  nascimento.  Ainda  assim,
há  um  risco  de  desenvolver  sequelas  tardias,  principalmente
comprometimento  ocular  e  neurológico.1

Todas  as  crianças cujas  mães  tiveram  toxoplasmose
aguda  no  curso  da  gravidez  são  consideradas  suspeitas;
portanto,  devem  ser  submetidas  a  uma  investigação  soro-
lógica  com  detecção  de  anticorpos  anti-Toxoplasma  gondii
(T.  gondii).1,2

Contudo,  um  diagnóstico  sorológico  que  confirme  a
infecção  por  T.  gondii  por  meio  da  detecção de  anticor-
pos  específicos  IgM  e/ou  IgA  contra  o  parasita  não  ocorre
em  todos  os  recém-nascidos.1,3---5 Portanto,  os  anticorpos  IgG
contra  o  T.  gondii  em  amostras  de  soro  em  série  devem
ser  analisados  e  a  criança deve  continuar  sob  acompanha-
mento  ambulatorial,  que  pode  levar  meses  até  a  definição
do  diagnóstico.1,6

Em  um  feto  infectado,  os  anticorpos  IgG  e  IgM  produzidos
contra  os  determinantes  antigênicos  de  T.  gondii  poderão

diferir  dos  anticorpos  IgG  e IgM  anti-T. gondii  detectados  no
soro  materno,  o  que  sugere  uma  neossíntese  de  anticorpos
específicos.  Assim,  crianças com  TC  com  não  reatividade
em  testes  convencionais  para  detecção de  IgM  foram

t
A
d
d

iagnosticadas  nos  primeiros  meses  de  vida  por  meio  do
étodo  Western  Blot  (WB).7---9

Existe  a  necessidade  de  um  diagnóstico  precoce  e
ápido  com  um  método  de  baixa  complexidade  que  permita
ue  os  laboratórios  de  referência  em  toxoplasmose  dife-
enciem  os  resultados  duvidosos  obtidos  com  os  métodos
orológicos  convencionais  de  rotina,  como  imunofluo-
escência  indireta  (IFI),  ensaio  imunossorvente  ligado

 enzima  (Elisa)  e  imunoensaio  de  micropartículas  com
uimiluminescência  (QL).

O  objetivo  deste  estudo  foi  avaliar  o  método  WB  para
etecção  de  anticorpos  IgG  anti-T. gondii  (IgG-WB)  no  soro
a  criança e  de  sua  mãe  com  toxoplasmose  adquirida  na
ravidez  para  ajudar  no  diagnóstico  precoce  de  TC.

étodos

ndivíduos

 população  era  composta  de  mulheres  com  suspeita  de

oxoplasmose  adquirida  na  gravidez  e  seus  filhos,  tratados  no
mbulatório  Pediátrico  de  Doenças Infecciosas,  entre  junho
e  2011  e  junho  de  2014.  Incluímos  crianças cujas  mães
emonstraram  reatividade  ao  IgM  anti-T  Gondii  durante
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 cuidado  pré-natal.  As  amostras  de  sangue  dos  pares
riança/mãe  foram  coletadas  simultaneamente  durante  os
rimeiros  3  meses  de  vida  da  criança e  armazenadas  a  ---20 ◦C
ara  o  WB.  O  grupo  de  controle  consistia  em  crianças cujas
ães  mostraram  suspeita  de  toxoplasmose  aguda  durante

 gravidez,  mas  não  atendiam  aos  critérios  para  TC.2,10,11

esse  período,  47  crianças e  suas  mães  foram  monitoradas.
essas,  15  (15,1%)  crianças foram  diagnosticadas  com  TC

 em  32  (32,3%)  esse  diagnóstico  foi  excluído.  As  grávidas
eceberam  espiramicina  ou  sulfadiazina  mais  pirimetamina

 ácido  folínico  até  o  nascimento  da  criança. As  crianças
om  suspeita  de  infecção receberam  sulfadiazina  mais  piri-
etamina  e  ácido  folínico  até  a  definição  do  diagnóstico.

ritérios  de  diagnóstico  em  crianças

onsideramos  a  TC  quando  a  criança apresentou  elevação  de
ítulos  específicos  de  IgG  anti-T. gondii  em  amostras  sequen-
iais  nos  primeiros  meses  de  sua  vida  e/ou  a  persistência  de
ítulos  de  IgG  anti-T. gondii  após  12  meses  de  vida  e/ou  reati-
idade  para  IgM  anti-T. gondii  e/ou  coriorretinite  e/ou  lesão
o  sistema  nervoso  central  (SNC)  com  reatividade  para  IgG
/ou  positividade  para  o  DNA  de  T.  gondii  com  reação  em
adeia  da  polimerase  (RCP).2,10,11

este  sorológico  para  detecção  de  IgM  e  IgG  anti-
. gondii

s  testes  sorológicos  durante  o  cuidado  pré-natal  e  em
mostras  de  crianças foram  feitos  por  métodos  laboratori-
is  de  rotina  convencionais.  Os  anticorpos  IgG  anti-T. gondii
oram  determinados  por  imunofluorescência  indireta  (IFI)12

Immunoblot,  Biolab-Mérieux,  Rio  de  Janeiro,  RJ,  Brasil),
om  T.  gondii  obtidos  do  fluido  ascético  de  ratos  infecta-
os,  e  quimioluminescência  (QL)  (Architect,  Sistema  Abbott,
iesbaden,  Alemanha)  com  antígenos  recombinantes  de

.  gondii  p30  (SAG1)  e  p35  (GRA8).  Os  anticorpos  IgM  anti-T.
ondii  também  foram  detectados  com  QL  (Architect,  Sis-
ema  Abbott,  Wiesbaden,  Alemanha)  com  antígeno  p30  e
isado  total  de  T.  gondii.

ntígenos  de  T.  gondii

inco  ratas  albinas  entre  45  e  60  dias  e  entre  25  e  40  g
oram  usadas  na  obtenção  de  taquizoítos  da  cepa  RH  de
.  gondii. Os  animais  foram  inoculados  pela  via  intraperi-
oneal  com  uma  suspensão  de  taquizoítos  vivos  (105/mL)
m  uma  solução salina  estéril.  O  exsudato  foi  obtido
8  horas  após  a  inoculação  por  meio  da  lavagem  da  cavidade
eritoneal  com  3  mL  de  solução salina  estéril.  As  amostras
assaram  por  uma  agulha  27G  para  ruptura  das  células  do
ospedeiro.  Então,  foram  centrifugadas  e  o  sedimento  foi
adronizado  a  109 taquizoítos/mL  por  meio  da  contagem  em
ma  câmara  de  Neubauer.13

étodo  IgG-Western  blotting
s  proteínas  de  T.  gondii  a  serem  usadas  no  IgG-WB  foram
uantificadas  com  o  método  de  Lowry  et  al.14 e  o  gel  de
oliacrilamida  12%  foi  usado  na  separação  eletroforética  de

(
(
z
c
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roteínas  com  a  transferência  subsequente  das  proteínas
ara  uma  membrana  de  nitrocelulose  (iBlot®  Gel  Transfer
ystem,  Califórnia,  EUA).  O  papel  de  nitrocelulose  foi  man-
hado  com  Ponceau  e,  após  lavagem  com  água  destilada,  as
iras  de  nitrocelulose  foram  cortadas  e  bloqueadas  com  leite
esnatado  a  5%  mais  Tween®  salina  tamponada  com  Tris
TBS)  (Sigma-Aldrich,  MO,  EUA).  Posteriormente,  lavamos  as
iras  com  TBS  e  leite  desnatado  a 5%  e,  então,  adicionamos

 soro  do  paciente  diluído  em  Tween  TBS  (Sigma-Aldrich,
O,  EUA)  e  leite  desnatado  a  5%,  lavamos  e  adicionamos
onjugado  IgG  anti-humano  (Invitrogen,  Life  Technologies,
A,  EUA)  diluído  em  Tween  TBS  e  leite  desnatado  a  5%.  Após

avagens  adicionais,  adicionamos  o substrato  cromogênico
iaminobenzidina  (DAB)  a  0,2%  (Acrös  Organics,  Thermo
isher  Scientific,  Geel,  Bélgica)  e  peróxido  de  hidrogênio
100  �L).  Quando  as  bandas  foram  visualizadas,  a  reação  foi
nterrompida  com  água  destilada.  As  amostras  de  controle
ositivo  e  negativo  de  anti-T. gondii  foram  incluídas  em  cada
este.

O  teste  foi  considerado  positivo  no  caso  de  a  criança
er  produzido  anticorpos  que  reconheceram  no  mínimo  uma
anda  de  proteínas  diferente  da  mãe  ou  com  maior  inten-
idade  do  que  a  banda  materna  correspondente  (fig.  1),  o
ue  caracterizou  a  neossíntese  de  anticorpos  IgG  anti-T.
ondii.15---18 Para  controlar  a  subjetividade  da  leitura,  dois
bservadores  independentes  leram  os  padrões  do  IgG-WB
s  cegas  e  sem  o  conhecimento  dos  resultados  sorológicos
nteriores  dos  testes  convencionais;  houve  concordância  em
00%  dos  resultados.

A especificidade  do  método  IgG-WB  foi  determinada
om  26  amostras  séricas  obtidas  de  indivíduos  soronegati-
os  para  toxoplasmose  (anticorpos  IgG  e  IgM  anti-T. gondii
ão  reativos  com  QL)  e  com  sororreatividade  a  anticorpos
om  relação a  outros  patógenos,  como  Treponema  pallidum
n  =  5),  Trypanosoma  cruzi  (n  =  5),  Leishmania  spp  (n  =  2),
aracoccidioides  brasilienses  (n  =  5)  ou  sororreatividade  a
arcadores  sorológicos  de  doenças autoimunes,  como  anti-

orpos  antinucleares  (n  =  5)  e  anticorpos  anti-DNA  de  cadeia
upla  (n  =  4).

so  da  reação  em  cadeia  da  polimerase  para
etecção do  DNA  de  T.  gondii

 DNA  foi  extraído  de  células  sanguíneas  periféricas
e  crianças,  coletado  com  o  etilenodiaminotetracético
EDTA)  como  anticoagulante,  até  três  meses  após  o  nasci-
ento,  com  o  kit  EasyPrep  DNA  Mini  I  (EasyGen,  Favorgen
iotech,  Áustria).  A  amplificação  do  DNA  de  T.  gondii
oi  feita  com  o  método  descrito  por  Homan  et  al.19 Os
rimers  Tox4  (CGCTGCAGGGAGGAAGACGAAAGTTG)  e  Tox5
CGCTGCAGACACAGTGCATCTGGATT)  foram  usados  para
mplificação  de  um  fragmento  de  529  pares  de  base  (pb)
GenBank  n◦ AFI46527)  do  DNA  de  T.  gondii.  A  RCP  foi  feita
m  um  volume  final  de  22,5  �L,  com  2,5  �L  de  DNA  extraído
a  amostra;  1  �L  de  1  mM  para  cada  primer,  100  mM  de
esoxirribonucleotídeos  fosfatados  (dNTP)  (Invitrogen,  Life
echnologies,  CA,  EUA),  60  mM  de  Tris-HCl  (pH  9),  15  mM  de

NH4)2SO4,  2  mM  de  MgCl2 e  0,25  �L  de  Taq  DNA  polimerase
Invitrogen,  Life  Technologies,  CAa,  EUA),  também  finali-
ada  com  7,75  �L de  água  Milli  Q.  A  amplificação  foi  feita
om  35  ciclos  em  um  termociclador  PTC-100  (MJ  Research,



Western  blotting  for  congenital  toxoplasmosis  619

55

kDa kDa

94

77

67

58

37
30

23

20

13

6

72

64

58

kDa

kDa

68

50

45

40
27

16

14

M          C M          C M            C CP            CN

BA DC

46
44

39
31

25
22

16

11

160
154

130
121

104
101
94

78
77
76
67
64
58
50
46
44
40
37
33
31
30

25

23

20

13

10

6

Figura  1  Reconhecimento  padrão  de  proteínas  de  cepas  RH  de  Toxoplasma  gondii  por  anticorpos  IgG  com  o  método  Western
Blotting (IgG-WB)  em  amostras  de  soro  de  mães  com  toxoplasmose  adquirida  durante  a  gravidez  e  seus  filhos  com  suspeita  de
toxoplasmose  congênita.  A,  IgG-Western  Blotting  positivo  para  toxoplasmose  congênita.  Bandas  iguais  reconhecidas  por  anticorpos
IgG com  intensidade  mais  forte  na  amostra  da  criança  em  comparação  com  a  amostra  materna.  B,  IgG-Western  Blotting  positivo  para
toxoplasmose congênita.  Bandas  diferentes  reconhecidas  por  IgG  da  amostra  da  criança  em  comparação  com  a  amostra  materna.
C, IgG-Western  Blotting  negativo  para  toxoplasmose  congênita.  Bandas  iguais  reconhecidas  por  anticorpos  IgG  de  amostras  da
criança e  da  mãe.  M,  mãe;  C,  criança;  CP,  controle  positivo;  CN,  controle  negativo.
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CA,  EUA),  com  a  seguinte  condição  de  ciclo:  7  minutos  a
94 ◦C  para  desnaturação  no  1◦ ciclo,  seguido  de  33  ciclos
de  1  minuto  a  94 ◦C  para  desnaturação,  1  minuto  a  55 ◦C
para  emparelhamento  e  1  minuto  a  72 ◦C  para  extensão;  o
ciclo  35  foi  seguido  por  uma  extensão  final  de  10  minutos  a
72 ◦C.  Uma  amostra  de  cada  produto  da  RCP  foi  submetida
à  eletroforese  em  gel  de  agarose  a  2%.  O  DNA  de  cepas
RH  de  taquizoítos  (107/mL)  foi  extraído  para  ser  usado
como  controle  positivo.  A  água  foi  considerada  o  controle
negativo.  Amostras  dos  controles  positivos  e negativos  para
T.  gondii  foram  incluídas  em  cada  teste.

Análise  estatística

Foi  feita  no  GraphPad  Prism  5  (GraphPad  Software,  Inc.,  San
Diego,  EUA).  As  variáveis  categóricas  foram  expressas  em  um
número  absoluto  (n)  e  um  percentual  (%)  e  analisadas  pelo
teste  qui-quadrado  ou  exato  de  Fisher.  Foram  calculados
parâmetros  de  sensibilidade,  especificidade,  valor  preditivo
positivo  (VPP)  e  valor  preditivo  negativo  (VPN)  com  inter-
valo  de  confiança  (IC)  de  95%.  Os  valores  de  p  <  0,05  foram
considerados  estatisticamente  significativos.
O  estudo  foi  aprovado  pelo  Comitê  de  Ética  em  Pesquisa
com  Seres  Humanos.  Todas  as  mães  participaram  volunta-
riamente  e  assinaram  o  Termo  de  Consentimento  Livre  e
Esclarecido.
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esultados

as  15  crianças com  TC,  12  (80%)  eram  sintomáticas  e  aten-
iam  aos  critérios  clínicos  para  definição  da  doença (nove
om  calcificação  cerebral,  oito  com  coriorretinite  e  qua-
ro  com  hidrocefalia),  seis  (40%)  apresentaram  reatividade  a
gM  anti-T. gondii, cinco  (33,3%)  apresentaram  elevação  nos
íveis  de  IgG  anti-T. gondii  nos  primeiros  meses  de  vida  e
ma  delas  (6,7%)  mostrou  persistência  de  títulos  de  IgG  anti-
T.  gondii  em  amostras  sequenciais.  Cinco  das  sete  crianças
71,4%)  submetidas  à  PCR  para  detectar  DNA  de  T.  gondii
presentaram  resultados  positivos  (tabela  1).

Entre  as  15  crianças  com  TC,  o  teste  IgG-WB  foi  positivo
m  nove  (60%)  e  entre  as  32  crianças sem  TC  o  teste  foi
ositivo  em  18  (56,3%),  o  que  resultou  em  uma  sensibilidade
e  60%  (IC  de  95%,  32,3  a  83,7%),  especificidade  de  43,7%
IC  de  95%,  26,4  a  62,3%),  VPP  de  33,3%  (IC  de  95%,  16,5  a
4,0%)  e  VPN  de  70%  (IC  de  95%,  45,7  a  88,1%)  (p  =  0,05875).
ntre  as  crianças com  TC,  duas  apresentaram  IgG-WB
egativo  e  IgM  anti-T. gondii  positivo;  cinco  apresentaram
gG-WB  positivo  e  IgM  anti-T. gondii  negativo;  quatro  apre-
entaram  ambos  os  testes  positivos  e  quatro  apresentaram
mbos  os  testes  negativos.

O peso  molecular  (PM)  da  proteína  reconhecida  pelo  IgG

nti-T.  gondii  no  soro  de  crianças  com  TC  variou  de  2  a
4  kDa  e  o  PM  das  proteínas  reconhecidas  pelos  anticorpos
gG  no  soro  das  crianças não  infectadas  variou  de  1  a  160  kDa.
ntre  as  nove  crianças diagnosticadas  por  meio  do  IgG-WB,
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Tabela  1  Características  clínicas  e  laboratoriais  de  15  crianças  com  toxoplasmose  congênita  de  junho  de  2011  a  junho  de  2014

Caso IgM
anti-T.  gondii

RCP Primeira  amostra
de  IgGa

IgG
seguintesb

Western
Blottingb

Sinais  e  sintomas  no  1◦ mês  de  vida

IFI  QL

1  Negativo  NR  1:512.000  NR  ↓  Negativo  coriorretinite  +  calcificação  +
hidrocefalia

2 Positivo NR  1:32.000  926,8  ↑  Positivo  coriorretinite  +  calcificação
3 Positivo NR  1:512.000  NR  ↓  Positivo  vitrite  (coriorretinite

após)  +  calcificação  +  hidrocefalia
4 Negativo  NR  <  1:16  NR  ↑  Positivo  coriorretinite
5 Negativo  NR  1:1024  162,0  ↔  Positivo  calcificação
6 Negativo  Positivo  NR  200,0  ↑  Positivo  assintomático
7 Negativo  Positivo  1:32.000  147,5  NR  Negativo  hidrocefalia
8 Negativo  Negativo  1:8.000  312,0  ↑  Negativo  assintomático
9 Negativo  Positivo  1:512.000  175,6  ↓  Negativo  assintomático

10 Positivo  Positivo  1:512.000  188,1  ↓  Positivo  coriorretinite
11 Negativo  Positivo  1:32.000  139,8  NR  Positivo  calcificação
12 Positivo  Negativo  NR  84,8  ↑  Negativo  vitrite  +  calcificação
13 Positivo  NR  NR  200,0  NR  Positivo  coriorretinite  +  calcificação
14 Negativo  NR  NR  173,9  ↓  Positivo  coriorretinite  +  calcificação  +

hidrocefalia
15 Positivo  NR  NR  1655,0  ↓  Negativo  coriorretinite  +  calcificação

IFI, Imunofluorescência indireta para detecção de IgG anti-T. gondii;  NR, não realizada; QL, imunoensaio quimioluminescente de micro-
partículas para detecção de IgG anti-T. gondii,  expresso em UI/mL; RCP, reação em cadeia da polimerase para detecção do DNA de
Toxoplasma gondii; ↑, aumento nos níveis de anticorpos IgG anti-T. gondii em amostras de soro em série; ↔,  persistência de níveis
de IgG anti-T. gondii em amostras de soro durante o acompanhamento; ↓, redução de anticorpos.
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a Amostra coletada no 1◦ mês de vida.
b Amostra coletada nos primeiros 3 meses de vida, com todas as

ete  apresentaram  bandas  diferentes  daquelas  observadas
o  soro  materno  e  duas  apresentaram  bandas  de  maior  inten-
idade  do  que  aquelas  apresentadas  pelas  amostras  de  suas
ães.  As  bandas  dominantes  reconhecidas  pelos  anticorpos

gG  em  amostras  de  crianças com  TC  e  em  crianças não

nfectadas  são  apresentadas  na  figura  2.

Quanto  às  26  amostras  de  pacientes  com  outras  doenças,
uas  não  apresentaram  reatividade  e  24  apresentaram
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igura  2  Distribuição  das  proteínas  de  Toxoplasma  gondii
ais  frequentes  reconhecidas  por  anticorpos  IgG  no  soro  de

rianças com  toxoplasmose  congênita  e  crianças  sem  a  doença,
e acordo  com  seu  peso  molecular  (kDa)  (p  >  0,05  para  todas  as
roteínas  reconhecidas).
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nças em tratamento.

eatividade  de  anticorpos  IgG,  que  reconheceram  proteí-
as  com  PM  entre  17  e  118  kDa.  As  proteínas  reconhecidas
om  mais  frequência  foram  p22  (11/40,7%),  p34  (9/33,3%),
38  (8/29,6%),  p94  (6/22,2%),  p56  (5/18,5%)  e  p30
5/18,5%).

A  análise  dos  resultados  de  IgM  anti-T gondii  com  QL
presentou  sensibilidade  de  40%  (IC  de  95%,  16,3  a  67,6%),
specificidade  de  100%  (IC  de  95%,  89,1  a  100%),  VPP  de  100%
IC  de  95%,  54,1  a  100%)  e  VPN  de  78,1%  (IC  de  95%,  62,4  a
9,4%)  (p  =  0,0005).  No  que  diz  respeito  à  detecção  do  DNA
o  parasita  com  RCP,  a sensibilidade  foi  de  71,4%  (IC  de  95%,
9  a  96,3%),  especificidade  de  100%  (IC  de  95%,  69,2  a  100%),
PP  de  100%  (IC  de  95%,  47,8  a  100%)  e  VPN  de  83,3%  (IC  de
5%,  51,6  a  98%)  (p  =  0,0034).

A  sensibilidade  e  a  especificidade  do  IgG-WB,  quando
elacionadas  a  outros  marcadores  de  TC,  como  a  presença
e  IgM  anti-T gondii, RCP  positiva  e  sintomas  clínicos,  são
presentadas  na  tabela  2.

O  IgG-WB  foi  positivo  em  seis  dos  nove  pacientes  (66,7%)
om  lesões  oculares  e  em  três  dos  seis  pacientes  (50%)
om  TC  sem  lesões  oculares  (p  =  0,6224),  com  sensibilidade
e  66,7%  (IC  de  95%,  29,9  a  92,5%),  especificidade  de  50%
IC  de  95%,  11,8  a  88,2%),  VPP  de  66,7%  (IC  de  95%,  29,9  a
2,5%)  e  VPN  de  50%  (IC  de  95%,  11,8  a  88,2%).
iscussão

 diagnóstico  da  TC  é  um  desafio  na  prática  clínica,  porque  a
ensibilidade  do  IgM  anti-T. gondii  com  métodos  sorológicos
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Tabela  2  Sensibilidade  e  especificidade  do  método  Wes-
tern Blotting  para  detecção  de  IgG  anti-Toxoplasma  gondii
(IgG-WB),  IgM  anti-Toxoplasma  gondii,  reação  em  cadeia
da polimerase  (RCP)  ao  Toxoplasma  gondii  e  presença  de
sintomas  clínicos  compatíveis  com  a  toxoplasmose  congê-
nita, avaliados  em  série  e  paralelamente,  de  acordo  com  a
presença ou  ausência  de  toxoplasmose  congênita

Teste Sensibilidade
(%)

Especificidade
(%)

IgG-WB  +  60  43,7
IgM  T.  gondii  +  40  100
IgM anti-T.  gondii  ou  IgG-WB  +  76  43,7
IgM  anti-T.  gondii  e  IgG-WB  +  24  100
RCP  +  71,7  100
RCP  +  ou  IgG-WB  +  89,1  43,7
RCP  +  e  IgG-WB  +  42,6  100
Sintomas  +  80  100
Sintomas  +  ou  IgG-WB  +  92  43,7
Sintomas  +  e  IgG-WB  + 48  100

IgG-WB, Western Blotting para diagnóstico de infecção con-
gênita com detecção de anticorpos IgG; IgM anti-Toxoplasma
gondii detectado por quimiluminescência; Sintomas, presença
de sintomas e/ou sinais clínicos compatíveis com toxoplasmose
congênita; + teste positivo
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amostra  e  com  um  ligeiro  aumento  em  amostras  sequenciais
(máximo  de  1:64),  observou-se  o  desaparecimento  de
convencionais  varia  amplamente,  de  48,3%  a  75%.3---5 A
ausência  de  IgM  anti-T. gondii  pode  ser  justificada  pelo  fato
de  a  infecção fetal  ter  ocorrido  no  início  da  gravidez  ou
como  resultado  de  o  tratamento  materno  para  toxoplas-
mose  ter  sido  feito  durante  os  dois  primeiros  trimestres  de
gravidez,  o  que  teria  causado  o  bloqueio  da  resposta  imune
ou  seu  atraso.20 Ademais,  o  atraso  ou  a  ausência  de  resposta
imune  detectável  por  métodos  padrão  (dosagem  de  IgG  e
IgM  ou  WB)  pode  estar  relacionado  a  diferenças  na  resposta
imune  individual.  Outra  desvantagem  desse  marcador  é  o
atraso  na  coleta  de  amostras,  com  positividade  reduzida  de
IgM  depois  dos  primeiros  30  dias  de  vida.21 Assim,  muitas
vezes  é  necessário  monitorar  os  resultados  sorológicos
com  a  identificação  de  títulos  estáveis  ou  crescentes  de
IgG  anti-T. gondii, que  atrasam  o  diagnóstico  e  causam
incerteza  à  família.16 Nesse  contexto,  o  IgG-WB  pode  ser
usado  para  comparar  os  padrões  de  anticorpos  com  o
T.  gondii  em  amostras  de  soro  das  mães  e  de  seus  filhos  e
para  determinar  se  os  anticorpos  são  transmitidos  passiva-
mente  ou  sintetizados  pelo  feto  ou  neonato  em  casos  de
TC.15

Outros  autores  observaram  uma  maior  contribuição  do
IgG-WB  para  o  diagnóstico  de  TC  nos  primeiros  meses  de
vida.22,23 Além  disso,  a  associação  do  IgG-WB  com  outros
métodos  sorológicos  pode  aumentar  a  probabilidade  do  diag-
nóstico.  Em  uma  coorte  de  crianças,  a  sensibilidade  do
IgG-WB  era  de  82,4%  e  aumentou  para  85,7%  quando  o  IgG-
-WB  era  associado  à  presença  dos  anticorpos  IgM  e/ou  IgA
anti-T.  gondii  com  o  Elisa.16 Outro  estudo  mostrou  que  a
combinação  dos  testes  de  imunocaptura  de  IgA  e  IgM,  a  aná-
lise  dos  padrões  do  WB  para  IgG  e  IgM  e  a  combinação  das

duas  técnicas  permitiram  a  detecção de  94%,  94%  e  100%  dos
casos,  respectivamente.24
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Os  resultados  do  IgG-WB  obtidos  no  presente  estudo  estão
róximos  daqueles  encontrados  por  outros  autores,  que  rela-
aram  uma  sensibilidade  de  73,5%.18 Esses  mesmos  autores
elataram  que  a  combinação  de  IgG-WB  e  IgM-WB  aumentou

 sensibilidade  para  86,5%.18

A  sensibilidade  mais  baixa  obtida  neste  estudo  pode  ser
xplicada,  em  parte,  devido  ao  fato  de  todos  os  pacientes
om  suspeita  de  TC  terem  sido  tratados  com  sulfadiazina,
irimetamina  e  ácido  folínico  durante  a  investigação,  o  que
oderia  inibir  a  neossíntese  de  anticorpos.20

Outra  estratégia  para  melhorar  a sensibilidade  desse
étodo  proposto  é  a  repetição  do  IgG-WB  durante  os  primei-

os  3  meses  de  vida.8 Em  um  estudo  com  coleta  de  amostras
o  nascimento,  a  sensibilidade  do  anticorpo  IgM  anti-T. gon-
ii  por  métodos  convencionais  (reação de  aglutinação  por
munoabsorção  [Isaga]  e  Elisa)  foi  de  52%  e  pelo  método  WB
com  IgG  e  IgM),  de  67%.  Ao  combinar  ambos  os  métodos,  a
ensibilidade  aumentou  para  78%  no  nascimento  e  85%  nos
rimeiros  3  meses  de  vida,  com  detecção  de  94%  dos  casos
e  TC.17

Neste  estudo,  analisamos  algumas  amostras  sequenciais
o  IgG-WB.  Entre  as  crianças infectadas  com  resultado  falso
egativo  na  primeira  amostra  segundo  o  método  IgG-WB,
uas  de  seis  (33,3%)  reconheceram  proteínas  diferentes  em
omparação  com  a  amostra  materna  na  segunda  coleta,  o
ue  caracterizou  a  neossíntese  de  IgG  anti-T. gondii  e  justi-
ca  a  necessidade  da  repetição  do  IgG-WB  em  amostras  em
érie.

Em  uma  análise  anterior,  o  momento  da  coleta  da
mostra  materna  influenciou  o  resultado  do  teste  IgG-WB,
ois  as  mães  que  receberam  tratamento  para  toxoplasmose
urante  a  gravidez  podem  deixar  de  reagir  aos  antígenos
e  T.  gondii  no  período  posterior  ao  nascimento,  com
esultado  falso  negativo.16 Neste  estudo,  esse  fenômeno
oi  observado  em  uma  mãe  de  uma  criança infectada.
ontudo,  a  maior  parte  das  mães  apresentou  um  aumento
o  número  de  bandas  reconhecidas  nas  amostras  coletadas
mediatamente  após  a  interrupção  do  tratamento  no  parto.

Em  um  estudo  anterior,  o PM  de  bandas  antigênicas
econhecidas  pela  IgG  de  neonatos  com  TC  variou  entre
1  e  116  kDa.18 Neste  estudo,  semelhantemente  aos  dados
ncontrados  por  outros  autores,15,16 os  anticorpos  encon-
rados  com  alta  frequência  em  crianças infectadas  foram
queles  relacionados  às  proteínas  de  PM  maiores  do  que
0  kDa.  As  diferenças  no  PM  de  proteínas  reconhecidas
elatadas  em  estudos  anteriores  podem  ser  explicadas  por
iferentes  exigências  metodológicas,  como  a  preparação  do
ntígeno  de  T.  gondii, as  condições  da  eletroforese  em  gel
e  acrilamida  e  as  diluições de  soro.20 Outra  explicação  é  a
iversidade  genética  entre  as  cepas  de  T.  gondii, o  que  pode
evar  ao  reconhecimento  de  diferentes  proteínas,  além  do
ato  de  alguns  indivíduos  apresentarem  IgG  que  reconhece
árias  proteínas,  ao  passo  que  outros  apresentam  IgG  que
econhece  uma  única  proteína.25

Neste  estudo,  o  IgG-WB  também  foi  útil  na  demonstração
a  síntese  ativa  de  IgG  anti-T. gondii  em  pacientes  com  IgG
ão  reativa  pelos  métodos  convencionais.  No  Paciente  4,
om  títulos  de  IgG  anti-T. gondii  <  1:16,  por  IFI,  na  primeira
nticorpos  IgG  na  avaliação  pelos  métodos  de  QL  e  IFI  após
 tratamento.  Contudo,  pelo  método  IgG-WB,  foi  possível
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emonstrar  o  anticorpo  IgG  anti-T. gondii, que  reconheceu
s  proteínas  p22  e  p46,  ausentes  no  soro  materno.  Após
2  meses  de  vida,  essa  criança que  apresentou  cicatrizes
oriorretinianas  continuou  não  reativa  a  anticorpos  IgG
nti-T.  gondii  avaliados  por  QL  e  IFI;  contudo,  apresentou
esultado  positivo  no  IgG-WB.

A  TC  com  não  reatividade  para  IgG  e  IgM  anti-T. gondii
oderá  ser  resultante  do  tratamento  de  toxoplasmose  na
ãe  e  no  neonato.20 O  tratamento  da  criança durante  um

no  após  o  nascimento  também  poderá  causar  anticorpo  não
eativo.  Contudo,  na  maioria  desses  casos,  há  a  detecção de
gG  anti-T. gondii  logo  após  a  interrupção  do  tratamento,
enominada  efeito  rebote.1,7,20

No  presente  estudo,  o  Paciente  1  mostrou  não  reativi-
ade;  mas  apresentou  anticorpos  anti-T. gondii  detectáveis
pós  a  interrupção  do  tratamento.  Semelhantemente  ao
aciente  4,  os  pacientes  6,  8  e  9  também  mostraram  uma
ueda  nos  anticorpos  até  a  não  reatividade  e  assim  per-
aneceram  após  a  interrupção  do  tratamento.  Existe  a
ossibilidade  de  que  esses  pacientes  deixem  de  reconhe-
er  as  proteínas  p30  e  p35  presentes  no  teste  de  QL,  o  que
ustifica  a  não  reatividade  nesse  teste  com  a  evolução da
nfecção.

Portanto,  em  vez  de  avaliar  somente  a  persistência  de
gG  anti-T. gondii  por  meio  de  QL,  sugerimos  o  uso  do  IgG-
WB  no  monitoramento  sorológico,  pois  a  criança infectada
ode  produzir  anticorpos  contra  outras  proteínas  do  para-
ita  e,  assim,  continuar  positiva  após  12  meses  de  idade.
esse  caso,  a  ausência  de  IgG  anti-T. gondii  na  QL  não
oderá  excluir  a  TC,  o  que  também  justificaria  a  menor
specificidade  do  IgG-WB  encontrada  durante  este  estudo
m  comparação  com  estudos  anteriores.16---18,22,23 Contudo,
ais  estudos  devem  ser  feitos  antes  do  uso  do  IgG-WB  no
onitoramento  sorológico.
De  acordo  com  um  estudo  feito  na  população  brasileira,

acientes  com  IgM  reativa  pelo  método  WB  (IgM-WB)  mos-
raram  maior  risco  de  lesão  macular  ativa  do  que  pacientes
om  IgM-WB  negativo.18 Contudo,  nenhuma  diferença  signi-
cativa  foi  encontrada  entre  a  positividade  do  IgG-WB  e  a
resença  de  lesão  macular,  como  neste  estudo.  Não  é  elu-
idado  se  há  proteínas  específicas  de  cepas  de  T.  gondii
elacionadas  a  lesões  oculares  e  se  elas  poderiam  explicar  a
aior  frequência  de  lesões  oculares  em  crianças brasileiras

om  TC  do  que  em  crianças de  outros  países.26 A  principal
imitação  deste  estudo  foi  a  ausência  de  avaliação  das  amos-
ras  com  o  IgM-WB,  o  que  poderia  melhorar  a  sensibilidade
e  diagnóstico  do  teste.

O  procedimento  técnico  do  IgG-WB  é  de  baixa  com-
lexidade  e  de  custo  disponível,  o  que  o  torna  viável  na
otina  laboratorial.  A  desvantagem  do  método  interno  é
ua  lentidão,  que  poderia  ser  reduzida  com  a  padronização
e  um  conjunto  de  reagentes  de  fabricação  nacional.

 semiautomação do  método  com  o  uso  de  um  programa
ara  leitura  da  intensidade  da  banda  visualizada  por
eio  do  WB  facilitaria  a  leitura  e  a  reprodutibilidade  dos

esultados.20

Os  resultados  reforçam a  utilidade  do  método  IgG-WB
ara  avaliação  sorológica  de  pacientes  com  TC,  com  maior

ensibilidade  do  que  a  detecção de  IgM  anti-T. gondii  por
étodos  convencionais.  Portanto,  o  IgG-WB  pode  ser  usado
ara  obter  o  diagnóstico  precoce  de  TC  em  combinação  com
utros  marcadores  da  infecção congênita  por  T.  gondii.
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