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RESUMO

Toxoplasma gondiipossui importancia médica e veterinaria, sendo patdogeno
oportunista em pacientes imunocomprometidos e fales maes recentemente
infectadasEntre novembro/2006 e maio/2007, foram identifica@80 recém-nascidos
positivos para IgM anfl~ gondii e suas respectivas maes entre 146.307 criancas
estudadas, participantes do Programa Estadualidgeimn Neonatal em Minas Gerais.
A toxoplasmose foi confirmada em 190 criancas a&mtamdo anticorpos IgG
persistentes até o 12° més de vida, enquanto dfaivo diagndstico de toxoplasmose
congénita descartado. O objetivo do presente tnalfal estabelecer uma comparacao
entre os resultados do teste de ELISA destes reedgidos com toxoplasmose
congénita, quando utilizados antigenos solUveisA{Te recombinantes (rSAG1 e
rMIC3) de T. gondii associando as subclasses de IgG aos sinaisosliaitcontrados
nos mesmos, além de comparar a sorologia das mées eecém-nascidos. Foram
avaliadas 175 criancas dentre as 190 com toxopkesrmoongénita confirmada e 42
dentre as 45 com diagndstico negativo. As propargieamostras reativas de recém-
nascidos infectados e aqueles ndao-infectados fodestintas ao realizar ELISA
utilizando antigenos recombinantes. Todos os arifgydestados apresentaram alta
sensibilidade e baixa especificidade para detdgtartotal e IgG1 antiF. gondiiem
criangas com toxoplasmose congénita e baixa skdade e alta especificidade para
detectar 1gG3 e IgG4. Diferenca na propor¢cdo ergoem-nascidos infectados com
maes néo-infectadas e recém-nascidos n&o-infectados méaes infectadas foi
observada, demonstrando a producdo de anticorgnd.agondii pelo feto infectado
durante a gestacao. Maior chance de se detectatotgGantiT. gondii pelo teste de
ELISA em criancas sem lesdes oculares quando cawhigpsicom criangas com lesdes
ativas e cicatrizadas foi observada, enquanto ecg@ de 19G2 e IgG4 ariii- gondii
relacionou-se com leséo ocular, quando comparaalactancas sem lesdes. Relacao
entre o ELISA e casos de alteracbes neurologidasbiervada para IgG2 e IgG4 anti-
T. gondij enquanto IgG3 foi relacionada com criangas seemagidoes neuroldgicas. A
partir desses resultados, pode-se afirmar queesnatsgrecombinantes, em conjunto com
a pesquisa de subclasses de anticorpos IgG saotamigs ferramentas diagnosticas
indiretas capazes de predizer as possiveis alesagfcontradas em recém-nascidos

com toxoplasmose congénita.
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ABSTRACT

Toxoplasma gondihas medical and veterinary importance, being apoxpnistic
pathogen in immunocompromised patients and feto$asothers recently infected.
From November/2006 to May/2007 220 newborns pasitor IgM anti-T. gondiiand
their mothers were identified from 146,307 screermbies, participants of the
Newborn Screening State Program in Minas Geraigoplasmosis was confirmed in
190 children with persistence of IgG antibody utit¢ 12th month of life, while 45 had
congenital toxoplasmosis discarded. The aim ofghidy was to establish a comparison
between the results of the ELISA test in newborith wongenital toxoplasmosis when
T. gondii soluble antigens (STAg) and recombinants (rSAGH amlIC3) were
employed, comparing serology of mothers and thewbworns. In addition, it was
studied the association of IgG subclasses andcalisigns. One hundred seventy five
children among the 190 with confirmed congenitalofdasmosis and 42 among the 45
with negative diagnosis were evaluated. The progodf reactive samples of newborns
infected and uninfected ones were different whafopaing ELISA using recombinant
antigens. All the antigens showed high sensitigitg low specificity for detecting total
IgG and IgG1 antiF. gondii in children with congenital toxoplasmosis and low
sensitivity and high specificity to detect IgG3 dg4. Difference in the proportion of
newborn infected with non-infected mothers and rawb infected with non-infected
mothers was observed, demonstrating the produofi@amti-T. gondiiby infected fetus
during pregnancy. It was observed greater chancketiect total IgG anfl- gondii by
ELISA in children without ocular lesions when comgmawith children with active and
cicatrized lesions, while detection of IgG2 and 4g&hti-T. gondiiwas related to ocular
lesion when compared with children without damdelationship between ELISA and
cases of neurological disorders was observed B2 Ignd 1gG4 antF. gondii while
IgG3 was related to children with no neurologicalicits. Based on these results, it can
be affirmed that recombinant antigens in conjumcioth subclasses of IgG antibodies
detection are important indirect diagnostic tooépable of predicting the potential
alterations found in newborns with congenital tdegmosis.
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1. INTRODUCAO



A toxoplasmose é uma zoonose de distribuicio mundeusada por
Toxoplasma gondii um protozodario apicomplexo intracelular de cidie vida
heteroxénico, capaz de infectar uma ampla variedadesrtebrados de sangue quente e
até 30% da populacdo mundial humana (TENEER!.,2000).

Este protozoario € de grande importancia médiceeterinaria por provocar
abortamento ou doencas congénitas em seus hogmedeiermediarios, sendo um
patdgeno oportunista de pacientes imunocompronsetdetos em maes recentemente
infectadas.

Em hospedeiros imunocompetentes a infeccdo pamleeénanifestar e produzir
uma protecdo duradoura para a vida toda, preverentt@nsmissdo do parasito as
geracoes subsequentes (TENT&Ral., 2000). Porém se a infec¢do ocorrer no periodo
gestacional,T. gondii pode ser transmitido ao feto causando les6esmatlarias, as
quais podem resultar em danos neurologicos e aftafficos (PETERSEN, 2007).

Um importante passo para o diagnostico da toxomasmcongénita e a
determinacdo da data do inicio da infeccdo é o tm@mento da sua resposta imune
(RORMAN et al.,2006). Para isso, testes soroldgicos se tornaranfiemtas valiosas,
sendo que diversas provas sdo importantes na éetele; anticorpos (PINOMt al.,
2001; RORMANEet al.,2006).

Apds o0 nascimento, o recém-nascido de mae infeqiadd. gondii também
deve ser submetido aos testes soroldgicos. Por@nesanca de anticorpos circulantes
de origem materna no neonato pode interferir ncetmdiagndstico no primeiro més de
vida, sendo necessaria a repeticdo periodica dtsstaté um ano de vida (PINGHH
al., 2001; ALTCHEHet al, 2006; RORMANEet al.,2006). Quanto mais precocemente

for o diagndstico de criangcas com toxoplasmose &aitey mais rapido sera o inicio do



tratamento e mais favoravel sera o prognéstico aengh, quando comparadas a
criancas nao tratadas (PIN@al.,2001; ALTCHEHet al.,2006).

O uso de antigenos recombinantes para utilizagéo testes soroldgicos
apresenta varias vantagens em relacao aos antigaiss(Ll et al.,2000; ALTCHEH
et al., 2006), reagindo preferencialmente com anticorpds e individuos com
infeccdo aguda.

Além disso, CORRE/Zet al. (2007) sugerem que as subclasses de anticorpos
IgG nos individuos infectados também podem indsm@lire a origem dos mesmos
(maternos ou nao), e sobre o tipo de resposta iroelkar e as possiveis alteracdes
patolégicas provocadas pela infeccéo pogondii

Um inquérito para toxoplasmose inserido no projetitulado “TRIAGEM
NEONATAL PARA TOXOPLASMOSE CONGENITA NO ESTADO DE MAS
GERAIS” conduzido pelo grupo de pesquiaMG Grupo Brasileiro de Toxoplasmose
Congénitafoi realizado entre novembro de 2006 e maio de 260@do que amostras
de plasma de recém-nascidos com suspeita da iof@ogd . gondii foram coletadas
com o objetivo de avaliar o impacto da toxoplasnumsggénita em Minas Gerais.

O presente trabalho pretende estabelecer uma cagdpaentre os resultados do
teste de ELISA destas criangas, quando utilizadtigenos totais e recombinantes de
Toxoplasma gondiialém de correlacionar as subclasses de IgG énas <linicos
encontrados nas mesmas.

Até o momento ndo ha trabalhos relacionando ondstgco sorolégico de
subclasses de 1gG utilizando proteinas especifiea3. gondii com as alteracdes
clinicas. A hiptese é de que os sinais clinicopossiveis lesdes associadas a

toxoplasmose congénita podem estar associadosrébdeelgG e suas subclasses,



utilizando antigenos recombinantes especificosdcsarmma nova estratégia para o

diagndstico e tratamento precoce da infeccao.



2. REVISAO DE LITERATURA



A toxoplasmose é uma doenca infecciosa de grang®riémcia médica e
veterinaria, sendo uma zoonose que tem como ageiigico 0 protozoario
apicomplexoToxoplasma gondiiEste parasito pode infectar animais de sangue guent
(incluindo os humanos), sendo responsavel por aerntos e doencas congénitas em
seus hospedeiros intermediarios (TENT&R.,2000; SUKTHANA, 2008).

Taxonomicamente (NICOLLE & MANCEAUX, 1909J,. gondiié classificado

como.

Sub-reino: Protozoa
Filo: Apicomplexa
Classe: Conoidasida
Sub-Classe: Coccidia
Ordem: Eimeriida
Familia: Sarcocistidae
GéneroToxoplasma

EspécieToxoplasma gondii

Os primeiros relatos de identificacdo do parasitarh realizados em 1908 por
Nicolle & Manceaux na Tunisia em roedores silvesaficanos, diferenciando-os de
protozoarios do géneroeishmania e sendo introduzido um ano mais tarde um novo
género Toxoplasmy e T. gondiia espécie do género (DUBEeX al, 1970; DUBEY,
2008; SUKTHANA, 2008). Simultaneamente, SPLENDORBE08) descreveu o
mesmo parasito em coelhos no Brasil.

O primeiro caso de toxoplasmose humemalescrito em 1923 em uma crianca

de 11 anos de idade que apresentava hidrocefaliareftalmia (SUKTHANA, 2008).



Em 1937T. gondii foi reconhecido como o agente causador de enceifgltanem
criancas recém-nascidas, sendo que cinco anos tadle comprovou-se a sua
transmissao vertical em humanos (TENT&Rl. 2000).

Apesar de varios estudos terem sido realizadodedesnicio do século XX,
somente na década de 1960 o ciclo biologico dospiartoi elucidado, ao demonstrar
estagios infecciosos de gondiinas fezes de gatos, e que estes poderiam trarmhssnati-

hospedeiros intermediarios (DUBEEY al. 1970).

2.1 Biologia

T. gondiiapresenta ciclo de vida facultativamente heter@céros hospedeiros
intermediarios sdo provavelmente todos os animaissahgue quente, incluindo a
maioria dos animais de producdo e os humanos. ©geteiros definitivos sdo os
membros da familia Felidae (DUBE al. 1970; LUDERet al. 2001; SUKTHANA,
2008). Pode ser encontrado em trés estagios distitsiquizoitos, bradizoitos (contidos
em cistos teciduais) e esporozoitos (em oocisgBEY et al, 1970; DUBEYet al,
1998; DUBEY, 2004; MONTOYA & LIESENFELD, 2004).

No hospedeiro intermediério os taquizoitos sofrasedvolvimento assexuado
primeiramente por multiplicagdo rapida, podendo eecontrados em praticamente
todos os tecidos, incluindo sistema nervoso centrabculos cardiacos e esqueléticos,
olhos e placenta (DUBEYet al,1970; DUBEY et al, 1998; MONTOYA &
LIESENFELD, 2004). Apresentam-se sob a forma ovoae de meia-lua de
aproximadamente 2x#n de comprimento e penetram ativamente nas células

hospedeiras devido a estruturas presentes no saple® apical, formando um



vacuolo parasitoforo. Dentro destes, os taquizaitokiplicam-se por endodiogenia até
romperem as células hospedeiras, ganhando a @msanguinea e invadindo novas
células (DUBEYet al, 1970; DUBEYet al, 1998; DUBEY, 2004).

Alguns desses taquizoitos iniciam uma segundadasgesenvolvimento como
bradizoitos, concomitante ao desenvolvimento dgposta imune do hospedeiro
formando o cisto tecidual (MONTOYA & LIESENFELD, @8). Os cistos teciduais
apresentam parede elastica (b de espessura), com tamanho variando de 5uan70
de didametro e podem conter centenas de bradizaitoguais sdo morfologicamente
semelhantes aos taquizoitos, multiplicando-se nheemée por endodiogenia e
persistindo por toda a vida do hospedeiro (DUBEYJ0Z MONTOYA &
LIESENFELD, 2004). Sdo encontrados principalmemtaiatema nervoso central e nos
musculos esqueléticos e cardiacos, sendo que aépindos mostram a presenca de
cistos teciduais também em pulmao, figado e risSF EBAN-REDONDCOet al.,1999).

Ao serem ingeridos pelos hospedeiros definitivsspradizoitos iniciam outra
fase assexuada de multiplicacéo, primeiramentepdodiogenia, seguida de uma fase
de endopoligenia nas células epiteliais do intestislgado (DUBEY, 2008). Depois de
repetidas multiplicacdes, inicia-se a fase sexpadaamogonia, formando os oocistos.
Estes séo liberados nédo-esporulados nas fezesimalaom diametro de 10x12m,
sofrendo o processo de esporogonia ho ambienta f&s leva ao desenvolvimento de
oocistos esporulados contendo dois esporocistpso@diais com quatro esporozoitos
cada, os quais se tornam infectantes aos seusdeageintermediarios (DUBEét
al., 1998; MONTOYA & LIESENFELD, 2004).

Todos os trés estagios séo infectantes tantogsahespedeiros intermediarios,
como para os hospedeiros definitivos, os quais ieglguoxoplasmose principalmente

através da transmissdo horizontal — ingestdo déstoscesporulados no ambiente;



transmissao horizontal por ingestdo de cistos wacsdcontidos em carnes ou visceras
cruas ou mal cozidas de hospedeiros intermedianos;transmissao vertical de
taquizoitos (via transplacentaria). Em alguns hdsjpes os taquizoitos podem ainda
ser transmitidos no leite, da mae para a prole (TERlet al. 2000; DUBEY, 2004;
DUBEY, 2009).

Taquizoitos, bradizoitos e esporozoitos sdo semihl estruturalmente,
possuindo, porém, diferencas nas suas diversasaagaas quais desempenham papéis
fundamentais nos processos de interacdo com aackbdpedeira, movimentacéao,
adeséo e invasdo (DUBEeX al.,1998). Nesses processos estdo envolvidos os ansige
de superficie (SAG), e proteinas presentes em el@mio complexo apical, como as
proteinas de micronemas (MIC), proteinas de raptfiROP e RON) e proteinas de
granulos densos (GRA) (ISMAEet al., 2003; CARVALHO et al., 2008; HOLEC-
GASIOR & KUR, 2010).

SAGs éurface antigenjsséo proteinas ancoradas na superficie celulaf.de
gondii por ancora glicosilfosfatidilinositol (GPI) e fuooam como ligantes que
facilitam a adesdo do parasito a célula hosped€irtARLES et al.2007). SAG1 (30
kDa) € a proteina predominante na superficie deizaijos deT. gondii ja sendo
utilizada em varios testes diagnésticos (BUFFOLA&Q@I.,2005; CARVALHOet al.,
2008) e em ensaios vacinais (BHOPALE et al., 2003;et al.,2008).

As proteinas do micronema estdo envolvidas na ades&asdo dé&. gondiina
célula hospedeira. Existem varias proteinas de omégnas descritas, possuindo
dominios integrina-like, trombospondina-like, fatde crescimento epidermal-like e
lectina-like, semelhantes as proteinas adesivaméacda em vertebrados (BEGHETTO
et al., 2005). MIC3 (90kDa) é uma potente adesina presemtetodos 0s estagios

infecciosos deT. gondii tendo sido usada também em testes diagnésticos



(BUFFOLANO et al., 2005; JIANGet al., 2008) e sendo candidata a compor uma
vacina contra toxoplasmose (ISMAEL al.,2003; JONGER'Et al.,2008).

As roptrias sédo organelas em forma de bastdo #adas na regido anterior de
T. gondii apresentando proteinas com atividade enzimaticgate{po-quinases,
fosfatases e proteases) em numero aproximado déDBBEY et al., 1998). As
proteinas de roptrias sdo encontradas tanto nalgafgroteinas RON) como no bulbo
(proteinas ROP) destas organelas, e sao liberddemte a invasdo da célula
hospedeira. Seu conteudo estad envolvido na peéetrdg parasito e formacdo do
vacuolo parasitoforo na célula hospedeira (DUBH 4l.,1998).

Os granulos densos sao organelas envolvidas naragab do vacuolo
parasitoforo, caracterizadas por nanotubos membosndDUBEY et al., 1998;
HOLEC-GASIOR & KUR, 2010). As proteinas de granulos den&BRA) sdo as
principais por¢cdes de antigenos excretorios/sewwstdeT. gondii,estando associadas
a construcéo da rede membranosa intravacuolarequd@tp a interacdo do parasito com
a célula hospedeira (PRIGIONiE al.,2000).

A maioria dos isolados dE. gondiiesta englobada em trés tipos de linhagens
clonais (I, Il e 1ll), as quais, apesar de aprem®mh menos de 1% de diferenca ao nivel
gendmico, apresentam niveis de viruléncia distitdb¥OU et al.,2009). Estes isolados
ja foram coletados de amostras humanas (predoreimante do tipo |) e carnes suinas,
ovinas e de frango da América do Norte e Europa, quais se encontram com
frequéncia os tipos Il e Il (DUBEY¥t al.,2002; AJZENBERGet al.,2004).

No hemisfério norte, a linhagem Il é mais prevaesin animais e humanos,
sendo que o tipo | € pouco encontrado em animagsidgdo, apesar de cepas do tipo |
serem frequentemente encontradas em pacientes ¢omapoometidos (KHANet al.,

2005). Atualmente é reconhecido que os isoladosidatt no Brasil séo
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predominantemente recombinantes do tipo I/lll, e géo € usual em isolados obtidos
na América do Norte e Europa (FERREIRAal, 2006). Em nosso meio sao raros 0s

isolados do Tipo Il (KHANet al.2006; DUBEY & SU, 2009).

2.2 Hospedeiros

Infeccbes latentes co. gondiisdo comuns em gatos domésticos e selvagens
em todo o mundo (LUKESOVA & LITERAK, 1998). Tem sidelatado que pelo
menos 17 espécies de felinos selvagens dissemimaistas deT. gondii: gatos
selvagens europeus e africanos, lince, leoparg® tle Bengala, gato-de-pallas, onca
pintada, gato de Iriomote, jaguatirica, jaguarumy@#to do mato, puma, tigre, ledo e
leopardo africano (LUKESOVA & LITERAK, 1998; RAMOSILVA et al., 2001;
DEMAR et al.,2008).

O gato doméstico é o unico animal domiciliado apdatcomo hospedeiro
definitivo paraT. gondii (DUBEY, 1996) Os felideos podem se infectar ingerindo
oocistos do ambiente ou ingerindo cistos tecida@shospedeiros intermediarios —
quando alimentados com restos de alimentos conteswth@ ou visceras de animais de
producdo ou de caca, ou quando sao permitidos esacaequenos mamiferos ou
passaros infectados (MEIRELESal.,2004; DE CRAEYE et al.,2008). Dependendo
da espécie hospedeira, a area geogréfica e a @stacano, até 73% dos pequenos
roedores e até 71% dos passaros silvestres podam imfectados conT. gondii
(SUKTHANA, 2006).

Apés infeccdo primaria, gatos domeésticos podemirdingrande quantidade de
oocistos, colocando em risco de infecgdo pessoasaquais mantém contato (DE

CRAEYEZet al.,2008).
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Os gatos geralmente disseminam grandes quanticiescistos apds uma
infeccdo primaria por até duas semanas. Uma seglisgiEminacdo somente ocorre nos
casos de queda da imunidade desses animais (DUBE6). Em gatos domeésticos,
anticorpos paral. gondii podem ser detectados em até 74% da populacdo ,adulta
dependendo do tipo de alimentacédo e se sdo makihdo ou fora de casa (TENTER
et al.,2000; SUKTHANA, 2006; DE CRAEYEet al.,2008). As soroprevaléncias sao
maiores em gatos de rua e em gatos selvagens qouamg@rados com gatos que vivem
em ambiente domeéstico, ja que estes geralmenteeimgalimentos industrializados,
reduzindo o risco de infeccio (MEIRELESal.,2004; MIROet al.,2004). Por isso, 0s
gatos de rua tém sido apontados como potencidimesks da contaminacdo ambiental
por T. gondiiem areas urbanas, estando expostos a todas assforfeetantes do
parasito (MEIRELESt al.,2004).

Praticamente todos os animais de sangue quentempeee considerados
hospedeiros intermediarios, susceptiveis aos @scissporulados liberados pelos
felideos, abrigando a fase assexuada do cicldr.dgondii. O primeiro caso de
toxoplasmose em animais domésticos foi relataddl@h® na Italia em um cdo com
quatro meses de idade que morreu com quadro dplésxwnose aguda (DUBEY, 2008).

Evidéncia de infeccdo natural com gondii tem sido relatada em ovinos,
caprinos, caeshovinos, cavalos, suinos, camundongos, aves, aagumamiferos
marinhos (ESTEBAN-REDONDGt al.,1999; TENTERet al.,2000; DUBEY, 2009).

A toxoplasmose é considerada de grande import&riaovinos, caprinos e
suinos devido as perdas reprodutivas consider&misriacbes onde a doenca esta
instalada (DUBEY, 2008). RepeticOes de cio, aboetstios, gastos com servigos
veterinarios e descarte de animais positivos emdgsa rebanhos contribuem para o

grande impacto econdmico causado (DUBEY, 2008).
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O consumo de carne suina infectada € apontado soraalas principais fontes
de infeccdo em humanos (DUBEY, 2008). Porém, comuaanca no manejo em
granjas altamente tecnificadas e o processamentcadee suina, a prevaléncia de
toxoplasmose nesses animais vem diminuindo nasasgtdécadas (DUBEY, 2009).

Em 1988 um novo parasita semelhante Tao gondii, foi reconhecido e
classificado comd\Neospora caninumagente causador de abortamento em bovinos e
alteracOes neuroldgicas em equinos, tendo o cdo taspedeiro definitivo (DUBEY,
1988; DUBEY & LINDSAY, 1996; MARSHet al., 1996). O que se sabe hoje é que
bovinos e equinos séo resistentes a infeccdoTpayondii, ndo sendo importantes

epidemiologicamente na transmissao da toxoplas($BEY, 2008).

2.3 Fontes de Infeccéo

Os taquizoitos desempenham o principal papel nasmrgsdo vertical da
toxoplasmose. Porém eles sdo muito sensiveis adicées ambientais e morrem
rapidamente fora do hospedeiro. Por isso acreditgge a transmissao horizontal de
taquizoitos néo é epidemiologicamente importanENTER et al.,2000).

A possibilidade de toxoplasmose grave em pacieetptores de transplantes
de coracgdo, rins, figado e medula 6ssea tem sidtada (TENTERet al., 2000;
DEROUIN & PELLOUX, 2008). Porém, o risco de transs@io é relativamente maior
em doadores de 6rgao, quando comparado ao ris¢mamEmissao por doadores de
células-tronco hematopoiéticas, estando relacioagutesenca de taquizoitos no sangue
ou tecido do doador na fase inicial da infeccdcg oeativacao da infeccao, resultado do

rompimento de cistos presentes no 6rgdo doador MHER & PELLOUX, 2008).
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Taquizoitos podem ocasionalmente resistir por atis choras em solucdo de
pepsina, sendo que altas doses orais do parasierpresultar em infec¢cdo de gatos e
camundongos (DUBEY, 1998), o que demonstra que a isgestdo atraveés de
alimentos pode ser uma provavel fonte de infectaquizoitos tém sido encontrados
no leite de varios hospedeiros intermediariosuindo ovelhas, cabras e vacas, porém,
a toxoplasmose aguda é associada apenas ao comkumhede nao-pasteurizado de
cabra (CHIARI & NEVES 1984).

Carne de animais de producédo contendo cistos tEsidie T. gondii é uma
importante fonte de infeccdo (BONAMETTét al., 1997; DUBEY, 2004; EL-
NAWAWI et al., 2008; DORNY et al., 2009). Sdo frequentemente encontrados em
tecidos de galinha caipira, suinos, ovelhas e sahfactados, e menos freqientemente
em aves de producdo, bovinosoelhos, cdes e cavalos infectados (ESTEBAN-
REDONDO et al., 1999; EL-NAWAWI et al., 2008; DORNYet al.,2009; DUBEY,
2009).

E possivel reduzir significantemente o risco dednéio de toxoplasmose ao se
usar manejo intensivo com medidas adequadas denbigtonfinamento e prevencao.
Essas medidas incluem manter animais produtoresmhe confinados durante toda a
criacdo; manter os galpdes livres de roedoresapEs® insetos; alimentar os animais
com racdes esterilizadas, e controlar o acessgap8es e armazéns de alimentos (n&o
permitindo a entrada de animais) (TENTE&Ral.,2000; DUBEY, 2009).

Cistos teciduais na carne sdo destruidos pela ea®” C por 10 minutos,
tratamento com baixas temperaturas (-20°C por 2déshoe por procedimentos
comerciais de cura com salga e defumacdo (DUBEY4;2BL-NAWAWI et al.,2008).
Para prevenir transmissao horizontalTdegondiivia alimentos, a carne e outras partes

comestiveis de animais ndo devem ser consumidas ow mal cozidas, devendo ser
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cozidas completamente antes do seu consumo (DURHG§4; EL-SAWAWI et al.,
2008). Além disso, € essencial que medidas presentpara reduzir o risco de
transmissdo horizontal pelos cistos teciduais armolualtos padrbes de higiene na
cozinha, lavando-se as méos e todos os utensgaxdos para a preparacdo de carnes
cruas ou outros alimentos com agua quente e saETER et al., 2000; DUBEY,
2004).

Alguns estudos apontam a importancia da transmidedo gondii pela agua,
relatando surtos relacionados a contaminacdesatalgs reservatérios de agua devido
a eliminacdo de oocistos por gatos ou outros fedidselvagens circulantes nas
proximidades das instalacbes (BAHIA-OLIVEIRAt al, 2003; DUBEY, 2004;
MOURA et al, 2006).

Véarias medidas preventivas podem reduzir o risctralesmissao horizontal de
oocistos. Proprietarios de gatos pertencentes ageg de risco (mulheres gestantes
nao-imunes e pacientes imunocomprometidos) devamiear seus gatos em relagcéo a
infeccdo comT. gondii- uma sorologia negativa sugere que o gato naexjposto a
toxoplasmose, e ainda esta susceptivel a infed¢dd (& DUBEY, 2002). Gatos de
proprietarios incluidos no grupo de risco deversen alimentados comacdes secas,
enlatadas ou alimentos cozidos, além de seremdmsvde cacar a fim de evitar a
infecc@o primaria (JONES & DUBEY, 2009). Além dissoambiente do gato deveria
ser controlado em relacdo aos potenciais hospedeim@ermedidrios, tais como
roedores, assim como o0s hospedeiros transportadooeso baratas e outros
invertebrados (HILL & DUBEY, 2002). Em todos os @ssas fezes dos gatos devem
ser removidas diariamente do ambiente domésticacabsas de areia e todos os itens

que podem ter contato com as fezes do animal deeerhimpos completamente com
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adgua quente (>P0C) usando-se luvas, mas preferencialmente naoirmividuos

imunocomprometidos ou gestantes (TENT&R.,2000).

2.4 Sinais Clinicos

Economicamente, a toxoplasmose € considerada uipartemnte infeccdo em
animais, causando tambés@rios problemas nos seres humanos. Porém na andoxi
casos a infeccdo poF. gondii é assintomatica, persistindo durante toda a vida do
hospedeiro, sem provocar lesées (MONTOYA & ROSSID52 ELSHEIKHA, 2008).
Mesmo as infec¢cdes sintomaticas raramente resudamuma doenca sistémica
(PINARD et al.,2003). No entanto, a toxoplasmose deve ser coasidemportante em
duas populacdes: pacientes imunocomprometidoos ¢kt mulheres que adquiriram a
infeccdo durante a gestacao.

Individuos imunocomprometidos (pacientes infectguie virus HIV, pacientes
que sofreram transplante de Orgdos e pacientes ratamento quimioterapico)
infectados conT. gondiipodem desenvolver lesGes graves, resultado de nfieagéo
aguda ou de reativacdo de uma infeccao latenteAfRINet al., 2003). As principais
alteracOes clinicas sao encefalite, hepatite, poaiae retinocoroidite (ALTCHEHt
al., 2006; ELSHEIKHA, 2008).

Uma infeccdo materna aguda durante a gestacdo lpede a transmissao
vertical do parasito e, consequentemente, infedgadeto. O risco de infeccdo fetal
depende da idade gestacional da mae, da competénrialégica da mesma durante a
parasitemia, a carga parasitaria e a virulénciacelsa (RORMANet al., 2006).
Infecgbes adquiridas durante o primeiro trimes&ragestacdo resultam em 10% a 25%

de casos de toxoplasmose congénita, enquanto qgegumdo e terceiro trimestre a
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incidéncia de infeccao fetal varia de 30% a 54%0806a 65%, respectivamente
(MONTOYA & ROSSO, 2005; RORMANMt al.,2006). Nestes casos, maes infectadas
durante o inicio da gestacdo podem apresentarosbott morte fetal, ou levar ao
nascimento de criancas prematuras debilitadas, deficiéncia fisica e/ou mental,
hidrocefalia e cegueira (RORMAG@t al.,2006; ELSHEIKHA, 2008).

Nos recém-nascidos, as manifestacdes clinicasnpodeiar e se desenvolver
em diferentes periodos, sendo que na maioria dessc@odem nao aparecer
(RORMAN et al., 2006). No entanto, em casos sintomaticos, podekserear
linfadenopatia generalizada, hepatomegalia, esplegalia, hiperbilirrubinemia,
anemia e trombocitopenia, além da triade classcdadbin retinocoroidite, hidrocefalia
e calcificacdo cerebral (RORMABI al., 2006). GILBERTet al(2008) apontam uma
maior frequéncia e severidade das lesGes ocularee@@m-nascidos no Brasil quando
comparado a Europa, 0 que os autores atribuemigmintente a exposicdo a cepas
mais virulentas.

Recentemente, VASCONCELOS-SANT@S8al (2009) observaram que 79,8%
de criancas infectadas pbr gondii,identificadas em um estudo de triagem neonatal em
Minas Gerais, apresentavam lesdes de retina cent@stcom toxoplasmose congénita.

Em outro estudo realizado em Belo Horizonte, olmaese que cerca de 20%
das criangas participantes do Programa de Triageonddal em Minas Gerais com
diagnostico de toxoplasmose congénita apresentaléfinit auditivo. Estes dados
sugerem que a infeccdo pboxoplasma gondimo recém nascido seja um fator de risco
para a deficiéncia auditiva, sendo que o diagndstitratamento precoces podem ser

associados a um melhor prognéstico (ANDRAE&IEI.,2008).

2.5 Epidemiologia
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A toxoplasmose apresenta ampla distribuicdo mundendo uma infeccdo
muito comum em humanos e animais (ELSHEIKHA, 20@8kua prevaléncia varia
muito dependendo da regido estudada, o que podexpécado devido a habitos
alimentares, nivel socio-econémico, condi¢cdes anthie favoraveis a sobrevivéncia de
oocistos, habitos higiénicos, entre outros (PINARDal., 2003; MONTOYA &
ROSSO, 2005; ELSHEIKHA, 2008; HIG#t al.,2010).

Apesar dos felideoapresentarem um papel importante na epidemiologia d
toxoplasmose por produzirem grandes quantidadesodestos, ndo foi demonstrada
correlacéo entre a toxoplasmose humana e a posfairdes no ambiente domeéstico
(JONESet al., 2001). Essa grande producdo de oocistos, aliadarae resisténcia,
facilita sua ampla contaminacdo no ambiente. Osstwsc podem se disseminar no
ambiente mecanicamente por moscas, baratas, besmuninhocas, e sobrevivem por
longos periodos em frutas e outros vegetais (DUBE04).

Em mulheres adultas, a prevaléncia de positivigadie variar entre 51% e 72%
na América Latina, 54% a 77% na Africa Ocidentg, @ 39% no sudeste asiatico, 58%
nos paises europeus e 15% na América do Norte (RENR& al.,2006).

No Brasil, a prevaléncia de toxoplasmose variacted®m com a regido estudada.
Em um estudo envolvendo 29 municipios do Rio Gratel&ul, foi observado 74,5%
de mulheres gestantes com sorologia positiva pagandii,sendo que 3,4% reativas a
IgM (SPALDING et al.,2005). Em um estudo realizado entre agosto de 2004dio de
2005 na cidade de Belo Horizonte, observou-se 5@i8%estantes IgG-positivas para
toxoplasmose (CARELLOS®t al., 2008). Este resultado apresentou valores similares
aos encontrados em gestantes na cidade de Casdaaedna (54,2%) (MIORANZ At

al., 2008).
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Ao ser realizada uma investigacao epidemioldgica fmxoplasmose em Campo
dos Goitacazes (norte do Rio de Janeiro), obseseouwdiferentes prevaléncias
dependendo do nivel socioeconémico, variando de r2@%classes mais altas, até 84%
na populacao de baixa renda (BAHIA-OLIVEIRAal.,2003).

Estima-se que metade dos casos de toxoplasmodgestamtos Unidos deve-se a
ingestdo de alimentos contaminados (PINARDal., 2003). Na Franca, o grande
namero de pessoas infectadas esta relacionadéeadmeia pelo consumo de carne crua
ou mal-passada contaminada com cistos teciduaikKTHBNA, 2008). A alta
prevaléncia de toxoplasmose encontrada no Brasipessoas de baixas condicdes
sécio-econdmicas deve-se provavelmente a transmgsia agua contaminada com
oocistos (BAHIA-OLIVEIRAEt al, 2003).

Em mulheres gestantes, cerca de 3 a 8 crianca3aal®®0 nascidos vivos sao
infectadas, sendo que variacbes entre diversa®esegicorrem devido aos fatores
descritos acima — enquanto na Franca e Beélgicaidéimcia varia de 2 a 3 casos por
1000 nascidos vivos, nos Estados Unidos a incidéveniia de 0,1 a 1 casos por 1000
nascidos vivos (MONTOYA & ROSSO, 2005; RORMAdY al.,2006). No Estado de
Minas Gerais foi observado 1 caso para cada 77€dwssvivos (VASCONCELOS-
SANTOS et al., 2009), sendo que em Belo Horizonte um estudo ravaltaxa de 1

caso para cada 1590 nascidos vivos (ANDRAdDEL, 2008).

2.6 Resposta Imune na Toxoplasmose

A infeccéo porT. gondiiresulta em uma forte resposta Thl caracterizada pel

producdo de citocinas pro-inflamatoérias, incluindel2, IFN-y e TNFe. Através de
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mecanismos efetores das células estimuladas @s eisbcinas, associadas a resposta
inata, um hospedeiro imunocompetente limita a capfio do parasito e subsequentes
lesbes (LUDERet al., 2001; MONTOYA & LIESENFELD, 2004). Em casos de
encefalite provocada pof. gondii a presenca de grande quantidade de células
dendriticas esta correlacionada a severa inflamlacat sendo as principais ativadoras
da resposta Thl (LUDE® al.,2001).

Cepas de alta viruléncia também contribuem paratagenia da infeccéo, nao
apenas pela destruicdo tecidual direta devido licagfo do parasito, mas também ao
superestimular a producdo de citocinas pro-inflamed (IL-18, IFNy e TNF«) e
oxido nitrico, as quais podem resultar em lesOgstias ou morte de camundongos
susceptiveis (LUDERt al.,2001).

A evolucéo da infeccdo € resultado de um equilibe producdo de citocinas
Thl e Th2. Portanto, uma alteracdo neste equilipoide resultar na laténcia ou na
patogenicidade da infeccéo.

Em casos de toxoplasmose congénita estavel &itldolgG estaveis durante
pelo menos um ano), o nivel de IFNe maior em relacédo a IL-4. Porém quando a
infeccdo € reativada, o perfil de citocinas Tha@aese dominante, responsaveis pela
manutencdo de anticorpos IgE e susceptibilidadd .agondii (KAHI et al., 1999;
FATOOHI et al., 2002).

A toxoplasmose ocular em pessoas imunocompet@u#s estar atribuida a
baixa resposta Thl, enquanto que a toxoplasmosgéoia e cerebral em pacientes
imunocomprometidos esta associada a um perfil predgmtemente Th2 (KAHét al.,
1999).

Ap6s duas semanas de infeccdo, niveis signifasitidte anticorpos contra

diversas proteinas de gondiija podem ser detectaddsm adultos com toxoplasmose
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adquirida, linfécitos T apresentam um perfil predmantementélhl, o qual protege e
limita a infeccdo. Porém, em criangcas com toxoptasntongénita, este perfil € instavel
provavelmente devido a infeccaoltero,a qual induz tolerancia no organismo levando
a uma dominancia Th2 (KAHt al.,1999). Isto resulta em ruptura de cistos teciduais
ou liberacdo de antigenos do parasito, os quaienpockativar o sistema imune,
produzindo uma resposta celular Th2 e humoral dberdcéo de IgE e IgG (KAHdt
al., 1999). A producdo de IgA nas mucosas parece photegeospedeiro contra
reinfeccdes (MONTOYA & LIESENFELD, 2004).

S&0 poucos os estudos que avaliam a respostatideraos IgG e suas sub-
classes na toxoplasmogan humanos, anticorpos IgG tém sido identificadasudte a
infeccdo porT. gondii sendo IgG1l a subclasse predominante que surgalinente.
Baixos niveis de IgG2 e IgG3 sdo observados, erng@enticorpos IgG4 podem néo ser
detectados (HUSKINSSO®I al., 1989).

Em camundongos infectados com cepa de baixa voaléde T. gondii
observou-se, na fase aguda, niveis maiores de |g&&giido de 1gG2a, IgG3 e IgG1
(equivalentes em humanos a 1gG3, IgG1, IgG2 e Ig&€hectivamente) (NGUYEMt
al.,1998). Ainda, camundongos com deficiéncias emla®lT CD4 apresentaram
niveis diminuidos de IgG2a associados a maior ptibdelade ao T. gondii
(JOHNSON & SAYLES, 2002).

Em humanos, em conjunto com IgG3, anticorpos Ig&il fertes ativadores da
via classica do complemento, e ligam-se a célulatsiral killers, macréfagos e
neutrofilos através de receptores (fc-envolvidos na destruicdo do parasita
(HUSKINSSON et al, 1989; CANEDO-SOLARESet al., 2008). Em um estudo
relacionado a sintese fetal das quatro subclassdg@ demonstrou-se que IgG3 e

IgG4 podem estar relacionadas aos problemas dinétmuanto IgG1 relaciona-se com
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protecdo a lesbes (CANEDO-SOLAREES al., 2008). Estes autores sugerem que as
subclasses de IgG podem ser marcadores de infeoggénita ou sintomas clinicos.

Este comportamento também €& observado em infecg@as outros
apicomplexos (ANDRIANARIVO et al., 2001; MORAIS et al, 2006;
TANGTEERAWATANA et al.,2009).

Em bovinos infectados conNeospora caninum a producdo de 1gG2
(equivalente a IgG1l humana) € aumentada pela simtescitocinas Thl, enquanto
citocinas do tipo 2 (IL-4) estimulam a producao afgicorpos IgG1 (equivalentes a
IlgG2 humana) (ANDRIANARIVCet al.,2001).

Em humanos infectados p®&asmodium falciparumbaixos niveis de IgG3
podem estar associados a lesdes causadas peldopaaguanto altos niveis podem
indicar protecdo (TANGTEERAWATANAet al., 2009). Ainda, grandes proporcdes
desta subclasse sdo encontradas em individuos sdbsna exposicédo prolongada de
Plamodium vivaXMORAIS et al, 2006).

A maioria dos estudos com antigenosTdegondii envolvidos com a resposta
imune compreende pesquisas com proteinas de supegiroteinas do micronema,
antigenos de granulos densos e antigenos de ef(BiEEGHETTOet al., 2005). As
proteinas do micronema (MICs) estdo envolvidas @ragdantemente na resposta de
linfécitos B durante a infeccdo, estando tambémokeidas com a manutencdo da
resposta de linfocitos T-helper. Além disso, pesaglicom antigenos de superficie
(SAGs) e de granulos densos (GRAs) demonstram si@és @odem ativar células T
CD4+, sendo bastante imunogénicos (BEGHET&tGl, 2005; GUGLIETTAet al.,
2007). Além disso, GUGLIETTAet al. (2007) afirmam que a resposta ao antigeno
recombinante GRA1 aumenta ao longo do tempo decgate principalmente em

individuos com infecgdo congénita com mais de 4 aeoidade.
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2.7 Diagnostico

A toxoplasmose aguda raramente € diagnosticadadp&t&cdo do parasita em
tecidos, fluidos corporais ou secrecdes. A soralégp principal método de diagndstico
da toxoplasmose, sendo que, em recém-nascidosoguars precoce for identificado,
melhor sera o progndstico das criancas tratadasdguaomparadas as néo-tratadas
(JONESet al.,2001; ALTCHEHet al.,2006).

O objetivo primario de se diagnosticar a toxoplesendurante a gestacao é
estabelecer se a infec¢cdo ocorreu antes ou duardrcepcao, procurando reatividade
a anticorpos IgG e IgM (MONTOYA & ROSSO, 2005). Uesultado positivo para
IgG e negativo para IgM durante o primeiro trimeste gestacao indica que a infeccao
materna ocorreu no passado antes da concepcam,Ronéresultado positivo para IgM
deveria ser encaminhado para um laboratério deémd@a para confirmacdo pois,
apesar de sugerir toxoplasmose aguda, ndo indioesseriamente que ocorreu uma
infeccéo recente (BOBlet al,1991; MONTOYA & ROSSO, 2005).

Realizado apenas por centros de referéncia, o dest®abin-Feldman ainda é
considerado padréo-ouro, identificando Ig totais &angondii(RORMAN et al.,2006)

Os testes de ELISA e aglutinagdo para deteccao ntieogpos IgM podem ser
considerados indicadores de infecgéo recente. ®t#gies amplamente utilizados sé&o
os de imunofluorescéncia indireta, mais seguraad@uico quando comparado ao teste
de Sabin-Feldman, e o teste de avidez, o qual gstiaguir anticorpos IgG de baixa
avidez (infeccdo recente) e alta avidez (infecg@aica), sendo importante quando ha

somente uma Unica amostra de soro disponivel parastbelecer o diagnostico
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(ASHBURN et al., 1998; LAPPALAINEN & HEDMAN, 2004; RORMANet al.,
2006).

O diagndstico pré-natal da toxoplasmose deve sesiderado de grande
importancia em gestantes. O exame ultra-sonograpode muitas vezes ser
inespecifico, porém em alguns casos podem-se Mauaalcificacdes intracranianas,
hidrocefalia, microcefalia e dilatacdo ventriculf@ONTOYA & ROSSO, 2005;
RORMAN et al.,2006). A inoculacdo de amostras de liquido amrmo&icsangue fetal
em camundongos ou em cultura, ou a utilizacdo deid#s moleculares, podem ser
utilizados como diagnéstico definitivo de toxoplas®a ativa (RORMANEet al., 2006;
HIGA et al.,2010).

Anticorpos 1gG maternos presentes no neonato podelicar tanto uma
infeccdo recente ou passada na mae, sendo neaessaid repeticdo apos 12 meses de
vida da crianca para confirmacdo da origem destéigoapos (neoformados pela
crianca ou adquiridos passivamente atraves da rmlcgPINON et al., 1996;
MONTOYA & ROSSO, 2005; ALTCHEHet al., 2006). Apesar disso, outros
anticorpos (IgA, IgM ou IgE) ndo cruzam a placesendo que ao serem encontrados
no recém-nascido, sédo indicativos de toxoplasmosgénita (PINONet al., 1996;
MONTOYA & ROSSO, 2005; ALTCHEHet al., 2006). A combinacdo de testes
soroldgicos para pesquisa destes anticorpos confrdra o correto diagndstico pos-
natal precoce da toxoplasmose congénita, o qui&dazimonitoramento estratégico do
tratamento (PINONet al., 1996; ASHBURN,et al., 1998; MONTOYA & ROSSO,
2005).

O teste de Western blotting pode ser uma ferramétiltgpara se diferenciar

anticorpos maternos e do recém-nascido, porém reémpéamente utilizado devido a
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sua complexidade técnica e alto preco (RORMétN\al., 2006; MACHADO et al,
2010).

O diagnostico de toxoplasmose congénita pode sart@omplicado se, apds o
nascimento, a criangca nao apresentar niveis signies de IgM e IgA anfi- gondii
(PETERSEN, 2007; ROEt al.,2010) Nestes casos, 0 acompanhamento nos niveis de
IgG deve ser realizado até 12 meses de vida, quasdoiveis de anticorpos IgG
maternos, adquiridos passivamente e presentes nguesada crianga, tiverem
diminuido.

Apesar de testes soroldgicos apresentarem ressiltatsfatorios, alguns kits
comerciais podem apresentar resultados variaveisi@e utilizacdo de antigeno de
taquizoitos cultivados em camundongos ou em cutitehaar, sendo muitos deles nao
padronizados. Por isso, a producdo de reagenmés\aais pode apresentar altos custos
(HISZCZYNSKA-SAWICKA et al.,2003). O uso de antigenos recombinantes para o
diagndstico de toxoplasmose congénita apresentagems quando comparados com
antigenos brutos do parasito. Além de serem dedadronizacéo, alguns antigenos de
T. gondiiapresentam elevada reatividade a anticorpos Ig@asas iniciais de infeccao,
permitindo a diferenciacdo das infeccbes agudasdeicas (JACOBSet al., 1999;
HISZCZYNSKA-SAWICKA et al., 2003; BUFFOLANOEet al., 2005; ALTCHEH et
al., 2006).

Alguns trabalhos relatam que anticorpos podemrdatividades distintas a
diferentes antigenos recombinantes, sendo recomeraaso de uma combinagédo de
tais antigenos. A presenca de multiplos epitopstiths aumentaria a probabilidade de
detectar anticorpos arifi- gondiiem diferentes estagios de infeccéo ¢€tlal., 2000;

PIETKIEWICZ, et al.,2004;, BUFFOLANCet al.,2005; BEGHETTCet al.,2006).
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ALTCHEH et al. (2006) avaliaram trés proteinas recombinantes PR GRA4,
e GRAY7) deT. gondiipara pesquisa de IgG em neonatos com toxoplascoogg€nita.
Em 91% dos casos, anticorpos IgG de criancas adast identificaram a proteina
rROP2, enquanto 67% das criancas nao-infectadadifideram este recombinante.
Para rGRA4, 1gG de 86% das criancas infectadasnheso@ram a proteina, sendo que
29% das nao-infectadas reconheceram. Anticorposdig®6% das criancas reagiram
com a proteina rGRA7, enquanto 11% dos neonatosnfeéciados reagiram. Houve
diferenca significativa entre infectados e ndodtddos apenas para GRA4 e GRAY.

Outros estudos demonstram que anticorpos IgG reagemdiversas proteinas
recombinantes, sendo que anticorpos anti-MIC3 eMi@4 indicam replicacéo ativa
deT. gondii(PIETKIEWICZ, et al.,2004; BUFFOLANOet al.,2005). Também se tem
demonstrado que recém-nascidos infectados prodaméicorpos 1gG2 e IgG3 contra
antigenos recombinantes, enquanto niveis signifastde anticorpos IgG1l presentes
nestas criangcas sao de origem materna e transsiéidcrianca através da placenta
(BUFFOLANO et al.,2005; PETERSEN, 2007). Estas observacdes podeaatriluir
para a melhoria do diagnostico da toxoplasmose &uotagem neonatos, sendo que
CORREA et al(2007) sugerem que as subclasses de IgG encontesmasecém-

nascidos poderiam indicar as possiveis alterac@tesogicas causadas pbrgondii.
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3. OBJETIVOS
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3.1 Objetivo Geral

Caracterizar o perfil da resposta imune humoral @ém-nascidos com
toxoplasmose congénita, nascidos de maes infectattagés do perfil imunologico de

imunoglobulinas G, utilizando-se antigenos recoufies.

3.2 Objetivos Especificos

- Padronizar o método de ELISA indireto para deiecge anticorpos anti-lgG total,
IgG1, 1gG2, 1gG3, IgG4 contrd. gondii em criangas, utilizando como antigenos
proteinas totais (STAQ) e proteinas recombinantE33MrMIC3) e SAG1 (rSAG1) de
T. gondiie anticorpos secundarios conjugados com biotina.

- Avaliar a sensibilidade relativa e a especifidelaelativa dos diferentes testes de
ELISA indireto em relacdo a persisténcia de IgGsapd meses de vida em recém-
nascidos com toxoplasmose congénita.

- Analisar comparativamente a sorologia das maesserecém-nascidos, além dos
respectivos indices médios de reatividade, ideatifilo quais subclasses de IgG podem
estar relacionadas com a transferéncia passivamaale anticorpos e quais podem ser
produzidas pelos neonatos.

- Avaliar a associacao entre as subclasses de §jtais clinicos observados em recém-
nascidos com toxoplasmose congénita, especialmemte comprometimento

oftalmoldgico, déficit auditivo e sinais neurologsgc
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5. MATERIAIS E METODOS
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5.1 Pacientes e Banco de dados

Entre novembro de 2006 e maio de 2007, uma pareatre o Nucleo de Acdes
e Pesquisas em Apoio Diagnostico — NUPAD (FaculddeleMedicina/lUFMG) e a
Secretaria de Estado da Saude de Minas Geraisésitidy Programa Estadual de
Triagem Neonatal (PETN) de Minas Gerais realizouastudo para avaliar o impacto
da toxoplasmose congénita em Minas Gerais. No NUBA®normalmente atendidos
recém-nascidos para triagem neonatal de fenilcamnhbipotireoidismo congénito,
fibrose cistica e doenca falciforme (TESTE DO PBA®Y. O inquérito para
toxoplasmose esta inserido no projeto intituladdRIAGEM NEONATAL PARA
TOXOPLASMOSE CONGENITA NO ESTADO DE MINAS GERAIS oaduzido
pelo grupo de pesquis#MG Grupo Brasileiro de Toxoplasmose Congénita

Neste projeto, foram considerados casos de toxopkes congénita criancas
IgM e/ou IgA positivas para toxoplasmose e pemststeente IgG positivas ao final de
12 meses.

Inicialmente foram realizados testes em eluatosaigue seco em papel filtro
para pesquisa de IgM ariti-gondii(TOXO IgM Q-Preven®, Symbiosis, Leme, Brasil)
coletado nos primeiros dias de vida em todos asmwetascidos participantes do PETN.
Aqueles que apresentaram sorologia positiva ou ddea, foram submetidos,
juntamente com suas respectivas maes, ao testel84 para pesquisa de IgM, IgA e
IgG para confirmar o diagnéstico (Enzyme-Linked drametric Assay, ELFA-

VIDAS®, BioMérrieux SA, Lyon, Franca).

Foram testadas 146.307 criancas e, destas, 23Seafamm suspeita de
toxoplasmose congénita pelo resultado de IgM Bngondii positivo ou duvidoso.

Dentre as criancas com resultado positivo/duvig@sa IgM e que realizaram consulta

30



médica e exames sorologicos confirmatorios, 19Cerawm o diagnostico de
toxoplasmose congénita confirmado e 45 casos apezaen IgG negativa apds 12

meses de vida (VASCONCELOS-SANT@S8al.,2009).

No presente trabalho foram avaliadas 175 criancestrel as 190 com
toxoplasmose congénita confirmada e 42 dentre asodbdiagnostico negativo para

toxoplasmose (Figura 1).
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Figura 1. Fluxograma da triagem neonatal para toxoplasmose congénita em Minas Gerais, realizada no periodo de
nov/2006 a mai/2007.

32



Além disso, todos os 175 recém-nascidos com togopmlae congénita (e os 42
controles néo infectados) foram submetidos a exaofeamologicos incluindo
fundoscopia para avaliacéo de integridade da retimatros exames para observacao de
possiveis alteracdes neurologicas e auditivas (&iguno Hospital das Clinicas (HC)
da UFMG sob a responsabilidade dos médicos Dre B@dio Januario, Glaucia
Manzan Queiroz de Andrade, Luciana Macedo e D&hi®lasconcelos-Santos.

As criancas infectadas com sinais clinicos oculdogam classificadas da
seguinte forma: a. Grupo SL: criancas sem lesOels@s (45 criancas); b. Grupo LA:
criangcas com retinocoroidite ativa, consistente ¢oroplasmose congénita em pelo
menos um olho (22 criancas); c. Grupo LC: criarg@® retinocoroidite cicatrizada,
consistente com toxoplasmose congénita em pelo snano olho (45 criancas); d.
Grupo LAC: criancas simultaneamente com lesdeasticicatrizadas (63 criancas).

As criancas infectadas com sinais clinicos neurotdgforam classificadas da
seguinte forma: a. Grupo SAN: criancas sem alteragiurolégica (136 criancas); b.
Grupo AN: criancas com alteracdes neuroldgicas, éstcom calcificagdes cranianas
(20 criancas).

As criangas com sinais clinicos auditivos foranssifecadas da seguinte forma
(ANDRADE et al.,2008): a. Grupo SCA: criancas sem comprometimemnditigo (69
criangas); b. Grupo DA: criangas com deficiénciditan, avaliadas por audiometria
comportamental, emissfes otoacusticas, imitancitenes audiometria de tronco
encefalico (40 criangas).

Os casos confirmados foram submetidos ao tratamesyecifico durante 12
meses (sulfadiazina + pirimetamina + acido folihicGriangas com suspeita da
infecc@o foram submetidas ao mesmo tratamentepaiicdo dos testes sorologicos até

a confirmacéo ou excluséo da infeccéo.
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Nenhuma das 42 cncaseontrole apresentou sinais clinicos sugestivo:
toxoplasmose.

A partir de todas as informacgdes coletadas nette@sfoi criado um banco ¢
dados utilizando o programa EXCEL'que contéminformacdes d¢odos os recém-
nascidos, suas respectivases, sinais clinicos encontradeas criange, resultados da
sorologia e outras informagdes relevanteestudo.

Este projeto foi aprovado pelo Comité de Etica eesgBisa Humana

Universidade Federal de Minas Gerais (C-UFMG), parecer h0298/06

\
‘ ( 175 criangas com Toxoplasmose Congénita confirmada

(

A} A
156 s 109
Submetidas a H mﬁ Idasa Submetidas a avaliagdo
avaliagdo neuroldgica ava‘agao auditiva
oftalmolégica
 ——
\( D)
Grupo SAN: . .
[ e [ Grupo AN: 20 Snpestt } Grupo DA: 40
{

45

Sem lesdo ocular

130
Com lesdo ocular
Q Grupo LA: 22 Grupo LC: 45 l Grupst;LAC:

Figura 2. Fluxograma dos exames clinicos realizados nas 175 criangas com toxoplasmose congénita identificadas
na triagem neonatal em Minas Gerais no periodo de novembro de 2006 a maio de 2007. SAN: sem alteragdo
neuroldgica; AN: com altera¢dao neuroldgica; SL: sem lesdo ocular; LA: retinocoroidite ativa; LC: retinocoroidite
cicatrizada; LAC: retinocoroidite ativa e cicatrizada; SCA: sem comprometimento auditivo; DA: déficit auditivo.
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5.2 Plasmas analisados

A coleta de sangue para este estudo (0,5mL em E@BdiAgalizada em recém-
nascidos com a idade média de 55,6 £16,6 dias émed6 dias). Neste mesmo dia
foram realizados os exames clinicos. Apos 24 hiaasoleta de sangue, foi iniciado o
tratamento. O plasma foi aliquotado e congelad®08G até a realizacdo dos testes de
ELISA.

Com base no banco de dados criadoplasmas de todas as 175 criancas
consideradas casos de toxoplasmose congénita cicorpas IgG persistentes até o
12° més de vida, bem como os plasmas das 42 csi@og&role negativo, foram
submetidos no presente trabalho ao teste de ElLi8ifeio para pesquisa de anticorpos
IgG e suas subclasses. O plasma das mées colemdussmo dia também foi avaliado
para pesquisa de anticorpos IgG e suas subclagsta antigeno total soluvel de

gondii.

5.3 Antigenos deT. gondii

Para o preparo do antigeno solluvel totalTdegondii (STAg) para o ELISA,
foram coletados taquizoitos do parasito no exsugedtoneal de camundongos,
previamente inoculados pela via intraperitoneal camcepa RH deT. gondii
Inicialmente este material foi centrifugado porséiundos a 300g para retirar células
contaminantes do camundongo. O sobrenadante faidapor centrifugacao (1000g/10
minutos) por duas vezes em PBS pH 7,2 e adicioriduoL de PBS pH 7,2 ao

sedimento resultante. A contagem dos parasitos rimlizada em camara
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hemocitométrica e a concentracdo destes acertada Jpd( taquizoitos/mL. A
suspensao de parasitos foi entdo processada pmisaih em 5 ciclos de 40 hertz (em
banho de gelo), durante 1 minuto e com intervaéo$ thinuto entre cada ciclo, sendo o
rompimento dos parasitos acompanhados em micras@jgiico. Apds a sonicagcao o
material foi centrifugado a 150008¢ durante 30 minutos. O sobrenadante (antigeno
total) foi entdo estocado a -AD até o uso. A concentracdo de proteinas foi
determinada pelo método de LOWRat al (1951). No preparo do antigeno para
congelamento ndo foram utilizados inibidores degages, ja que pela experiéncia do
laboratorio, tem-se demonstrado que a concenteg@alidade das proteinas lisadas de
T. gondiipermanecem estaveis, mesmo apos longos perio@08@& -

As proteinas recombinantes utilizadas no presesitele foram fabricadas pela
GenWay® (http://www.genwaybio.com), produtos 10-24B151 Toxoplasma gondii
SAG1) e 10-511-248152T oxoplasma gondiMIC 3), expressas erascherichia coli
como proteinas fusionadas (glutathione-S-transfera&sST). Por essa razdo, para
ambas proteinas, foi necessaria a utilizacdo de G&Wo controle no ELISA.
Informacdes detalhadas sobre as proteinas recontbina sobre a concentracdo da
proteina GST fusionada aos antigenos recombinadiegoram disponibilizadas pelo

fabricante.

5.4 Teste de ELISA indireto para deteccéo de antigoos anti-Toxoplasma gondii

Todos os experimentos foram realizadws placas de 96 orificios Maxisorp
(NUNC™). Antes do inicio dos testes, 0 método déSBLfoi padronizado levando-se
em conta aoncentracdo de antigeno, solugdo de bloqueioeotmacédo e tempo de

bloqueio, diluicdo do plasma, diluicdo do anticogonjugado com biotina e diluicdo da
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estreptavidina-peroxidase. Os dados absolutos stelz@ncia a 490nm em duplicata de
plasma padrdo positivos e negativos usados na madgao foram transformados em
meédia. O “signal-to-noise” (razdo S/N), foi caladaatravés da divisdo do valor
absoluto médio de absorbancia de trés plasmaset®ntositivos pelo valor absoluto
meédio de absorbancia de trés plasmas-controle imegatRAJASEKARIAH et al,
2001).Foram considerados como ponto 6timo de padronizagsa@lores de S/Kais
elevados obtidos nas diferentes concentracOesiedhk.

Foram testados como antigeno: STAg produzido no ofadbrio de
Toxoplasmose (Departamento de Parasitologia/ uhgtitde Ciéncias Bioldgicas/
UFMG), e as proteinas recombinantesTdegondii MIC3 e rSAG1 produzidos pela
GenWay Biotech Inc.

Além de se testar anticorpos IgG totais dntgondii,as subclasses IgG1, 19gG2,
IgG3 e IgG4 também foram pesquisadas. Para issamfautilizados anticorpos
secundarios especificos conjugados com biotinaN&I®). A revelacdo ocorreu em
uma primeira etapa com a adicdo de estreptaviddnaxmlase (SIGMA™), a qual
apresenta alta afinidade por biotina, e posteriotenecom solucdo substrato-
phenilenodiamino (OPD — SIGMA™).

Placas de 96 orificios foram sensibilizadas porhdfas com 100ul/orificio
STAg (0,25; 0,5 e 1,0 pg/well) ou rSAG1 e rMIC31&h; 0,25; 0,5ug/wel)Apos
lavagens e bloqueio (leite desnatado, gelatinaocon fetal bovino — SFB diluidos em
PBS pH 7,2 — por 60 ou 120 minutos) os plasmas hamdoram diluidos e
adicionados aos orificios no titulo 6timo deterrdimgreviamente (1:50; 1:100; 1:200
ou 1:400).

Apés incubacdo por 60 minutos e lavagens foi adado anticorpo murino

monoclonal anti-anticorpo humano marcado com kaofanti-lgG1, 1gG2, 1gG3, 1gG4
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ou IgG total) no titulo 6timo determinado previarnee(l:2500, 1:4000, 1:5000, 1:8000,
1:10000, 1:15000 ou 1:20000). Apds 1 hora 8C3& lavagens, foi adicionada uma
solucéo de streptavidina-peroxidase (SIGMA) diluid®000 ou 1:20000 e incubada por
30 minutos a 3. A revelagdo foi realizada com solucdo de o-gaeadiamine

(OPD) em acido citrico 0,1M, utilizando-se comosttdito peréxido de hidrogénio. A

reacdo foi desenvolvida no escuro e bloqueada 2@dainutos com 30ul de 450y

4N. A leitura das placas foi realizada em leitor deFA I(BIO-RAD 3550), no qual os
resultados foram determinados a partir da diferemiee a densidade Optica a 490nm
(comprimento de onda de leitura) e 650nm (comprimeie onda de referéncia). No
caso das leituras obtidas com as duas proteinasbéitantes, foi subtraido o valor em
absorbancia obtido para cada um dos plasmas -cagltithationa-S-transferase
(SIGMA), usada para sensibilizar, em paralelojads da mesma microplaca.

O “cut off” para o ELISA foi considerado como a n&éde absorbancia de oito
amostras de plasma humano negativos pagondii(para cada um dos isotipos) mais
trés desvios padrao, testados em cada placa. Aamidiabsorbancia dos plasmas
testados em duplicata foi dividida pelo valor dot“off” da placa para determinar o
indice de reatividade (IR). Plasmas com valoredRienaiores ou iguais a 1 foram

considerados positivos (BUFFOLAN& al.,2005; ALTCHEHet al.,2006).

5.5 Analise Estatistica

O método tradicional para a confirmacdo de umacgdfe congénita é o
acompanhamento soroldgico da crianca por 12 meseslo que apods este periodo
observa-se a persisténcia ou ndo de IgG espepdied . gondii.O declinio dos niveis

de 1gG nas criancas, apos este periodo indica queehtransferéncia passiva de
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anticorpos maternos, estando as criancas naoadfest (PETERSEN, 2007,
SUKTHANA, 2006). Por isso, no presente trabalhdeterminacéo da validade do teste
de ELISA utilizando-se STAg e as proteinas recoanities deT. gondii rMIC3 e
rSAG1 para IgG total foi realizada, utilizando-seno teste de referéncia o ELISA (kit
ELFA-VIDAS para IgG) apés 12 meses de vida de catnca realizado em um
laboratorio terceirizado pelo NUPAD.

Foram determinados os indices de sensibilidadepeciisidade relativas dos
testes (Figura 3) e as razbes de verossimilhangiivas e negativas e 0s respectivos
intervalos de confianca a 95% dos testes de ELISlikando-se o STAg, rMIC3 e

rSAG1 para IgG total e suas subclasses.

Anticorpos IgG apos 12
meses de vida
(Padréo-Ouro)

PRESENTE AUSENTE| TOTAL
POSITIVO | A B A+B
Teste |NEGATIVO|C D C+D
TOTAL A+C B+D A+B+C+D

Sensibilidade=A/A+C
Espeficicidade=D/B+D

Figura 3. Modelo para avaliacdo da validade de um teste diagnostico

Em seguida, os resultados dos indices de reatwidd®) foram acrescentados
ao banco de dados EXCELL criado previamente, cdoteas informacdes clinicas
avaliadas neste trabalho: comprometimento oftalgioby déficit auditivo e sinais
neurologicos.

A associacdo de cada variavel com os resultado&ldSA para todos os
antigenos e as subclasses testadas foi verificaden@io do teste do Qui-quadrado e

Odds Ratio com Intervalo de Confianca 95%. A resposta esigacide 1gG total e
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subclasses no teste de ELISA em 217 plasmas dete&gcidos e de suas respectivas
maes foi quantificada e comparada pelo teste dedvia como amostras pareadas.

Uma andlise descritiva (univariada) dos dadogdalizada, comparando-se 0s
resultados do teste de ELISA com as lesdes oftauds (lesdo ativa, lesdo
cicatrizada, lesdo cicatrizada e ativa e sem lessiogis neurologicos (presente e
ausente) e déficit auditivo (presente e ausenteprgrados nos 175 recém-nascidos
com toxoplasmose congénita confirmada.

As prevaléncias de anticorpos e as frequénciastdeesse (sinais clinicos) entre
as criancas foram comparadas utilizando-se o tiestpii-quadrado ou o teste exato de
Fisher. A medida de associacéao utilizada foidaisRelativa (IC95%).

Para comparar as diferencas entre as variaveifnoast as medianas e médias
de IR foram utilizados, empregando o teste de Kagkallis (ou o teste de Mann-
Whitney) e o teste t de Student, respectivaméMETTNERUS, 2002). O teste F foi
realizado ao se comparar amostras que apresentaréncias diferentes; ja o teste de
Dunn foi utilizado para fazer uma comparacéo dagianas entre dois grupos.

Os programas OpenEpi (versédo 2.3.1), GraphPadRyiersdo 5.03) e SPSS

Statistics (versao 17.0.0) foram utilizados paaaaise dos resultados.
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6. RESULTADOS
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6.1 Padronizacéo do teste de ELIS

Os parametros lizados para o teste de ELISA indireto utilizanaiaticorpos
conjugadoscom biotina foram padronizados considerando os onethvalores de S/
(signal-to-noise),0s quais consistem na razdo entre o valor absotudio de
absorbancia de trgdasmas posivos e o valor absoluto médio de absorbade trés
plasmas negativos.

O primeiro passo da padronizacédo do ELISA parattg@ foi avaliar o temp
necessario de bloqueio, apés sensibilizacdo STAg. Simultaneamente foi avaliade
diluicdo ideal de estptavidini-peroxidase. Para isto, uma placa foi bloqueada
caseina 2% por 60 minutos utra por 120 minutos. A Figuramostra que o temg
ideal para bloqueio foi de 60 minutos e a diluigeal da estreptavidi-peroxidase foi
de 1:4000. Para todos testes ficou estabelecida a utilizacdo de unpaeata bloquei
da placa de ELISA, por um periodo de 60 minutosileicdo da estreptavidir-

peroxidase 1:4000.

0,25
18,2
0,2
£
S 2,23
0 0,15 -
S 13,7 1,64
[<)]
< 0[1 _ o | I
é M Plasma pos
0,05 - . i Plasma neg
0 - T
1:4000 1:20000 1:4000 1:20000
Diluigdao da Estreptavidina-peroxidase
60 min 120 min

Figura 4. Comparagcdo do tempo de bloqueio (60 e 120 minutos) e da reatividade de duas diluigées de
estreptavidina-peroxidase (1:4000 e 1:20000) para o teste de ELISA pesquisando IgG total contra STAg. Os valores
S/N calculados estdo indicados acima das colunas.
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6.1.1 STAg

Para padronizacdo do ELISna pesquisa de aobrpos IgG totais e sui
subclasses, utilizanddSTAg, foram testados inicialment&eomo parametros
concentracdo do dgeno i« diluicdes do conjugado (Figura 5)o$Reriormenteforam

analisadas outras solucasbloqueio «iluicbes do plasma (Figura.6)

0,9
0.8 16,9
0,7
g:g _ 14,9 174 18,8
04 -

0,3 - Plasma Pos
0.2 1 Pl N
01 - asma Neg

0 -

Absorbancia (490/655nm)

conj 1:20000 conj 1:40000 | conj 1:20000 conj 1:40000

Diluicdo do Conjugado
Ag 0,5ug/well Ag 1,0pg/well

Figura 5. Comparacdo entre duas concentra¢des de STAg (0,5ug/ml e 1,0 pg/ml) e duas diluigdes do conjugado

(1:20000 e 1:40000) para utilizagdo em teste de ELISA para pesquisa de IgG total anti-STAg. Os valores S/N
calculados estdo indicados acima das colunas

Os melhores valores de S/N para o teste de ELISAzamdo STAg, foram
encontrados utilizando 1,0pg/w de antigenoApesar de apresentar ¢ ligeiramente
maior ao se utilizar @onjugadodiluido 1:40.000, optou-se potiliza-lo na diluicdo

1:20000 por apresentar maes valores de absorbancia.
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1,2

4,99

M Plasma pos

i Plasma neg

Absorbancia (490/655nm)

Diluigao plasma

SEB 2% Leite em p6 5%

Figura 6. Influéncia da solugdo de bloqueio e da diluicdo do plasma no teste de ELISA com STAg para pesquisa de
anticorpos IgG totais. Os valores S/N calculados estdo indicados acima das colunas.

A solugéo de bloqueio que obteve melhor resultaalpadronizacao para Ic
total foi o leite em pdaesnatado 5%, diluindoplasma 1:40QFigura 6.

Para as subclasses de , a padronizagao foi iniciada concancentragao fix
de 1,0 pg/well de antigeno brutestandasolucdes de bloqueio j& descritas na liters
e diferentes diluicbes do conjugado, para postaegotereavaliar a concentragao
antigeno e a diluicdo do plasi

Para IgG1lgexcelentes rwltados para os valores de SitMam observados co
as duas solucdes de bloqueio testadas, sendoidscolleiteem podesnatado a 5%Ja
para 1gG2 e IgG4, melhores resultados foram enadosibloqueandccom soro fetal
bovino 2% e, para IgG®logueadccom gelatina 0,2%Resultados da padronizacao
parametros do ELISApara 1gG1l estdo apresentados nas Figuras 7, como
representativos para as outras subclasses. A ablugscolhida para anticorpo
conjugado com biotina foi 1:8000 para 1gG1,1:50@fa 1gG2 e IgG4 e 1:4000 ps

IgG3.
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1,2

56,2

M Plasma pos

i Plasma neg

Absorbancia (490/655nm)

1:1000 1:2000 1:4000( 1:1000 1:2000 1:4000

Diluicdo Conjugado
Leite Desnatado 5% Gelatina 0,2%%

Figura 7. Comparacao da utilizagdo de duas solugdes de bloqueio (Leite em p6 desnatado a 5% e gelatina 0,2%) e
trés diluicbes do conjugado anti-lgG1 (1:1000,1:2000 e 1:4000) para o teste de ELISA para pesquisa de anticorpos
1gG1 anti-T. gondii. Os valores S/N calculados estdo indicados acima das colunas.

Para todas as subclassde IgG foram alcancados excelentes resul na
padronizacdo do ELISAo0 ser utilizado antigenbruto na@ concenticdes de 0,5 e
1,0pg/well (Figura 8)OptoL-se pela concentracdo de 1,0pg/well flgG total e para
todas as subclasses de IgPadronizou-se a diluicdo do plasmpara pesquisa

anticorpos IgG1 anfl~ gondiiem 1:100 e para as demais subclasses

0,8

1186 1145
0,7 1199 113,5
0,6 - '

0,5 -

M'=II
i EEE

M Plasma pos
73,0

EEREEEEE N N
M EEENEEENEEE
0

1:50 1:100 1:200/ 1:50 1:100 1:200| 1:50 1:100 1:200, 1:50 1:100 1:200

0,2 -

Absorbancia (490/655nm)

Ag 1,0ug/well  Ag1,0ug/well  AgO0,5ug/well  AgO0,5ug/well
Conj 1:4000 Conj 1:8000 Conj 1:4000 Conj 1:4000

Figura 8. Comparagdo da reatividade de anticorpos I1gG1 anti-T. gondii utilizando diferentes diluigdes do plasma
(1:50, 1:100 e 1:200) e do conjugado (1:4000 e 1:8000) e concentra¢des do STAg (0,5ug/well e 1,0ug/well). Os
valores S/N calculados estdo indicados acima das colunas.
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Os resultados dos parametros ideais para execuc&hI&A com STAQ estédo
sumarizados na Tabela 1.

Tabela 1. Sumario dos parametros ideais para execugao do ELISA utilizando STAg.

Anticorpo Antigeno (ug/well) Bloqueio Plasma (Diluicdo)  Conjugado (Diluigdo)
IgG total 1,0 Leite desnatado 5% 1:400 1:20.000
1gG1 1,0 Leite desnatado 5% 1:100 1:8.000
1gG2 2,5 Soro fetal bovino 2% 1:50 1:5.000
1gG3 1,0 Soro fetal bovino 2% 1:50 1:4.000
18G4 1,0 Gelatina 0,2% 1:50 1:5.000
6.1.2 rISAG1

Para padronizacdo do ELISA na pesquisa de antisolgG totais e suas
subclasses, utilizando como antigeno a proteinamieinante SAG1foram testados
como parametros iniciais a concentracdo do antigersmlucdo de bloqueio, para
posteriormente serem analisadas a diluicdo do gadfue diluicdo do plasma.

No teste de ELISA para pesquisa de anticorpos dggist o0 melhor valor de S/N
foi observado utilizando o antigeno na concentrad@®,25ug/well e bloqueio com
soro fetal bovino 2% (Figura 9). Além disso, melhaor de S/N foi encontrado

guando o plasma foi diluido 1:100 e o conjugadelg@ total 1:20000 (Figura 10).
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Absorbancia (490/655nm)

2,55

M Plasma pos

i Plasma neg

Leiteem SFB2% Caseina | Leiteem SFB2%  Caseina
pé 5% 2% pé 5% 2%

Solugao de bloqueio
Ag 0,25ug/well Ag 0,5ug/well

Figura 9. Comparagao da utilizagdo de duas concentracdes do antigeno (0,25ug/well e 0,5ug/well) e trés solugdes
de bloqueio (Leite desnatado 5%, soro fetal bovino 2% e caseina 2%) para o teste de ELISA na pesquisa de
anticorpos IgG totais anti-rSAG1 de T. gondii. Os valores S/N calculados estdo indicados acima das colunas.

Absorbancia (490/655nm)

1,4

2,76
2,59

M Plasma pos

i Plasma neg

1:5000 1:10000 1:20000| 1:5000 1:10000 1:20000

Diluigao do conjugado

Plasma 1:50 Plasma 1:100

Figura 10. Comparagdo da reatividade de duas diluigdes do plasma (1:50 e 1:100) e trés diluices do conjugado
(1:5000, 1:10000 e 1:20000) para utilizacdo em ELISA para pesquisa de anticorpos IgG totais anti-rSAG1 de T.
gondii. Os valores S/N calculados estdo indicados acima das colunas.

A Figura 11 exemplifica a avaliacdo de dois parametros (conaeét de

proteina e solucédo de blceio) para pesquisa de IgG1l ar8iAG1 deT. gondii por

ELISA. Melhores redtados foram obtidos usando soro fetal bovino ac2¥ho agent:

bloqueador. Apesar da concentracdo de 0,5urSAG1/well ter apresentado valor
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S/N maior que o observado para 0,25 pug de pro(din® e 14,4 respectivament
optamos por utilizar a mer concentracdo da proteina recombinante, devido aulg
nameo de amostras de plasmas a avaliadg evitando o risco da quantida
disponivel de 8AG1 ser insuficien para a realizacédo de toddrabalh«. Para todas as
outrassubclasses de IgGs maiaes valores de S/N foram observados utilizi-se a
proteina recombinante SAG1 na concentracdo 0,2bglig¢ solucédo de bloqueio sc

fetal bovino 2%.

17,0

M Plasma pos

Absorbancia (490/655nm)

i Plasma neg

Leiteem péd  SFB2% Caseina 2% | Leite em p6 SFB 2% Caseina 2%
5% 5%

Solugao de Bloqueio

Ag 0,25ug/well Ag 0,5ug/well

Figura 11. Comparagio da utilizacdo de duas concentracdes do antigeno rSAG1 (0,25ug/well e 0,5pug/well) e trés
solugdes de bloqueio (Leite desnatado 5%, soro fetal bovino 2% e caseina 2%) para o teste de ELISA para pesquisa
de anticorpos IgG1 anti-T. gondii. Os valores S/N calculados estdo indicados acima das colunas.

A diluicdo doplasm: foi padronizada em 1:100 em todas as subclassesto
para 1gG4, a qual utilizou diluicdo de 1:50. O empo conjugado com biotina f
empregado na diluicdo 1:5000 para I (Figura 12) 1IgG2 e 1gG4 e 1:10000 pa

1gG3.
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08 15,5

M Plasma pos

i Plasma neg

Absorbancia (490/655nm)

1:5000 1:10000 1:20000! 1:5000 1:10000 1:20000

Diluicdo do conjugado

Plasma 1:50 Plasma 1:100

Figura 12. Comparagio da reatividade de duas diluigdes do plasma (1:50 e 1:100) e trés diluicdes do conjugado
(1:5000, 1:10000 e 1:20000) para utilizacdo em ELISA para pesquisa de anticorpos I1gG1 anti-rSAG1 de T. gondii. Os
valores S/N calculados estdo indicados acima das colunas.

Os resultados dos parametros ideais para execacBbtl8A com rSAGL esta

sumarizados na Tabela 2.

Tabela 2. Sumario dos parametros ideais para execugdo do ELISA utilizando rSAG1 de T. gondii.

Anticorpo Antigeno (pg/well) Bloqueio Plasma (Diluicdo)  Conjugado (Diluicdo)
IgG total 0,25 Soro fetal bovino 2% 1:100 1:20000
1gG1 0,25 Soro fetal bovino 2% 1:100 1:5000
1gG2 0,25 Soro fetal bovino 2% 1:100 1:5000
1gG3 0,25 Soro fetal bovino 2% 1:100 1:10000
18G4 0,25 Soro fetal bovino 2% 1:50 1:5000
6.1.3 rMIC3

Na padronizacdo do ELISA paraesquisa de anticorpos IgG tc e suas
subclasses, utilizando como antigeno a proteinamiemante MIC, foram testados
como parametrosniciais a concentragdo do antigenoselucdo de bloqueio pa
posteriormente serem analisaddiluicdo do conjugade diluicdo do plasn.

Apesar da concentracédo de 0,5ug de rMIC3/well peesentado valor de S,

maior que o observado para 0,25 ug de proteinse gesqisar IgG total (Figura 13
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optamos por utilizar a menor concentracédo da prateicombinante, devido ao grar
namero de amostras de plasmas a ser avaliado,n@éwita risco da quantida
disponivel de rMIC3 ser insuficiente para a reglimade todo o abalho.Para todas as
subclasses de IgG os melhores valores de S/NamilzrMIC3 como antigeno foral
encontrados na concentracdo de 0,25 pg/well. lesitepéa 5% foi a solucdo d
bloqueio empregada ao se pesquisar IgG1l, e sablevinoa 2% para ¢ demais

subclasses (Figuras 15@)1

0,45
0,4 3,38

0,35 -

5,33

0,25 -
0,2 -
0,15 -
0,1 -
0,05 -

M Plasma pos

i Plasma neg

Absorbancia (490/655nm)

1:5000 1:15000 1:5000 1:15000

Diluigao do conjugado

Ag 0,25ug/well Ag 0,5ug/well

Figura 13. Comparacdo da utilizagdo de duas concentra¢des do antigeno rMIC3 (0,25ug/well e 0,5ug/well) e duas
diluicdes do conjugado (1:5000 e 1:15000) para o teste de ELISA para pesquisa de anticorpos IgG totais anti-T.
gondii. Os valores S/N calculados estdo indicados acima das colunas.
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891 i Plasma neg

Absorbancia (490/655nm)

1:50 1:100 1:200 1:50 1:100 1:200
Diluigdao do plasma

Sem bloqueio Leite em p6 5%

Figura 14. Comparacdo da reatividade de trés diluicées do soro (1:50 e 1:100 e 1:200) sem ou com bloqueio (leite
desnatado 5%) para utilizacdo em ELISA para pesquisa de anticorpos IgG totais anti-T. gondii. Os valores S/N
calculados estdo indicados acima das colunas.

O anticorpo conjugado com biotina iutilizado a1:2500 para IgG2 e IgG3,
1:5000 para 1gG1 e IgG4 (Figura 15, utilizagéo do plasma foi padronizada para tc
as subclasses na diluicdo 1:50, exceto para Ig&hual o plasma foi diluido 1:1(

(Figura 16).

174,4
0,9

87,4

0,6 - 173,5
0,5 -

0,4 -
0,3 -
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0 - T
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518 M Plasma pos

i Plasma neg

Absorbancia (490/655nm)

87,2
I 117,2

Leite 5% SFB 2%

Leite 5% SFB 2% | Leite 5%

SFB 2%

Ag 0,25ug/well Ag0,25ug/well  AgO0,5ug/well Ag 0,5ug/well
Conj 1:5000 Conj 1:10000 Conj 1:5000 Conj 1:10000

Figura 15. Comparagio entre a utilizacdo de duas concentragdes do antigeno rMIC3 (0,25ug/well e 0,5ug/well) e
duas solugdes de bloqueio (Leite desnatado 5% e soro fetal bovino 2%) para o teste de ELISA para pesquisa de
anticorpos IgG1 anti-T. gondii quando utilizado em duas diluigdes distintas do conjugado (1:5000 e 1:10000). Os
valores S/N calculados estdo indicados acima das colunas.
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Figura 16. Comparacdo da reatividade de duas diluigées do plasma (1:50 e 1:100) e duas diluigées do conjugado
(1:5000 e 1:15000) para utilizagdo em ELISA para pesquisa de anticorpos IgG1 anti-rMIC3 de T. gondii. Os valores
S/N calculados estdo indicados acima das colunas.

Os resultados dos parametros ideais para execacBbI8A com rMIC3 esté
sumarizados na Tabela 3.

Tabela 3. Sumario dos parametros ideais para execugdo do ELISA utilizando rMIC3 de T. gondii.

Anticorpo Antigeno (ug/well) Bloqueio Plasma (Diluicdo)  Conjugado (Diluicdo)
IgG total 0,25 Leite desnatado 5% 1:50 1:5000
1gG1 0,25 Leite desnatado 5% 1:100 1:5000
1gG2 0,25 Soro fetal bovino 2% 1:50 1:2500
1gG3 0,25 Soro fetal bovino 2% 1:50 1:2500
18G4 0,25 Soro fetal bovino 2% 1:50 1:5000

6.2 ELISA em plasma de217recém nascidos com suspeita dexoplasmose

congeénita.

Os resultados do ELISA em Indice de Reatividadé pi&a pesuisa de 1gG e
subclasses de IgG nos plasmal75criancas com toxoplasmose congéconfirmada

e de42 criangas normais estdo apresentados no Anexdn@so-Tabelas 1, 2 e
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mostram os valores em IR do ELISA para pesquisantieorpos anti-STAg, rISAG1 e
rMIC3, respectivamente.

Inicialmente foi quantificada a resposta especifiedgG total e subclasses nos
plasmas das 217 criancas com o0 objetivo de avaligroporcdo de criancas com
anticorpos para STAg, r'SAG1 e rMIC3. A prevalénda resposta de IgG total foi
maior para STAg (97,2%) quando comparada com rS&B13%) e rMIC3 (80,2%)
(Figura 17a). Comportamento semelhante foi obserpada 1gG1, enquanto para 1gG2
e 1gG3 a prevaléncia de anticorpos reativos a rMtC&aior do aquela para rSAG1. Ja
para lgG4 maior prevaléncia foi encontrada nogsegara rMIC3 (51,2%), seguido de

STAg (33,6%) e rISAG1 (17,5%) (Figura 17e).
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Figura 17. Prevaléncia da resposta de IgG e subclasses para STAg e as duas proteinas recombinantes. Os plasmas
foram considerados positivos quando os valores de IR (indice de reatividade) foram superiores a 1. a. IgG total; b.
1gG1; c. 1gG2; d. 1gG3 e e. 1gG4. Simbolos iguais acima das colunas indicam diferenga estatistica (p<0,05) na
proporgdo de plasmas positivos utilizando diferentes antigenos, pelo teste de McNemar.

A reatividade dos plasmas de 175 criancas com tagomse congénita também
foi alta ao se pesquisar IgG total, com mais de 84%lasmas positivos, independente
do antigeno utilizado (Tabela 4). No caso de IgGgadividade foi maior, sendo que
mais de 90% dos plasmas reagiram com o0s antigastados. Para as demais
subclasses houve reatividades moderadas, obsersandiderencgas estatisticamente

significativas, principalmente ao se utilizar rMI(Rgura 18).
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Tabela 4. Reatividade de 217 amostras de plasma (175 crias;com toxoplasmose congénita confirmada e 42

criancas normais) de criancas para IgG total e sut@sses antiT. gondii

n2(%)[p]* de amostras reativas em ELISA para diferentes antigenos

Grupos
STAg rSAG1 rMIC3

o ® Infectados 172(98,3) 174(99,4) 148(84,6)
2 2 Nio-infectados 39(92,9)[0,08] 35(83,3)[<0,05] 26(61,9)[<0,05]

— Infectados 168(96,0) 167(95,4) 158(90,3)

6]

2 N3o-infectados 35(83,3)[<0,05] 32(76,2)[<0,05] 13(31,0)[<0,05]

& Infectados 107(61,1) 24(13,7) 72(41,1)

6]

20 N3o-infectados 15(35,7)[<0,05] 11(26,2)[0,06] 2(4,8)[<0,05]

e Infectados 85(48,6) 22(12,6) 77(44,0)

2 N3o-infectados 6(14,3)[<0,05] 3(7,1)[0,42] 0(0,0)[<0,05]

<t Infectados 64(36,6) 28(16,0) 109(62,3)

o

2 N3o-infectados 9(21,4)[0,07] 10(23,8)[0,25] 2(4,8)[<0,05]

2 . o ~ .
*valor p pelo X" comparando criangas infectadas e ndo-infectadas
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Figura 18. Reatividade de IgG e subclasses para STAg e as duas proteinas recombinantes em plasma de 175
criangas com toxoplasmose congénita e 42 criangas ndo-infectadas. Os plasmas foram considerados positivos
quando os valores de IR (indice de reatividade) foram superiores a 1. a. I1gG total; b. 1gG1; c. 1gG2; d. IgG3 e e.
IgG4. Asterisco indica p<0,05.

As medidas estatisticas e a representacdo gr&icksttibuicdo dos resultados
em IR do ELISA com STAg, rSAGL1 e rMIC3 de gondiiencontram-se nas tabelas 5,

6 e 7, respectivamente e na figura 19.
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Tabela 5. Medidas estatisticas dos indices de reatividade de anticorpos I1gG e subclasses anti-T. gondii em criangas

com toxoplasmose congénita empregando STAg.

Medidas Estatisticas  1gG total IgG1 1gG2 1gG3 IgG4
n* 216 215 216 216 215
Minimo -0,06203 0,1834 0,02774 -0,05216 -0,06487
Mediana 3,824 9,05 1,095 0,8191 0,7954
Maximo 10,5 45,38 5,083 7,861 4,942
Média 4,232 11,61 1,307 1,187 0,8682
Desvio-padrio 2,414 9,075 0,9201 1,162 0,6544

*total de criangas avaliadas

Tabela 6. Medidas estatisticas dos indices de reatividade de anticorpos IgG e subclasses anti-T. gondii em criangas
com toxoplasmose congénita empregando como antigeno rSAG1.

Medidas Estatisticas 1gG Total IgG1 1gG2 1gG3 1gG4
n* 217 217 217 217 217

Minimo -0,4181 -2,831 -2,011 -0,2548 -4,292

Mediana 4,056 4,956 0,2958 0,4859 0,1678

Maximo 16,01 45,19 2,409 2,814 4,747

Média 4,757 7,49 0,2658 0,5519 0,2051

Desvio-padrao 2,973 7,726 0,8175 0,4418 1,382

*total de criangas avaliadas

Tabela 7. Medidas estatisticas dos indices de reatividade de anticorpos IgG e subclasses anti-T. gondii em criangas

com toxoplasmose congénita empregando como antigeno proteina recombinante MIC3 de T. gondii.

Medidas Estatisticas 1gG Total IgG1 1gG2 1gG3 1G4
n* 213 217 217 217 217

Minimo -0,5658 2,328 -4,084 -7,313 2,323

Mediana 2,673 6,904 0,3926 0,4495 1,028

Maximo 8,917 334,4 31,55 15,65 35,81

Média 2,726 27,31 1,501 1,281 3,653

Desvio-padrio 1,83 48,54 4,022 2,714 6,338

*total de criangas avaliadas
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6.3 Analise dos indices de Sensibilidade, Especiflade, Raz&o de Verossimilhanca

Para os diferentes parametros testados com o pldssneecém-nascidos (idade
média de 55,6+16,6 dias), os indices de sensibilidade e espekifie e razdo de
verossimilhanca positiva e negativa foram obtidivavés da utilizacdo do programa

estatistico open source OpenEpi, .

6.3.1 STAg

Ao ser realizado o teste de ELISA com STAg paraisa de anticorpos 1gG
total e suas subclasses, foram observados difereal@res nos indices.

Para IgG total a sensibilidade do teste foi d8%8,enquanto a especificidade
foi de 7,1%. Ja a razao de verossimilhanca poséineantrada foi de 1,065, enquanto a
negativa foi de 0,16 (Tabela 8).

Para IgG1 os indices de sensibilidade e espefifie foram de 97,1% e 16,6%,
respectivamente. As razbes de verossimilhancaiymst negativa foram de 1,165 e
0,173, respectivamente (Tabela 8).

A sensibilidade do teste para IgG2 foi 61,4%, emto sua especificidade foi de
64,2%. As razbes de verossimilhanca positivas ativeg foram, respectivamente de
1,722 e 0,599 (Tabela 8).

Para 1gG3 foram observados 46,5% e 85,7% de sktesile e especificidade,
respectivamente. A razdo de verossimilhanca pasiincontrada foi de 3,259 e a

negativa 0,623 (Tabela 8).
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Para IgG4 a sensibilidade observada foi de 36,4especificidade 78,5%. A
razao de verossimilhanca positiva observada fal,889 e negativa de 0,802 (Tabela

8).

Tabela 8. Determinagdo da validade dos testes de ELISA utilizando STAg para pesquisa de anticorpos IgG totais e
suas subclasses

Sens (%)°[1C95%] Espec (%)°[1C95%] LRP® LRN*

IgG total 98,8 (95,9 - 99,7] 7,1[2,4 - 19,0] 1,065 0,16
IgG1 97,1[93,4-98,7] 16,6 [8,3 - 30,6] 1,165 0173
IgG2 61,4 [54,1 — 68,4] 64,2 [49,2 - 77,0] 1,722 0,599
IgG3 46,5 (39,3 - 53,9] 85,7 [72,1 - 93,3] 3259 0,623
IgG4 36,4 [29,6 — 43,81] 78,5 [64,0 - 88,3] 1,699 0,802

® Sensibilidade

b Especificidade

“ Razdo de Verossimilhanca Positiva
“ Razdo de Verossimilhanga Negativa

6.3.2r SAG1

Ao ser realizado o teste de ELISA utilizando comutigeno a proteina
recombinante SAG1, observou-se na pesquisa de ogiig IgG totais uma
sensibilidade de 99,4% e especificidade de 16,6¥azAo de verossimilhanca positiva
foi de 1,193 e a negativa 0,034 (Tabela 9).

Ao se testar anticorpos 1gG1l, observou-se seitddé de 95,4% e
especificidade de 23,8%, razdo de verossimilhamgitiya de 1,253 e negativa de
0,192 (Tabela 9).

O teste para pesquisa de anticorpos IgG2 apressettsibilidade de 13,7% e
especificidade de 73,1%, razdo de verossimilhamstiya 0,523 e negativa 1,169
(Tabela 9).

Para IgG3, observou-se 12,5% de sensibilidade,&®2e especificidade no

teste. A razédo de verossimilhanca positiva foi @& & a negativa de 0,941 (Tabela 9).
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A pesquisa de IgG4 apresentou 16,5% de sensitdida 76,1% de
especificidade; a razdo de verossimilnanca posiibovade 0,696 e negativa 1,095

(Tabela 9).

Tabela 9. Determinagdo da validade dos testes de ELISA utilizando como antigeno a proteina recombinante de T.
gondii SAG1 para pesquisa de anticorpos IgG totais e suas subclasses.

Sens (%)°[1C95%)] Espec (%)°[1C95%) LRP® LRN*

IgG total 99,4 [96,3 - 99,9] 16,6 [8,3 — 30,6] 1,193 0,034
IgG1 95,4 (91,2 - 97,7] 23,8[13,5 - 38,5] 1,253 0,192
IgG2 13,7 [9,4 — 19,6] 73,1 (58,9 — 84,7] 0,523 1,169
IgG3 12,5 [8,4 — 18,3] 92,8 [81,0 - 97,5] 1,76 0,941
IgG4 16,5 [11,8 —22,8] 76,1 [61,5 — 86,5] 0,696 1,095

® Sensibilidade

b Especificidade

“ Razdo de Verossimilhanca Positiva
“ Razdo de Verossimilhanga Negativa

6.3.3 r MIC3

Ao ser utilizado a proteina recombinante MIC3 reigale ELISA indireto para
pesquisa de anticorpos IgG totais dntgondii observou-se uma sensibilidade do teste
de 86% e especificidade de 34,8%; razbes de vanitlsanca positiva e negativa de
1,321 e 0,4, respectivamente (Tabela 10).

Ja para pesquisa de IgGl, o teste obteve umabgiclasie de 90,29% e
especificidade de 69,05%; razdo de verossimilhg@ositiva de 2,917 e negativa de
0,14 (Tabela 10).

A sensibilidade do teste para IgG2 foi 95,95%,uamdp sua especificidade foi
de 27,27%. As razdes de verossimilhanca positivasgativas foram, respectivamente
de 1,319 e 0,14 (Tabela 10).

A pesquisa de anticorpos IgG3 ahti-gondii apresentou um teste com

sensibilidade de 44% e especificidade de 100%ap@sentar 100% de especificidade,
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a razao de verossimilhanca positiva encontrou-gefimda, enquanto a negativa foi de
0,56 (Tabela 10).

A pesquisa de IgG4 apresentou 62,3% de sensitdida 95,2% de
especificidade; a razdo de verossimilnanca posiibovade 13,08 e negativa 0,396

(Tabela 10).

Tabela 10. Determinagao da validade dos testes de ELISA utilizando como antigeno a proteina recombinante de T.
gondii MIC3 para pesquisa de anticorpos IgG totais e suas subclasses.

Sens (%)°[1C95%] Espec (%)°[1C95%)] LRP® LRN*
1gG total 86 [80,0 — 90,4] 34,8 [22,4 - 49,8] 1,321 0,4
IgG1 90,2 [85,0 — 93,8] 69,0 [54,0 - 80,9] 2,917 0,14
IgG2 95,9 [88,7 - 98,6] 27,2 [20,6 - 35,1] 1,319 0,14
IgG3 44 [36,8 — 51,4] 100 [91,6 — 100] Ind® 0,56
I1gG4 62,2 [54,9 — 69,1] 95,2 [84,2 — 98,7] 13,08 0,396

? Sensibilidade

e Especificidade

¢ Razdo de Verossimilhanca Positiva
4 Razdo de Verossimilhanga Negativa
¢ Indeterminado

6.4 Andlise comparativa da sorologia das mées e d@spectivos recém-nascidos

As maes suspeitas de infeccdo cdbmgondii foram testadas por ELISA anti-
STAg, pesquisandanticorpos IgG total e suas subclasses a fim debelsicer uma
analise comparativa com seus respectivos filhoso (soletado aos 60 dias apos o
nascimento).

Para verificar se havia concordancia entre a sgi@ldos recém-nascidos e suas
respectivas méaes no teste de ELISA ao utilizarefmas totais dd. gondii como
antigeno, uma comparacao entre a sorologia de enBeEem-nascidos foi estabelecida
para as subclasses de IgG através do teste de McN&leste teste, os resultados

positivos e negativos das criancas (casos) forampacados aos resultados das mées
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(controles), partindo do pressuposto de que se@nraiascido apresentava sorologia
positiva paral . gondii provavelmente a infeccado ocorreu durante a giastag Tabela

11 exemplifica esta analise realizada para Ig&3a esse teste de amostras pareadas o
valor “p” foi considerado de acordo com a difereregdire os pares discordantes
(criancas positivas com maes negativas [C+M-] wermiancas negativas com maes
positivas [C-M+]). No caso de 1gG3 houve 58 parssatdantes, sendo 14/58 C+M-

(24,1%) e 44/58 C-M+ (75,9%).

Tabela 11. Frequéncia de resultados da sorologia dos recém-nascidos em relagdo a sorologia das mdes para IgG3
anti-T. gondii em ELISA utilizando antigeno total de T. gondii.

Sorologia dos Recém-

nascidos
POSITIVA|NEGATIVA | TOTAL
Sorologi POSITIVA |76 44 120
das maesNEGATIVA | 14 80 94
TOTAL 90 124 214
v?=14,50
p= 0,0001

Ao nivel de significancia de 5%, observou-se gaea@as subclasses 19G2, 1IgG3
e 1gG4, houve diferenca estatistica significanted(Pp5) entre a proporcéo de criancas
soropositivas as quais tinham méaes soronegat¥asl{), e a proporcédo de criancas
soronegativas as quais tinham maes soropositivd+)C com maior probabilidade de
se encontrar anticorpos em criancas soronegatisascom maes soropositivas. O valor
p responde a pergunta: se ndo ha associacdo enfez@io poiT. gondiie a presenca
de uma determinada subclasse de IgG, qual € alplidade de observar a grande
discrepancia encontrada entre os dois tipos de pisgeordantes (C+MrersusC-M+)?
O p<0,05 evidencia associacao entre a infeccad pgondiie o resultado da sorologia

(Tabela 12).
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Tabela 12. Medidas estatisticas do cdlculo do teste de McNemar para resultado da sorologia dos recém-nascidos

em relagdo a sorologia das maes através do teste de ELISA para pesquisa de IgG e suas subclasses anti-T. gondii
utilizando STAg.

IgG total lgG1 1gG2 1gG3 eG4
pa 1,0000 0,7518 <0,0001 0,0001 <0,0001
OR® 1,33[0,22-9,10] 0,66[0,13-2,81] 0,19[0,06-0,47]  0,31[0,16—-0,59]  0,31[0,16 - 0,55]

C+M-¢ 57,1% 40,0% 16,2% 24,1% 23,9%
(:_[\/|+d 42,9% 60,0% 83,8% 75,9% 76,1%
a,

valor p

®odds ratio [intervalo de confianga 95%]
“Proporgdo de criangas infectadas (C+) que tinham mées ndo-infectadas (M-) com T. gondii
dPropor(;éo de criangas ndo-infectadas (C-) que tinham maes infectadas (M+) com T. gondii

Os valores médios de indices de reatividade donibimémae-crianca se
mostraram significativamente diferentes para Igi@l te para as subclasses 1gG1, IgG3
e 1gG4 (figura 20). As medidas estatisticas dosltedos das maes em relacdo aos
recém-nascidos encontram-se representadas na i&oela

Além disso, comparando as 175 criangcas com toxmgss congénita
confirmada com suas respectivas maes, foi obsemtdei@nca significativa entre os
valores médios de IR para todas as subclassespgara IlgG2. Porém, ao se comparar
as 42 criancas ndo-infectadas com suas respeati&es, apenas para IgG total e 1I9G2
nao foi observada diferenca estatistica entre asamée IR (Figura 21). Apesar disto,

nestas duas comparacdes os valores médios de Hérraforam maiores nas maes.
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Figura 20. Comparacéo entre os indices de reativida (IR) de mées e recém-nascidos no teste de ELISArpa
pesquisa de anticorpos IgG utilizando proteinas tais deT. gondii como antigeno; a. IR para IgG total; b. IR
para IgG1; c. IR para IgG2; d. IR para IgG3; e. IR para IgG4. A linha horizontal pontilhada corresponce ao
ponto de corte da reag&o. As linhas horizontais ctinuas correspondem as médias das determinagdesdice
de Reatividade: densidade Optica do plasma testetaff. Asterisco indica médias significativamente ifierentes.
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Figura 21. Comparacgédo entre os indices de reatividade (IR) dE75 criangas com toxoplasmose congénita e 42
criancas ndo-infectadas com suas respectivas maesa@(a) 1gG total; (b) IgG1; (c) IgG2; (d) IgG3 e €) 1gG4,
utilizando STAg. A linha horizontal pontilhada corresponde ao ponto de corte da reagéo. As linhas hoviztais
continuas correspondem as médias das determinacddsdice de Reatividade: densidade dptica do plasma
teste/cut off. Asterisco indica médias significatamente diferentes (p<0,05).

66



IgG3
154 * & *
104 6 *
[0} : .
kel :
© i
S L . .
= .
‘E—“' N
o} 4 "
x B
[} .
k]
° .
Q R
k] 2 = .
£
5 T T 0 T f
Maes Recém-nascidos Infectados Maes Recém-nascidos nédo-infectados
IgG4
6 6
* *
4 4 *
[0}
° . .
© N
k=] :
8 2 : a
o :
[} =
< e o
Q ¥
LQ @
k] 0 B
£
2 . . 2 T T
Maes Recém-nascidos Infectados Méaes Recém-nascidos ndo-infectados

Figura 21. Continua

67



antigenos totais de T. gondii

Tabela 13. Comparagdo das medidas estatisticas dos indices de reatividade de anticorpos IgG e subclasses anti-T. gondii dos recém-nascidos e suas maes no teste de ELISA utilizando

IgG total IgG1 1gG2 IgG3 IgG4
Medidas Estatisticas RN® Mae RN Mae RN Mae RN Mae RN Mae
Nb 216 213 215 214 216 214 216 214 215 214
IR Minimo -0,06203 -0,3455 0,1834 0,1004 0,02774 -0,05332 -0,05216 -0,09945 -0,06487 -0,1483
Mediana de IR 3,824 4,336 9,05 11,06 1,095 1,228 0,8191 1,267 0,7954 1,013
IR Maximo 10,5 13,18 45,38 61,18 5,083 4,906 7,861 12,3 4,942 5,131
Média 4,232 4,815[0,0199]° 11,61 14,33[0,0089] 1,307 1,324[0,8447] 1,187 1,805[<0,0001] 0,8682 1,148[0,0001]
Desvio-padrio 2,414 2,743 9,075 12,12 0,9201 0,9092 1,162 1,901 0,6544 0,8143
® Recém-nascidos
® Total de plasmas analisados
Z I[F\{/aigcrjlsle de reatividade — média da densidade dptica do plasma testado/cut off
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6.5Associacdo dos Resultados do ELISA e o Diagnéstic€linico de

Retinocoroidite em Criangas com Toxoplasmose Congiés

As analises de associacao entre os resultados ISAE_lesdes oculares foram
realizadas incluindo apenas as 175 criancas coopkasmose congénita confirmada.
As 45 criancas infectadas mas sem lesdo oculanfocasideradas como referéncia na

anéalise univariada.

6.5.1 Associacdo dos Resultados de ELISA Utilizandentigenos Totais Soluveis

de Toxoplasma gondii (STAQ)

6.5.1.1IgG total para STAg

Uma associacdo entre os resultados de ELISA pesgusa de IgG total
utilizando STAg (sorologia positiveel, ou negativa: IR <1) e o comprometimento
oftalmolégico foi avaliada. Apesar de ndo ser efreola associagdo entre a propor¢ao
de resultados positivos pelo ELISA e este sinatiadi (Tabela 14), observou-se
variacao significativa entre as médias de IR dengas com lesdes oculares cicatrizadas
e com lesbes oculares ativas e cicatrizadas (P#0,03 student seguido de teste F)
(Figura 22a). Os valores de mediana de IR entregangos nao variaram

significativamente (Figura 22b).
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Figura 22. indice de reatividade de anticorpos lgGotais anti-STAg em criangas com lesdo ocular e sdesio
ocular devido a toxoplasmose congénita. A linha hontal pontilhada corresponde ao ponto de corte da
reacdo. As linhas horizontais continuas corresponde as médias (a) e medianas (b) das determinagdes.((S
sem lesdo ocular; LA: lesao ocular ativa; LC: lesdoaular cicatrizada; LAC: lesédo ocular ativa e cicatrzada).
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Tabela 14. Associa¢do entre os resultados de ELISA utilizando trés antigenos distintos para pesquisa de IgG e subclasses e o diagndstico clinico de lesao ocular em criangas com

toxoplasmose congénita

IgG total lgG1 1gG2 1gG3 eG4

Grupos® OR IC 95% o] OR I1C95% p OR IC 95% p OR IC95% p OR I1C95% p
. Grupo LA 0,15 0,00-4,03 0,3284 4,88 0,25-94,84 0,2943 1,15 0,41-3,24 1,0000 1,05 0,37-2,92 0,8670 0,49 0,14-1,72 0,3807
; Grupo LC 0,32 0,01-8,22 11,0000 2,09 0,36-12,08 06766 1,31 0,56-3,05 06683 0,63 0,27-1,47 0,398 2,11 0,89-5,00 0,1320

Grupo LAC 0,45 0,01-11,51 1,0000 6,04 0,65-56,09 0,1582 1,49 0,68 — 3,26 0,4233 0,79 0,36-1,71 0,6963 1,36 0,60 -3,06 0,5858
— Grupo LA 1,51 0,05-38,78 1,0000 046 0,06-354 05927 191 0,51-7,13 04834 2,21 0,40-11,98 0,3858 1,77 0,42-7,41 0,4615
g Grupo LC 3,067 0,12-77,39 11,0000 1,00 0,13-7,43 1,0000 1,00 0,29 -3,37 1,0000 3,02 0,74-12,26 0,1966 2,00 0,61-6,52 0,3837
~ GrupoLAC 428 0,17-107,6 04167 1,41 0,19-1047 10000 081 025-2,60 07702 2,03 050-814 03545 150 0,47—4,76 0,5792
o Grupo LA 0,32 0,06-1,58 0,2056 0,97 0,21-4,32 11,0000 2,14 0,72-6,35 0,2551 2,62 0,91-7,53 0,172 3,33 1,10-10,09 0,0383*
§ Grupo LC 0,46 0,10-1,98 0,4845 2,15 0,50-9,21 0,4845 2,95 1,20-7,24 0,0287* 1,00 0,43-2,32 0,8296 2,50 1,06-5,87 0,0339*
~ GrupoLAC 025" 006-092 00335* 1,78 050-625 05204 2,81 121-651 0,0247* 1,12 051-2,44 09212 2,68 121-593  0,0228*

a Criangas com les8es oculares ativas (LA), com tesdalares cicatrizadas (LC) e com lesdes ocudiess cicatrizadas (LAC)

Relacgédo inversa

*Diferenca significativa estatisticamente
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6.5.1.21gG1 para STAg

Ao se relacionar os resultados de ELISA-IgGlparddtom o diagndstico
clinico oftalmologico, ndo foram observadas asg@aa significativas (Tabela 14).

Além disso, ndo houve diferenca significante emsevalores de mediana e
média de IR (Figura 23) entre os diferentes grigstsdados.
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Figura 23. indice de reatividade de anticorpos IgGlanti-STAg em criancas com lesdo ocular e sem leséo
ocular devido a toxoplasmose congénita. A linha hontal pontilhada corresponde ao ponto de corte da
reacdo. As linhas horizontais continuas corresponde as médias (a) e medianas das determinacdes (bl:(S
sem lesdo ocular; LA: lesdo ocular ativa; LC: lesdoaular cicatrizada; LAC: lesé@o ocular ativa e cicatrzada).

6.5.1.3 1gG2 para STAg

Comparando-se os resultados do ELISA para IlgG2S3riig com o diagnostico
clinico oftalmoldgico das criangcas ndo foram en@afds associagfes estatisticamente
significantes (Tabela 14). Além disso, os valor&glims e medianos de IR de criancas

com lesfes e sem lesdes oculares foram semell{aigas 24).
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Figura 24. indice de reatividade de anticorpos IgG2anti-STAg em criancas com lesdo ocular e sem lesdo
ocular devido a toxoplasmose congénita. A linha hmontal pontilhada corresponde ao ponto de corte da
reacdo. As linhas horizontais continuas corresponde as médias (a) e medianas das determinagfes (b):(S
sem lesdo ocular; LA: lesao ocular ativa; LC: lesdoaular cicatrizada; LAC: lesé@o ocular ativa e cicatrzada).

6.5.1.4lgG3 para STAg

Comparando-se os resultados do ELISA para IgG3Sirig com o diagndstico
clinico oftalmolégico das criangas, ndo foram em@aas associacdes estatisticamente
significantes (Tabela 14). Os valores médios détBm diferentes quando comparou-
se 0 grupo com lesao cicatrizada com grupo sero [@g@ira 25a), enquanto os valores
de mediana de IR dos diferentes grupos estudadmsvardaram significativamente
(Figura 25b).
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Figura 25. indice de reatividade de anticorpos IgG3 anti-STAg em criangas com lesdo ocular e sem lesdo ocular
devido a toxoplasmose congénita. A linha horizontal pontilhada corresponde ao ponto de corte da rea¢do. As
linhas horizontais continuas correspondem as médias (a) e medianas das determinagdes (b) (SL: sem lesdo ocular;
LA: lesdo ocular ativa; LC: lesdo ocular cicatrizada; LAC: lesdo ocular ativa e cicatrizada).
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6.5.1.51gG4 para STAg

Comparando-se os resultados do ELISA-IgG4 anti-STAm o diagnostico
clinico oftalmoldgico, ndo foram encontradas assgi@s estatisticamente significantes
(Tabela 14).

Apesar disso, os valores médios de IR variaramifgigtivamente entre os
grupos SL e LC (p=0,026), SL e LAC (p=0,030), LAL€ (p=0,022) e LA e LAC
(p=0,026) (Figura 26a). Nao houve diferenca sigaifte entre os valores de medianas

de IR dos diferentes grupos estudados (Figura 26b).
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Figura 26. indice de reatividade de anticorpos IgG4 anti-STAg em criangas com lesdo ocular e sem lesdo ocular
devido a toxoplasmose congénita. A linha horizontal pontilhada corresponde ao ponto de corte da rea¢do. As

linhas horizontais continuas correspondem as médias (a) e medianas das determinagdes (b) (SL: sem lesdo ocular;
LA: lesdo ocular ativa; LC: lesdo ocular cicatrizada; LAC: lesdo ocular ativa e cicatrizada).

6.5.2 Associacdo dos Resultados de ELISA Utilizando Antépo Recombinante
SAG1 (rSAG1) deToxoplasma gondii

6.5.2.1 IgG Total para rSAG1

Uma associacao entre os resultados de ELISA pagua de 1gG total utilizando
rSAG1 (sorologia positiva ou negativa) e o comprimento oftalmoldgico foi
avaliada. Apesar de ndo ser encontrada associaé® @ resultado de ELISA e o
diagndstico clinico (Tabela 14), observou-se vaoasignificativa entre as médias de

IR de criancas com lesbBes oculares cicatrizada®ne lesfes oculares ativas e
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cicatrizadas (P=0,0346) (Figura 27a). Os valoremddiana de IR entre 0os grupos nao

variaram significativamente (Figura 27b).
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Figura 27. indice de reatividade de anticorpos IgG totais anti-rSAG1 em criangas com lesdo ocular e sem lesdo
ocular devido a toxoplasmose congénita. A linha horizontal pontilhada corresponde ao ponto de corte da reagdo.
As linhas horizontais continuas correspondem as médias (a) e medianas das determinagdes (b) (SL: sem lesdo
ocular; LA: lesdo ocular ativa; LC: lesdo ocular cicatrizada; LAC: lesdo ocular ativa e cicatrizada).

6.5.2.2 1gG1 para rSAG1

Ao se comparar os resultados do ELISA para IgGiTangondii utilizando
rSAG]1, com o diagnostico clinico oftalmologico ndo forashservadas diferencas
estatisticas significantes entre criancas sem desd@quelas com lesdes oculares
(Tabela 14). Apesar disso, houve diferenca sigamifie entre os valores de média de IR
(Figura 28) dos grupos LA e LAC e dos grupos LCAEL
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Figura 28. indice de reatividade de anticorpos IgG1 anti-rSAG1 em criangas com lesdo ocular e sem lesdo ocular
devido a toxoplasmose congénita. A linha horizontal pontilhada corresponde ao ponto de corte da rea¢do. As
linhas horizontais continuas correspondem as médias (a) e medianas das determinagdes (b) (SL: sem lesdo ocular;
LA: lesdo ocular ativa; LC: lesdo ocular cicatrizada; LAC: lesdo ocular ativa e cicatrizada).
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6.5.2.3 1gG2 para rSAG1

Comparando-se o0s resultados da sorologia para l[g@2SAG1 com o
diagnéstico clinico oftalmologico das criancas, rfédcam encontradas associacfes
estatisticamente significantes (Tabela 14). Aléssai as médias e medianas do IR de
criangas com lesdes e sem lesdes oculares foramlhseites, exceto na comparagao
das médias de IR entre os grupos LC e LAC (FigQja 2
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Figura 29. indice de reatividade de anticorpos I1gG2 anti-rSAG1 em criangas com lesdo ocular e sem lesdo ocular
devido a toxoplasmose congénita. A linha horizontal pontilhada corresponde ao ponto de corte da rea¢do. As
linhas horizontais continuas correspondem as médias (a) e medianas das determinagdes (b) (SL: sem lesdo ocular;
LA: lesdo ocular ativa; LC: lesdo ocular cicatrizada; LAC: lesdo ocular ativa e cicatrizada).

6.5.2.4 1gG3 para rSAG1

Comparando-se os resultados da sorologia para l[g&RrSAG1 com o
diagndstico clinico oftalmologico, ndo foram encadas associacfes estatisticamente
significantes (Tabela 14). Além disso, os valoréslios de IR de criancas com lesfes e
sem lesdes oculares foram semelhantes (Figura &@@to entre as médias dos grupos
LC e LAC (p=0,0355). Os valores de mediana de IRReesstes grupos também foram
distintos estatisticamente (p=0,0148), sendo que peste de Dunns também foi

observada diferenca entre a mediana dos gruposUATFigura 30b).
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Figura 30. indice de reatividade de anticorpos IgG3 anti-rSAG1 em criangas com lesdo ocular e sem les3o ocular
devido a toxoplasmose congénita. A linha horizontal pontilhada corresponde ao ponto de corte da rea¢do. As
linhas horizontais continuas correspondem as médias (a) e medianas das determinagoes (b) (SL: sem lesdo ocular;
LA: lesdo ocular ativa; LC: lesdo ocular cicatrizada; LAC: lesdo ocular ativa e cicatrizada).

6.5.2.51gG4 para rSAG1

Comparando-se os resultados da sorologia para lg@#SAG1 com o
diagnostico clinico oftalmolégico das criancas, rfédam encontradas associagcfes
estatisticamente significantes (Tabela 14). Também houve diferenca significante
entre os valores de médias e medianas de IR dexeiés grupos estudados (Figura

31).
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Figura 31. indice de reatividade de anticorpos IgG4 anti-rSAG1 em criangas com lesdo ocular e sem les3o ocular
devido a toxoplasmose congénita. A linha horizontal pontilhada corresponde ao ponto de corte da reagdo. As
linhas horizontais continuas correspondem as médias (a) e medianas das determinagoes (b) (SL: sem lesdo ocular;
LA: lesdo ocular ativa; LC: lesdo ocular cicatrizada; LAC: lesdo ocular ativa e cicatrizada).

76



6.5.3 Associacdo dos Resultados de ELISA Utilizando Antépo Recombinante
MIC3 (rMIC3) de Toxoplasma gondii

6.5.3.11gG Total para rMIC3

Quando o antigeno recombinante rMIC3 foi utilizadloservou-se que 46% das
criangas com sorologia positiva para IgG total apresentavam lesao ocular (42/91),
enquanto 17% daquelas com sorologia negativa tamm& apresentavam lesdes
(3/17). A diferenca entre essas proporcoes foiidersda estatisticamente significante
(Tabela 14), sendo que criangas sem lesGes ocudamg vezes mais provaveis de
apresentarem um resultado positivo para IgG totdizando rMIC3 quando
comparadas com criangas com lesdes ativas e zads.

Apesar disso, ndo houve diferenca significanteeens valores de médias e

medianas de IR dos grupos com e sem lesfes oc(ffagesa 32).
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Figura 32. indice de reatividade de anticorpos IgG totais anti-rMIC3 em criangas com lesdo ocular e sem lesdo
ocular devido a toxoplasmose congénita. A linha horizontal pontilhada corresponde ao ponto de corte da reagdo.
As linhas horizontais continuas correspondem as médias (a) e medianas das determinagdes (b) (SL: sem lesdo
ocular; LA: lesdo ocular ativa; LC: lesdo ocular cicatrizada; LAC: lesdo ocular ativa e cicatrizada).

6.5.3.21gG1 para rMIC3

Na analise comparativa dos resultados de ELISA caliagnostico clinico ndo
foram observadas associac¢des entre os grupos albbel

As médias de IR variaram significativamente quaseéa@omparou o grupo SL
com os grupos LA, LC e LAC (P=0,013, P=0,020 e b40, respectivamente) (Figura
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33a). No entanto, na comparacdo das medianas dmtiie os grupos, ndo foram

observadas diferencas estatisticas significante®, 1B08) (Figura 33b).
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Figura 33. indice de reatividade de anticorpos IgG1 anti-rMIC3 em criangas com lesdo ocular e sem lesdo ocular
devido a toxoplasmose congénita. A linha horizontal pontilhada corresponde ao ponto de corte da rea¢do. As
linhas horizontais continuas correspondem as (a) e medianas das determinagdes (b) (SL: sem lesdo ocular; LA:
lesdo ocular ativa; LC: lesdo ocular cicatrizada; LAC: lesdo ocular ativa e cicatrizada).

6.5.3.3 1gG2 para rMIC3

Na andlise comparativa dos resultados de ELISA catiagndstico clinico de
criangas com LC e SL, observou-se que 66% dascasasom sorologia positiva
apresentavam lesdes oculares cicatrizadas (228®j)yanto 40% daquelas com
sorologia negativa também apresentavam tais |e®57). Ja na comparacado dos
resultados de ELISA de criancas com lesdes ativeisatrizadas com criancas sem
lesGes, observou-se que 73% daquelas com sorghogitiva tinham LAC (30/41),
enquanto 49% daquelas com sorologia negativa tanalpéesentavam o mesmo padrao
de lesbes (33/67). A diferenca entre as proporgiEtes grupos foi considerada
estatisticamente significante (Tabela 14). Portagriancas com lesdes cicatrizadas sao
2,95 mais provaveis de apresentarem sorologiaiymgitira IgG2 em teste de ELISA
utilizando rMIC3, quando comparadas com criancam $esdes oculares. Ainda,
criancas com lesbes ativas e cicatrizadas sao rA@4 provaveis de apresentarem
sorologia positiva, ao serem comparadas com cras®a lesdes (Tabela 14).

Comparando-se as médias de IR dos diferentes grdpmem observadas
diferencas estatisticas entre os grupos, SL e L& ISAC, LAe LC,LAeLACeLCe
LAC (p=0,020, p=0,011, p=0,037, p=0,021 e p=0,028pectivamente) (Figura 34a).

Os valores de mediana de IR foram estatisticandisti@tos entre os grupos, sendo que
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ao se comparar os pares de grupos pelo teste des[diferenca estatistica significante

foi observada entre os grupos SL e LAC (Figura 34b)
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Figura 34. indice de reatividade de anticorpos IgG2 anti-rMIC3 em criangas com lesdo ocular e sem lesdo ocular
devido a toxoplasmose congénita. A linha horizontal pontilhada corresponde ao ponto de corte da rea¢do. As
linhas horizontais continuas correspondem as (a) e medianas das determinagdes (b) (SL: sem lesdo ocular; LA:
lesdo ocular ativa; LC: lesdo ocular cicatrizada; LAC: lesdo ocular ativa e cicatrizada).

6.5.3.31gG3 para rMIC3

Comparando-se os resultados da sorologia para lg@BrMIC3 com o
diagnostico clinico oftalmolégico das criancas, rfédam encontradas associagfes
estatisticamente significantes (Tabela 14).

Porém, observou-se que os valores médios de IR esitgrupos SL e LA, SL e
LAC, LA e LC e LC e LAC foram estatisticamente digds, enquanto as diferencas

entre as medianas de IR néo foram diferentes estgeupos (Figura 35).
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Figura 35. indice de reatividade de anticorpos 1gG3 anti-rMIC3 em criangas com lesdo ocular e sem lesdo ocular
devido a toxoplasmose congénita. A linha horizontal pontilhada corresponde ao ponto de corte da reagdo. As
linhas horizontais continuas correspondem as (a) e medianas das determinagdes (b) (SL: sem lesdo ocular; LA:
lesdo ocular ativa; LC: lesdo ocular cicatrizada; LAC: lesdo ocular ativa e cicatrizada).
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6.5.3.51gG4 para rMIC3

Na analise comparativa dos resultados de ELISA catiagndstico clinico, ao
se comparar os grupos LA e SL, observou-se que dd$8ocriancas com sorologia
positiva apresentavam lesGes oculares ativa (L6A&uanto 19% daquelas com
sorologia negativa também apresentavam o mesmagderlesdes (6/31). Ao se fazer
comparagao entre criangcas SL e com LC, 60% de gasampresentava sorologia
positiva com lesédo cicatrizada (30/50), enquant®o 3¥e criancas com sorologia
negativa apresentavam o mesmo tipo de lesdo (12¥4®a comparacdo dos resultados
de ELISA de criangas com lesOes ativas e cicatizacbm criangas sem lesoes,
observou-se que 68% daquelas com sorologia positiiam LAC (43/63), enquanto
44% daquelas com sorologia negativa também apeasanto mesmo padrao de lesées
(20/45). A diferenca entre essas proporcdes fosidenada estatisticamente significante
(Tabela 14). Portanto, criangcas com lesdes oculi#@ms maiores probabilidades de
apresentarem sorologia positiva para IgG4 anti-3MiG que criancas sem lesdes.

As médias de IR foram diferentes significativamesnié&re os grupos SL e LA,
SL e LC, SL e LAC e entre os grupos LA e LAC (P430P=0,017, P=0,002 e
P=0,021, respectivamente) (Figura 36a). Os valales mediana de IR foram
estatisticamente distintos, sendo que maioresedif@as foram observadas entre os
grupos SL e LC e SL e LAC (Figura 36b).
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Figura 36. indice de reatividade de anticorpos IgG4 anti-rMIC3 em criangas com lesdo ocular e sem lesdo ocular
devido a toxoplasmose congénita. A linha horizontal pontilhada corresponde ao ponto de corte da rea¢do. As
linhas horizontais continuas correspondem as (a) e medianas das determinagdes (b) (SL: sem lesdo ocular; LA:
lesdo ocular ativa; LC: lesdo ocular cicatrizada; LAC: lesdo ocular ativa e cicatrizada).
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6.6 Associacao dos Resultados do ELISA e a Avaliacao ditiva em Criangcas com

Toxoplasmose Congénita

As analises de associacado entre resultados doAE&ISudicdo alterada foram
realizadas para apenas 109 criancas entre as 175 taxoplasmose congénita
confirmada. Em 66 criancas nédo foi possivel fazeexames auditivos. As 69 criancas
infectadas mas sem deficiéncia auditiva foram ctmmadas como referéncia na analise

auditiva.

6.6.1 Associacdo dos Resultados de ELISA UtilizandAntigenos Solaveis Totais

(STAgQ) deToxoplasma gondii

Uma associacdo entre os resultados de ELISA pqusa de IgG total para
STAg e a avaliacdo auditiva foi estudada, ndo serimervada diferenca estatistica
significante através do teste exato de Fischerglbabb). Semelhantemente, as médias
de IR ndo apresentaram diferenca estatistica gigni€ (P=0,8194) em criangas com
sorologia positiva para toxoplasmose, com ou sdiitdéuditivo (Figura 37).

Resultados semelhantes foram observados paranaaisdsubclasses de 1gG
(Tabela 15). Além disso, os valores médios e ddianas de IR em criangcas com e
sem déficit auditivo ndo foram diferentes ao nigdelsignificancia de 5%, exceto na

comparacao das médias de IR para IgG3 e IgG4 @Ry

81



Tabela 15. Associa¢do entre os resultados de ELISA para pesquisa de subclasses de IgG utilizando proteinas totais e recombinantes de T. gondii e a avaliagdo clinica auditiva em criangas

com toxoplasmose congénita

IgG total IgG1 IgG2 1gG3 IgG4
Antigeno OR IC95% P OR IC 95% p OR IC 95% p OR IC 95% p OR IC95% p
STAg 0,18 0,007-4,76 0,3670 0,56 0,07-4,19 0,6233 090 0,40-2,01 09716 0,80 0,36—-1,75 0,7230 1,11 0,49-2,45 0,9716
rSAG1 2 - - 9,72 0,53-1750 0,0457* 2,89 1,05-7,96 0,0643 0,98 0,26-3,59 1,0000 1,17 0,38-3,59 0,7797
rMmIC3 0,33 0,11-0,97 0,0549 1,52 0,44-5,22 0,5672 0,551 0,21-1,23 0,194 0,79 0,35-1,81 0,7364 096 0,43-2,13 0,9094

dindeterminado devido a auséncia de resultadosimegata sorologia

* Diferenca significativa estatisticamente
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Figura 37. indice de reatividade de anticorpos IgG e suas subclasses anti-STAg de T. gondii em criangas com
toxoplasmose congénita com déficit auditivo ausente ou presente. a. IgG total ; b. IgG1; c. IgG2; d. 1gG3; e. IgG4.
A linha horizontal pontilhada corresponde ao ponto de corte da reagdo. As linhas horizontais continuas
correspondem as médias das determinagdes. Asterisco indica médias significativamente diferentes.
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6.6.2 Associacdo dos Resultados de ELISA Utilizando Antépo Recombinante
SAGL1 (rSAG1) deToxoplasma gondii

Quando o antigeno recombinante rSAG1 foi utilizadloservou-se diferenca
estatistica significante (P=0,0457) entre as pigjEs de criancas com sorologia
positiva para IgG1l anti-rSAG1 as quais apresentagiéfitit auditivo e aquelas sem
alteragcOes auditivas (Tabela 15). Cerca de 40%r@ascas que apresentaram sorologia
positiva (40/102) tinham alteracfes auditivas, antm 100% daquelas com sorologia
negativa (7/7) ndo tinham alteracbes. Apesar didsoacordo com o intervalo de
confianca dabddsratio, ndo se pode afirmar que a diferenca esgaseproporcdes tem
significado estatistico (Tabela 15).

Para as demais subclasses nao foram observadesngdds significativas entre
os resultados de ELISA para rSAG1 e o déficit awamlit

Apesar disso, diferencas entre os valores médmsIRI somente foram
observados entre criancas com e sem déficit andiéistadas para 1gG4 (Figura 38),
enquanto que os valores de medianas foram semeshantre estes dois grupos, tanto

para IgG total, como para as subclasses.
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Figura 38. indice de reatividade de anticorpos IgG e suas subclasses anti-rSAG1 de T. gondii em criangas com
toxoplasmose congénita com déficit auditivo ausente ou presente. a. IgG total ; b. IgG1; c. IgG2; d. I1gG3; e. IgG4.
A linha horizontal pontilhada corresponde ao ponto de corte da reagdo. As linhas horizontais continuas
correspondem as médias das determinagodes. Asterisco indica médias significativamente diferentes.
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6.6.3 Associacdo dos Resultados de ELISA Utilizando Antépo Recombinante
MIC3 (rMIC3) de Toxoplasma gondii

Quando o antigeno recombinante rMIC3 foi utilizad@o foi observada
diferenca estatistica significante na proporcaa@rthncas com sorologia positiva para
lgG total entre o grupo que apresentava déficiitaode as criancas sem alteragdes
auditivas (Tabela 15). O mesmo foi observado qudodaom analisadas as diferentes
subclasses de IgG para rMIC3.

Apesar disso, os valores médios de IR apresentdifarenca significativa entre
0S grupos ao se pesquisar IgG1 e IgG4 (Figurala)s valores de mediana de IR entre

0S grupos nao apresentaram diferenca significativa.
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Figura 39. indice de reatividade de anticorpos IgG e suas subclasses anti-rMIC3 de T. gondii em criangas com
toxoplasmose congénita com déficit auditivo ausente ou presente. a. IgG total ; b. IgG1; c. IgG2; d. I1gG3; e. I1gG4.
A linha horizontal pontilhada corresponde ao ponto de corte da reagdo. As linhas horizontais continuas
indica médias significativamente diferentes.
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6.7 Associacdo dos Resultados do ELISA e o Diagniést de Alteracbes
Neurologicas (Calcificacbes Cerebrais) em Criangca®m Toxoplasmose Congénita

As analises de associacdo entre resultados doAEtI8lteracdes neuroldgicas
foram realizadas para apenas 156 criancas entt@agom toxoplasmose congénita
confirmada. Em 19 criancas ndo foi possivel fazeregames neurologicos. Vinte
criancas apresentaram calcificacdes cerebrais. 3&s ctiancas infectadas mas sem

calcificacdes cerebrais foram consideradas conepéetia na analise neurologica.

6.7.1 Associagdo dos Resultados de ELISA Utilizando Antégos Soluveis Totais
(STAQ) deToxoplasma gondii

Uma associacdo entre os resultados de ELISA pesgusa de 1gG total
utilizando STAg e o diagndéstico de alteracbes régreas foi avaliada, ndo sendo
observada diferenca estatistica significante asralcé teste exato de Fischer (Tabela
15). Apenas para a subclasse IgG3 foi observadzciagdo entre a sorologia e as
alteracdes clinicas. As criangas com alteracOemldgcas apresentaram cerca de 32%
menos chance de serem positivas para 1gG3 quanupacadas com aquelas sem
alteracOes (Tabela 16).

As médias de IR apresentaram diferenca estatisiitaficante entre criancas
com e sem alteragcBes neuroldgicas ao se pesgsisabelasses IgG3 e IgG4 (p=0,0016
e p=0,018, respectivamente) (Figura 40). Diferegigaificante também foi observada
para os valores de mediana entre as criancas emalteracdes neuroldgicas ao se
pesquisar IgG3 (p=0,0054).
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Tabela 16. Associagdo entre os resultados de ELISA para pesquisa de subclasses de IgG utilizando proteinas totais e recombinantes de T. gondii e o diagndstico de alteragées neuroldgicas
em criangas com toxoplasmose congénita

IgG total IgG1 1gG2 1gG3 IgG4
Antigenos OR IC95% p OR IC95% p OR IC 95% p OR IC95% p OR IC 95% p
STAg 1,12 0,05-22,61 1,000 2,49 0,13-45,24 10,5949 0,70 0,27-1,76 0,6077 0,32 0,11-0,88 0,0334* 1,12 0,43-2,91 0,8104
rSAG1 0,47 0,01-12,08 1,000 0,92 0,10-8,07 1,0000 0,30 0,03-2,43 0,4784 1,09 0,29-4,08 1,0000 0,27 0,03-2,15 0,2738
rMIC3 1,22 0,33-4,49 1,000 4,70 0,26-82,10 0,2183 5,68 1,96-16,46 0,0007* 1,43 0,57-3,60 0,5918 4,07 1,14-14,50 0,0273*
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Figura 40. indice de reatividade de anticorpos IgG e suas subclasses anti-STAg de T. gondii em criangas com
toxoplasmose congénita com alteragdes neuroldgicas ausente ou presente. a. IgG total ; b. 1gG1; c. 1gG2; d. IgG3;
e. 1gG4. A linha horizontal pontilhada corresponde ao ponto de corte da reagdo. As linhas horizontais continuas

correspondem as médias das determinagdes. Asterisco indica médias significativamente diferentes.

90



6.7.2 Associacdo dos Resultados de ELISA Utilizando Antégmo Recombinante
SAG1 (rSAG1) deToxoplasma gondii

Quando o antigeno recombinante rSAG1 foi utilizao@o foram observadas
diferencas estatisticas significantes entre crewga sorologia positiva para IgG total
e para as subclasses de IgG anti-rSAG1 as quaseapiavam alterac6es neuroldgicas e
aguelas sem alteracOes (Tabela 16).

Apesar disso, os valores médios de IR nos grugosridncas com e sem
alteracOes neuroldgicas apresentaram diferencdisigiva ao se pesquisar anticorpos
IgG1 (p=0,0162) e anticorpos IgG2 (p= 0,0328) (Fagdl), enquanto os valores de
mediana foram distintos para IgG2 (p=0,0325) e 1¢6520,0321).
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Figura 41. indice de reatividade de anticorpos IgG e suas subclasses anti-rSAG1 de T. gondii em criangas com
toxoplasmose congénita com alteragoes neurolégicas ausente ou presente. a. 1gG total ; b. I1gG1; c. I1gG2; d. 1gG3;
e. 1gG4. A linha horizontal pontilhada corresponde ao ponto de corte da reagdo. As linhas horizontais continuas
correspondem as médias das determinagoes. Asterisco indica médias significativamente diferentes.
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6.7.3 Associacdo dos Resultados de ELISA Utilizando Antégmo Recombinante
MIC3 (rMIC3) de Toxoplasma gondii

Quando o antigeno recombinante rMIC3 foi utilizadbservou-se diferenca
estatistica significante (P=0,0007) entre criarogas sorologia positiva para IgG2 anti-
rMIC3 as quais apresentavam alteracdes neurolégicagielas sem alteracdes (Tabela
15). Cerca de 24% das criangcas que apresentarastogar positiva (16/65) tinham
alteracOes neuroldgicas, enquanto 5% daquelas cmtogia negativa (5/92), também
tinham alteragbes. As criancas com alteracdes ligicas tiveram 5,68 vezes mais
chance de apresentar sorologia positiva para Ig@2rMIC3 do que aquelas sem
alteragbes (Tabela 16).

Criancas com sorologia positiva para IgG4 tambémresentaram diferenca
significante (P=0,0273) entre aquelas que possaitaractes neuroldgicas e aquelas
sem alteragdes. Cerca de 18% das criancas conogiarpbsitiva (18/99) apresentavam
alteracdes neuroldgicas, enquanto 5% (3/58) damgas com sorologia negativa
também apresentavam alteracdes. Criancas comcaksraneurologicas tiveram 4,07
vezes mais chances de apresentarem resultadosqeopiara IgG4 anti-rMIC3 quando
comparadas com aquelas sem alteracdes neurologicas.

Os valores médios de IR dos grupos apresentar@meii¢a significativa entre
0S grupos ao se pesquisar anticorpos IgG1l, IgGgGt 1(P<0,0001 P=0,0192 e
P=0,0049, respectivamente) (Figura 42). O mesmmligervado para os valores de
mediana de IR para IgG1 (p=0,0024), IgG2 (p=0,0@0IgG4 (p=0,0002).
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Figura 42. indice de reatividade de anticorpos IgG e suas subclasses anti-rMIC3 de T. gondii em criangas com
toxoplasmose congénita com alteragdes neuroldgicas ausente ou presente. a. IgG total ; b. 1gG1; c. 1gG2; d. IgG3;
e. IgG4. A linha horizontal pontilhada corresponde ao ponto de corte da reagao. As linhas horizontais continuas
correspondem as médias das determinacGes. Asterisco indica médias significativamente diferentes.
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7. DISCUSSAO
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A realizacdo de um teste sensivel e especificozcdealistinguir, logo apés o
nascimento, uma crianga com toxoplasmose congénitaa crianca nao-infectada, €
importante para estabelecer os cuidados necess@ricscém-nascido (BUFFOLANO
et al, 2005). Em 20% a 30% dos casos de infeccdo agatiama o parasito atravessa a
placenta (DUNN,et al.,, 1999; LEBECH et al, 1999). Portanto, € importante a
realizacdo de testes diagnosticos em recém-naspigi@s a exclusdo daqueles nao-
infectados, a fim de se evitar a aplicacao de @tarimento desnecessario nestes, além
de minimizar ou até mesmo evitar, em criancas coroplasmose congénita, as
sequelas provocadas pela infeccdo (BUFFOLAdI@I, 2005).

O padréo-ouro do diagnostico da toxoplasmose catagéra realizacdo de testes
soroldgicos nas criancas apos 12 meses, quandissera um declinio ou permanéncia
dos niveis de anticorpos IgG para gondii no organismo (RILLING.et al., 2003;
MONTOYA & LIESENFELD, 2004; SENSINI, 2006; MACHADGCet al, 2010).
Porém, PETERSEN (2007) afirma que a presenca deogis maternos na crianca,
associado ao tratamento continuo com sulfadiazipigiraetamina, podem mascarar e
retardar a producdo de imunoglobulinas pelo recaéseido, e consequente confirmacéo
da infeccdo (PETERSEN, 2007). Devido ao fato dehse@r um método diagnostico
gue possa excluir ou indicar com absoluta certezafeccao poil. gondii no presente
estudo optou-se por utilizar a persisténcia de &®s 12 meses, como teste de
referéncia.

No presente trabalho foram testados diferentesawgis para a realizacdo do
teste de ELISA indireto em plasmas coletados dengas com aproximadamente 2

meses de vida, a fim de buscar uma alternativa pamiagndstico precoce de
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toxoplasmose em recém-nascidos. Para isso foraadosstrés diferentes antigenos

(STAg, rMIC3 e rSAG1) para a deteccao de anticofgGse suas subclasses.

7.1 Sensibilidade e Especificidade do ELISA em 2t&cém-nascidos com suspeita

de toxoplasmose congénita

Os anticorpos IgG das 217 criangas com suspeit@xdgplasmose congénita
reagiram tanto com os antigenos totaisTdgondii (STAg) quanto com as proteinas
recombinantes SAG1 (rSAG1) e MIC3 (rMIC3). A serlglade para IgG total oscilou
entre 86% e 99%. Apesar disso a especificidadeedte tvariou entre 7% e 35%,
dependendo do antigeno utilizado. Ao serem comparad propor¢gdes de amostras
reativas de recém-nascidos infectados e aquelesfa@bados, observou-se diferenca
significante ao se utilizar antigenos recombinantst® também foi observado por
BUFFOLANO et al. (2005), sendo que ao utilizarem antigenos reccanit@s em teste
de ELISA para pesquisa de IgG mais de 75% das &msode criancas infectadas
reagiram, sendo diferenciadas estatisticamenteetig|nédo-infectadas.

Para a subclasse 1gG1, observou-se comportameantlsnte, com valores de
sensibilidade acima de 90% dos casos, porém, cpetifisidade variando entre 16%
(para STAQ) e 69% (para rMIC3). Além disso, a prgao de criangas infectadas que
se apresentaram positivas no teste de ELISA ferelite daquelas n&o infectadas.

Todos os testes para IgG total e IgG1 apresentattrsensibilidade e baixa
especificidade, indicando que séo capazes de fidantos individuos positivos, mas
nao conseguem diferenciar os recém-nascidos néctafos (apenas com anticorpos
maternos adquiridos passivamente). Ainda assim,raaes de verossimilhanca

negativas sao baixas, principalmente para a pesaasigG total e IgG1, os quais
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indicam que a probabilidade de uma crianca quesapteu um teste negativo nao estar
infectada é alta. Isto é observado principalmentando € utilizado rSAG1l para
pesquisa de anticorpos IgG totais.

Porém, os altos niveis de IgG, principalmente Iggtontrados nos recém-
nascidos podem ser explicados pela transferénciaiaa de anticorpos maternos
durante a gestacdo, 0s quais decrescem apos omeasti (SIMISTER, 2003;
BUFFOLANO et al, 2005; CORRE/et al, 2007, PETERSEN, 2007).

A pesquisa das subclasses IgG2, 1gG3 e IgG4 formasadas, apresentando
maior indice de especificidade (apesar da baixailsédade) e maiores razbes de
verossimilhanca positiva no ELISA em comparacdo dg® total. Estes dados
demonstram que as criangcas com reacao positivaste, tmuito provavelmente estéo
infectados, ja que anticorpos IgG2 e IgG3 espeaxsfigaral. gondiisdo sintetizados
pelos recém-nascidos, e a presenca destes indio@nresposta frente a infeccéo
(BUFFOLANO et al, 2005; PETERSEN, 2007; CANEDO-SOLARESal, 2008).

Para 19gG2, a sensibilidade variou entre 13% (fafd51) e 95% (para rMIC3),
enquanto a especificidade oscilou entre 27% (pBHC3) e 73% (para rSAG1).
Diferenca estatistica entre a proporcdo de criamfastadas e néo-infectadas reativas
pelo teste de ELISA foi encontrada apenas utilivarglantigenos STAg e rMIC3.

Para IgG3, este comportamento também foi observgorém com
especificidades mais altas, variando entre 85%a(fRarAg) e 100% (para rMIC3), e
sensibilidades moderadas variando entre 44% (pE3) e 46% (para STAQ).

Para IgG4, dependendo do antigeno utilizado, sitsédade variou entre 16% e
62%, enquanto a especificidade apresentou val@igsaade 76%. Ao ser utilizado o

antigeno recombinante rMIC3 foi observada diferesigaificante entre a proporcéo de
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criancas infectadas e nao-infectadas. Apenas ckrd&@®b das criancas ndo-infectadas
reagiram ao antigeno, enquanto 62% daquelas ideescfaram reativas.

Segundo BUFFOLANOet al (2005), essas diferencas significantes podem
indicar que o plasma de criancas infectadas recenmeim repertério mais complexo
de antigenos do que o plasma das méaes. Afirmana,ague rMIC3 reage com maior
frequéncia com anticorpos IgG em criancas com tiasopose congénita, apesar de
aguelas nao infectadas apresentarem anticorposnositésto sugere que 0s anticorpos
anti-MIC3 indicam a ocorréncia de replicacdo atda parasito nos individuos
infectados (BEGHETT(@t al, 2005; BUFFOLANCet al, 2005).

De uma forma geral, todas as criancas reagiram ebgam antigeno
recombinante, fato este também observado por BURNQ. et al. (2005), o que
demonstra a imunogenicidade destes antigenos. Ewaoeas subclasses, 98% das
amostras testadas para IgG1 reagiram com algurgeantirecombinante, seguido de
61% para 1gG4, 48% para IgG2 e 41% para 1gG3.

Estudos demonstram que a combinacédo de antigeoosbinantes aumenta a
sensibilidade do teste (AUBERG@t al., 2000; BEGHETTOet al., 2006; HOLEC-
GASIOR & KUR, 2010). Através dos achados descnitopresente trabalho, pode-se
sugerir que a pesquisa de subclasses de IgG enm-rexsridos suspeitos de
toxoplasmose congénita, utilizando uma combinac@oadtigenos recombinantes,
poderia ser uma importante ferramenta complemeotaiagnostico da infeccdo, sendo
capazes de detectar grande parte de criancasaidésctonT. gondii.

Ao testar amostras de pacientes adultos infectadwdizando STAg,
HUSKINSON et al (1989), observaram que a infecc@m @. gondii provoca uma
resposta predominante de anticorpos IgG1l. Uma séspuenor é observada para as

subclasses IgG2 e 1gG3, enquanto IgG4 pode ndesanhecida. No presente trabalho,
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este comportamento também foi observado, ao seantiSTAg, rSAG1 e rMIC3,
exceto para IgG4, a qual foi detectada em niveisideraveis nos testes com rMIC3.
Ainda, uma combinacdo dos antigenos recombinatiteados neste trabalho, poderia

aumentar a resposta de IgG4, sendo a segundassédaotais predominante.

7.2 Andlise comparativa de maes e respectivos fikho

Uma analise comparativa do ELISA anti-STAg em @& suspeitas de
toxoplasmose congénita e de suas respectivas wmiaesalizada, observando evidéncia
de associacdo entre a infeccdo Ppogondiie o resultado da sorologia ao se pesquisar
IgG2, IgG3 e IgG4. Estes resultados indicam quenceAs positivas para essas
subclasses, tém maiores chances de apresentafasage congénita e de produzir
uma resposta frente a infeccdo pdbr gondii Corroborando nossos resultados,
CORREAEet al.(2008) relatam que anticorpos IgG1 provavelmenbeps@venientes de
transferéncia passiva. De fato, no presente esndilm,houve diferenca significativa
entre maes e recém-nascidos ao se analisar Ig@ tgf@1. Assim, nao se pode afirmar
que anticorpos presentes nas criancas sao resultaddeccdo congénita. Ja para as
demais subclasses houve menor chance de haveleténtsa de anticorpos maternos
para as criangas, devido a maior probabilidadeedengontrar estes anticorpos em
criancas ndo-infectadas, mas com maes infectadadp sssa diferenca significativa
estatisticamente. Estes dados reforcam a idéiaadiigiio de 1gG2, 1gG3 e IgG4 pelos
recém-nascidos apos infeccao pogondii

Os valores médios de IR encontrados no preserialtiatambém concordam
com o exposto acima, sendo que os maiores nivaigomée anticorpos encontrados

foram para IgG1, provavelmente provenientes da mBen disso, comparando-se 0s
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valores médios de IR para subclasses de IgG erfies @ seus respectivos recém-
nascidos ao utilizar STAg, observou-se diferengatistica significante para todas as
subclasses, exceto para 1gG2. Ainda, comparandods@cas com toxoplasmose
congénita confirmada e suas maes, essa diferengaafdida, com maiores médias de
IR observadas nas maes, exceto para IgG2. Estes,dad conjunto com a associacao
entre sorologia de mées de recém-nascidos, sugguemapesar de haver intensa
producdo de anticorpos maternos durante a gesfmgaocontrolar a infeccéo, o feto
também pode ser capaz de montar uma resposta Hwootia o parasito.

Porém, estudos posteriores precisam ser realizpdos observar se essas
diferencas em ELISA utilizando STAg apresentam am@mento semelhantes em

testes utilizando proteinas recombinantes.

7.3 Associacao de anticorpos IgG e morbidade

7.3.1 Associacao de anticorpos IgG anfi- gondii e leséo ocular

Segundo LUet al. (2004), o olho € um local imunologicamente prividetp,
sendo que a patogenia da toxoplasmose ocular éipdaico entendida. Varios fatores
podem estar envolvidos com as lesdes oculares #adas em individuos infectados
com T. gondii Entre eles, a lise de células da retina indupidl@ parasita ou por
toxinas soluveis liberadas por este, reacfes derdapsibilidade, mecanismos auto-
imunes e danos provocados pela propria respostaoidgica (WHITTLEet al, 1998;
NOROSEzet al, 2003; CHARLESet al, 2010). Além disso, sabe-se também, que a
gravidade das lesdes oculares estd associada iadqéa gestacdo em que a méae se

infecta (PINARDet al.,2003).
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Linfocitos B tém grande importancia no controle idgeccdo (JOHNSON &
SAYLES, 2002), sendo que anticorpos IgG sdo a jpahclasse envolvida na resposta
humoral frente adl. gondii (LU et al, 2004). Entre todos os testes realizados para
pesquisa de IgG total, apenas ao empregar rMIC3ocamtigeno, foi possivel
diferenciar estatisticamente a proporcdo de creargan lesdes oculares ativas e
cicatrizadas e aquelas sem lesdes, apesar dosvatédios de IR entre 0s grupos nao
terem diferencas significativas. Segundo ISMAdilal., 2003, a proteina MIC3 confere
protecdo altamente eficaz contra a fase cronicainfleccdo em camundongos
imunizados. Porém, sugerem que anticorpos anti-Mi&8 inibem a invasao celular
por T. gondii ISMAEL et al.,2009) Poderia se especular, no presente trabalho, que
estas observacdes talvez explicariam a associagé® & presenca de IgG total e a
auséncia de lesao ocular (indicando protecdo caniméeccéo), com maiores niveis de
IgG em criancas sem lesbGes, apesar de ndo hawserdih nos niveis médios de
anticorpos de criancas com e sem lesdes oculares.

De acordo com varios autores, IgG1l é produzidoasrhiente Thl durante os
momentos iniciais da infec¢do, sendo que com aspénsia da infeccdo esta subclasse,
induzida por IL-10 e TGIB; pode regular positivamente a producéo de citscpra-
inflamatorias, contribuindo com a atividade de E&uefetoras (HUSKINSONt al,
1989; ABBAS & LICHTMAN, 2005; LUet al, 2004; CANEDO-SOLARES:t al,
2008). Porém, a falta de atividade imunorreguladt@raesposta Thl, faz aumentar a
reacao inflamatodria no olho devido a atividade apmante e fixadora de complemento,
com producdo de oOxido nitrico e TNEdevando a lesdo da retina (GEIGERal,
1994; LUet al, 2003; JONESt al, 2006). Através dos exames clinicos oftalmolégicos
previamente realizados nos recém-nascidos, obsse/esta reacao inflamatdria inicial

intensa na retina, a qual evoluiu, em alguns capasa uma lesdo destrutiva
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caracterizada pela cicatrizacdo. Segundo GAZZINE:i &lI(1994), a observacao de
multiplas lesdes desse tipo encontradas em congamolesdes ativas, ndo sdo comuns
em individuos imunocompetentes.

A analise das proporcdes de testes positivoslg@d utilizando STAg, rSAG1
e rMIC3 como antigenos no presente trabalho n@mfaapazes de diferenciar criancas
com algum tipo de lesdo ocular e aquelas sem ledtsies dados poderiam ser
explicados pelo fato de que, tanto na fase in@maho na fase crénica da infeccdo, esta
subclasse de IgG néo teria a capacidade de reamtes antigenos em individuos
infectados. Apesar de ser a primeira subclassepoméer frente a infec¢éo, anticorpos
IgG1 ainda sao identificados numa fase crénicantecea infeccédo, na qual apesar de
haver um controle da mesma, ainda representa usposta imunologica ativa
(HUSKINSON et al, 1989). Ressalta-se ainda, a possibilidade de lgi@Glvessar a
placenta, e com isto, anticorpos das maes destag;as (que sdo pacientes em fase
cronica recente) serem identificados no plasmael¥m-nascidos.

Porém, apesar de ndo haver associacdo entreigera® utilizados nos testes
para IgG1 e as lesdes encontradas nas criancasyobse que o0s niveis médios de IR
foram diferentes entre os grupos, dependendo dgeaat utilizado. Enquanto o IR dos
ELISAs empregando rSAG1 foi menor em criangcas caxT Lao serem comparadas
aquelas com LA ou LC, ao se utilizar rMIC3 obsergeuque criancas sem lesdes
apresentavam menores valores médios de IR quamdpatadas com criangcas com
algum tipo de lesdo ocular. Esse comportament@aake ndo associar o tipo de lesao
com alguma subclasse de IgG, indica que dependdmdmtigeno utilizado no teste, a
deteccdo de uma determinada subclasse pode datadesn pacientes com diferentes

manifestacdes oculares.
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As proteinas do micronema tém a capacidade deimalna resposta especifica
de células T helper frente a invasdo do parasittotem pacientes com infeccéo
adquirida como naqueles com infeccdo congénitalcsam importante estimulador da
resposta humoral do hospedeiro (BEGHET&tGal, 2003; BEGHETTCet al, 2005).
BUFFOLANO et al. (2005) relatam que anticorpos produzidos contateina MIC3
podem indicar replicacdo ativa de gondii,sendo que em individuos com infeccao
latente, estes anticorpos desaparecem. Os testesremiizados utilizando rMIC3
estiveram de acordo com o que foi relatado nesstesias, ja que foram observados
maiores valores médios de IR em criancas com lesdalares, quando comparadas
com criancas sem lesdes oculares. Anticorpos Ig&ivos a rMIC3 podem ser
indicativos de resposta especifica linfoproliferaticaracterizada pela manutencédo da
les&o ativa.

Ja a proteina SAG1, apesar de ativar linfécitdSDA+ e estimular uma forte
resposta de anticorpos, ndo € capaz de induzioldepacdo de PBMC em individuos
infectados (BEGHETTCet al, 2005). Anticorpos anti-SAG1 podem ser detectados
tanto na fase aguda como na fase cronica da idfd@f@IGIONEet al, 2000), sendo
considerados anticorpos protetores. Porém, no meedeabalho ndo foi observada
diferenca entre as médias de IR de criancas séedesaquelas com lesdes oculares.

Os testes para IgGL1 utilizando STAg apresentammmportamento semelhante
aquele observado para rSAGL, sendo que estes raogigéivam células T de modo
semelhante no organismo infectado, demonstrandaqueteina SAG1 é a principal
determinante na resposta contra a infeccao (FATO€HI, 2002). Apesar disso, as
médias de IR para IgG1 ndo foram estatisticameafgeedtes entre o grupo de criangas

sem lesdes oculares e o0s grupos de criancas coesles
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Os resultados da sorologia para IgG2 apresentaagsociacdes muito
significativas com as lesdes oculares encontradagsetém-nascidos ao ser utilizado o
antigeno rMIC3. Além disso, as médias de IR de IffB@m maiores nas criangas com
lesGes oculares, indicando que esta subclassassstéiada a morbidade da infec¢éo.

Anticorpos 1gG2 apresentaram alta reatividade #8Videvido a capacidade
desta proteina desencadear uma maior resposta du(B&GHETTO et al, 2003;
BEGHETTO et al, 2005). A producdo de IgG2 em recém-nascidos iéna@sida de
maneira diferente daquela que ocorre em indivicachdtos (KAWANO & NOMA,
1996). Se num primeiro momento a producao defNta relacionada com o estimulo
de células efetoras na resposta contra a infeecfersisténcia desse estimulo, além de
desencadear efeitos patogénicos, induz a produgdgGPR (CANEDO-SOLARES:t
al., 2008). Em recém-nascidos citocinas pro-inflamasdpodem aumentar a producao
de 1IgG2, sendo no inicio da infeccdo estimuladalipry e numa fase tardia por IL-2
(KAWANO & NOMA, 1996). As criancgas incluidas neststudo apresentaram este
comportamento, as quais apresentaram lesbes xlulalieativas tanto de infeccdes
recentes como cicatrizadas e com maiores valoregoméde IR para IgG2 anti-rMIC3
(caracteristicas de uma resposta inflamatoria aaninfeccao), enquanto aquelas sem
lesbes oculares apresentaram menores médias derdRIgG2. Estas observacoes
também foram descritas por CANEDO-SOLARESal. (2008), apesar destes autores
nao conseguirem associar a presenca de anticg@@sclom o progndstico da infecgéo.

Anticorpos 1gG3 reativos aos antigenos testados apfiesentaram associacao
com as manifestacdes clinicas da infeccdo. Porémalores médios de IR para IgG3
foram diferentes dependendo do antigeno utiliz&dpadrdo de comportamento desta
subclasse estd mais relacionada a IgGl, sendodates da via classica do

complemento, a qual age na eliminacdo do paraSgoresultados aqui encontrados
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estdo parcialmente de acordo com CANEDO-SOLARES. (2008), ja que estes
autores relacionam a presenca desta subclassear@mdinicos. No entanto, no que se
refere a lesGes oculares, ndo se pode estabelaaarlacio entre a presenca de IgG3 e
as lesdes descritas nos recém-nascidos.

Ao medir a resposta de IgG4 para rMIC3 nos recastidos observou-se
associacdo da sorologia positiva com todos os tilgokesdes encontradas. Ainda, as
meédias de IR foram maiores nas criancas com les@asres, podendo indicar que
estes anticorpos nao foram protetores contra agaéte fato este também observado por
CANEDO-SOLARESet al. (2008). Esta subclasse esta ligada ao perfil tieioas
Th2, o qual é capaz de bloquear as funcfes pratetts organismo infectado, como
impedimento da ativacdo das vias do complementoNM2ER ZEE et al, 1986;
CORREA et al, 2007; CANEDO-SOLARESet al, 2008). VAN DER ZEEet al.
(1986) ainda relatam que niveis significantes de4lgpodem ser encontrados apos
estimulacao antigénica prolongada. No presentaltrabeste dado pode ser observado
pela sorologia positiva em criancas com lesdestrizedas, e naquelas com lesbes

ativas e cicatrizadas, caracteristicas de exposigd® antiga ao parasito.

7.3.2 Associacao de anticorpos IgG anfi- gondii e déficit auditivo

O déficit auditivo € um sinal clinico pouco estddanos casos de toxoplasmose
congénita, 0s quais quase sempre sao identificailolevantamentos epidemiolégicos
(ANDRADE et al, 2008; RESENDEet al., 2010). Os testes realizados no presente
trabalho utilizando diferentes antigenos pesquisaaticorpos IgG e suas subclasses,
as quais foram associadas com a avaliacao clingitivea das criancas estudadas.

Associacdes entre manifestacbes auditivas e dtadeudo teste de ELISA

foram encontradas quando se pesquisou anticorp®g, Igtilizando rSAG1 como
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antigeno. Porém, analisando o intervalo de cordigihfC95%), foi observado que o
valor “p” ndo tem significado estatistico, deviddvez ao baixo nimero de criancas

com comprometimento auditivo utilizadas no preséatealho.

7.3.3 Associacao de anticorpos IgG anfi- gondii e alterac6es neuroldgicas

Alteracdo neurologica é uma das consequéncias gnaves da toxoplasmose,
principalmente em individuos imunocomprometidos (BIALE, 2003). Em recém
nascidos, tais alteracdes sdo sinais sugestivtmxdplasmose congénita (JONESal.,
2001; HERMESet al., 2008; MACHADO et al., 2010). Segundo BHOPALE (2003),
as alteracdes neurologicas da toxoplasmose podeassada pela recrudescéncia de
uma infeccéo latente devido a uma disfuncéo ouessfp do sistema imune.

No presente trabalho, observou-se que os resaltatio sorologia estédo
fortemente associados as lesdes cerebrais quanddlitado o antigeno rMIC3 para
pesquisa de anticorpos IgG2 e IgG4. Essas altesapéerologicas, sendo a maioria
classificada previamente como calcificacdes cergbeacontradas nos recém-nascidos,
sao sugestivas de um processo inflamatoério focghreresso de cura (HERMES al,
2008). Trabalhos relacionados a encefalite caugal@atoxoplasmose demonstram que
h& intensa producao de IL-10 com o objetivo dev#tarelesdes causadas pelo proprio
sistema imune do individuo infectado (DECKERT-SCHER et al, 1997; WILSON
et al, 2005). A presenca de IL-6 (a qual favorece a ygadd de 1gG2) no sistema
nervoso, também impede a intensa resposta inflamatssim como o numero de
taquizoitos no cérebro de camundongos infectadosTcgondii(SUZUKI et al, 1997,
CORREAet al, 2007)

A imunorregulacdo pode favorecer a producédo decioids de perfil Th2,

responsaveis pelo aumento na producdo de IgG2 d. |I§Stes anticorpos estédo
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relacionados a citocinas nao-protetoras envolvidastoxoplasmose (NGUYERt al,
1998; CANEDO-SOLARE®t al, 2008), sendo importantes na inibicdo da ativaigio
vias do complemento (VAN DER ZE& al, 1986). De fato, trabalhos envolvendo o
papel da via classica do complemento em alterag@esologicas, indicam que a
presenca de componentes dessa via estdo corra@dorcom patologias nervosas
(STEVENSet al, 2007; HERMESet al, 2008).

De acordo com esses dados, o presente trabathondea, através dos niveis
meédios para IgG2 e IgG4 anti-MIC3 maiores nas caarcom alteracdes neuroldgicas
quando comparadas com aquelas sem alteracoes, stae subclasses podem ser
indicativas de uma infeccao controlada, porém caionprobabilidade de se encontrar
tais alteracdes no sistema nervoso devido a indepgar . gondii

No entanto, ao ser utilizado STAg como antigen@ pateste de ELISA, foi
constatada associacdo apenas da subclasse IgG8 diagnastico clinico da infeccao.
De forma contraria a rMIC3, os recém-nascidos ctisragdes neurologicas tiveram
menor probabilidade de apresentar sorologia paspgara IgG3 anti-STAg, sendo que
maiores valores meédios de IR foram encontradoseatesjsem lesdes. Diferente do que
foi relatado por CANEDO-SOLARESet al. (2008), esta subclasse apresentou
caracteristicas imunoprotetoras, provavelmente dded sua atividade fixadora de

complemento, necessaria para a lise do parasitSKNVSONet al, 1989).

7.3.4 Consideracgoes Finais

De um modo geral, pode-se observar que a respustaologica em recém-
nascidos apresentam respostas distintas a diferentigenos d&. gondii.Os testes de
ELISA utilizando diferentes antigenos para pesquiea anticorpos IgG e suas

subclasses apresentaram alta sensibilidade e bapexificidade principalmente para
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IgG total e IgG1, devido ao fato destas criancassgmtarem anticorpos maternos no
sangue no momento da coleta das amostras (idade aed5,6+16,6 dias). Porém,
para as demais subclasses maiores indices de fesgpade foram encontrados,
demonstrando a importancia da deteccéo de subslassgiagnostico da toxoplasmose
congénita.

Um padrdo de resposta frente a infeccdo foi obslervem que associacdes
foram estabelecidas mais frequentemente entre spdtados da sorologia utilizando
rMIC3 e as manifestacdes clinicas encontradas. dssoonstra que essa proteina é
bastante imunogénica, sendo que anticorpos antBMdGdem estar associados as
possiveis alteracdes encontradas em recém-nastgogxoplasmose congeénita.

Além disso, os testes utilizando STAg ndo consaguina maioria dos casos,
apontar o envolvimento das subclasses estudadasntamifestacfes clinicas. Essa
baixa associacao talvez, se deva ao grande nureegintijenos contidos em STAg, 0s
quais ndo demonstram diretamente um comportamespiecedico de determinado
anticorpo em manifestacdes clinicas especificas.

Comportamento semelhante foi observado ao utililcBAG1l nos testes
sorologicos. Apesar de anticorpos para SAG1 semadupidos tanto na fase aguda
quanto na fase cronica da infeccdo, no presentaltr@ demonstrou-se que esta
proteina, a qual € a mais prevalente na supertieigaquizoitos, ndo apresentou
associacdes entre seus anticorpos reativos e @rsitidlogia encontrada nas criancas
com toxoplasmose congénita. Talvez, ao se tentabedscer uma associacdo com
patologias ligadas ao sistema nervoso, anticorpas-SAGLl ndo sejam bons
indicadores de alteracdes, principalmente deviddifarencas na estimulacdo da

resposta imunolégica em locais como o olho e docére
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Os resultados encontrados no presente trabalhorddram claramente que as
subclasses de IgG anti-rMIC3 nos recém-nascidasaptaram um perfil caracteristico
predominante de resposta do tipo 2, 0 qual preealun casos de toxoplasmose
congénita. Além disso, a deteccdo destas subclaasegMIC3 foram capazes de
diferenciar criangcas com e sem manifestacdes alnic

Portanto, o uso de antigenos recombinantes asssc@apesquisa de subclasses
de 1gG em testes sorolégicos podem ser consideraupsrtantes ferramentas
auxiliares no diagnostico neonatal da toxoplasnuosgénita. Porém, o uso de outros

antigenos para a pesquisa de subclasses de Igt devéestados.
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8. CONCLUSOES
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- IgG total e IgG1 antF. gondiiapresentam alta sensibilidade e baixa especifieida
para detectar proteinas totais (STAQ) e recombasaiSAGL e rMIC3) em recém-
nascidos com toxoplasmose congénita.

- Os testes para deteccdo de anticorpos IgG2 amdiz STAg apresentaram
sensibilidade e especificidade moderadas, enqugudopara rSAG1 observou-se
baixa sensibilidade e alta especificidade e pariCBValta sensibilidade e baixa
especificidade.

- STAg, rSAG1 e rMIC3 apresentam alta especificedadbaixa sensibilidade para
detectar anticorpos 1gG3 e 1gG4 anti- gondii em recém-nascidos com
toxoplasmose congénita.

- IgG de criangcas com toxoplasmose congénita ami@®sealta reatividade para
rMIC3 deT. gondii principalmente anticorpos da subclasse 1gG4.

- Diferenca na propor¢cdo de recém-nascidos infestadm maes ndo infectadas
comparadas com a proporcdo de recém-nascidos febaitlos com maes
infectadas foi observada para as subclasses Ig§&23 b IgG4, o que sugere
producdo destes anticorpos durante a gestacdo pelodm-nascidos com
toxoplasmose congénita.

- Recém-nascidos com toxoplasmose ocular apreaemtaaiores niveis de IgG2 e
IgG4 para rMIC3 quando comparados com criancadesdes oculares.

- A ocorréncia e auséncia de déficit auditivo eméne-nascidos com toxoplasmose
congénita ndo esteve associada a presenca derpogidgG totais e subclasses nos
testes utilizando STAg, rSAG1 e rMIC3.

- A ocorréncia de alteracdes neuroldgicas em rewa@soidos com toxoplasmose

congénita estd associada a maior prevaléncia d2edgG4 anti-rMIC3.
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ANEXOS

Anexo-Tabela 1. indice de reatividade (IR) do ELISA pra pesquisa de anticorpos IgG e suas subclassesi-an
proteinas totais deToxoplasma gondii em plasma de 217 criangas avaliadas neste estudo.

Codigo do recém-nascido | Padrdo-ouro* | 1gG Total IgG1 1gG2 1gG3 1gG4
1001 Sim 2,104908 | 8,202403 | 0,800679 | 0,511086 | 0,843244
1002 Ndo 3,215189 | 5,153722 | 0,95985 | 0,19784 |0,380579
1003 Sim 3,384815 | 9,523498 | 1,008083 | 0,774873 | 0,582062
1004 Sim 4,698133 | 7,087306 | 0,318342 | 0,939739 | 1,093232
1005 Sim 2,364487 | 13,92415 | 0,805502 | 1,731099 | 1,201436
1006 Sim 3,037852 | 14,14754 | 1,427716 | 1,203526 | 1,186511
1007 Sim 4,695563 | 2,795661 | 1,123844 | 2,440025 | 1,179049
1008 Sim 3,78575 | 5,706398 | 0,168818 | 1,252986 | 0,858168
1009 Sim 1,711683 | 11,5211 |0,578804 | 3,923823 | 0,914136
1010 Sim NRT 9,294051 | 0,795855 | 0,362706 | 1,320833
1011 Sim 3,156076 | 3,939649 | 3,420199 | 1,121092 | 0,813394
1012 Sim 5,016825 | 8,874363 | 2,520677 | 0,362706 | 0,749965
1015 Sim 1,925001 | 8,596828 | 0,654503 | 0,461626 | 0,51117
1016 N&do 3,667525 | 3,811035 | 2,507251 | 0,54406 |0,999953
1017 Sim 4,310049 | 4,034417 | 1,419769 | 0,016487 | 0,51117
1018 Sim 4,428273 | 16,02259 | 0,65786 |1,714612 |1,007415
1019 Sim 1,416122 | 4,677487 | 0,654503 | 1,318932 | 0,220139
1020 Sim 2,829674 | 2,064593 | 1,990361 | 1,190524 | 0,375652
1021 Sim 4,672432 | 3,871957 | 1,490254 | 2,757797 | 0,478103
1022 Sim 1,934315 | 8,42083 | 0,37592 |0,527448|1,459922
1023 Sim 3,071424 | 19,49797 | 0,543741 | 4,269813 | 0,443953
1024 Sim 2,98952 |15,31385|1,416412 | 2,180116 | 0,230514
1025 Sim 1,437427 | 13,52305 | 1,087482 | 1,954067 | 0,145138
1026 Sim 2,64279 |5,288719 | 0,688068 | 0,929312 | 2,902768
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1027 Sim 3,072789 | 11,66531 | 1,413523 | 3,757436 NRT

1028 Nao 2,878948 | 18,64441 | 1,717307 | 3,52134 | 1,195258
1029 Sim 1,567109 | 28,63607 | 3,478011 | 1,542156 | 1,237945
1030 Nao 2,182759 | 3,464446 | 0,427777 | 0,10549 |0,674467
1031 Sim 2,487171|7,765714 | 1,453821 | 1,064942 | 0,093913
1032 Sim 1,6579 |17,22181 | 3,044035|0,261212 | 0,358577
1033 Sim 2,670091 | 10,76154 | 2,991338 | 3,697156 | 0,819605
1034 Sim 1,343236 | 5,489556 | 0,083695 | 1,230711 | 0,31589
1036 Sim 1,922029 | 7,882869 | 0,446376 | 2,12486 |0,093913
1037 Nao 3,004535 | 28,85364 | 1,599513 | 0,75852 |1,972175
1038 Sim 3,015456 | 24,45196 | 1,720407 | 0,899172 | 1,263558
1039 Sim 1,32276 |5,824286 | 0,409178 | 2,744394 | 0,949236
1040 Nao 1,268157 | 0,970714 | 0,350281 | 0,950324 | 0,107461
1041 Nao 2,652345 | 19,11303 | 3,592705 | 0,444077 | 0,119401
1042 Nao 1,035921 | 1,346819 | 0,675763 | 0,559537 | 0,328352
1043 Nao 2,816312 | 36,63899 | 0,275885 | 1,074666 | 1,39699
1044 Nao 2,419262 | 45,37957 | 0,991946 | 0,683878 | 0,728345
1045 Sim 1,392844 | 13,82551 | 3,772495 | 1,989464 | 0,089551
1046 Sim 1,634665 | 6,9265 |3,566575 |1,998345 (0,364172
1047 Sim 2,27776 | 7,393764 | 1,700344 | 3,561496 | 0,668645
1048 Sim 1,617769 | 7,091417 | 1,315249 | 3,401628 | 0,280592
1049 Nao 1,298862 | 8,053431 | 0,740568 | 0,142105 | 0,113431
1050 Nao 1,785671 | 8,273319 | 3,987218 | 0,639471 | 0,746255
1051 Nao 2,188001 | 20,06486 | 3,359216 | 0,932561 | 0,991027
1052 Sim 2,146818 | 32,92836 | 0,485813 | 1,607558 | 1,385049
1053 Sim 1,118288 | 4,122917 | 0,740568 | 0,46184 |0,107461
1054 Sim 1,745543 | 8,300806 | 3,987218 | 1,456572 | 2,549207
1055 Sim 2,228129 | 19,24028 | 3,359216 | 3,41051 |1,755192
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1056 Sim 2,071843 | 23,33571 | 0,485813 | 1,261178 | 0,453723
1057 Nao 1,128848 | 2,693639 | 0,793889 | 0,421504 | 0,560019
1058 Nao 1,768775 | 9,372764 | 0,314001 | 0,704431 | 0,713288
1059 Sim 1,468875 | 2,308833 | 2,618648 | 2,748437 | 0,100214
1060 Sim 2,765833 | 15,69879 | 0,497662 | 0,981585 | 1,137723
1061 Sim 2,94992 |22,53003 | 0,604303 | 2,084424 | 0,901926
1062 Nao 2,112474 | 24,25307 | 5,083258 | 0,727528 | 1,190778
1063 Nao 2,382569 | 11,49563 | 2,618648 | 1,379993 | 0,365486
1064 Sim 2,510827 | 19,80624 | 1,551348 | 1,293382 | 1,096459
1065 Nao 0,396843 | 5,134306 | 0,422915 | 0,490792 | 0,235798
1066 Sim 1,67489 | 24,10513 | 0,610658 | 3,412451 | 0,394961
1067 Sim 1,750336 | 9,050303 | 1,1561 |3,025591 (0,147373
1068 Sim 2,209045 | 15,87284 | 1,298389 | 0,369538 | 0,44212
1069 Nao 3,14306 | 28,89135|1,335938 | 0,554307 | 0,701498
1070 Sim 1,247869 | 20,62425 | 0,300388 | 3,799311 | 0,165058
1071 Sim 1,895191 | 11,28677 | 1,501942 | 1,062421 | 0,076634
1072 Sim 2,264874 | 18,77068 | 1,38732 |0,282927 | 0,53644
1073 Sim 2,362954 | 19,29281 | 1,331985 | 2,303837 | 0,583599
1074 Nao 1,186003 | 18,32686 | 0,314222 | 0,80259 |0,377276
1075 Sim 1,63415 | 13,29698 | 0,816187 | 2,607834 | 1,032483
1076 Sim 2,376534 | 11,88722 | 1,270722 | 1,430583 | 0,709123
1077 Sim 2,011377 | 6,99658 |0,713422 | 5,029394 | 0,243938
1078 Sim 3,971091 | 18,15042 | 0,252959 | 0,976075 | 0,693995
1079 Sim 3,56427 | 28,54177|1,098789|0,797252 | 1,425809
1080 Sim 2,724971 | 44,3354 |2,110624 | 1,587053 | 1,206454
1081 Sim 3,489136 NRt NRt NRT NRt

1082 Sim 4,467707 | 11,61566 | 0,766781 | 4,261946 | 0,281758
1083 Sim 3,619245 | 26,2921 |2,646923|0,491763 | 1,282094
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1084 Sim 2,913722 | 17,82904 | 1,018047 | 1,832935 | 0,745052
1086 Sim 3,5716 |7,759077 |1,692504 | 7,860757 | 0,364962
1087 Sim 4,134186 | 25,28204 | 1,077434 | 0,171372 | 1,353951
1088 Nao 3,958263 | 32,01576 | 2,078513 | 0,357646 | 1,879648
1089 Sim 2,103744 | 9,580241 | 0,262996 | 1,058036 | 0,325251
1090 Sim 3,892292 | 16,05379 | 1,700988 | 1,542348 | 0,226919
1091 Sim 4,159842 | 13,92655 | 0,869582 | -0,05216 | 0,404673
1092 Nao 4,19466 |36,53041 |1,650085 |2,041562 | 1,533596
1093 Sim 2,924717 | 26,76652 | 0,453879 | 3,010186 | 0,909568
1094 Sim 4,332099 | 7,988635 | 1,141061 | 0,602564 | 1,3344

1095 Sim 4,546505 | 12,09008 | 2,642681 | 3,623107 | 3,980032
1096 Sim 3,492801 | 12,38085 | 0,530233 | 2,232575| 0,7784

1097 Nao 4,137885 | 7,543089 | 0,29693 | 0,038626 | 0,532833
1098 Nao 10,4994 |5,912839|1,056224 |0,579388 | 0,9174

1099 Sim 10,12235 | 1,060299 | 1,480411 | 2,116698 | 0,8896

1100 Sim 5,15302 | 13,07384 | 1,043499 | 3,955289 | 1,566066
1101 Sim 6,400186 | 7,476223 | 0,682292 | 0,471236 | 0,0278

1102 Sim 8,159754 | 3,779504 | 1,390274 | 3,893488 | 0,657933
1103 Sim 10,43172 | 1,073035 | 1,607086 | 1,460058 | 3,229432
1104 Sim 5,182024 | 7,29473 |0,227088 | 0,533037 | 1,033233
1105 Sim 6,864248 | 8,673437 | 0,790185 | 3,290924 | -0,03243
1106 Nao 9,310241 | 3,750848 | 1,008025 | 0,339908 | 0,379933
1107 Sim 8,855847 | 0,646368 | 1,368695 | 3,854862 | 1,552166
1108 Nao 8,014735 | 8,498313 | 0,169546 | 0,563938 | 1,301966
1109 Sim 5,897453 | 3,754032 | 0,767579 | 1,630012 | -0,06487
1110 Sim 9,861314 | 3,371942|1,371778 | 2,943291 | 0,440167
1111 Sim 6,032804 | 0,251542 | 1,146745 | 2,286652 | 1,190766
1112 Sim 2,745699 | 6,648362 | 0,087342 | 1,058059 | 0,967455
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1113 Sim 6,013468 | 2,034628 | 0,430543 | 1,385827 | 0,595357
1114 Sim 7,792372|1,225871|1,322455 | 1,109812 | 0,292717
1115 Nao 2,419098 | 2,430689 | 0,492196 | 0,097755 | 0,193491
1116 Sim 5,466231 | 2,522344 | 0,027744 | 0,632535 | 1,128697
1117 Sim 5,555397| 1,37849 |0,294907 | 1,78835 | 0,833499
1118 Sim 2,271781|5,282991 | 1,015218 | 0,385271 | 0,53086
1119 Nao 1,539074 | 1,044866 | 0,639046 | 0,040252 | 0,213336
1120 Sim 3,605386 | 1,565467 | 1,053587 | 0,442775 | 1,227923
1121 Nao 3,136299 | 0,619587 | 0,318591 | 0,54628 | 1,218001
1122 Nao -0,06203 | 0,593924 | 0,247793 | 0,224262 | 0,124033
1123 Sim 4,272189 | 9,70076 | 1,70847 |0,230013 |0,587915
1124 Sim 4,489288 | 3,614871 | 0,967885 | 0,54628 |1,029471
1125 Sim 4,865333 | 0,769902 | 0,557069 | 1,449081 | 1,031952
1126 Sim 1,717405 | 8,351599 | 1,032162 | 0,787794 | 0,186049
1127 Sim 4,055091 | 7,028102 | 1,683318 | 0,465776 | 0,969935
1128 Sim 5,621301 | 4,465429 | 1,27064 |0,862548 | 1,034432
1129 Sim 4,915731 | 0,795565 | 0,441557 | 1,040808 | 1,046836
1130 Nao 3,310753 | 6,404848 | 0,454598 | 1,48246 |1,925955
1131 Sim 4,562946 | 6,459841 | 1,440182 | 1,645588 | 1,428656
1132 Sim 5,737604 | 2,009077 | 1,383358 | 1,568317 | 0,353571
1133 Sim 1,221179 NRt |0,681686 | 2,258033 | 1,351043
1134 Sim 5,619566 | 18,21279 | 0,490929 | 1,385156 | 1,575259
1135 Sim 8,471287 | 24,83049 | 0,544959 | 1,201995 | 0,980225
1138 Sim 3,724011 | 8,239121 | 1,070355 | 1,153342 | 0,799128
1139 Sim 5,244929|10,46387|1,189782|0,174575 | 0,911236
1140 Sim 7,78911 | 30,97683 | 1,256937 | 1,087519 | 0,664023
1141 Nao 9,600791 | 22,9451 | 0,6234 |0,7040250,321951
1142 Sim 5,334394 | 27,37575|0,685487 | 0,42356 |0,830748
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1143 Sim 7,414473 | 27,30034 | 1,538228 | 0,632478 | 1,431531
1144 Sim 8,197298 | 28,6201 |1,159373|1,319332|0,500173
1145 Sim 7,850618 | 9,822842 | 0,600593 | 2,492708 | 0,61803
1146 Sim 5,065997 | 18,77841 | 0,940169 | 0,394941 | 0,701393
1147 Nao 8,091057 | 15,87492 | 1,158105 | 0,154542 | 0,859493
1149 Sim 5,860006 | 5,76927 |0,390259| 1,2051 |0,987492
1150 Sim 4,948573 | 12,0853 | 0,548643|1,073703 | 0,929511
1151 Nao 8,124607 | 17,2324 |1,490079| 0,47303 | 0,532702
1152 Sim 8,202889 | 27,5153 |0,894554 | 0,450505 | 1,005611
1153 Sim 2,149959 | 20,98743 | 0,359849 | 1,708163 | 1,081712
1154 Sim 5,177794 | 32,00759 | 0,305365 | 0,754595 | 0,621486
1155 Sim 3,416449 | 19,75907 | 1,15177 |1,295201 | 0,706646
1156 Sim 0,35786 |29,07707 |1,737475|0,131397 | 0,98568
1157 Sim 3,282251| 25,2516 |1,789809|0,623198 | 1,081712
1158 Sim 3,950444 | 26,67299 | 0,753604 | 0,668248 | 0,887837
1159 Sim 2,197487 | 12,21342 | 1,323292 | 0,488047 | 0,353323
1160 Sim 0,824757|10,87977|1,629818 | 0,018771 | 0,603367
1161 Sim 2,916004 | 29,6737 |1,797285|0,938551 | 1,415104
1162 Sim 3,746352 | 22,70714 | 0,526326 | 0,435488 | 0,817172
1163 Sim 2,203078 | 7,071852 | 0,959948 | 0,289074 | 0,353323
1164 Sim 1,906725 | 9,405739 | 1,58197 | -0,03003 | 0,61605
1165 Sim 3,894528 | 12,45909 | 2,021572 | 0,397946 | 0,967561
1166 Sim 3,519893 | 12,8978 |0,888176|0,503063 | 0,670408
1167 Sim 2,08286 |14,56486|1,118444|1,761548 | 1,434355
1168 Sim 3,480752|7,773773 | 1,544589 | 0,907096 | 1,064592
1169 Sim 4,39777 | 8,59853 |1,637294|0,923294 | 0,566834
1170 Sim 4,193677 | 4,216438 | 1,205168 | 1,259406 | 0,680608
1171 Sim 6,254332 | 11,7952 |1,366655 | 0,988087 | 0,729368
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1172 Sim 6,55454 | 18,31534|2,139697 | 1,433536 | 1,26979
1173 Sim 5,0213353,687128 | 1,964753 | 0,69652 |0,674513
1174 Sim 3,248679 | 2,544299 | 1,588577 | 0,08909 |0,138153
1175 Sim 6,004158 | 16,24622 | 2,094541 | 0,672223 | 0,993484
1177 Sim 2,798367 | 0,727802 | 1,27793 | 0,52644 |0,536359
1178 Sim 3,874112|10,29148 | 2,425649 | 0,979988 | 1,749263
1179 Sim 5,553847|12,01174 | 2,20429 | 0,988087 | 0,784222
1180 Sim 6,122097 | 15,5906 |1,369078 | 1,40114 |1,564382
1182 Sim 4,40305 |5,130702 |2,181968 | 1,364694 | 0,071108
1183 Sim 5,746837 | 11,47641 | 2,194989 | 0,631728 | 0,713114
1184 Sim 6,211445 | 13,41321 | 1,04541 |1,287752|0,855331
1185 Sim 3,938442 | 1,642065 | 1,702047 | 0,301986 | 1,029852
1186 Nao 1,011415 | 0,469161 | 0,498523 | 0,434363 | 0,190514
1187 Sim 5,278656 | 6,772767 | 1,791334 | 1,464425 | 0,407987
1188 Sim 5,514534 | 6,405859 | 0,757085 | 0,293712 | 1,252717
1189 Sim 5,937941|10,38772|1,091914 | 0,649477 | 1,718217
1190 Sim 7,98467 | 13,95455| 1,50673 |0,819085 | 1,380325
1191 Sim 7,232315 | 3,993887|0,829632 | 0,326807 | 0,440338
1192 Sim 5,533449|6,129174 | 3,644054 | 0,537783 | 1,074784
1193 Sim 8,737025|15,71089 | 2,684211|0,277165 | 1,996798
1194 Sim 8,9959 |16,78756 |0,766386 | 0,897684 | 0,819568
1195 Sim 6,617488 | 1,90672 |2,367984 |0,628793 | 0,415176
1197 Sim 7,960401 | 5,822414 | 2,942774 | 0,488142 | 1,461203
1198 Sim 8,745115 | 12,57714 | 2,598644 | 0,521236 | 2,345474
1199 Nao 8,648037|1,4435740,902178 | 5,088256 | 0,699149
1200 Sim 3,923571|5,076568 | 2,762338 | 0,550194 | 0,636243
1201 Sim 5,298844 | 4,084111 | 3,071125|0,053778 | 0,735095
1202 Sim 6,390972 | 9,377215 | 1,404421 | 0,848043 | 0,841135
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1203 Sim 9,845333|2,424001 | 0,4669 |1,195533|4,942493
1204 Sim 6,301984 | 3,524726 | 3,197616 | -0,01728 | 2,267292
1205 Sim 7,361753 | 5,906623 | 3,606851 | -0,02298 | 1,730212
1206 Sim 8,97972 |10,37526 | 2,09082 |0,307366 | 0,904197
1207 Sim 8,163928 | 20,19949 | 0,6957 |0,321889|1,465072
1208 Sim 8,480934 | 14,30495 | 2,775359 | 0,185854 | 2,376068
1209 Sim 5,306759 | 6,699329 | 3,188315 | -0,00662 | 0,839612
1210 Sim 2,96421 | 12,17335|1,575556 | 0,282733 | 1,220327
1211 Nao 2,313731 | 2,015599 | 0,245015 | 0,357552 | 0,078182
1212 Sim 6,87532 | 8,084147|0,571701|0,311411 | 1,087756
1213 Sim 5,446736 | 5,611775|0,928723 | 0,011214 | 0,639057
1214 Sim 3,861707 | 4,060199 | 1,407085 | 0,218576 | 0,40111
1215 Sim 6,558315 | 11,70207 | 1,129401 | 0,285307 | 1,522859
1216 Nao 7,381706 | 7,380862 | 0,630038 | 0,309572 | 0,795422
1217 Nao 1,198035 | 0,362518 | 0,340687 | 0,140447 0
1218 Sim 3,931695 | 8,417663 | 2,27047 |0,197251|0,295734
1219 Sim 5,920186 | 4,27771 |0,728044|0,195781|0,571072
1220 Nao 8,752653 | 10,46951 | 0,543699 | 0,22648 | 0,975581
1221 Sim 6,924724 | 5,408765 | 1,038396 | 0,301986 | 1,374625
1222 Nao 1,280374 | 0,319016 | 0,396691 | 0,434363 | 0,292989
1223 Sim 5,83373 | 6,93859 |0,935723|1,464425|0,149799
1224 Sim 8,320373 | 2,234885 | 0,655706 | 0,293712 | 0,321627
1225 Sim 4,655216 | 16,95524 | 0,893721 | 0,649477 | 1,480365
1226 Sim 5,39183920,82723|1,374416 | 0,819085 | 0,956069
1227 Nao 0,555486 | 0,18341 |0,354688|0,326807 | -0,0022

*Persisténcia de IgG apés 12 meses

TN3o realizado

142



Anexo-Tabela 2. indice de reatividade (IR) do ELISA pea pesquisa de anticorpos IgG totais e suas subces
anti-rSAG1 de Toxoplasma gondii em plasma de 217 crian¢as avaliadas neste estudo.

Codigo do recém-nascido | Padrdo-ouro* | 1gG Total IgG1 1gG2 1gG3 1gG4
1001 Sim 3,876315|9,911378 | -1,46572 | 0,676373 | -0,4825
1002 N&do 4,447626 | 12,86573 | -0,96501 | 0,575637 | -1,73901
1003 Sim 2,426536 | 2,554086 | 0,946802 | 0,244646 | -3,62879
1004 Sim 3,372579 | 10,19728 | -0,42788 | 0,354976 | -1,42739
1005 Sim 3,507727 | 8,424671 | -0,13656 | 0,287818 | -0,81422
1006 Sim 3,882458 | 13,49472 | -0,4643 |0,359773 |0,080417
1007 Sim 2,887271|9,015542 | 0,436985 | 0,614013 | 3,538326
1008 Sim 3,593731 | 6,156491 | 0,264012 | 0,494088 | 4,573689
1009 Sim 2,580115 | 6,709241 | 0,391466 | 1,228025 | 1,196196
1010 Sim 4,189615 | 11,95083 | 1,338268 | 1,228025 | 3,779576
1011 Sim 2,365105 | 10,25446 | 0,591751 | 0,278225 | 1,336924
1012 Sim 2,979418 | 8,596214 | -0,7101 |0,263834 | -2,36223
1015 Sim 3,550729 | 18,0692 | -0,12745 | 0,402946 | 0,854425
1016 N&do 3,92546 | 22,11 |-0,03642 |0,417337 | -1,55807
1017 Sim 4,306334 | 9,835137 | 0,509816 | 0,398149 | -4,29223
1018 Sim 3,679735 | 7,910042 | 0,336843 | 0,446119 | -3,84994
1019 Sim 2,438823 | 4,803206 | 0,418778 | 0,757922 | -2,71406
1020 Sim 1,953515 | 2,820931 | 0,600855 | 0,095939 | -3,99067
1021 Sim 2,174668 | 3,183077 | -0,13656 | 0,081549 | -3,74942
1022 Sim 4,991404 | 6,497786 | -0,09083 | 0,504669 | 0,36341
1023 Sim 4,193598 | 4,340958 | -1,01931 | 0,445026 | -0,51057
1024 Sim 5,161876 | 5,665087 | -0,1312 |0,275274 | -0,58478
1025 Sim 4,500446 | 3,289845 | -1,25143 | 0,041291 | -0,51952
1026 Sim 3,654908 | 19,87558 | -0,12111 | 0,275274 | 0,104928
1027 Sim 2,823007 | 5,856198 | 0,736729 | 0,389971 | 0,007678
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1028 Nao 10,11919 | 11,48033 | 1,261522 | 0,734064 | 0,16379

1029 Sim 8,537211|5,501277|0,393595 | 0,714795 | 0,589901
1030 Nao 7,439374 | 6,743501 | -0,72664 | 0,334917 | -0,59502
1031 Sim 4,234511|0,491429 | -1,71567 | 0,513845 | -0,84454
1032 Sim 4,316337 |1,747304 | -0,55507 | 0,252334 | -0,7908

1033 Sim 3,675365 | 3,808576 | -0,10092 | 0,311977 | -0,64109
1034 Sim 3,52535 | 4,532069 | 0,181659 | 0,137637 | -0,29559
1036 Sim 3,348059 | 1,883812 | -0,35323 | 0,481729 | -0,09469
1037 Nao 10,75334 | 20,65368 | 2,220279 | 0,417499 | -0,18171
1038 Sim 9,587315 | 23,20638 | 0,272489 | 0,362444 | 0,399239
1039 Sim 7,043881 | 22,49654 | 0,888112 | 0,380796 | 0,39796

1040 Nao 0,211385|0,136508 | -0,52479 | 0,128461 | -0,23545
1041 Nao 5,871037 | 8,190487 | 0,343134 | 0,19728 | -0,75881
1042 Nao 3,873112 | 1,35143 |0,100922 | 0,206455 | -0,42739
1043 Nao 12,24724 | 26,81262 | -1,03049 | 0,61654 |1,196903
1044 Nao 10,15068 | 11,92204 | 2,006746 | 0,797875 | 2,292373
1045 Sim 3,560004 | 1,085273 | 1,301673 | 1,305614 | -0,97375
1046 Sim 5,147994 | 0,925674 | -0,50169 | 0,725341 | -1,91707
1047 Sim 4,950793 | 3,287738 | 0,881341 | 0,961077 | 0,355014
1048 Sim 3,39394 | 2,010947| 0,2983 |1,033611|0,486876
1049 Nao 14,4476 |17,33245|1,410146 | 1,496017 | 4,747038
1050 Nao 12,68316 | 13,19883 | 1,084728 | 1,196813 | 3,103833
1051 Nao 10,76304 | 16,45465 | 2,033865 | 0,661874 | 3,81386

1052 Sim 6,735984 | 8,969461 | 2,359283 | 0,689074 | 1,764924
1053 Sim 5,064962 | 0,638396 | 1,640651 | 0,734408 | 0,436159
1054 Sim 10,5866 |6,990434 | 1,979628 | 0,743475 | 1,054897
1055 Sim 5,013067 | 3,08026 | 0,74575 |0,598407 | 0,202865
1056 Sim 4,462979 | 3,926134 | 0,569482 | 0,834143 | 0,486876
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1057 Nao 12,79733 | 0,750115 | 1,274555 | 1,369082 | 3,671854
1058 Nao 12,70392 | 2,808942 | 1,532178 | 0,933877 | 3,732714
1059 Sim 3,933649|17,28457|0,718632 | 0,607473 | 0,933178
1060 Sim 4,826244 | 11,01233 | 1,450823 | 0,698141 | 0,902749
1061 Sim 8,500417 | 2,090746 | 1,572855 | 0,743475 | 1,927216
1062 Nao 11,6764 |1,675789 | -0,67795 | 0,598407 | -0,40573
1063 Nao 4,920009 | 23,66888 | 1,218657 | 0,458396 | 2,587438
1064 Sim 1,648296 | 3,776699 | 0,680181 | 0,261286 | 0,865484
1065 Nao 0,970318 | 1,36055 |0,580988 | 0,275037 | 0,189325
1066 Sim 2,556414 | 7,787976 | 1,147805 | 0,591331 | 0,036062
1067 Sim 2,556414 | 5,254538 | 1,30368 | 0,4859 |-0,15326
1068 Sim 2,245415 | 6,80275 | 0,65184 | 0,24295 | 0,054093
1069 Nao 5,821907 | 18,8835 |2,139736|0,673842 | 3,290644
1070 Sim 1,859776 | 0,867937 | -0,12753 | 0,779273 | -0,1172

1071 Sim 2,208095 | 6,966954 | -1,34619 | 0,293373 | -2,54236
1072 Sim 1,853556 | 8,304046 | 1,246998 | 0,19711 |0,324557
1073 Sim 2,114795 | 5,090334 | 0,765203 | 0,412556 | 1,289211
1074 Nao 0,81855 |0,633359 | 0,892737 | 0,559243 | 0,171294
1075 Sim 2,077475 | 4,597721 | 1,133635 | 0,531739 | 0,279479
1076 Sim 2,743014 | 5,86444 |1,147805 | 0,430892 | 0,19834

1077 Sim 3,520512 | 3,213713 | 2,408974 | 0,83428 |1,478536
1078 Sim 1,766476 | 1,290177 | -1,79965 | 0,591331 | -1,89325
1079 Sim 2,121015 | 3,026051 | 1,048612 | 0,233782 | 0,685175
1080 Sim 1,828676 | 11,37701 | 1,346191 | -0,01834 | 0,730252
1081 Sim 1,001418 | 1,78279 | -0,8644 |0,320877 | -1,55967
1082 Sim 1,268877 | 1,876621 | -1,71462 | 0,293373 | -0,66714
1083 Sim 4,349775 | 4,868587 | -0,9771 |0,526269 | 0,504517
1084 Sim 3,043677|1,397263 | -1,37279 | 0,352296 | 0,167767
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1086 Sim 5,294365 | 3,438576 | -1,00133 | 2,435623 | 0,148316
1087 Sim 4,256483 | 4,246369 | 0,024226 | 0,504522 | 0,200591
1088 Nao 6,822034 | 6,789824 | -0,22611 | 0,700242 | 0,150747
1089 Sim 4,419745 | 1,681082 | 0,750996 | 0,51757 | 0,674716
1090 Sim 5,002825 | 4,562936 | -1,0094 |0,800276|0,132512
1091 Sim 6,961973 | 5,599967 | -2,01073 | 0,561063 | 0,559224
1092 Nao 8,163117 | 15,14065 | 0,605642 | 0,400138 | 0,790207
1093 Sim 3,790019 | 1,735662 | 0,209956 | 0,19137 | 0,109413
1094 Sim 4,734608 | 4,388278 | 0,201881 | 0,413186 | 0,200591
1095 Sim 4,583007 | 4,955916 | 0,161504 | 0,77853 | -0,64189
1096 Sim 4,058235 | 3,37308 | 0,161504 | 0,804626 | 0,15561
1097 Nao 3,696726 | 1,681082 | 0,145354 | 0,417535 | 0,306357
1098 Nao 8,606258 | 14,85683 | 0,855974 | 0,534967 | 0,804796
1099 Sim 5,644212 | 6,538753 | 0,573341 | 0,38709 | 0,354986
1100 Sim 4,489714 | 2,477958 | 0,306859 | 0,64805 | 0,497223
1101 Sim 3,032015 | 1,419095 | 0,064602 | 0,091336 | 0,250435
1102 Sim 3,755034 | 3,547738 | -1,70387 | 0,374042 | -0,06443
1103 Sim 7,266674 | 5,549652 | 0,455153 | 0,31346 |0,938036
1104 Sim 6,43043 | 1,025237|0,098538 | 0,143669 | 0,211891
1105 Sim 4,325401 | 3,424886 | 0,187692 | 0,835895 | 0,254746
1106 Nao 6,257414 | 3,974651 | 0,269338 | 0,40924 |0,252365
1107 Sim 3,763099 | 2,399649 | 0,136077 | 0,226388 | 0,35474
1108 Nao 9,674481|16,47065| 0,122 0,50502 | 0,595201
1109 Sim 4,62818 |2,161913| 0,183 |0,113194|-0,13571
1110 Sim 5,017466 | 1,612148 | 0,107923 | 0,222035 | 0,128563
1111 Sim 3,344977 | 0,928657 | 0,089154 | 0,104487 | 0,716622
1112 Sim 8,074083 | 4,77701 |0,272153|0,539849 | 1,059457
1113 Sim 4,137967 |1,300119 | -0,11731 | 0,15673 | -0,11666
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1114 Sim 3,402649 | 1,069812 | 0,042231 | 0,261217 | -0,04524
1115 Nao 4,671434 | 0,950944 | 0,051615 | 0,104487 | 0,040474
1116 Sim 4,98863 |1,597289 | -0,04223 | 0,570324 | 0,142848
1117 Sim 4,714688 | 3,395169 | 0,211153 | 0,15673 | -0,1119

1118 Sim 3,864025 | 2,355073 | 0,075077 | 0,091426 | -0,90947
1119 Nao 1,744579 | 0,356604 | 0,070384 | 0,078365 | 0,483303
1120 Sim 3,388231|1,411558 | 0,084461 | 0,25251 |0,628532
1121 Nao 5,579768 | 2,236205 | -0,06569 | 0,104487 | 0,138087
1122 Nao -0,41812 | 0,09658 | -0,02815 | 0,195913 | -0,02857
1123 Sim 9,904644 | 6,430189 | 1,287383 | 0,871084 | 1,062953
1124 Sim 11,03218 | 5,071699 | 1,665635 | 1,043532 ( 0,916119
1125 Sim 9,219278 | 7,581672 | 0,418068 | 0,495235 | 0,798013
1126 Sim 8,268609 | 4,657682 | -1,22766 | 0,358161 | -0,57138
1127 Sim 7,870655 | 3,519138 | 0,36498 | 0,504079 | -0,00958
1128 Sim 9,241387 | 4,502426 | 0,19908 |0,375848 | 0,134066
1129 Sim 13,48623 | 16,67709 | 0,703416 | 0,605779 | 2,738781
1130 Nao 16,00661 | 15,26685 | 1,579367 | 0,663262 | 2,508953
1131 Sim 11,0764 |10,82911 | -1,12812 | 1,304415 | 1,554529
1132 Sim 10,8332 | 7,387602 | 0,637056 | 1,193871 | 0,868238
1133 Sim 8,312826|9,587063 | -0,073 |0,627888|1,302357
1134 Sim 6,743117 | 11,35957 | -1,83817 | 0,844553 | 0,526689
1135 Sim 8,180175 | 4,47655 | -0,35834 | 0,367005 | 0,296861
1138 Sim 5,880882 | 3,44151 |1,081668|0,747275|1,350238
1139 Sim 8,777107 | 5,886793 | 0,676872 | 0,548296 | 1,21298

1140 Sim 9,528798 | 5,809165 | 1,267475 | 0,649997 | 0,619258
1141 Nao 10,8111 | 14,50351 | -1,40683 | 0,256461 | -1,34705
1142 Sim 12,44713 | 17,99677 | -1,69882 | 0,159183 | -0,67672
1143 Sim 8,173356 | 7,867835 | 0,754418 | 1,0628 |1,048715
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1144 Sim 4,407302 | 1,502041 | 0,362291 | 0,635237 | 0,124847
1145 Sim 5,883188 | 10,1209 |0,647862|0,629129 | 0,653366
1146 Sim 5,160513 | 5,57901 | -0,05967 | 0,171025 | -0,49731
1147 Nao 6,229258 | 12,08786 | 0,443274 | 0,323727 | 0,068666
1149 Sim 7,613537 | 8,440041 | 0,400651 | 0,702425 | 1,165239
1150 Sim 5,944259 | 5,686299 | -0,02984 | 0,543616 | 0,771971
1151 Nao 9,089424 | 6,866474 | -0,6436 |0,568048 | -0,58262
1152 Sim 5,679618 | 4,720701 | -0,66065 | 0,806262 | -1,16316
1153 Sim 4,448016 | 6,008165 | -1,10818 | 0,067189 | -1,09449
1154 Sim 2,422489 | 4,291546 | -0,93343 | 0,042756 | -0,95924
1155 Sim 3,257128 | 5,865113 | -0,52852 | 0,360375 | -0,71787
1156 Sim 4,274981 | 6,043928 | -0,17049 | 0,372591 | -0,17479
1157 Sim 3,908554 | 19,70535 | 0,323931 | 0,445887 | 1,764505
1158 Sim 5,547297 | 16,55822 | 0,353766 | 0,299294 | 1,483599
1159 Sim 4,356409 | 5,042567 | -1,01441 | 0,054972 | -0,66585
1160 Sim 4,997656 | 6,365794 | 0,532781 | 0,287078 | 0,316279
1161 Sim 4,448016 | 14,48397 | -0,6777 |0,054972 | -0,64504
1162 Sim 4,336052 | 12,15938 | 0,055409 | 0,042756 | 0,670012
1163 Sim 5,031549 | 4,890074 | 0,829149 | 1,249395 | 0,970399
1164 Sim 3,450205 | 1,594917 | 0,345734 | 0,461961 | 0,261922
1165 Sim 4,056045 | 1,670148 | 0,636395 | 2,215313 | 0,283391
1166 Sim 2,033157 | 2,392375 | 0,336555 | 1,312389 | -0,54961
1167 Sim 4,056045 | 1,760427 | 0,284542 | 1,669359 | 0,03435
1168 Sim 5,021281|2,666219|0,128503 | 0,157487 | 0,158871
1169 Sim 4,990476 | 4,258126 | 1,04332 | 0,934421|0,704183
1170 Sim 3,881481 | 5,386605 | 0,734302 | 0,913423 | 0,489493
1171 Sim 2,94705 | 4,363451|0,937458 | 0,955419 | 0,583957
1172 Sim 4,980207 | 10,00584 | 0,471177 | 0,482959 | 0,824409
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1173 Sim 4,590005 | 3,520854 | 0,59356 |1,238895|0,373561
1174 Sim 0,893357(1,203711|0,342674 | 1,228396 | 0,012881
1175 Sim 3,080541 | 3,15974 |0,235588 | 0,82943 |0,107345
1177 Sim 4,035508 | 4,363451 | 1,000486 | 0,902924 | 0,631188
1178 Sim 4,333294 | 10,75816 | 0,461998 | 1,690357 | -1,50283
1179 Sim 3,789065 | 4,604193 | 0,663931 | 1,102407 | 0,850172
1180 Sim 5,503899 | 9,539407 | 0,385508 | 0,58795 | -1,40837
1182 Sim 2,259063 | 2,618071 | 0,229469 | 2,813763 | -0,05153
1183 Sim 3,081252 | 43,52509 | 1,07105 |0,599568 | -1,32735
1184 Sim 1,866192 | 24,29856 | 0,981485 | 0,824406 | -0,39392
1185 Sim 2,232454 | 6,275162 | 0,541123 | 0,344752 | -1,28453
1186 Nao 0,680201 | -2,8309 |0,235109 | 0,269806 | -0,76216
1187 Sim 2,44756 | 13,87141|0,294819|0,494644 | -0,71078
1188 Sim 2,744058 | 12,47955 | -0,05971 | 0,494644 | 0,702212
1189 Sim 2,49407 |11,55951| -0,62696 | 0,2773 |4,684266
1190 Sim 2,302218 | 10,96974 | 0,298551 | 0,509633 | 1,789783
1191 Sim 2,749872 | 11,3236 | 0,97029 |0,247322| 0,23978

1192 Sim 2,127808 | 2,854491 | -0,16793 | 0,254817 | 3,254152
1193 Sim 2,261523 | 28,42696 | -0,44409 | -0,08244 | 2,526249
1194 Sim 2,005721 | 19,15576 | 0,768768 | 0,19486 | -0,85636
1195 Sim 2,232454 | 6,912115 | 0,384384 | 0,359741 | -1,07901
1197 Sim 3,151016 | 34,72571 | 1,489021 | 0,202354 | -1,50719
1198 Sim 2,465002 | 16,34845 | 0,835942 | 0,801923 | 0,864919
1199 Nao 2,71499 | 44,75182|0,787427|0,314773 | -0,55663
1200 Sim 2,569648 | 12,97496 | 0,186594 | 0,007495 | 0,222652
1201 Sim 1,790614 | 7,431113 | 0,488877 | -0,25482 | -1,22459
1202 Sim 1,296451 | 3,37349 |0,522464 | -0,14989 | -0,6337

1203 Sim 4,08191 |8,901695 |1,112749 | 2,175925 | 1,621953
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1204 Sim 4,893325|22,80472 | 0,504939 | 2,166423 | 2,50335

1205 Sim 3,253937 | 3,550436 | 0,450478 | 0,864669 | 0,749642
1206 Sim 2,19413 | 0,298715| -0,05715 | -0,10452 | -0,42253
1207 Sim 1,962298 | 0,27311 0 0,199539 | -0,24534
1208 Sim 3,759001 | 1,425295 | 0,228601 | 0,722141 | 0,054519
1209 Sim 2,715754 | 2,423855 | 0,783294 | 1,026201 | 0,908657
1210 Sim 3,1463 |3,209048 |0,796742|1,035702 | 1,113105
1211 Nao 1,655947 | 0,588894 | 0,426946 | 0,522602 | -1,76734
1212 Sim 2,955866 | 1,382622 | 0,158004 | 0,66513 | -1,36753
1213 Sim 2,84823 |5,863341|0,295837 | 0,009502 | -0,20899
1214 Sim 3,303615 | 1,459434 | 0,134471 | 0,342067 | -0,7133

1215 Sim 2,260368 | 0,503547 | 0,107577 | 0,636624 | -0,07269
1216 Nao 5,174836 | 3,627249 | 0,026894 | 0,646126 | 0,322573
1217 Nao 2,52532 |1,109511|0,578226 | 0,56061 | -0,70875
1218 Sim 3,585126 | 3,439485 | 0,652185 | 0,380074 | -0,83142
1219 Sim 3,345014 | 1,792288 | 0,766486 | 0,522602 | 0,558824
1220 Nao 5,307311| 23,2656 |0,608482 |0,864669 | -0,82688
1221 Sim 2,690915 | 2,756709 | 0,356349 | 0,10452 | -0,65423
1222 Nao 0,389148 | 0,059743 | 0,184898 | 0,266052 | 0,149928
1223 Sim 3,597541 | 18,76905 | 0,141053 | 0,254036 | 0,188801
1224 Sim 3,136214 | 45,19391 | -0,49559 | 0,654335 | -0,83649
1225 Sim 1,873635 | 3,375137 | -0,16774 | 0,223244 | 0,322535
1226 Sim 2,365312 | 7,326517 | 0,167739 | 0,307922 | 0,039334
1227 Nao 0,283271 | -0,74088 | -0,14868 | 0,23864 | -0,19929

*Persisténcia de IgG apés 12 meses
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Anexo-Tabela 3. indice de reatividade (IR) do ELISA pea pesquisa de anticorpos IgG totais e suas subcies
anti-rMIC3 de Toxoplasma gondii em plasma de 217 crian¢as avaliadas neste estudo.

Cdédigo do recém-nascido | Padrdo-ouro* | I1gG Total 1gG1 1gG2 1gG3 1gG4
1001 Sim 0,856936 | 11,04162 | -0,48056 | -1,14531 | 0,856797
1002 Nao 2,807165|0,231869 | -1,06252 | -1,64661 | -0,51078
1003 Sim 4,61069 |0,073776 | -0,80681 | 0,132285 | -0,60415
1004 Sim 3,361379 | 6,590057 | 2,993565 | 1,590906 | -0,62063
1005 Sim 4,064626 | 3,456507 | 0,057314 | 0,139248 | 0,417414
1006 Sim 2,576631|2,810594 | 0,678953 | 0,738013 | 0,450367
1007 Sim 0,412168 | 9,610137 | 0,996386 | 3,390684 | 2,520959
1008 Sim 1,644014 | 9,590925 | 1,644477 | 3,115669 | -0,12083
1009 Sim 4,341733 | 1,44894 | -1,26091 | 3,481195 | -0,08788
1010 Sim 4,296325 | 13,11029 | 2,244072 | 7,453238 | 0,845812
1011 Sim 4,495423 | 7,122499 | -0,48056 | 0,567435 | 0,060415
1012 Sim 4,603704 | 2,583652 | -0,03527 | 0,64054 | -0,31306
1015 Sim 1,195752 | 0,087286 | -1,26532 | -0,79719 | -0,18674
1016 Nao 0,330666 | 0,069828 | -0,62605 | -0,97473 | -0,04943
1017 Sim 2,673269|0,916935 | -0,53787 | -0,54307 | -0,60415
1018 Sim 4,256738 | 4,068238 | -1,18155 | 0,090511 | -0,04943
1019 Sim 1,323827 | 0,231869 | 0,21603 | -0,92948 | -0,93369
1020 Sim 4,659591 | 6,459129 | 2,790761 | 2,65267 |2,965834
1021 Sim 3,640815 | 11,27724 | 0,11022 |0,999103 | -0,30757
1022 Sim 7,820618 | 16,34673 | 2,927434 | 1,883489 | -0,43938
1023 Sim 8,917042 | 3,730975 | -0,42859 | -0,11772 | -1,18198
1024 Sim 7,48279 |4,078778 | 5,459915 | 0,261863 | 0,163031
1025 Sim 5,010779 | 1,749553 | 4,230036 | -0,06006 | 1,120841
1026 Sim 4,583942 | 13,11111 | 11,90746 | 0,201802 | 11,65674
1027 Sim 0,055483 | 2,391624 | 2,273412 | 1,559164 | 0,957809
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1028 Nao 1,086309 | 0,042158 | -1,86345 | 0,336337 | -0,24455
1029 Sim 1,047874 1 0,579671 | 0,391325 | 0,317118 | 25,39213
1030 Nao 0,746458 | 0,179171| -0,29815 | -0,77117 | -0,73364
1031 Sim 8,211042 | 1,022329 | -2,47839 | -0,88409 | -0,61137
1032 Sim 3,657444 | 11,76206 | -0,65221 | -0,3988 |0,326063
1033 Sim 3,736338 | 4,142015 | 0,242249 | 0,485287 | 1,181977
1034 Sim 5,196888 | 17,71686 | 1,956625 | 0,903306 | 4,605636
1036 Sim 2,688464 | 6,904285 | 0,726746 | 0,391593 | 0,713262
1037 Nao -0,03699 | 3,063722 | -1,39759 | -0,15375 | -0,06114
1038 Sim 3,49561 | 2,940514 | 7,696057 | 0,965769 | 1,283872
1039 Sim NRt 3,343036 | 2,534295 | 1,030634 | 2,425091
1040 Nao 1,060011 | 3,980293 | -1,5094 | -1,43904 | -1,63031
1041 Nao 3,13553 | 0,398029 | -2,34795 | -1,14114 | -2,3232

1042 Nao 0,7282520,039803 | -2,96289 | -0,80961 | -1,48766
1043 Nao 5,755214|0,457734 | -2,79518 | 0,006762 | 0,101895
1044 Nao 6,926486 | 1,333398 | 0,068202 | -0,02705 | 0,194852
1045 Sim 0,746458 | 16,69733 | 0,242867 | 9,010637 | 8,003348
1046 Sim 4,144601 | 0,750656 | 0,088996 | 1,920466 | 1,075292
1047 Sim 4,874683 | 19,38403 | 0,726937 | 4,496866 | 5,159958
1048 Sim 4,289674 | 1,86791 | 0,48407 | 0,530833 | 0,808273
1049 Nao 1,398832 | -0,15711 | 0,009149 | -0,22315 | -0,20207
1050 Nao 3,655127 | 2,388176 | -0,08484 | -0,04734 | 0,079384
1051 Nao 1,241965 | 0,146158 | -0,11894 | -0,26711 | 0,129901
1052 Sim 2,336498 | 65,13749 | 0,596355 | 1,163099 | 5,592962
1053 Sim 1,776257 | 17,25457 | 0,191299 | 1,582356 | 1,075292
1054 Sim 3,604411 | 13,01556 | 0,349329 | 0,24682 |1,010341
1055 Sim 4,677714112,02048 | 1,00141 |0,794559 | 4,077449
1056 Sim 0,877514|12,63743 | 0,392579 | 1,528258 | 4,748605
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1057 Nao 2,474494 | 0,378128 | -0,12892 | -0,24682 | -0,2165

1058 Nao 0,332606 | 1,731427 | -0,06737 | -0,34149 | -0,05773
1059 Sim 1,241965 | 6,328666 | 0,003327 | 3,769929 | 0,324753
1060 Sim 1,92133 | 88,10378 | 0,461614 | 2,062472 | 8,046648
1061 Sim 2,152503 | 71,56567 | 0,25867 | 0,58155 | 6,560003
1062 Nao 1,396473 | 1,094581 | 0,264492 | 0,006762 | 0,591771
1063 Nao 4,121012|1,791132|0,020793 | 0,051384 | -0,15877
1064 Sim 3,237601 | 2,332431 | 0,268281 | 1,998845 | 2,002564
1065 Nao 0,037743 | -0,03045 | -0,27319 | 0,061661 | -0,08295
1066 Sim 0,014397|0,761237 | 0,564371 | 0,750209 | 3,75629

1067 Sim 4,362384|1,132721|0,022902 | 5,559769 | 2,654287
1068 Sim 4,375341|0,444563 | 0,567643 | 1,469588 | 0,485829
1069 Nao 4,415654 | 0,694248 | 0,024538 | 0,205537 | 0,296237
1070 Sim 1,744953 | 2,39333 |0,662523 | 3,293726 | 3,28231

1071 Sim 2,335243 | 7,387048 | 1,024048 | 4,043935 | 17,01587
1072 Sim 2,045857|1,711262 | 0,579094 | 1,443896 | 0,69912

1073 Sim 1,65713 | 1,157081 | 0,363161 | 4,717068 | 4,870142
1074 Nao 3,053669 | 0,170517 | 1,202356 | 0,056523 | 2,192156
1075 Sim 2,574238 | 0,109618 | -0,05562 | 0,755348 | 0,308087
1076 Sim 4,792863 | 0,840406 | 0,472763 | 0,452181 | 2,464695
1077 Sim 2,643345 | 0,036539 | 0,085065 | 3,355387 | 0,201441
1078 Sim 2,842028 | 4,037603 | 0,037625 | 8,504082 | 10,86599
1079 Sim 2,500812 | 1,82697 |0,045804 | 1,808723 | 1,244197
1080 Sim 1,454128 | 9,567231 | 0,744316 | 2,384226 | 4,976787
1081 Sim 1,01789 | 11,34548 | 0,139048 | 6,890619 | 18,21267
1082 Sim 2,487854 | 4,591784 | -0,31081 | 0,986576 | 12,86855
1083 Sim 3,281146 | 25,57274 | -0,13087 | -0,92546 | 7,168944
1084 Sim 4,48908 |110,4645 |0,512504 | 0,99588 | 23,2701
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1086 Sim 2,679412 | 9,33351 | 1,205644 | 2,464552 | 6,165312
1087 Sim 0,556406 | 51,14548 | 2,835575 | -2,86693 | 4,584463
1088 Nao 3,089892 | 0,269755 | -0,68894 | -3,11841 | -0,10539
1089 Sim 1,232379 | 4,693731 | 0,554512 | -1,016 |0,147546
1090 Sim -0,3361 |12,73242| -0,4705 | -0,43255 | 0,252936
1091 Sim 0,236308 | 2,050135 | -0,5167 | -0,0503 |0,495333
1092 Nao 1,539297 | 2,61662 | -0,4705 | -0,34202 | 0,400482
1093 Sim 2,498651 | 7,472203 | -0,21844 | 0,070416 | 1,348991
1094 Sim 3,849655 | 3,749589 | 0,617525 | 2,464552 | 2,950918
1095 Sim 4,029475 | 4,289099 | 1,067016 | -7,31318 | 2,476664
1096 Sim 1,112813 | 0,458583 | -0,46629 | -1,57933 | 0,052695
1097 Nao 1,313345|0,323706 | -0,69314 | -0,6941 |0,400482
1098 Nao -0,44343 | -0,1079 | -0,86117 | -1,42843 | -0,01054
1099 Sim 0,388825|80,49478 | 0,44529 | -0,3219 | 3,45679
1100 Sim 1,472453 | 46,55965 | 0,180637 | -0,82487 | 3,425173
1101 Sim 2,687886 | 19,47628 | 1,491302 | 0,231366 | 3,203854
1102 Sim 3,450473 | 22,20081 | 0,659534 | 2,917225 | 14,00632
1103 Sim 3,064472|2,998819 | -0,021 |-0,56658 | 0,31617
1104 Sim 2,628573|7,971221|0,915786 | -0,20135 | 0,168624
1105 Sim 2,724603 | 3,101343 | 2,248998 | 0,571259 | 0,682252
1106 Nao 1,508036 | -0,05126 | 0,393575 | -0,03278 | -0,12183
1107 Sim 5,035061 | 8,842673 | 3,696791 | 0,65086 |2,180769
1108 Nao 1,390124 | 0,128155 | -0,56225 | -0,55253 | 0,036549
1109 Sim 5,115738 | 13,9176 |2,094379|0,177933 | 0,328943
1110 Sim 5,018512 | 27,32258 | 6,114464 | 0,449515 | 0,621336
1111 Sim 3,042964 | 6,02327 |1,630524|0,182615|2,119853
1112 Sim 0,612316 | 15,53235 | 3,359441 | -0,37928 | 3,545272
1113 Sim 2,072774 | 2,511832 | 2,61446 |0,215393 | 1,169574
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1114 Sim 4,422745|7,586757 | 8,96788 | 0,660225 | 4,300622
1115 Nao 0,866759 | -0,35883 | 1,012049 | -0,0796 |0,024366
1116 Sim 4,853021|1,589118 | -1,30723 | -0,81475 | 1,145208
1117 Sim 1,100515 | 4,818616 | 0,534137 | -0,01873 | 0,219295
1118 Sim 3,088474|12,66168 | -0,71687 | -0,08897 | 1,03556
1119 Nao 0,370286 | -0,46136 | 0,253012 | -1,34855 | 0,121831
1120 Sim -0,01448 | -0,10252 | 0,028112 | -0,67427 0

1121 Nao 1,435634 | 0,53825 | 0,4498 | -0,36991 |0,328943
1122 Nao 0,016549 | -0,07689 | -0,73092 | -0,52912 | -0,17056
1123 Sim 5,533602 | 121,6798 | 5,692776 | 2,545994 | 2,631542
1124 Sim 4,197263 | 12,6647 |3,092372|1,338842| 0,47514
1125 Sim 4,0959 18,968 |0,172822|1,887547 |0,711492
1126 Sim 3,910068 | 76,24961 | 4,666185 | 7,462396 | 12,24207
1127 Sim 3,414146 | 30,84841 | 2,559407 | 6,54057 | 2,603915
1128 Sim 5,375792 | 51,41402 | 2,238452 | 3,204441 | 1,511004
1129 Sim 4,225254153,79591 | 0,098755 | 1,97534 |0,256724
1130 Nao 3,568433 | 3,543791 | -0,04115 | -0,17559 | 0,066015
1131 Sim 3,780026 | 127,286 |6,262728 | 8,011101 | 9,528128
1132 Sim 1,809564 | 38,11028 | 0,493776 | 6,452778 | 2,574575
1133 Sim 1,362132 | 82,81434 | 0,946404 | 5,92602 |3,066018
1134 Sim 2,627283 | 84,61528 | 3,703321 | 7,857464 | 6,579469
1135 Sim 2,973327 | 98,32568 | 2,427733 | 1,646117 | 1,782398
1138 Sim 3,762393 | 17,63181 | -0,37033 | 4,279903 | 0,11736
1139 Sim 0,218206 | 2,06237 | -0,8065 |0,065845 0

1140 Sim 2,065239 | 50,22307 | 0,19751 | 0,175586 | 0,894866
1141 Nao 1,229886 | 1,103804 | -0,52669 | -0,72429 | 0,02934
1142 Sim 1,448092 | 1,219994 | -0,6666 | -0,65845 | -0,11002
1143 Sim 3,848353 | 91,61482 | 1,275589 | 5,917775 | 4,965775
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1144 Sim 4,738808 | 16,17187 | 0,403251 | 5,96161 |0,513448
1145 Sim 4,388357|18,26106 | -0,71598 | 10,87117 | 1,525674
1146 Sim 6,816672 | 39,38509 | 4,921303 | 4,076689 | 2,772619
1147 Nao 5,904503 | -0,10317 | -4,08393 | 0,591777 | 0,112174
1149 Sim 0,359808 | 16,71352 | 2,322967 | 1,556156 | 3,9448

1150 Sim 3,180645 | 70,4908 | -0,2248 |2,323275|4,225236
1151 Nao 2,424486 | 37,47645 | -3,93406 | -0,28493 | 1,645225
1152 Sim 1,359118 | 41,55166 | -0,14987 | 1,556156 | 6,543507
1153 Sim 2,390754 | 68,0921 |9,629074 | 15,64923 | 10,69396
1154 Sim 5,636052 | 25,84405 | 12,28925 | 1,906839 | 17,91051
1155 Sim 5,790657 | 34,25239 | 31,5474 |10,34515 | 26,79099
1156 Sim 3,002146 | 6,886587 | 29,4867 |6,136952 | 18,17225
1157 Sim -0,34856 | 82,53588 | 9,516673 | 2,410945 | 15,01267
1158 Sim 2,092788 | 16,55876 | -2,84751 | -0,10959 | 0,691742
1159 Sim 1,922723 | 63,93951 | 19,67029 | 7,75886 |26,08055
1160 Sim 0,546739 | 56,92396 | 5,133009 | 0,986296 | 2,393054
1161 Sim 1,305709 | 40,75209 | 4,720869 | 4,799973 | 4,692629
1162 Sim 1,789201 | 8,253588 | -1,53616 | 0,526024 | 0,878699
1163 Sim 5,966344 | 223,911 | 11,0903 |1,263137 | 7,14177
1164 Sim 1,422365 | 129,3139 | 6,631697 | 0,649166 | 4,767412
1165 Sim 3,893233 | 64,31352 | -0,14987 | 0,543579 | 1,028265
1166 Sim 4,938289|153,9778 | 15,36156 | 0,778217 | 6,225679
1167 Sim 0,041525 | 2,560053 | 2,847508 | 0,129051 | 0,785221
1168 Sim 1,426226 | 21,91655 | 0,497479 | 0,007821 | 2,016491
1169 Sim 4,384089 | 51,76302 | 0,534058 | 0,215085 | 0,976238
1170 Sim 3,253329|112,2677 | 3,05803 |6,061492 | 7,041714
1171 Sim 2,708712 | 207,5516 | 4,096882 | 0,527936 | 7,505827
1172 Sim 3,106395 | 113,8911 | 1,865545 | 0,813413 | 1,824444
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1173 Sim 2,964251|99,46742 | 1,36075 |0,289387 | 1,008245
1174 Sim 4,690736 | 2,185411 | 0,12437 | 0,692183 | 0,800195
1175 Sim 4,768994 | 8,179681 | 0,951062 | 0,175979 | 0,720175
1177 Sim 3,615875|0,374642 | 0,065843 | -0,54358 | 0,144035
1178 Sim 2,933906 | 77,98795 | 4,616309 | 0,477098 | 28,759

1179 Sim 2,967445 | 53,69867 | 0,387741 | 0,277655 | 1,216296
1180 Sim 2,366929 | 37,90127 | 0,256055 | -0,00782 | 1,792436
1182 Sim 0,998199|7,118195| 0,08779 |1,106711 | -0,11203
1183 Sim 5,04849 | 213,6371| 0,54869 |0,786285 | 0,096023
1184 Sim 5,209799 | 291,1245 | 2,267917 | 1,485204 | 13,18721
1185 Sim 4,120565 | 334,3843 | 3,628667 | 0,301409 | 9,186237
1186 Nao 1,1136 |-0,19015 | -0,35848 | -0,25773 | -1,2323

1187 Sim 2,558629 | 148,985 |2,516656 | 2,428746 | 3,344814
1188 Sim 3,519772 | 2,091685 | -0,26337 | -0,03931 | 0,064016
1189 Sim 1,785737 | 14,45164 | 0,036579 | -0,58535 | 0,128031
1190 Sim 1,616046 | 90,98829 | 0,928306 | -0,66397 | 18,0013
1191 Sim 0,624411 | 26,05098 | 0,121461 | -0,14852 | 2,646439
1192 Sim 3,527726|142,7099 | 2,889026 | 1,105167 | 26,85033
1193 Sim 3,045166 | 21,48731 | 2,325102 | -1,62062 | 11,99168
1194 Sim 4,422583 | 49,82013 | 3,279434 | -0,02184 | 6,864202
1195 Sim 4,309898 | 3,517833 | -0,09543 | -0,14852 | -0,11027
1197 Sim 2,280229 | 58,28194 | 2,51163 | -0,24899 | 3,39075
1198 Sim 1,259429 | 4,278446 | -0,42945 | -0,81249 | 0,496207
1199 Nao NRt 96,78796 | -0,4468 | -0,89986 | -0,49621
1200 Sim 0,494491 | 3,89814 | -0,26895 | -0,1791 |0,137835
1201 Sim 0,641646 | -0,47538 | -0,16918 | -0,77755 | 3,004811
1202 Sim NRt 3,517833 | -0,04772 | -0,24462 | 0,303238
1203 Sim NRt 28,22847 | 3,192677 | 0,740461 | 11,35764
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1204 Sim 2,052206 | 1,249226 | -0,31666 | -0,20194 | -0,30324
1205 Sim 4,316526 | 30,24335 | 2,229668 | 2,030658 | 35,80963
1206 Sim 3,818058 | 16,7638 |3,118933|1,806276 | 29,80001
1207 Sim 2,467155 | 3,082767 | 0,767804 | 1,267759 | 5,540983
1208 Sim 4,020716 | 2,135773 | 0,099771 | 0,179506 | 9,896581
1209 Sim 3,641668 | 25,38749 | 0,594289 | 7,157789 | 13,37003
1210 Sim 3,805922 | 38,94764 | 2,290399 | 11,76884 | 16,76078
1211 Nao -0,02667 | 0,443274|0,322605 | -0,0561 |0,922647
1212 Sim 1,169433 | 32,76195 | 2,213223 | 1,211663 | 4,835942
1213 Sim 0,473108 | 13,11687 | 2,655867 | 1,211663 | 5,45104
1214 Sim 1,040276 | 11,34378 | 2,820921 | 0,426326 | 2,969438
1215 Sim 4,357647 | 18,4966 |1,748071|3,937906 | 1,643796
1216 Nao -0,1446 |0,120893 | 0,120039 | -0,08975 | 0,02121
1217 Nao 0,1446 |0,241786 | 0,187561 | -0,04488 | 0,053026
1218 Sim 3,770825 | 3,505892 | 0,660216 | 0,258039 | 1,13475
1219 Sim 1,045892 | 4,110356 | 1,372948 | 3,825715 | 1,580165
1220 Nao 1,043084 | 2,800684 | -0,12004 | -0,33657 | 0,318154
1221 Sim 0,345355 | 65,18138 | 4,141353 | 0,796556 | 9,396151
1222 Nao 0,836713 | -0,06045 | -0,18756 | -0,4712 |0,074236
1223 Sim 4,403975| -2,17306 | 0,382625 | 1,808378 | 0,286339
1224 Sim 4,469958 | 52,81313 | 0,465152 | 2,94387 | 0,721149
1225 Sim -0,56576 | 6,596791 | 2,130696 | 1,345769 | 3,011859
1226 Sim 1,513966 | -2,32828 | 0,240078 | 0,399525 | 0,116657
1227 Nao 0,158639|0,155219 | -0,10503 0 0,074236

*Persisténcia de IgG apés 12 meses

T Teste ndo realizado
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