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284 sôros p ro v e n ie n te s  de  doadores  de  sa n gu e  no R io  de Janeiro , fo r a m  su b 
m e t id o s  à reação  de  S ab in  F e ld m a n  ( R . S . F . )  e à reação  in d i re ta  de  a n ticorpo s  
f lu o rescen tes  ( R . I . A . F . )  p a r a  to x o p la sm o se .

F o ra m  o bserva do s  37 resu lta do s  con c o rd a n te s  neg a tivos ,  216 re su ltad os  con -  
c o rd a n te s  p o s i t ivo s  e 31 re su ltad os  n ão  co?icorãantes q u a n to  a p o s i t iv id a d e  e n e -  
g a t iv id a d e ,  sen do  que en tre  ês te s  ú l t im o s  houve u m  m a io r  n ú m ero  de r e s u l ta 
dos posi t ivo s  n a  R . S . F .  do que na  R . I . A . F

A p e r c e n ta g e m  de  resu ltados  co n co rd a n te s  q u a n to  a p o s i t iv id a d e  ou n e g a -  
t i v id a d e  fo i  de  89%.

E n tre  os 216 sôros que rea g ira m  e m  a m b a s  as reações 143 a p r e s e n ta r a m  t í 
tu los idên ticos ,  o que r e p r e se n ta  u m a  prop orçã o  de  66,2%. Se fo r e m  co n s id e ra 
das co m o  c o n co rd a n te s  ou t í tu lo s  pos i t ivo s  d i fe ren te s  em  a p en a s  u m a  dilução  
ao quádruplo , a  p roporção  de  resu lta do s  p o s i t ivo s  c o n co rd a n te s  a t in ge  a cêrca  
de 99%.

Os p re sen te s  re su lta do s  c o n f i rm a r a m  o e s tre i to  p a ra le l ism o  e n tr e  as duas  
reações, p o d e n d o  a R . I . A . F .  ser  u t i l i za d a  ro t in e i ra m e n te  p a ra  o d iagn ós tico  
scrológico  da  toxop lasm ose .

INTRODUÇÃO

Entre os te s tes  u tilizad os para o d ia g 
n óstico  sorológico da T oxop lasm ose, a r e a 
ção de S a b in -F eld m a n  deve ser, segundo  
B etz (2) ,  considerad a com o básica , ser 
vindo de referên cia  para a com paração de 
outras técn ica s d ia g n o stica s . D e acôrdo  
com  F eld m an  f l l ) ,  é a in d a  o s is tem a  m ais  
esp ecífico  e sen sível para m edir anticorpos

para T oxop lasm ose. A p resen ta  en tre ta n to  
algu n s in co n v en ien tes  que vários au tores  
já  ch am aram  a a ten ção  e que se  referem  
p rin c ip a lm en te  a u tilização  do toxop lasm a  
vivo e a n ecess id ad e  do “fa tor  accessório”.

A partir dos trab a lh os de C oons e co l. 
(7) ,  a u tilização  de an ticorp os flu o rescen 
tes  com o técn ica  d iagn ostica  fo i sendo d i
fu n d ida , ten d o  G old m an  (15, 16, 17) id ea 
lizado a su a  ap licação  para o d iagnóstico
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da T oxoplasm ose, u tilizan d o  um  tes te  b a 
seado na  in ib ição  da flu orescên cia  e sp e 
c íf ica .

T rabalhos su bseqüentes de K elen  e cols. 
(18) e C am argo (4) .  verificaram  que a 
técn ica  de in ib ição  da flu orescên cia  em 
pregada por G oldm an (16, 17) não o fere 
c ia  resu ltad os tão sa tisfa tór io s  quanto a 
técn ica  in d ireta  de an ticorpos flu o rescen 
tes  d esen volv id a  por W eller e Coons < 28) .

E sta  ú ltim a  técn ica  com  algu m as m od i
ficações vem  sendo u tilizad as por diversos 
au tores.

E ntre as v a n ta g en s da reação ind ireta  
de anticorp os flu orescen tes ( R . I . A . P . )  so 
bre a reação de S ab in -F eld m an  ( R . S . F . )  
co loca -se  a possib ilidade de u tilização  de 
toxop lasm as m ortos com o an tíg en o s e de 
torn ar d isp en sável o “fator accessório” . 
D e outro lado, um a das grandes d ificu ld a 
des da R . I . A . F . ,  a u tilização  de co n ju g a 
dos flu orescen tes de an tigam ag lob u lin a , 
vem  sendo superada pela  p ossib ilid ade de 
serem  adquiridos no com ércio, con jugad os  
de boa qu a lid ad e. E n tretan to , um a das l i 
m itações da R . I . A . F . ,  refere-se  à  n ece s
sidade de m icroscop ia  com  fon te  de ilu m i
nação  u ltra -v io le ta , o que pode con stitu ir -  
se em  um  obstácu lo  para a rea lização  da 
reação .

No en ta n to , o que d ificu lta  rea lm en te  
ta n to  o em prêgo do R . S . F . com o da 
R . I . A . F .  em  m aior núm ero de lab ora tó 
rios, re fere -se  à necessid ad e do em prêgo  
do toxop lasm a  vivo ou recen tem en te  m or
to e m an tid o  em  “freezer”, con form e a rea 
ção que se em pregar. A ssim  sendo, é n e 
cessário  m an ter  o protozoário em  lab ora
tório seja  por in term éd io  de repiques da 
cepa em  peritôn eo  de cam und ongo, seja  
por in term éd io  de ou tras técn ica s m enos  
freq ü en tem en te  u tilizad as, m as sem pre  
em p regan d o-se  tecido  vivo, um a vez que o 
toxop lasm a  é um  parasito  que só pode ser 
cu ltivad o  n a  célu la  v iva .

No en ta n to , com  relação a R . I . A . F . ,  
ex iste  a possib ilidade dêste  in co n v en ien te  
vir a ser em  parte superado, ten d o  em  
v ista  os trab a lh os de T akum i e cols. (25)  
e C oudert e cols. (8) que em pregaram  um  
lio filizad o  de toxop lasm as com o an tígen o , 
na técn ica  de im u n oflu orescên cia  ind ireta , 
obtendo bons resu ltados, sen do que T a 
kum i e cols. (25) en con traram  resu ltad os  
com paráveis as do te s te  de h em a g lu tin a -  
ç ã o .

No p resen te  trabalho sâo com parados  
resu ltad os obtidos pelo R . S . F .  e R.I.A.F. 
com  objetivo  de ob ter-se  um a exp eriência  
sôbre a sen sib ilid ad e desta  ú ltim a  reação, 
um a vez que se pretende u tilizá -la  em  tr a 
b a lh os m a is am plos sôbre a T oxoplasm ose  
na região (10 > .

MATERIAL E MÉTODOS

F oram  utilizados 284 sôros p roven ien 
tes de doadores de san gu e do In stitu to  de 
H em ato log ia  Artur de Siqueira C avalcan ti 
do Rio de Jan eiro  para a com paração e n 
tre a reação de S ab in  e F eld m an  e a rea 
ção in d ireta  de anticorpos flu orescen tes  
para o d iagn óstico  sorológico da T oxop las
m ose .

O san gu e para exam e sem pre fo i co le 
tad o  p ela  m an h ã , estan d o  os doadores em  
je ju m . C êrca de 2 a 3 h oras após, os sô 
ros eram  separados e m an tid os à — 20°C 
durante 1 a 5 dias a té  ser rea li:a d a  a 
R . I . A . F .  e R . S . F .  Em geral um a das rea 
ções era e fe tu a d a  com  in terva lo  de um  a 
três dias da outra, sem  que se tivesse  co
n h ec im en to  da prim eira  quando se  e fe 
tu asse  a segu n d a .

T écn icas das reações:

a)  R eação de Sabin  e F eldm an.

U tilizo u -se  a técn ica  orig in a l de Sabin  
e F eld m an  (21, 22) com  p equenas m od ifi
cações, e que já h a v ia  sido em pregada em  
trabalh o  an terior (9) .

P ara ob ter-se  os toxop lasm as, in je tou -  
-se  3 m l de so lu ção  de citrato  de sódio a 
3,8% por v ia  in trap er iton ea l em  ca m u n 
dongo com  dois d ias de in fecção  e a se 
guir a sp irou -se  o liquido peritoneal, rico  
em  T o x op la sm a  gonáii.

Os sôros u tilizados com o fator accessó - 
rio foram  p roven ien tes na  m aioria  das 
vêzes de adu ltos jovens, fu n cion ário s da 
In stitu içã o  a que p erten cem os, já  te s ta 
dos an teriorm en te , dem on stran d o  fu n c io 
nar co n v en ien tem en te , sem  que h ou vesse  
n ecessid ad e dos sôros serem  diluidos.

A solução coran te fo i p reparada no  m o
m en to  da reação, ju n ta n d o -se  1,5 m l de 
solução a lcoó lica  sa tu rad a  de azul de m e- 
tileno , (1 g de azul de m etilen o  em  65 ml 
de álcool an idro) a 5 m l de solução ta m 
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pão pH 11. E sta ú ltim a  solução teve a 
segu in te  con stitu ição:

C arbonato de "sódio a 0,53% --------- 9,73 m l
B orato de sódio a 1,91% --------- 0,27 m l

Os sôros dos doadores de san gu e a s e 
rem  exam in ad os foram  d ilu ídos em  so lu 
ção aquosa de cloreto de sódio a 0,85% a 
partir da d ilu ição 1 : 16 e a seguir su cess i
vam en te  1 : 64, 1 : 256, 1 : 1024. 1 : 4096,

C olocou-se em  tubos 0,1 m l de cada  
um a d estas d ilu ições as quais ju n to u -se  
0,1 m l de um a m istura  de um a parte de 
exsud ato  p eriton ea l de cam un don gos com  2 
dias de in fecçã o  e quatro partes de fator  
accessório . Os tubos após serem  arrolha-  
dos eram  levados ao b a n h o-m aria  a 37°C 
durante um a h ora . Em  segu ida eram  co 
locados em  geladeira  a 4°C e poster ior
m en te  retirados p arce lad am en te  no m o
m ento  de ser e fetu ad o  o te s te  do coran te .

J u n to u -se , então , a cada tubo, cêrca  
de 0,02 m l da solução coran te tam p on ad a  
de azul de m etilen o  e após m istu rar-se  bem  
e deixar em  repouso por 5 m inu tos, r e ti
rou -se  um a gôta  da m istura  e co locou -se  
en tre lâ m in a  e lam ín u la  para ser e fe tu a 
da a le itu ra  m icroscóp ica  com  au m en to  de 
400 vêzes. Eram  en tão  con tad os 50 to x o 
p lasm as extracelu lares, e as d ilu ições eram  
consideradas positivas, quando m ais de 
50% dos protozoários ap resen ta ssem -se  não  
co ra d o s .

No caso de co n ta g en s m uito  ap rox im a
das de e lem en tos corados e não corados, 
au m en to u -se  a té  100 o núm ero de orga
n ism os observados.

O títu lo  do sôro exam in ad o  foi dado  
pela  m aior d ilu ição em  que a in d a  predo
m in a ssem  as form as não  coradas. No caso  
de sôro p ositivo  n a  d ilu ição de 1 : 4096, 
rep etiu -se  a reação no d ia  segu in te  a p ar
tir  da d ilu ição 1 : 4000 e em  m ú ltip los de 
2 até  1 : 32000.

Em  tôd as as vêzes que se realizou  a 
reação, te v e -se  o cu idado de fa zer -se  con -  
co m ita n tem en te  um a reação com  sôro po
sitivo  de títu lo  já conhecido , e tam b ém  o 
te s te  n eg a tiv o . P ara  êste  ú ltim o  ju n to u -  
-se  0,1 m l de solução  de cloreto de sódio  
a 0,85%, a 0,1 m l da m istu ra  1 : 4 de ex su 
dato  p er iton ea l m ais fa tor  accessório . Os 
proced im en tos su b seq üentes obedeceram  a 
m esm a técn ica  da reação sendo que na  
con tagem  dos organ ism os corados e não

corados deviam  predom inar os corados em  
proporção igu a l ou superior a 90% .

b) R eação ind ireta  de anticorpos flu o 
rescen tes:

A técn ica  em pregada, fo i a u tilizada  
por C am argo i5) e N ery-G u im arães (20),  
ccm  a lgu m as m od ificações. Os to x o p la s
m as u tilizados com o an tíg en o  foram  ob
tidos de exsud ato  p er iton ea l de cam u n d on -  
go, da m esm a m an eira  em pregada para a 
reação de S ab in  e F eld m an .

Ao exsu d ato  p er iton ea l com  citra to  de 
sódio a 3,8%, a crescen to u -se  igu a l q u an 
tid ade de solução con ten d o  2% de form a-  
lin a  em  so lução  sa lin a  tam p on ad a  pH 7.2, 
d e ix a n d o -se  a m istu ra  em  repouso com  
ag itação  ocasion a l por 30 m in u tos. Esta  
solução tam p on ad a  era preparada em  es
toque, 20 vêzes con cen trad a , p ara  ser d i
lu ída em  águ a d estin a la d a  conform e as 
n ecess id ad es de uso.

No preparo da solução  estoque foi ob e
decida  a seg u in te  com posição:

Na Cl .......................................................... 170,0 g
Na._. II 1' O, 7 H O ........................  42,283
Na H , P  0 4 -  H , Ò .............................  4,423
H-O d e s t i la d a .........................  q. s. p. 1.000

Após os 30 m in u tos de repouso, o m a 
ter ia l rico em  toxop lasm as, era cen tr ifu 
gado a 500 r . p . m .  duran te  5 m in utos, 
para a sed im en tação  dos leu cócitos e a se 
guir o sob ren ad an te  era cen tr ifu gad o  a 
2.000 r . p . m .  d u ran te  10 m in u tos para  
con cen trar  os toxop lasm as. Ê stes eram  
en tão  su sp en sos em  um a q u antidade de 
solução de cloreto de sódio a 0,85% su f i
c ien te  para co n seg u ir-se  u m a boa co n 
cen tração  dos protozoários nos esfregaços  
em  que seriam  fe ita s  as reações. A p r i
m eira  cen tr ifu gação  a 500 r . p . m .  p erm i
tiu  que os preparados fica ssem  quase to 
ta lm en te  livres de leu cócitos.

Com esta  su sp en são  de toxop lasm as  
eram  fe ito s  esfregaços em  lâ m in a s  bem  
lim p as por in term éd io  de fervura  em  so 
lução  d etergen te , im ersão  por 24 horas ou 
m ais em  á lcool etílico  a 90°, lavagem  em  
águ a  d estila d a  e fin a lm en te  as lâm in as  
eram  fla m b a d a s. M uitas vêzes era  feito  
novo esfregaço  sôbre o prim eiro, para con-  
seg u ir-se  um a con cen tração  su fic ien te  de
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toxop lasm as por cam po m icroscóp ico . Com  
o segu ndo esfregaço  sêco em  tem p eratu ra  
am b ien te eram  fe ito s  sôbre éles dois gru
pos de cinco retân gu los de ap rox im ad a
m en te  5 m m 2 cad a  um , u tiliza n d o -se  e s 
m a lte  de u n h a . Em cad a  grupo de cinco  
retân gu los, co locou -se  as d ilu ições de c a 
da sôro a ser testado , já  in ativad o  a 56°C 
por 30 m in u to s. As d ilu ições do sôro eram  
fe ita s  em solução  de cloreto  de sódio a 
0,85% a partir de 1 : 16 e su cessivam en te  
em  m ú ltip los de quatro a té  1 : 4096. Q u an 
do necessário , co n tin u o u -se  a d ilução a 
partir  de 1 : 4000 e su cessivam en te  em  
m ú ltip lo s de 2 a té  1 : 32 .000 . A p rox im ad a
m en te  0,01 m l de cada d ilu ição era p ip e-  
tado  nos respectivos retân gu los sôbre o 
esfregaço  e u m a vez co locadas as lâm in as  
em  câm ara úm ida, eram  levad as à estu fa  
a 37°C duran te  um a hora, para processar-  
-se  a  prim eira fase  da reação a n tíg en o -  
an ticorp o .

T erm in ad a  esta  etap a , as go tícu la s das 
dilu ições dos sôros sôbre os esfregaços  
eram  desprezadas e as lâm in as su b m eti
d as a dois processos de lavagem , durante  
10 m in u tos cada um , im erg in d o-se  as lâ 
m in as em  duas trocas da solução sa lin a  
tam p on ad a  com  fosfa to s, a m esm a já d es
crita  an teriorm en te.

D epois da lavagem , cad a  retângu lo  foi 
cu id ad osam en te  sêco com  papel de filtro  
e v ita n d o -se  m ovim en tos m ais bruscos que 
pu d essem  p rejudicar a p reparação .

U m a vez sêcos, cad a  retân gu lo  era  
preench id o  com  ap rox im ad am en te  0,01 ml 
do conjugad o a n tigam a  globu lin a  h u m a 
n a  (Ig G h u m a n a ) — iso tioc ian a to  e 
flu oresceina , fabricado por M icrobiological 
Ass. Inc.. As p reparações eram  n ovam en te  
colocadas em  câm ara úm ida e levad as à 
e stu fa  a 37°C d u ran te um a hora para pro
cessa r -se  a segu n d a  fa se  da reação a n ti-  
corp o-an tian ticorp o  conjugad o com  iso tia -  
c ian a to  de flu oresce in a .

Após êste  tem po, d esprezou-se o ex ce s
so do con jugado flu orescen te  sendo as lâ 
m in a s su b m etid as a dois processos de la 
vagem  de 5 m in u tos cada um , por im er
são em  duas trocas da solução sa lin a  ta m 
pon ad a com  fosfa to s, pH 7,2. As lâm in as  
eram  n ovam en te  sêcas, p r in c ip a lm en te  as 
áreas lim itad as pelos retân gu los, u san d o-  
-se  papel de filtro  com  os cu idados já c i

tad os p ara ev ita r -se  dano n as preparações. 
A seguir as lâm in as eram  m on tad as c o lo 
ca n d o -se  um a la m ín u la  cobrindo cada  
grupo de c in co  retân gu los ten d o -se  a n te 
riorm en te p ip etad o  um a gôta  de solução  
tam p on ad a  de g licer in a  sôbre cada grupo  
de retân gu los.

As lâm in as assim  preparadas eram  ex a 
m in ad as no m esm o dia, em  um  aum ento  
de 400 vêzes, u tiliza n d o -se  equ ipam en to  
W ild com  fo n te  de ilu m in ação  u ltrav io leta  
forn ecid a  por lâm p ad a  de vapor de m er
cúrio H B O -200.

Os títu lo s dos sôros d escon h ecid os eram  
dados pela  m aior d ilu ição em  que a m a io 
ria dos toxop lasm as a in d a  ap resen tasse  
n ít id a  flu orescên cia  de ton a lid ad e esv er
deada, em  tôda a sua p er ifer ia . N as rea 
ções n eg a tiv a s os toxop lasm as eram  d is
tin gu íve is  con tra  o fu n d o  escuro, apesar  
de não  ap resen tarem  flu orescên c ia  ev i
den te  em  tôd a  a sua  p er ifer ia . E m  cada  
grupo de reações sem pre in c lu iu -se  um  
sôro positivo  de títu lo  conh ecido  e outro  
de títu lo  n ega tivo  para que a técn ica  e s 
tivesse  sendo sem pre te s ta d a . Ê stes sôros 
contro les foram  selec ion ad os en tre aqueles  
que h av iam  ap resen tad o  títu lo s  id ên ticos  
ta n to  pela  reação de Sabin  F eld m an  com o  
pela  reação de im u n oflu orescên cia  in d i
reta.

Em  am bas as reações, os sôros foram  
considerad os n ega tivos quando não rea g i
ram  na  d ilu ição de 1 : 16.

RESULTADOS

O exam e pelas reações de S abin  e F e ld 
m an  e reação in d ireta  de an ticorp os flu o 
rescen tes de 284 sôros p roven ien tes de d oa
dores de san gu e, ev idenciou  os segu in tes  
resu ltados:

In ic ia lm en te , lev a n d o -se  em  con ta  a p e 
n as resu ltad os n eg a tiv o s e positivos, não  
im portand o o títu lo  en tre ê stes  ú ltim os, 
cbservou -se  a seg u in te  d istribuição:

R esu ltad os concord an tes n ega tivos em  
37 casos .

R esu ltad os con cord an tes p ositivos em  
216 casos.

R esu ltados não  con cord an tes quan to  a 
p ositiv idad e e n ega tiv id ad e em  31 casos.

O bservaram -se assim  253 resu ltad os c o n 
cord an tes p ositivos e n ega tivos em  um  to 
ta l de 284 sôros exam in ad os o que repre
sen ta  um a p ercen tagem  de 89,08%
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E n tretan to , o cálcu lo  dos resu ltados  
con cord an tes pode to rn a r-se  m a is preciso  
se forem  retirados os 37 casos negativos  
em  am bos os m étodos, pois em  qualquer 
técn ica  de m enor sen sib ilid ad e, êstes re 
su ltados seriam  n egativos, e p ortan to  co n 
cord antes, o que poderia fa lsea r  a com p a
ração en tre  os m étodos.

A ssim  sendo, foram  en con trad os 216 re
su ltad os concord an tes p ositivos em  um  t o 
ta l de 247 casos com  um a proporção de 
concord ância , de 87,4^ , que ao n ível fidu -  
cial de 5% está  con tid a  no in tervalo  de 
co n fia n ça  de 83,5% e 91,3%.

Dos 31 casos não con cord an tes quanto  
à n ega tiv id ad e  e positiv idade, verificou -se:

R . S . F .  p ositiva  e R . I . A . F ,  n ega tiva  
em  22 casos.

R . S . F .  n ega tiva  e R . I . A . F .  positiva  
em  9 casos.

H ouve p ortan to  um  m aior núm ero de 
resu ltad os p ositivos em  R . S . F .  do que em  
R . I . A . F . ,  sendo que esta  d iferença  m o s
trou -se  e sta tis tica m en te  s ig n ifica n te  em  
um  n ível fid u cia l de 5%, quando an a lisad a

pelo te s te  de proporções: t  ca lcu lad o — 
2,335 m aior que t tabelad o =  1,645.

Se en tre ta n to  lev a r -se  em  con ta  os re
su ltados, não  som en te  quanto a n e g a tiv i
dade ou p ositiv id ad e m as tam bém  quanto  
à variação  dos títu lo s en tre os positivos, 
os 284 doadores p assam  a ser d istribu ídos  
segun do o quadro I.

N este  quadro estão  grifados os n ú m e
ros referen tes à quan tid ad e de casos que 
ap resen taram  títu lo s  p ositivos id ên ticos  
em  am bas as reações, o que rep resen ta  um  
to ta l de 143 casos.

Sendo assim , do to ta l de 126 sôros que 
reagiram  em  am bas as técn icas, 143 ap re
sen taram  títu lo s id ên ticos o que rep resen 
ta  um a proporção de 66.2' que está  co n 
tid a  no in terva lo  de con fian ça  de 59,9% 
a 72,'4% com  um  n ível fid u cia l de 5% . Se 
en tre ta n to  considerarm os com o con cordan- 
te s  tan to  os resu ltad os id ên ticos com o os 
d iferen tes em  apen as um a d ilu ição, a pro
porção de concordância  en tre os r esu lta 
dos positivos sobe a cêrca de 99%.

Como já  fo i visto, foram  encon trados  
143 títu lo s id ên ticos e portan to  104 títu lo s

Q U A D R O  I

D ISTRIBU IÇÃ O  DOS 284 DOADORES DE SANGUE SEGUNDO O TITULO DAS REA
ÇÕES DE ANTICORPOS FLUORESCENTES E DE SABIN E FELDMAN

REAÇÃO INDIRETA DE 
ANTICORPOS FLUO

RESCENTES  
TÍTULOS

S A B I N  E F E L D M A N

TÍTULOS TOTAIS

< 1 : 16 1 16 1/64 1 256 1 1024 1.4096

V 1 : 1 6 .................. 37 20 2 — — — 59

1 : 1 6 .................. 8 5 4 28 1 — — 91

1 : 6 4 .................. 1 15 69 11 — — 98

1 : 256 ................ .........  — 1 13 18 2 — 34

1 : 1024 .............. .........  - — — 2 1 — 3

1 : 4096 .......... ......... i — — — — 1 1

T O T A I S ............ 46 90 112 32 3 1 224
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d iferen tes n a s  duas reações, en tre os 247 
sôros que reagiram  em am bas as técn icas  
ou em  ap en as um a d e la s . O quadro II 
expressa  a d istribu ição d êsses 104 casos de 
t ítu lo s d iferen tes, quan to  ao sen tido  da d i
feren ça . isto  é. se o titu lo  observado em  
R . S . F .  fo i m aior que o observado em  
R . I . A . F .  ou vice versa . N este m esm o  
quadro, os casos tam b ém  estão  separados 
quanto à m agn itu d e das d iferen ças obser
v ad as en tre os resu ltad os das duas rea 
ções: Na T abela A as d iscrep ân cias etn 
ap en as um  tubo das d ilu ições e n a  tabela  
B as d iscrep ân cias em  dois tubos.

Para verificar  se en tre os casos de re
su ltad os d iferen tes  um a das reações ap re
sen tou  resu ltado  s ig n ifica n tem en te  m ais 
elevado que a outra, fo i ap licado o teste  
e sta tís tico  de d iferen ça  de proporções. E n 
treta n to , dos 104 casos a serem  a n a lisa 
dos, os 5 casos em  que as d iscrep ân cias  
foram  m ais in ten sa s , (quadro II T abela  B) 
não p erm item  um a a n á lise  esta tís tica , pois

o núm ero de observações fo i m uito p eq u e
n o , No en tan to , n estes  5 casos pareceu  
n ão  ter h av id o  ten d ên cia  de qualquer das 
duas reações a ap resen tar resu ltados m ais 
elevados com  m aior freqüência , pôsto  que  
em 3 casos R . S . F .  ap resen tou  o títu lo  
m ais elevado e em  2 casos a R . I . A . F .  foi 
que ap resen tou  o títu lo  m ais elevado.

Dos 99 casos restan tes, ' quadro II T a 
bela Ai em 61 dêles a R . S . F .  ap resentou  
resultado m ais elevado que a R . I . A . F .  e 
nos outros 38, a R . I . A . F .  ap resen tou  m ais  
elevado que a R . S . F .  P ara que esta  d ife 
rença  en tre  a R . S . F .  e a R . I . A . F .  não  
íô sse  s ig n ifica n te  seria  n ecessário  que em  
50% dos casos, a R . S . F .  ap resen tasse  o 
títu lo  superior e nos outros 50% a R.I.A.F. 
ap resen tasse  o títu lo  superior. No e n ta n 
to, êste  fa to  não  ocorreu pois os 61 casos  
em  que a R . S . F .  ap resen tou  títu lo  su p e
rior à R . I . A . F . ,  rep resen tam  m ais de 50% 
dos 99 casos observados. O te s te  de d ife 
rença de proporções dem onstrou  ser s ign i-

Q U  A D R O  I I

D ISTRIBU IÇÃ O  DOS CASOS QUE APRESENTARAM  RESULTADOS DIFERENTES EM 
R.S.F. E R.I.A.F., QUANTO AO SENTIDO DA VARIAÇÃO (R .S.F. MAIOR QUE R.I.A.F. 
OU VICE VERSA) . OS CASOS AINDA ESTÃO D IVIDID O S EM D UAS TABELAS “A” E 

“B ”, QUANTO A M AGNITUDE DA DISCREPÂNCIA ENTRE R .S.F. E R.I.A.F.

T
A
B
E
L
A

T
A
B
E
L
A

“ B ”

F a ix a  em  que se verificou  a 
discordância  en tre R.S.F. 

e R.I.A.F.

<  1 : 16 —  1 : 16

1 : 16 —  1 : 64

1 : 64 —  1 : 256

1 : 256  —  1 : 1024

T ota l P arcia l

<  1 : 16 —  1 : 64 

1 : 16 —  1 : 256 

T otal P arcia l . .

R .S.F. m aior R.I.A.F. m aior
que R.I.A.F. que R .S.F. T O T A L

TOTAL

20

28

11

2

61

2

1

3

64

15

13

2

38

1

1

2

40

28

43

24

4 

99

3

2

5

104
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fica n te  esta  d iferença , sendo m aior a fr e 
qü ência  de resu ltados m ais e levados na 
R . S . F .  dc que na  R . I . A . F .  p is to  que o 
t calcu lado  — 2,312 fo i superior ao t ta b e 
lado — 1,645, para um  n ível íid u c ia l de 
5% .

P od e-se  a inda observar pelo quadro II 
que a p red om in ân cia  de resu ltad os m ais 
elevados n a  R . S . F .  do que na  R . I . A . F .  
fo i m ais s ig n ifica n te  n as d ilu ições m ais  
baixas, quando as d iferen ças encon trad as  
estavam  en tre resu ltad os n ega tivos e p o si
tivos a 1 : 16 e en tre  os resu ltad os p o siti
vos a 1 : 16 e 1 : 64 (t calcu lado -  2,268 e 
1,982 resp ectivam en te) .

COMENTÁRIOS

D as várias técn ica s u tilizad as para o 
d iagn óstico  sorológico da toxop lasm ose, a 
R . I . A . F .  vem  sen d  ou tilizada em  vários 
laboratórios, p rin cip a lm en te  por ser b a s
ta n te  prática  e de fá c il m an êjo , sem  re
p resen tar  m aior risco de co n stitu ir -se  em  
fo n te  de in fecçã o  toxop lásm ica  para aquê- 
le s  que a m an u se iam .

■ No quadro III estão, resum idos os re
su ltad os encon trad os por vários au tores 
que u tilizaram  a R . I . A . F .  com p aran d o-a  
com  a R . S . F .

A pesar das variações en tre as técn icas  
u tilizad as na  R . S . F .  e p rin cip a lm en te  na  
R . I . A . F .  os resu ltad os podem  ser co n si
derados com o p a ss ív e is  de com paração . 
E ntre as variações n a  técn ica  da R . I . A . F .  
d esta ca -se  o tem p o de in cu b ação  a 37°C 
para p rocessar-se  a reação  an tíg en o  a n t i
corpo, que variou  de 15 m in u tos a 1 hora  
segun do os au tores.

Os con ju gad os flu orescen tes  u tilizados, 
tam b ém  foram  de origem  d iferen te  para  
quase todos os autores, assim  com o variou  
em  m aior ou m enor grau a técn ica  de p re
paro do a n tíg en o . Êste ú ltim o fo i p rep a 
rado n a  m aioria  das vêzes a  partir do l í 
quido p er iton ea l de cam u n d on gos in fe c ta 
dos. B o isseau  e cols. (3) o u tilizou  em  su s
p en são  e não depois de sêco em  lâm in as  
com o a m aioria  dos au tores. Por outro la 
do, B etz  (2) utilizou  toxop lasm as em  cu l
tu ras de tecid o  e V an N un em  e col. (26) 
usaram  cortes em  criostado de cérebro de

cam undongos in e íc ta d c s  pelo T oxoplasm a  
gcndii ,  com o an tígen o  para a R . I . A . F .

O sôro para pesquisa  de anticorpos foi 
de origem  h u m an a , exceto  os utilizados por 
Suzuki e cols. (24) aue eram  proven ien tes  
de porcos.

A pesar d estas variações além  de outras, 
n a  técn ica  da R . I . A . F .  os resu ltados re 
sum idos no quadro*III posàfem ser con sid e
rados com o con cord an tes dentro de lim i
tes e stre ito s . N este quadro, in clu ím os n o s 
sos resu ltad os concord an tes n ega tivos no  
con ju n to  dos resu ltad os concord antes, para  
que p u d essem  ser com parados com  os e n 
contrad os pela  m aioria  dos autores c ita 
dos. Sendo assim , as p ercen tagen s dos re 
su ltad os con cord an tes quanto a n eg a tiv i-  
dade e p ositiv id ad e variaram  segundo os 
au tores de 73,5% a 100%. A percen tagem  
de concord ância  m ais baixa fo i en co n tra 
da por K elen  e cols. (18) e poderia estar  
relac ion ad a  segun do C am argo (4) com  o 
tem po de incu bação  a 37°C, de ap en as 30 
m inutos, que u tilizaram  na  técn ica  da 
R . I . A . F .

K elen  e cols. (18) en con tran d o  159 so 
ros n eg a tiv o s na  R . I . A . F .  e p ositivos na  
R . S . F .  e ap en as 4 sôros positivos na  
R . I . A . F .  e n ega tivos n a  R . S . F . ,  acred i
ta m  que seu s resu ltad os fa la m  a favor  
dos que exp ressam  dúvida sôbre a v a li
dade da R . S . F .  esp ec ia lm en te  sôbre a in 
terp retação  dos títu lo s  ab a ixos. E n tre ta n 
to, as d iscord ân cias en tre os resu ltados  
positivos e n ega tivos en con trad as por ou 
tros au tores n u n ca  foram  tão in ten sa s  
quanto  as observadas por K elen  e cols. 
(18) .

N ossos resu ltad os ev id en ciaram  que 
apesar de u m a a lta  correlação en tre re 
su ltad os p ositivos e n ega tivos nos dois m é
todos, que a tin g iu  o in terva lo  de con fian ça  
de 82,7% a  91%, os poucos resu ltad os d is
cord an tes ap resen taram  um  núm ero sig -  
n if ica n tem en te  m aior de resu ltad os p osi
tivos n a  R . S . F .  do que na  R . I . A . F .

D ev e-se  a in d a ressa ltar  que dos 31 c a 
sos em  que houve d iscordância  en tre re
su ltad os n ega tivos e positivos, em  28 dêles  
esta  d iscordância  ocorreu en tre  o resu l
tado  n ega tivo  e a p rim eira d ilu ição  p o si
tiva  —  1 : 16.



I
Q U A D R O  I I I

SUM ÁRIO DO S RESULTADOS ENCONTRADOS POR DIVERSOS AUTORES QUANDO COMPARARAM A REAÇÃO DE SA BIN  E FELDM AN  
(R .S .F .) E A REAÇÃO DE IM UNOFLUORESCÊNCIA IN DIRETA  (R .I.A .F.) PARA O DIAGNÓSTICO SOROLÓGICO DA TOXOPLASM OSE

AUTORES E 
D ATAS N úm ero de

K elen  e cols. —  1962 ....................
M andras e cols. — 1962 .............
G arin  e col. — 1963 ......................
Zardi —  1963 ....................................
C am argo —  1964 .............................
F u lto n  e col. —  1964 ......................
A n derson  e cols. — 1965 ...........
F le tch er  —  1965 .............................
Suzuki e ccls. — 1965 ....................
V an  N unen  e col. — 1965 .............
W ery _  1965 ....................................
C apponi —  1966 ...............................
W alton  e cols. — 1966 ..................
B o isseau  e cols. — 1967 ..............
B etz  —  1968 ........................................

N ery - G u im arães e cols. —  1968 
C ou tin ho e cols. —  1970 ............... \

N úm ero de sô 
ros n ega tivos

N úm ero de sô 
ros p ositivos

Q uantidade e p er
cen tagem  de sôros

N úm ero de sôros discordan-'. 
te s  quanto  a p ositiv id ad e e 

a n ega tiv id ad e T ítu lo  positivo
sôros em  R.S.F. e em  R.S.F. e 1 con cord an tes n e  Posit. em N egat. em

i in ic ia l das
am inados R.I.A.F. R.I.A.F. gativos e p ositivos R .S.F. R.S.F. i TcclÇOcò

N egat. em P osit. em
R.I.A.F. R.I.A.F.

617 423 31 454 73,5% 159 4 1 8
16 0 15 15 93,7%, 1 0

189 124 51 175 92,6',y 5 9 1 20
121 78 38 116 95,8';;. 1 4 1 4

1000 225 768 993 99,3% 0 7 i 1 16
20 5 14 19 95 % 0 1 1 8

102 33 49 82 80,4'/, 11 9 1 8
25 1 21 22 88 % 0 3 1 8
78 24 45 69 88,4'.:; 3 6 1 16

341 137 160 297 87,19; 10 34 1 32
30 4 25 29 96,6% 0 1 1 20
64 39 10 49 76,599 3 12 1 20

1000 500 475 975 97,59:; 0 25 1 8
65 4 61 65 100 9; 0 0 1 10
91 i 23 57 80 87,9% 4 7 R SF  - 1 16

RIAF-1 20
200 78 80 158 79 % 16 26 1 16
284 37 216 253 89 "; 22 9 1 1 16
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V an N unen  e col. (26) e W ery (29) 
a lém  de outros, referem  resu ltados sem e
lh a n te s  sendo que C am argo (4) ,  en co n 
trou  7 sóros com  resu ltad os d iscrepantes, 
todos n ega tivos na  R . S . F .  e p ositivos na  
R . I . A . F .  na  d ilu ição m ais b a ixa  1 : 16.

T am bém  en tre os 216 sôros que rea g i
ram  em  am bas as técn icas, a proporção de 
resu ltados idên ticos, con tid a  no in tervalo  
de con fian ça  de 59,79! e 72,2% é b astan te  
elevada, torn an d o-se  a in d a m ais n ítid o  o 
paralelism o en tre as d uas reações se fo 
rem  considerados com o concord an tes os 
sôrcs que ap resen taram  resu ltados d iferen 
tes por ap en as um  tubo de d ilu ição . N este  
caso a proporção de resu ltad os con sid era 
dos con cord an tes a tin g ir ia  a m ais de 999'. 
A  com paração  dêstes resu ltad os com  os de 
outros autores, n em  sem pre é fá c il porque 
m u itas vêzes o in tervalo  en tre as d ilu i
ções dos sôros foram  fe ita s  em  m últip los  
de 2, outras vêzes em  m ú ltip los de 4 com o  
em  nosso m a ter ia l. T am bém  a diluição  
in ic ia l do sôro considerada p ositiva  variou  
de autor para au tor. E n tretan to , em  um a  
revisão fe ita  por N ery-G u im arães e cols. 
(20),  a p ercen tagem  de títu lo s co in c id en 
tes ou d iferen tes  por ap en as um a diluição, 
variou segundo os au tores de 50% a 100%.

N ossos resu ltad os en tre os sôros p o siti
vos n as duas reações, ev id en ciaram  que ao 
lado da a lta  p ercen tagem  de títu lo s  id ên 
ticos, os títu lo s  d iferen tes, quando ocorre
ram , o, foram  com  m aior freqü ên cia  entre  
as d ilu ições m ais b a ixas.

Outros au tores tam b ém  en con traram  o 
m aior nú m ero de d iscrep ân cias en tre as 
duas reações n as d ilu ições m ais baixas, e 
resu ltados su p erp on íveis nas d ilu ições m ais 
e levad as. K elen  e cols. (18) observaram  
boa concord ân cia  n as d ilu ições de 1 : 1024 
ou superiores. Segundo G arin  e col. (14) a 
esp ecific id ad e dos testes  são in d iscu tíve is  
n as d ilu ições a lta s . F le tch er  (12) ev id en 
ciou boa con cordân cia  p rin cip a lm en te  nos 
sôros de títu lo s e levados, sendo que nas  
d ilu ições baixas, o títu lo  en contrad o na  
R . I . A . F .  era in ferior às vêzes em  um a ou 
duas d ilu ições ao dôbro. N ery-G u im arães  
e cols. (20) referem  que o m aior núm ero  
de d iscrep ân cias ocorreu n as d ilu ições  
m ais baixas, p r in c ip a lm en te  1 : 16. E n tre
tan to , ê stes  au tores assim  com o M andras 
e cols. (19) ,  Zardi (30) ,  C am argo (4) ,  F u l-

ton  e col. (13) ,  Suzuki e cols. (24) e B etz  
(2) são de op in ião  que os resu ltad os da 
R . I . A . F .  e R . S . F .  são p rà tica m en te  su 
p erp on íveis. C apponi (6) e W alton  e cols. 
(27) acred itam  que a R . I . A . F .  possa ser 
m ais sen sível, sendo que êste  ú ltim o ob
servou em  seu s resu ltad os que tôdas as 
d iscrep ân cias m aiores de um a d ilu ição  ao  
quádruplo foram  com  a R . I . A . F .  p osi
tiva  na  m aior d ilu ição . Por outro lado, Van  
N unem  e col. (26) e W ery (29) ob serva
ram  que a R . S . F .  parece ser d iscreta 
m en te  m ais sen sível que a R . I . A . F .

N ossos resu ltados tam b ém  d em o n stra 
ram  o estre ito  paralelism o en tre as duas 
reações, m as com  um a certa ten d ên cia  da 
R . S . F .  ap resen tar títu lo  m ais elevado que 
a R . I . A . F .  n as d ilu ições m ais b a ixas .

B o isseau  e cols. (3) a lém  de realçar o 
valor d iagn óstico  da R . I . A . F .  apesar de 
algu m as d iscordân cias com  a R . S . F . na 
a ltura do titu lo , observaram  em  in fecção  
exp er im en ta l de coelhos, que o títu lo  da 
R . I . A . F .  no in íc io  da in fecção  era m uito  
superior ao da R . S . F .  e que com  o equi
líbrio da doença  êste  passava  a ap resen 
ta r -se  superior a R . I . A . F .  A creditam  que 
êste  dado possa vir a  estab elecer  a fa se  da 
doença, se aguda ou já  em  período crônico.

V ale a pen a rea lçar que quanto à e s 
p ecific id ad e da técn ica  de im u n oflu ores-  
cên cia , esta  já fo i bem  d em on strad a desde 
o trabalh o  in ic ia l de G oldm an (16) e a s e 
guir tam bém  por K elen  e cols. <8), F u lton  
e col. (l^ ) e F le tch er  (12) . A reprodutib i- 
lidade da R . I . A . F .  fo i con sta tad a  tan to  
por C am argo (4) ' com o V an N unem  e col. 
(26) e m ais p articu larm en te  por Sulzer e 
col. (23) ,  que a consideraram  com parável 
a d a  R . S . F .
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S U M M A R Y

284 sera f r o m  blood dc-nors i n  Rio clc Janeiro ,  icere s u b m í f t e d  to t he  Su b in -  
F e l d m a n  r ea c t i on  ' R S F  > a n d  to t h e  i nüi r ec t  f l uore scence  a n t i b o d y  '  R I A F  < re~ 
act i on  f o r  t o x o p l a s m o s i s .

I n  bo th  reac t i ons ,  37 negcd ive  resul t s  icere observeã.  216 posi l í ve  resul ts  
and  31 re sul ts  were  pos i t i v e  by one  t es t  a nd  ne g a t i v e  by t h e  o t h z r , A m o n g  
t h e s e  las t  resul ts ,  t h e r e  icere m o re  posi t i ve  resul t s  by  R S F  t h a n  bu R I A F .  Th e  
p er ce n t ag e  of  a g r e e m e n t  o f  t h e  pos i t i ve  or  ne g a t i v e  resul t s  in  bo th  reac t i ons  
ivas 89r’, .

A m o n g  216 sera t h a t  r eac t ed  by bo th  tests .  143 s ho w e d  i ãcn t l ca l  t i t res  t ha t  
r epr e se n t e d  a p ropo r t i on  o f  6 6 . 2 cr .  Pos i t ive  t i t res  t h a t  were  d i f f e r e n t  by 
on l y  one  qu ad rup l e  d i l u t i on  be ing  t a k en  i n to  cons ide ra t i on ,  t h e  p ro por t i on  of  
a g r e e m e n t  a m o n g  t he s e  pos i t ive  resul t s  increased  to a p p r o x i m a t e l y  99c'< .

T h e  p re s en t  re sul ts  c o n j i r m  th e  close para l le l i sm  b e t w ee n  t h e  tivo r ea c 
t i ons;  t h e  R I A F  can be u s eã  as a rou t i ne  f o r  t h e  sorological  d iagnos is  of  
t o xo p l a s m o s i s .
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