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RESUMO 
 

 

Introdução: A toxoplasmose cerebral é uma das lesões focais 

cerebrais de maior importância em pacientes com aids. Este estudo teve 

como objetivo aprimorar o diagnóstico molecular da toxoplasmose cerebral. 

Métodos: Esta dissertação foi dividida em 2 partes: Uma 

retrospectiva, para PCR convencional (cnPCR), onde avaliou-se 2 

marcadores moleculares de T. gondii (TG1-TG2 tendo como alvo um 

fragmento do gene B1 e TOX4-TOX5, um fragmento da região repetitiva de 

529 pb); A outra, prospectiva, onde padronizou-se e validou-se 2 protocolos 

de PCR em tempo real qualitativa (qrtPCR) utilizando-se os marcadores 

B1TgF-B1TgR e RETgF-RETgR tendo como alvo, também, o gene B1 e o 

fragmento de 529 pb. Em ambas as etapas do estudo, o método controle foi 

a cnPCR utilizando-se o marcador B22-B23.  

Resultados: Na primeira etapa foram analisadas 102 amostras de 

DNA extraídas de sangue provenientes de pacientes com aids e com 

diagnóstico clínico já estabelecido. Destes, 66 possuíam toxoplasmose 

cerebral e 36, outras infecções oportunistas. Comparando os resultados dos 

2 marcadores estudados com o B22-B23, obtiveram-se sensibilidades de 

95.5%, 93.9% e 89.3%; especificidades de 97.2%, 88.9% e 91.7% para B22-

B23, TG1-TG2 e TOX4-TOX5 respectivamente. A associação de pelo menos 

2 marcadores aumentou a sensibilidade e especificidade. Os índices de 

concordância entre 2 marcadores variou de 83.3% a 93.1%. Apesar de todos 

os marcadores apresentarem boa sensibilidade na detecção de T. gondii, 

B22-B23 ainda foi o melhor. A associação de 2 marcadores aumentou a 

sensibilidade, porém demandou mais tempo e custo. Na segunda parte 

foram analisadas 149 amostras de DNA extraídas de sangue e liquido 

cefalorraquidiano provenientes de pacientes com aids, e achados clínicos e 

radiológicos conhecidos. O diagnóstico laboratorial incluiu cnPCR (B22-B23), 

imunofluorescência indireta e duas qrtPCR (B1Tg e RETg) com o sistema 

TaqMan probe FAM dye-labeled. A sensibilidade foi de 98%, 86% e 98%; a 



especificidade de 97%, 97% e 88.8% para os marcadores B22-B23 (cnPCR) 

e B1Tg e RETg respectivamente.  

Conclusões: O marcador RETg foi o mais sensível na qrtPCR pois 

amplifica um fragmento que é repetido 200-300 vezes no genoma de T. 

gondii ao passo que o gene B1 apresenta-se em menor número de cópias, 

35 vezes. Contudo sua especificidade foi menor que B1Tg. Ainda que a 

qrtPCR permita um rápido diagnóstico laboratorial, alguns casos ainda 

apresentam discrepância entre os resultados da cnPCR. Assim, sugere-se 

que ambas as metodologias sejam mantidas na rotina do diagnóstico 

molecular da toxoplasmose. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



ABSTRACT 

 

 

Introduction: Cerebral toxoplasmosis is one of the most important 

cerebral focal lesions in aids patients. This study aimed to improve the 

molecular diagnosis of cerebral toxoplasmosis. 

Methods: The present study was divided into 2 parts: a retrospective 

one, for conventional PCR (cnPCR), which evaluated 2 molecular markers of 

T. gondii (TG1-TG2 targeting a fragment of the gene B1 and TOX4-TOX5, a 

fragment of the repetitive area of 529 pb). The other, a prospective part, 

which standardized and validated 2 protocols of PCR in qualitative real time 

(qrtPCR). For this purpose, the markers used were B1TgF-B1TgR and 

RETgF-RETgR targeting the gene B1 and the fragment of 529 pb. In both 

phases of the study, the method control was the cnPC, using the B22-B23 

marker. 

Results: In the first phase, 102 samples of DNA extracted from blood 

of patients with AIDS with a clinical diagnosis already established were 

analyzed. Of these, 66 had cerebral toxoplasmosis and 36, other 

opportunistic infections. Comparing the results of the 2 markers studied with 

B22-B23, sensibilities of 95.5%, 93.9% and 89.3% and specificities of 97.2%, 

88.9% and 91.7% for B22-B23, TG1-TG2 and TOX4-TOX5, respectively, 

were obtained. The association of at least 2 markers increased the sensibility 

and specificity. The agreement indexes among 2 markers varied from 83.3% 

to 93.1%. The combination of 2 markers increased the sensitivity, but 

demanded more time and cost. In the second part, we analyzed 149 samples 

of DNA extracted from blood and CSF of patients with AIDS, and clinical and 

radiological findings known. Laboratory diagnosis included CNPR (B22-B23), 

indirect immunofluorescence and two qrtPCR (B1Tg and RETg) systems with 

the TaqMan probe FAM dye-labeled.  Sensitivity was 98%, 86% and 98% 

and specificity, 97%, 97% and 88.8% for the primers B22-B23 (CNPR) and 

B1Tg and RETg, respectively. 



Conclusions: The RETg marker was the most sensitive one in the 

qrtPCR because it amplifies a fragment that is repeated 200-300 times in the 

genome of T. gondii while the gene B1 comes in smaller number of copies, 

35 times. However, its specificity was smaller than B1Tg. Although the 

qrtPCR allows a fast laboratorial diagnosis, some cases still present 

discrepancies concerning cnPCR results. Thus, it is suggested that both 

methodologies be kept in the routine of molecular diagnosis of 

toxoplasmosis. 
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1. INTRODUÇÃO 

 

 

1.1. Epidemiologia da toxoplasmose 

 

Toxoplasma gondii é um protozoário pertencente ao filo 

Apicomplexa, classe Sporozoa, subclasse Coccidia, ordem Eucoccidia 

(Levine et al., 1980). Trata-se de um parasita intracelular obrigatório, 

causador de toxoplasmose, uma zoonose de ampla distribuição mundial. 

Esta dispersão apresenta diferenças em função de fatores geográficos, 

clima, hábitos culturais, alimentares e sociais (Dubey & Frenkel, 1972; 

Remington et al., 2001).  

Este parasita possui a capacidade de infectar diversas espécies de 

vertebrados como aves e morcegos, herbívoros, carnívoros, animais 

oceânicos (como as baleias) e o homem (Carruthers, 2002; Montoya & 

Liensefield, 2004). Somente nos felídeos observa-se a multiplicação 

parasitária por processo sexual, pois os mesmos são os únicos hospedeiros 

definitivos. Os demais animais, inclusive o homem, são considerados 

apenas como hospedeiros intermediários, onde ocorre somente a 

multiplicação parasitária assexuada (Bushrod, 2004). 

Os felídeos são importantes na epidemiologia da toxoplasmose, uma 

vez que, ao ingerirem um único parasita viável tornam-se fonte de 

disseminação da infecção. São responsáveis pela contaminação do meio 

ambiente através da eliminação de milhares de oocistos que permanecem 

viáveis por longos períodos de tempo, e, acabam por ser ingeridos por 

herbívoros e outros animais que desenvolvem a infecção na forma de cistos 

em seus tecidos (Dubey, 1996; Hill et al., 2005). 

A toxoplasmose acomete aproximadamente cerca de dois bilhões de 

pessoas no mundo (Tenter et al., 2000; Montoya & Liesenfeld, 2004; Pappas 

et al., 2009). A maioria dos indivíduos infectados não apresenta sintomas. 

Estima-se que 80% a 90% de pessoas infectadas apresentam a forma 

assintomática, podendo resultar em infecção crônica com latência dos 
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parasitas dentro de cistos teciduais por toda a vida (Dubey, 1996; Tenter et 

al., 2000; Hill & Dubey, 2002). A reativação destes cistos pode ocorrer em 

indivíduos que apresentam algum tipo de imunossupressão. Neste caso, a 

doença torna-se grave com manifestações, tais como a encefalite.  

A infecção por T. gondii é a maior causa de morbidade e mortalidade 

em crianças infectadas congenitamente e pacientes imunocomprometidos 

incluindo pacientes com aids (Síndrome da imunodeficiência adquirida) (Luft 

& Remington, 1992; Dubey, 1996; Hill & Dubey, 2002). Outra manifestação 

importante é retinocoroidite, que pode ter origem congênita ou resultar da 

infecção aguda ou reativação (Tenter, 2000). 

 

 

1.2. Histórico 

 

T. gondii foi descoberto por Alfonso Splendore em Julho de 1908, 

parasitando um coelho de laboratório em São Paulo, Brasil. Na mesma 

época, no Instituto Pasteur da Tunísia, os pesquisadores Nicolle e Manceaux 

descreveram um microorganismo similar ao descrito por Splendore, em 

células mononucleares do baço e do fígado de um roedor norte-africano 

denominado Ctenodactylus gondii. Os casos humanos foram descobertos 

em 1923 por Janku na antiga Tchecoslováquia, e em 1927 por Magarinos 

Torres no Brasil. Ambos classificaram o parasita como Encephalitozoon 

(Rey, 2001). 

 

 

1.3. Agente etiológico 

 

Existem três estágios infectantes de T. gondii: os taquizoítos (livres), 

os bradizoítos (em cistos teciduais) e os esporozoítos (em oocistos) (Dubey, 

1996). As três formas evolutivas apresentam as organelas citoplasmáticas 

que são características do filo Apicomplexa e constituem o complexo apical: 
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conóide, anel polar (em número de dois), microtúbulos subpeliculares, 

roptrias, micronemas e grânulos densos (Dubey et al., 1998). 

O termo “taquizoíto” foi utilizado por Frenkel (1973) e corresponde 

ao estágio de rápida multiplicação que ocorre em qualquer célula do 

hospedeiro intermediário e nas células epiteliais do hospedeiro definitivo 

(Rondanelli et al.,1986). Os taquizoítos invadem as células por penetração 

ativa e, após replicações se disseminam pela corrente sangüínea infectando 

outros tecidos, como os do sistema nervoso central (SNC). Apresentam 

formato de meia lua e medem cerca de 6 µm de comprimento por 2 µm de 

largura (Dubey et al.,1988; Dubey,1991; Montoya & Liesenfeld, 2004). 

Durante a invasão celular é formada uma membrana de proteção 

chamada de vacúolo parasitóforo. Esse vacúolo impede a fusão dos 

lisossomos, permite a diferenciação de taquizoítos em bradizoítos, e, quando 

necessário, subsidia a transformação em cisto. (Gross et al.,1996).  

Os cistos teciduais medem de 20 a 200 µm e contém centenas de 

bradizoítos, que são morfologicamente similares aos taquizoítos. Diferem na 

velocidade de multiplicação (que é mais lenta), na localização do núcleo, que 

está na parte posterior do parasita, pelo seu alto índice de micronemas e 

grânulos de amilopectina, e, por seu tamanho (bem menor do que o 

taquizoito). Persistem dentro dos cistos por toda a vida do hospedeiro e são 

mais resistentes à tripsina ou a pepsina que os taquizoítos (Gross et 

al.,1996; Montoya & Liesenfeld, 2004). 

Os oocistos são formas resultantes do ciclo sexuado e somente 

ocorrem no trato gastrointestinal dos felídeos. Medem em torno de 10 µm 

por 12 µm e são eliminados pelas fezes dos gatos ainda não esporulados. 

São as formas de resistência no meio ambiente e tornam-se infectantes 

após a esporulação que ocorre de um a 21 dias de acordo com as condições 

ambientais. Os oocistos esporulados contêm dois esporocistos que abrigam 

em seu interior quatro esporozoítos cada. Os esporozoítos medem, em 

média, cerca de 2 µm por 6 µm. Os oocistos esporulados podem 

permanecer viáveis no meio ambiente por um período de até 18 meses 
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(Dubey et al., 1998; Montoya & Liesenfeld, 2004; Kravetz & Federman, 

2005). 

 

 

1.4. Ciclo biológico 

 

T. gondii apresenta um complexo ciclo de vida, descrito somente em 

1972 (Dubey & Frenkel, 1972), quando se descobriu que os hospedeiros 

definitivos são membros da família Felidae, incluindo os gatos domésticos. 

Os demais animais de sangue quente (mamíferos ou aves) servem como 

hospedeiros intermediários (Dubey, 1996). O ciclo de vida alterna entre um 

hospedeiro intermediário, onde ocorre o estágio assexuado, e um 

hospedeiro definitivo (felídeos) que alberga o estágio sexuado.  

A infecção no hospedeiro intermediário se dá pela ingestão de carne 

crua ou mal cozida contendo cistos; ou água e alimentos contaminados por 

oocistos secretados nas fezes de gatos infectados, e, mais raramente 

através de inoculação de taquizoítos através da via sanguínea (Dubey, 1996; 

Hill & Dubey, 2002; Montoya & Liesenfield, 2004). Quando ocorre a ingestão 

dos oocistos, os esporozoítos são liberados invadindo as células epiteliais 

transformando-se em taquizoítos de replicação rápida que se disseminam 

pela corrente sanguínea invadindo células nucleadas, caracterizando a fase 

aguda da infecção. Com aproximadamente 60-90 dias, a infecção torna-se 

crônica. Os taquizoítos se diferenciam em bradizoítos, que se dividem mais 

lentamente e formam cistos em diversos tecidos, como cerebral, cardíaco e 

músculos em geral, permanecendo lá por meses, anos e décadas (Dubey & 

Frenkel, 1972). A infecção latente pode ser reativada em pacientes 

cronicamente infectados que apresentam imunossupressão. Neste caso 

pode ocorrer a ruptura dos cistos e proliferação dos taquizoítos (Dubey, 

1996; Dubey et al., 1998; Suzuki, 2002). 

Quando os cistos teciduais são ingeridos pelo hospedeiro definitivo, 

as paredes císticas são dissolvidas pelas enzimas proteolíticas localizadas 

no estômago e intestino delgado para a liberação de bradizoítos. A seguir, 
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penetram no epitélio intestinal iniciando o desenvolvimento de múltiplas 

gerações de ciclos sexuais e assexuais (Dubey & Frenkel, 1972). O assexual 

(esquizogonia) ocorre nas células do epitélio intestinal dando origem aos 

esquizontes. Dos esquizontes são liberados merozoítos, que após várias 

gerações se diferenciam em macrogametas e microgametas (gametogonia) 

dando origem ao zigoto. Posteriormente dará origem ao oocisto, 

completando o ciclo sexuado (Hill, 2005). Os oocistos são liberados imaturos 

para o meio ambiente por um curto período (1-2 semanas) na vida do gato 

(Dubey, 1988). Estes esporulam no meio ambiente entre 1 e 21 dias, 

formando no seu interior dois esporocistos cada um com quatro esporozoítas 

podendo sobreviver por meses ou até anos em ambiente favorável (Hill & 

Dubey, 2002; Montoya & Liensefield, 2004). 

 

 

1.5. Toxoplasmose humana 

 

T. gondii é um parasita dotado de alta infectividade e de baixa 

patogenicidade em humanos. Diversos fatores podem influenciar na 

gravidade da doença, entre eles podemos citar a fonte de infecção (cistos, 

oocistos ou taquizoítos), o tamanho do inóculo, a linhagem da cepa e o 

estado imunológico do hospedeiro (Hill & Dubey, 2002). 

A transmissão do parasita na espécie humana ocorre basicamente 

pela ingestão de água e alimentos (como frutas e verduras mal lavadas) 

contaminados com oocistos e pela ingestão de cistos presentes na carne 

crua ou mal cozida (Hill & Dubey, 2002).  

Outras formas de transmissão podem ocorrer pela amamentação, 

durante a fase aguda da infecção; por via transplacentária, durante a 

primoinfecção aguda materna, por transplante de órgãos, principalmente 

coração, rins, fígado e medula óssea; transfusão sanguínea e seus 

derivados; e através de inoculação acidental em acidentes laboratoriais. 
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Figura 1:  Ciclo de transmissão do Toxoplasma gondii. 

Fonte: http://www.medscape.com/content/2004/00/47/24/472409/art-

ninr472409.fig2.gif 
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Portanto a toxoplasmose pode ser dividida em quatro formas clínicas 

(Amato Neto et al.,1995; Remington et al.,1995): 

• Toxoplasmose adquirida, em pacientes imunocompetentes; 

• Toxoplasmose ocular, conseqüente a coriorretinite adquirida 

por via congênita (ou adquirida no período pós-natal); 

• Toxoplasmose congênita; 

• Toxoplasmose adquirida e reativada em indivíduos 

imunodeprimidos. 

 

 

1.5.1. Toxoplasmose adquirida em imunocompetentes 

 

A maioria dos casos de infecção por T. gondii é assintomática com 

evolução clínica benigna (Remington, 2004). A manifestação mais comum é 

linfadenopatia que acomete 10 a 20% destes indivíduos podendo ser 

acompanhada de febre, astenia e mialgia (Montoya & Liesenfield, 2004). Em 

alguns casos, pode ocorrer acometimento neurológico secundário causando 

encefalite ou meningoencefalite, com sintomas inespecíficos (Khan et al., 

1997), miocardites, pneumonites, polimiosites e hepatites (Montoya & 

Liesenfield, 2004). Alguns destes indivíduos podem desenvolver a doença 

ocular (Roberts & McLeod, 1999). 

 

 

1.5.2. Toxoplasmose ocular 

 

Esta forma é uma das mais importantes causas mundiais de uveítes 

posteriores (retinocoroidite) (Tenter, 2000). Pode ser de origem congênita 

com manifestações clínicas precoces ou tardias, ou ainda ser adquirida após 

o nascimento como resultado da infecção aguda ou reativação. A 

manifestação ocular mais comum é a retinocoroidite granulomatosa 

necrotizante que pode vir acompanhada de outras alterações oculares 

(Glasner, 1992; Montoya & Remington,1996). O diagnóstico é presuntivo, 
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baseando-se na análise clínica, testes sorológicos, PCR (Reação em cadeia 

da polimerase) e exclusão de outras doenças como sífilis, citomegalovírus, 

toxocaríase e outras (Montoya et al., 1999). 

 

 

1.5.3. Toxoplasmose congênita 

 

É caracterizada pela transmissão do parasita ao feto via placentária 

quando a mulher desenvolve infecção primária durante a gestação. A 

parasitemia é temporária e raramente observam-se sintomas (Hill et al., 

2005). Quando a mãe se infecta num período anterior à concepção, os 

anticorpos são formados e dificilmente o feto será infectado (Kravetz & 

Federman, 2005). As infecções fetais têm seqüelas imprevisíveis. No 

entanto a gravidade das seqüelas pode ser prevenida ou reduzida com o 

tratamento da mãe durante a gravidez (Pinon et al., 2001; Montoya & 

Liesenfeld, 2004). 

A freqüência e a gravidade da doença dependem da idade 

gestacional (Remington et al., 2001). As conseqüências mais graves 

ocorrem quando a infecção ocorre no primeiro e segundo trimestre, o que 

pode levar a morte do feto no útero, aborto espontâneo ou seqüelas graves. 

Quando a infecção acontece no terceiro trimestre, normalmente, resulta em 

recém nascidos assintomáticos (Burg, 1988; Lin et al., 2000; Bichara & 

Povoa, 2001; Jones et al., 2001; Montoya & Liesenfeld, 2004). 

Os achados mais comuns são icterícia, hepatoesplenomegalia, 

danos oculares, neurológicos ou morte prematura. Estas, também, podem 

aparecer anos mais tarde, durante a infância e a adolescência (Holfeld et al., 

1994; Jenun et al., 1998; Bushrod, 2004). As manifestações clínicas incluem 

hidrocefalia, microcefalia, corioretinite, estrabismo, cegueira, epilepsia, 

retardo mental e anemia. A tríade clássica ou “Síndrome de Sabin”, 

composta de corioretinite, hidrocefalia e calcificações cerebrais, é rara 

(Remington & Klein, 1995; Jones et al., 2001; Montoya & Liesenfeld, 2004). 

Porém, nenhum desses sinais descritos em recém nascidos é 
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patognomônico para toxoplasmose congênita e podem ser confundidos por 

infecções congênitas por outros agentes, como citomegalovírus, herpes, 

rubéola e sífilis (Montoya & Liesenfeld, 2004). 

O diagnóstico precoce assim como o tratamento antiparasitário da 

mãe são capazes de reduzir a taxa de transmissão para o feto e, por 

conseqüência, o número de seqüelas (Hohlfeld et al., 1989). Alguns estudos 

mostram que 50 a 80% das mulheres brasileiras em idade fértil exibem 

anticorpos IgG anti-T. gondii. Por conseguinte, 20 a 50% delas são 

susceptíveis à infecção (Nóbrega & Karnikowski, 2005).  No Estado de São 

Paulo (região metropolitana) estima-se que 65% das mulheres em idade 

fértil exibem anticorpos IgG anti-T. gondii, e que a incidência anual varia 

entre 9,5 a 10,5 a cada 1000 partos (Fernandes et al., 2009). 

O diagnóstico pré-natal da toxoplasmose congênita se baseia em 

exames de ultra-sonografia, amniocentese e análise de amostras de sangue 

da gestante e do feto (Hohlfeld et al., 1994). 

O diagnóstico laboratorial é feito pela detecção de anticorpos das 

classes IgM e IgG por métodos como a reação de imunofluerencência 

indireta (RIFI), Enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA), aglutinação 

(ISAGA) entre outros. Níveis de anticorpos IgG podem ser detectados 1 a 2 

semanas depois da infecção e permanecem elevados indefinidamente. Os 

anticorpos IgM aumentam em dias e, usualmente permanecem elevados por 

2 a 3 meses. A detecção de anticorpos IgG na mulher antes da gestação 

indica infecção anterior e portanto dificulta o risco de transferência congênita 

de taquizoítos (Kravetz & Federman, 2005). O teste de avidez para 

anticorpos IgG tem sido utilizado para discriminar infecção recente e 

infecção tardia. Normalmente, é utilizado como teste confirmatório, quando 

usado em associação com outros testes sorológicos (Hedman et al.,1989; 

Liesenfield et al., 2001).  

A detecção de IgM em amostras de soro de neonatos é indicativo de 

infecção congênita, entretanto o teste deve ser repetido 10 dias após o 

nascimento para excluir a contaminação de anticorpos maternos (Sensini, 

2006). Nos últimos anos a PCR no líquido amniótico foi adicionada ao 
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diagnóstico da toxoplasmose congênita (Grover et al., 1990; Romand et al., 

2004; Cassaing et al., 2006). 

 

 

1.5.4. Toxoplasmose em imunodeprimidos 

 

Indivíduos que já tiveram toxoplasmose, ainda possuem T. gondii em 

forma de cistos nos seus tecidos e que apresentem algum tipo de 

imunossupressão podem ter reativação da infecção causando uma doença 

neurológica grave. Normalmente, estas são causadas pelo uso de drogas 

como os transplantados, pacientes com doenças linfoproliferativas, ou, com 

deficiência na imunidade celular como os portadores do vírus da 

imunodeficiência humana, (Burg, 1988; Ferreira, 2000). 

Ao contrário do curso favorável da toxoplasmose na maioria dos 

indivíduos imunocompetentes, a doença pode ser particularmente grave e 

muitas vezes fatal nestes grupos de pacientes (Liesenfeld et al., 1999). A 

toxoplasmose cerebral é uma das mais comuns infecções neurológicas 

oportunistas em pacientes com aids causando significante morbidade e 

mortalidade (Holliman, 1988; Luft & Chua, 2000; Lin et al., 2000). Cerca de 

95% da encefalite causada por T. gondii deve-se a reativação da infecção 

latente pela perda progressiva da imunidade celular (Luft & Remington, 

1992). Esta reativação ocorre usualmente quando os pacientes apresentam 

menos de 200 células CD4+/mL de sangue (Porter & Sande et al., 1992; 

Renold et al., 1992; Luft et al., 1993). Porém observa-se em cerca de 15% 

dos pacientes, reativação com níveis maiores de 200 células CD4+/mL de 

sangue (Vidal et al., 2005; Pereira-Chioccola et al., 2009). 

A apresentação clínica da encefalite por T. gondii tem como quadro 

principal um processo subagudo mas também pode evoluir gradualmente 

para um estado de confusão mental aguda. No quadro clínico observa-se 

tambem uma variedade de sinais e sintomas como cefaléia, hemiparesia, 

afasia, anomalias sensoriais e deterioração mental (Franzen et al.,1997; 

Ferreira, 2000). Pode causar, ainda, necroses cerebrais com predileção das 
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lesões nos gânglios da base em ambos os hemisférios cerebrais (Luft & 

Remington, 1992; Pereira-Chioccola et al., 2009).  

Como os sintomas da toxoplasmose cerebral são similares a outras 

infecções oportunistas que comumente infectam estes pacientes 

imunocomprometidos, logo o diagnóstico não pode ser baseado somente em 

observações clínicas (Montoya & Liesenfield, 2004). Até a década passada, 

o diagnóstico era complexo, pois os testes diagnósticos eram invasivos e 

pouco sensíveis e específicos. O diagnóstico definitivo exigia a 

demonstração do parasita no tecido cerebral (biópsia ou necropsia), porém, 

raramente era realizada devido aos riscos inerentes a métodos invasivos 

como a biópsia cerebral (Dupon et al., 1995; Carruthers, 2002).  

Atualmente, o diagnóstico presuntivo (provável ou sugestivo) 

estabelecido pelo “Centers for Disease Control” (CDC, 1993; Potergies et al., 

2004) baseia-se na presença de achados neurológicos compatíveis (sinais 

neurológicos focais, alterações do nível ou do conteúdo da consciência, 

evidência de imagem tomográfica de lesão expansiva, com ou sem realce da 

substância de contraste), reações sorológicas positivas (presença de 

anticorpos IgG contra T. gondii), e uma adequada resposta terapêutica ao 

tratamento anti-T. gondii. 

Entretanto, os métodos diagnósticos por imagens podem revelar 

lesões focais no SNC que podem compartilhar características semelhantes a 

abscessos, tumores, linfomas ou outras infecções oportunistas do SNC em 

pacientes com aids (Franzen et al., 1997; Ferreira, 2000). Testes sorológicos 

podem falhar na detecção de anticorpos das classes IgG ou IgM específicos 

anti-Toxoplasma, pois, nestes pacientes pode não ocorrer o aumento dos 

níveis de anticorpos (Lin et al., 2000; Colombo et al., 2005; Meira et al., 

2008; Pereira-Chioccola et al., 2009). Assim, na prática de clínica médica o 

tratamento usualmente é iniciado quando se determina o diagnóstico 

presuntivo baseado em achados clínicos e radiológicos (Luft & Remington, 

1992; Eggers et al., 1995; Cohen, 1999; Bahia-Oliveira, 2003; Vidal et al., 

2005). Vários grupos têm adotado a inclusão da reação em cadeia da 

polimerase (PCR) utilizando diferentes marcadores, e, mais recentemente a 
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PCR em tempo real (Real-time PCR) (Costa et al., 2000; Homan et al, 2000; 

Lin et al., 2000; Buchbinder et al., 2003; Jalal et al, 2004; Hierl et al. 2004; 

Vidal et al, 2004; Cassaing et al., 2006; Colombo et al., 2005; Edvinsson et 

al., 2006). 

 

 

1.5.4.1. Epidemiologia da toxoplasmose cerebral 

 

Antes da epidemia aids, a toxoplasmose cerebral era uma rara 

complicação que acometia principalmente pacientes transplantados renais 

(Harrison & McArthur, 1995). 

No ano de 2007 existiam no mundo, segundo estimativas da 

UNAIDS (2008), em torno de 33 milhões de pessoas vivendo com o vírus do 

HIV, e destes, 2 milhões vieram a óbito naquele ano.  

No Brasil, estimou-se em 2001 que aproximadamente 660 mil 

pessoas viviam com HIV, e, em 2007, este numero aumentou para 730 mil 

indivíduos. Em 2001 foram 9.400 óbitos, e, no ano de 2007, 

aproximadamente 15 mil óbitos (UNAIDS, 2008). 

O país já acumulou cerca de mais de 205 mil óbitos devidos à aids 

até dezembro de 2007 (Ministério da Saúde, 2009). No início da epidemia da 

infecção pelo vírus do HIV, estimava-se que 25 a 50% dos pacientes com 

aids que apresentavam anticorpos IgG anti-T. gondii e menos de 200 células 

T CD4+/µL de sangue desenvolviam toxoplasmose cerebral. Tornou-se a 

causa mais comum de lesões expansivas intracranianas nestes pacientes 

(Burg, 1988; Beamon et al., 1992; Oksenhendler et al., 1994; Luft & Chua, 

2000; Mamidi et al., 2002). Foi a segunda infecção oportunista mais comum 

relacionada à aids, atrás apenas da pneumocistose, causada por fungos da 

espécie Pneumocystis carinii, e a primeira causa mais comum de doença no 

SNC (Holliman, 1988; Luft & Remington, 1992; Mamidi et al., 2002). 

A introdução de terapias anti-retrovirais altamente eficazes (HAART) 

levou a queda da incidência e óbitos associados à toxoplasmose cerebral 

em países desenvolvidos (Ammassari et al., 2000; Jones et al., 2000; 
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Sacktor, 2001). Porém, ocorreu discreta mudança na distribuição das 

doenças oportunistas definidoras de aids, incluindo a toxoplasmose cerebral. 

Muitos pacientes apresentam como primeira doença, a toxoplasmose 

cerebral e só após esta manifestação, são diagnosticados como aids. Como 

desconhecem que estão infectados pelo vírus HIV, não se beneficiaram do 

uso dos anti-retrovirais. (Ammassari et al., 2000; Leport et al., 2001; 

Manfredi & Chiodo, 2001; Gray & Keohane, 2003; Antinori et al., 2004 ; Vidal 

et al., 2005). 

Atualmente, no Brasil, a toxoplasmose cerebral representa a doença 

que mais causa lesões expansivas intracranianas focais e a terceira doença 

definidora de aids (depois da tuberculose e da pneumonia por Pneumocystis 

carinii) (Bahia-Oliveira et al., 2003; Marins et al., 2003; Vidal et al., 2003; 

Ministério da Saúde, 2009). Apesar dos avanços obtidos nos últimos anos, a 

queda da prevalência foi inferior à observada em países desenvolvidos, 

apresentando-se aqui em torno de 50% (Vidal et al., 2008). 

 

 

1.6. Diagnóstico laboratorial da toxoplasmose 

 

 

1.6.1. Diagnóstico parasitológico 

 

A evidência do parasita no sangue ou em outros fluídos corporais é 

um indicativo de uma possível infecção aguda (Montoya & Liesenfeld, 2004). 

Técnicas de detecção direta do parasita são complexas e onerosas de 

serem realizadas, além de apresentarem baixa sensibilidade (Wong & 

Remington, 1993; Rey, 2001). Ainda, sabe-se que a parasitemia é detectável 

intermitentemente em alguns pacientes (Hofflin & Remington, 1985; Filice, 

1993; Kompalic-Cristo, 2004).  

Por ser um parasita intracelular obrigatório, a cultura in vitro é difícil 

de ser mantida, pois além de ser muito onerosa e necessitar de muito tempo 

para fornecer um resultado, acaba sendo efetiva em menos de 50% dos 
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casos. O isolamento do parasita pode ser feito mediante a inoculação em 

camundongos, sendo mais sensível, porém exigindo de três a seis semanas 

e manutenção dos animais em biotérios (Grover et al.,1990; Hitt & Filice, 

1992; James et al.,1996; Lin et al., 2000; Kupferschmidt et al., 2001).  A 

detecção de taquizoítos também pode ser obtida em cortes histológicos do 

cérebro, ou por esfregaços de líquidos corpóreos, porém a biópsia cerebral é 

um procedimento muito invasivo para uso em rotina (Dupouy-Camet et al., 

1993; Montoya & Liesenfeld, 2004). 

 

 

1.6.2. Diagnóstico imunológico 

 

Dentre os métodos indiretos de detecção de anticorpos, geralmente 

das classes IgG e IgM destacam-se a RIFI, considerada o teste padrão ouro, 

e ELISA. Ambos apresentam boa especificidade e sensibilidade nas fases 

aguda (pesquisa de anticorpos da classe IgM) e crônica (pesquisa de 

anticorpos da classe IgG). Normalmente, os antígenos utilizados nestas 

reações são extratos brutos de taquizoítos (Montoya & Lisenfeld, 2004).  

Hedman et al. (1989) introduziram o teste ELISA-avidez de IgG com 

objetivo de diagnosticar uma infecção recentemente adquirida. Esta técnica 

baseia-se na força de interação entre o antígeno e o anticorpo (Hedman et 

al., 1989; Joynson et al., 1990; Cozon et al., 1998).  

Durante a resposta imune, o processo de maturação de anticorpos 

IgG é acompanhado pelo aumento de sua afinidade. Anticorpos de baixa 

avidez (30% ou menos) são produzidos em estágio precoce da infecção 

enquanto que anticorpos de alta avidez (60% ou mais) refletem infecção 

crônica. Apesar de uma baixa avidez nem sempre permitir a identificação de 

um caso recente de infecção, a alta avidez de IgG exclui infecções primárias 

com menos de 3 meses de duração (Joynson et al.,1990; Gutiérrez & 

Maroto, 1996). 

Para a avaliação da avidez, verifica-se a maior ou menor facilidade 

com que os anticorpos são dissociados de complexos antigênicos 



 

 23

específicos. Essa dissociação resulta da ação de agentes desnaturantes de 

proteínas ou desestabilizantes de ligações de pontes de hidrogênio, 

utilizadas para diluir o soro teste ou adicionadas após a formação do 

complexo antígeno-anticorpo. O tratamento com uréia é considerado o mais 

simples e eficiênte na medida da avidez dos anticorpos IgG (Holliman et al., 

1994). É um método altamente sensível e específico na identificação de 

infecção primária aguda por T. gondii durante a gravidez (Jenum et al., 

1997). 

Estes testes imunológicos são amplamente utilizados, mas 

apresentam limitações que impedem sua utilização de forma confiável na 

identificação de pacientes com reativação ou com risco de desenvolver 

toxoplasmose cerebral. Em alguns pacientes imunocomprometidos, os 

anticorpos específicos são dificilmente detectáveis, seja pelo motivo de que 

na fase aguda da infecção os níveis de IgM e IgG só possam ser detectados 

após algumas semanas de parasitemia, ou pelo fato de que em certos 

pacientes, os títulos destes anticorpos não aumentem à níveis de detecção 

(Franzen et al., 1997; Lin et al., 2000; Joseph et al., 2002). 

 

 

1.6.3. Diagnóstico molecular 

 
 
1.6.3.1. PCR convencional (cnPCR) 

 

Nas últimas décadas destacou-se o surgimento de novas 

metodologias moleculares empregadas no diagnóstico microbiológico. 

Dentre elas destaca-se a PCR por permitir a amplificação de qualquer 

seqüência específica de DNA utilizando-se da propriedade da enzima Taq-

polimerase (extraída da bactéria Thermus aquaticus) e de dois primers 

(oligonucleotídeos iniciadores) específicos à seqüência alvo desejada (um 

que irá sintetizar a seqüência alvo do DNA no sentido 3’-5’ e outro para o 

sentido inverso isto é, 5’-3.’). A PCR pode ser dividida em três passos: i. A 

dupla fita DNA é separada em torno de 90oC; ii. Os primers “anelam” entre 
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50-60oC; e, iii. Ocorre a extensão da nova fita DNA entre 70-78oC (Mackay, 

2004). 

A sensibilidade da PCR depende de 3 fatores principais (Bastien et 

al., 2008):  

• Condições físico-quimico da reação (temperatura de 

anelamento do marcador, concentração de Mg2+Cl2, concentração da Taq-

polimerase, e, concentração do marcador);  

• A concentração e a natureza DNA alvo (número de cópias do 

DNA alvo no genoma do microrganismo e concentração do DNA alvo 

presente na amostra);  

• Seleção de marcadores (para o desenvolvimento dos 

marcadores é necessário conhecer o genoma do microrganismo ou pelo 

menos, parte dele e suas variações genéticas, pois é comum ocorrer 

mutações inesperadas que poderão interfirir na sensibilidade).  

Na pesquisa clínica de T. gondii, a introdução de tratamento anti-

toxoplasma também influencia na sensibilidade da técnica (Pelloux et al., 

1998; Montoya e Liesenfeld, 2004; Maubon et al., 2007; Bastien et al., 2008). 

Outros fatores secundários podem também influenciar na 

sensibilidade, como o risco de contaminação com produtos anteriormente 

amplificados, que levam a resultados falso-positivos (Mackay, 2004). 

Quanto a degradação do DNA em amostras clínicas após 

sucessivos ciclos de congelamento e descongelamento, recomenda-se o 

congelamento de volumes maiores de que 1 ml. Em volumes inferiores 

recomenda-se conservar à 4oC por até 16 meses, e, quando adicionado 

tampão Tris-EDTA, este DNA torna-se estável por até 3 anos (evidenciando 

que à 4oC, o risco de contaminação da amostra é aumentado) (Bellete et al., 

2003). 

Existem diversos métodos de extração de DNA de espécimes 

clínicas que variam desde uma simples fervura do material à extrações 

automatizadas em circuitos fechados que reduzem o risco de contaminações 

cruzadas e permitem obter grande reprodutibilidade. Substâncias que inibem 

a amplificação do DNA (como o heme presente no sangue) devem ser 
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removidas completamente durante a extração. O DNA extraído deve ser 

mantido em um pequeno volume em solução aquosa a fim de evitar a 

degradação e maximizar a sua detecção (Espy et al., 2006). 

Os métodos de extração do DNA realizados in house baseados na 

Proteinase K e fenol-clorofórmio parecem ser mais sensíveis do que os 

utilizados com kits comerciais baseados em guanidina principalmente 

quando existe pequena concentração de parasitas na amostra (Pelloux et 

al., 1998; Lachaud et al., 2001). 

Grandes concentrações de DNA não específico e a proporção entre 

o volume de amostra de DNA e o volume PCR master mix são fatores que 

também influenciam nos resultados. Por exemplo, grandes concentrações de 

DNA humano podem diminuir a sensibilidade da PCR, pois este DNA 

influencia diretamente na quantidade de ions Mg2+ livre e na atividade 

enzimática da Taq polimerase (Bastien et al., 2008). Sugere-se diluir a 

amostra a fim de evitar o excesso de DNA não específico ou de substâncias 

inibidoras. Porém, ao diluir o DNA não especifico, dilui-se também o DNA 

alvo, diminuindo a sensibilidade da técnica (Flori et al., 2002; Bastien et al., 

2008). 

Existem diversos métodos de detecção dos produtos amplificados da 

PCR. Dentre eles incluem-se eletroforese em gel de agarose, Southern blot, 

e, sistemas utilizando ELISA, porém todos permitem apenas obter dados 

qualitativos ou semi-quantitativos (Hohlfeld et al., 1994; Mackay, 2004). 

A cnPCR é um método útil para complementar o diagnóstico de 

toxoplasmose ativa pela sua alta sensibilidade e especificidade (Hohlfeld et 

al., 1994; Guy & Joynson, 1995; Pelloux, et al., 1998; Vidal et al., 2004; 

Chandrasekar 2005; Colombo et al., 2005). Revolucionou o diagnóstico pré-

natal da toxoplasmose congênita, pois permitiu a realização de um 

diagnóstico precoce e menos invasivo para o feto (Montoya e Liesenfeld, 

2004). 

A detecção de T. gondii é utilizada com freqüência em diferentes 

materiais biológicos como tecido cerebral, líquido cefalorraquidiano (LCR), 

lavado broncoalveolar, sangue, tecido hepático, líquido amniótico, líquido 
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pleural, líquido ascítico, urina e líquido ocular (Dupouy-Camet et al., 1993; 

Hohlfeld et al., 1994; Fuentes et al., 1996; Franzen et al., 1997; Costa et al., 

2000; Buchbinder et al., 2003; Montoya e Liesenfeld, 2004; Chabbert et al., 

2004). Já foram descritos mais de 25 marcadores na detecção do DNA de T. 

gondii. As seqüências mais utilizadas têm como alvo o gene B1, que possui 

uma região repetitiva de 35 cópias no genoma de T. gondii (Burg et al., 

1989; Brindley et al., 1993; Filisetti et al., 2003; Chabbert et al., 2004; Okay 

et al., 2009). Em paralelo, alguns estudos relatam que a seqüência repetitiva 

do gene B1 apresenta sensibilidade variável quando utilizada em amostras 

extraídas de LCR (Franzen et al., 1997; Montoya e Liesenfeld, 2004). 

Contudo, Vidal et al.,(2004) demonstraram sua alta capacidade de detectar 

amostras positivas em pacientes com aids e recém-natos. 

Estudos realizados com objetivo de comparar sensibilidade de 

seqüências iniciadoras mostraram que as seqüências alvo B22-B23 do gene 

B1 apresentaram maior sensibilidade e especificidade comparada a outros 

marcadores alvo do gene B1, sendo estes, os mais recomendados para o 

diagnóstico em pacientes imunocomprometidos (Brindley et al., 1993; 

Chabbert et al., 2004).  

Outro alvo muito utilizado do genoma de T. gondii é a seqüência de 

529 pb que vem sendo descrita como muito mais sensível do que a 

seqüência do gene B1, pois é repetida de 200-300 vezes (Homan et al., 

2000).  

Muito cuidado deve ser tomado ao se desenvolver novos 

marcadores, pois estes devem ser capazes de amplificar todas as cepas de 

T. gondii. Ainda que o gene B1 e o fragmento de 529 pb apresentem 

seqüências suficientemente conservadas para propósitos diagnósticos, a 

maioria dos marcadores descritos na literatura são desenvolvidos para 

serem complementares à cepa do tipo I de T. gondii. Contudo, a maioria dos 

parasitas isolados de liquido amniótico na França, pertence à cepa do tipo II 

(Reischl et al., 2003). Edvinson et al. (2006) nos advertem em que novos 

trabalhos deveriam certificar-se de que a seqüência de 529 pb é 

complementar e conservada entre as diferentes cepas deste parasita. 
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Ferreira et al., (2008) demonstraram que as cepas de T.gondii prevalentes 

no Brasil são altamente polimórficas, confirmando estudos prévios realizados 

na América do Sul. 

Apesar da cnPCR ser muito utilizada no diagnóstico clínico 

microbiológico é um método realizado in house, portanto não é totalmente 

padronizada entre os diferentes laboratórios clínicos, o que gera resultados 

freqüentemente inconsistentes ainda que os métodos utilizados pareçam ser 

os mesmos (Apfalter et al., 2005). Pelloux et al. (1998) investigaram a 

acurácia da cnPCR em 15 laboratórios europeus envolvidos no diagnóstico 

da toxoplasmose congênita, obtendo resultados inconsistentes devido 

principalmente a falta de padronização da técnica entre os mesmos. 

Na pesquisa clínica de T. gondii, a comparação interlaboratorial é 

extremamente necessária, pois permite estabelecer qual método apresenta 

melhores resultados ou aperfeiçoar uma técnica já em uso. Porém, poucas 

publicações vêm sendo reportadas na literatura, o que impede a elaboração 

de um consenso, tornando difícil qualquer tentativa de padronização dos 

métodos diagnósticos moleculares deste parasita (Chabbert et al., 2004). 

 

 

1.6.3.2. PCR quantitativa em tempo real (qrtPCR) 

 

Das metodologias baseadas na PCR desenvolvida nos últimos anos, 

destaca-se a PCR em tempo real (Real-time PCR, também conhecida como: 

Real-time quantitative PCR, rapid-cycle real-time PCR, homogeneous PCR, 

ou, kinetic PCR), que combina uma alta sensibilidade e especificidade com 

uma ótima forma de detecção dos produtos amplificados (Espy et al., 2006).   

Apresenta-se como uma reação de fácil preparo. Vem substituindo 

rapidamente a cnPCR no diagnóstico molecular microbiológico devido à sua 

alta velocidade, reprodubilidade, baixo risco de contaminação e de erros na 

interpretação de resultados, e, a possibilidade de obter informação 

quantitativa (Jauregui et al., 2001; Espy et al., 2006; Bastien et al., 2008).  
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A qrtPCR (Real-time quantitative PCR) vem sendo utilizada 

amplamente em todo o mundo no diagnóstico da toxoplasmose. Permite a 

quantificação do DNA do parasita na amostra, o que a torna muito útil no 

monitoramento de terapia anti-T.gondii (Costa et al., 2000; Lin et al., 2000; 

Homan et al., 2000; Jones et al., 2000; Edvisson et al., 2004; Hierl et al., 

2004; Romand et al., 2004; Cassaing et al., 2006; Calderaro et al., 2006; 

Maubon et al., 2007). 

Com a qrtPCR, o número de amostras “falso-positivos” devida à 

contaminação de produtos amplificados previamente diminui drasticamente, 

pois ao contrário da cnPCR onde os tubos com as amostras já amplificadas 

necessitam ser abertos afim de proceder-se a visualização de seus 

respectivos produtos amplificados, esta, funciona em um sistema fechado, 

não expondo de forma alguma seus produtos amplificados ao meio externo 

(Jauregui et al., 2001; Costa et al., 2002; Mackay, 2004; Espy et al., 2006; 

Botterel et al., 2008).  

O princípio da qrtPCR baseia-se na detecção do DNA por 

fluorimetria, quando presente uma molécula fluorescente na reação. Este 

método permite uma análise cinética dos ciclos de amplificação da PCR, 

permitindo que os produtos amplificados sejam detectados em tempo real. 

Esta detecção só é possível graças a um agente intercalante do DNA, o 

SYBR Green, ou, a uma sonda marcada com fluoróforo específica da 

seqüência alvo (oligonucleotide probes ou oligoprobes). Estes agentes 

fluorescentes produzem uma mudança do sinal da fluorescência quando 

interagem ou hibridizam com os produtos amplificados. Este sinal é 

proporcional à quantidade de produtos amplificados durante cada ciclo 

(Mackay, 2004; Maubon et al., 2007).  

O SYBR Green detecta o acúmulo de qualquer dupla-fita de DNA na 

reação, e apesar de ter boa sensibilidade, não é específico. Justamente por 

esta pouca especificidade, este é muito utilizado em testes de triagem (Espy 

et al., 2006). SYBR Green gera grande quantidade de fluorescência de “sinal 

de fundo” quando a amostra contém grande quantidade de DNA não 

especifico. Este problema é resolvido com a diluição destas amostras, porém 
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isto acarreta em uma grande redução da sensibilidade da reação devido a 

resultados falso negativos (Bellete et al., 2003). 

Para se obter resultados com boa sensibilidade e especificidade na 

qrtPCR sugere-se fazer uso da tecnologia de sondas marcadas com 

fluoróforo. Esta tecnologia baseia-se no princípio da FRET (fluorescence 

resonance energy transfer) onde duas moléculas adjacentes, uma “doadora” 

(reporter) e uma “aceptora” (quencher) de fluorescência (presentes em uma 

sonda complementar a seqüência alvo) transferem energia sob a forma de 

luz fluorescente quando hibridizadas com a seqüência complementar. A 

fluorescência emitida é proporcional a concentração de produtos gerados 

pela qrtPCR (fragmentos específicos de DNA) e, é captada pelo sistema de 

Real-Time PCR de forma contínua. Assim, permite o acompanhamento em 

tempo real de todo o ciclo da reação. Quando não ocorre a hibridização, o 

quencher, não permite a emissão de fluorescência (Espy et al., 2006; 

Maubon et al., 2007).  

Três formas de FRET são utilizadas com freqüência na microbiologia 

clínica: 5´ nuclease (TaqMan probes), molecular beacons, e FRET 

hybridization probes (Espy et al., 2006). 

A sonda TaqMan é composta de um pequeno oligonucleotideo 

(DNA) que contem um reporter em 5´ e um quencher em 3´. Para gerar o 

sinal de luz (e remover o efeitos do quencher na molécula fluorescente) dois 

eventos devem ocorrer: A sonda deve se ligar a fita de DNA complementar a 

60°C e a Taq-polimerase deve clivar a posição 5´ da sonda TaqMan 

separando o reporter do quencher por atividade da 5´ nuclease.  As 

moléculas fluorescentes livres acumulam-se após cada ciclo da qrtPCR 

podendo ser detectadas durante qualquer momento, inclusive durante a 

etapa de hibridização (Espy et al., 2006). 

Molecular beacons possuem um reporter na posição 5´ e um 

quencher na 3´ da sonda, porém não necessitam da atividade 5´ nuclease 

como no TaqMan. A região desenhada para ser o final da sonda é 

complementar com ela mesma, portanto a baixas temperaturas, o final da 

sonda anela-se com o início da mesma criando uma estrutura semelhante a 
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um “grampo de cabelo” (hairpin structure). A altas temperaturas, o produto 

amplificado e a sonda mantêm-se como fitas simples. Quando a temperatura 

da reação diminui a região central da sonda (que é complementar a região 

do produto a ser amplificado) liga-se ao produto amplificado e força a 

separação do reporter fluorescente do quencher, permitindo a detecção do 

sinal luminoso proveniente do reporter. Na ausência de produtos 

amplificados, a sonda volta a anelar com ela mesma, forçando o quencher 

contra o reporter e inibindo o sinal de fluorescência. Diferentemente do 

TaqMan, a detecção da fluorescência só ocorre durante a fase de 

hibridização da qrtPCR (Espy et al., 2006). 

FRET hybridization probes (também denominados LightCycler 

probes) são compostos de duas sondas desenvolvidas para anelarem-se 

próximas umas das outras no produto amplificado em uma configuração 

“head-to-tail” (ou seja, posição 5´ e 3´). A sonda na posição mais adiantada 

possui um reporter na posição 3´, e a segunda sonda, um quencher na 5´. 

Quando as duas sondas anelam-se ao produto amplificado, a fluorescência 

do reporter na 3´ é absorvida pelo quencher na posição 5´ que é excitado 

emitindo luz em um terceiro comprimento de onda que é detectado pelo 

sistema de qrtPCR. Esta detecção só é possível durante a fase de 

hibridização da reação. Se as duas sondas não anelarem-se ao produto 

específico, então não ocorrerá a FRET entre as mesmas, pois a distância 

entre estas será muito grande (Whiley et al., 2001; Teo et a., 2002; Espy et 

al., 2006). 

Em pacientes imunossuprimidos, gestantes e neonatos, o 

diagnóstico da toxoplasmose pela qrtPCR torna-se uma ferramenta de 

extrema valia, pois os diagnósticos alternativos como a cultura e testes 

imunológicos são difíceis de se interpretar nestes pacientes (Romand et al., 

2004; Calderaro et al., 2006; Espy et al., 2006). 

Esta técnica está menos sujeita a variações por parte do usuário e 

suas inevitáveis conseqüências. Estas variações, são comuns na cnPCR, 

como o uso de marcadores diversos e de varias temperaturas de 

anelamento, e que sempre resulta em resultados heterogêneos entre 
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diferentes laboratórios. Devido a esta menor “otimização”, a qrtPCR 

possibilita a padronização entre diferentes laboratórios (Bellete et al., 2003; 

Reischl et al., 2003; Maubon et al., 2007; Bastien et al., 2008). 

Atualmente estão descritos na literatura diversos pares de 

marcadores em uso na qrtPCR para detecção de T. gondii, tendo a maioria 

como alvo o gene B1 ou a seqüência de DNA repetitiva de 529 pb. Estes 

trabalhos descritos, utilizam em sua maioria, as técnicas de qrtPCR como 

SYBR Green e FRET hybridization probes (Flori et al., 2002; Buchbinder et 

al., 2003; Reischl et al., 2003; Edvinsson et al., 2004; Hierl et al., 2004; 

Romand et al., 2004; Cassaing et al., 2006; Edvinsson et al., 2006). 

Trabalhos utilizando a sonda 5´ nuclease (TaqMan probes) descritos para a 

detecção de T. gondii são escassos (Costa et al., 2000; Lin et al., 2000; 

Jauregui et al., 2001; Calderaro et al., 2006). 

Existem divergências entre qual a melhor seqüência alvo para o 

diagnóstico laboratorial da toxoplasmose. Alguns autores preferem utilizar 

marcadores provenientes do gene B1, pois além deste ser repetido 35 vezes 

no genoma do parasita, tem se mostrado bastante sensível e conservado 

dentre as diferentes cepas de T. gondii (Lin et al., 2000; Contini et al., 2005). 

Recentemente, com a descrição da seqüência de 529 pb (Homan et al., 

2000), que apresenta-se repetida de 200 a 300 vezes no genoma do 

Toxoplasma gondii gerou uma série de publicações afim de se comparar 

marcadores provenientes desta nova seqüência com os marcadores já em 

uso provenientes do gene B1. Os resultados encontrados por estes autores 

demonstram uma sensibilidade que varia de 10 a 100 vezes maior que o 

gene B1 (Hierl et al., 2004; Calderaro et al., 2006; Cassaing et al., 2006; 

Edvinsson et al., 2006). 

Porém, Calderaro et al. (2006) notaram diferenças de sensibilidade 

entre diferentes materiais biológicos. Edvinsson et al. (2006) reportaram que 

o fragmento de 529 pb só é mais sensível do que o gene B1 quando há 

pouco DNA do parasita na amostra, e, sugerem que novos trabalhos 

deveriam certificar-se de que este fragmento encontra-se realmente 

conservado dentre diferentes cepas de T. gondii. 
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Devido a estes dados limitantes revelados nesta introdução 

especialmente sobre a sensibilidade e especificidade destes marcadores 

(tanto do gene B1 quanto do fragmento de 529 pb) e aliado ao conhecimento 

da sensibilidade da cnPCR em amostras brasileiras, resolvemos testar qual 

par apresenta maior eficácia na detecção de T. gondii em pacientes 

imunodeprimidos, e se há diferença significativa entre as metodologias da 

PCR (cnPCR e qrtPCR). O esclarecimento destas questões é de grande 

interesse para o diagnóstico molecular da toxoplasmose cerebral, pois o 

aperfeiçoamento da PCR possibilitará a definição diagnóstica mais rápida, 

permitindo aos clínicos elaborarem uma resposta adequada e eficaz ao 

paciente. 
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2. OBJETIVOS 

 

 

2.1. Objetivo geral 

 

Aprimorar o diagnóstico molecular da toxoplasmose cerebral em 

amostras de pacientes com aids avaliando novos marcadores para cnPCR, 

e, padronizando a qrtPCR. 

 

 

2.2. Objetivos específicos 

 

1.  Avaliar 2 novos marcadores para o uso na cnPCR utilizando 

amostras de pacientes com aids e diagnóstico definido; 

2.  Padronizar a técnica qrtPCR utilizando a sonda TaqMan, para 

uso no diagnóstico molecular; 

3.  Avaliar dois marcadores para qrtPCR; 

4. Determinar a sensibilidade, especificidade e valores relativos 

de cada marcador. 
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3. MATERIAIS E MÉTODOS 

 

 

3.1. Amostras clínicas 

 
Os experimentos foram realizados utilizando-se DNA extraído e 

purificado de amostras de LCR e sangue encaminhadas ao Serviço de 

Parasitologia do Instituto Adolfo Lutz para a realização do diagnóstico 

molecular e imunológico da toxoplasmose.  

Estas amostras foram provenientes de pacientes admitidos no 

Instituto de Infectologia Emilio Ribas, tendo como critérios de exclusão, 

idade menor de 18 anos e sorologia negativa para o HIV. A média de idade 

foi de 41 anos (variando de 18 a 65 anos), 74% destes pertenciam ao sexo 

masculino e 26% ao sexo feminino. 

Este trabalho foi dividido em duas partes, a primeira foi um estudo 

retrospectivo, e a segunda, prospectiva. 

Primeiro estudo (utilizando cnPCR): 102 amostras de DNA extraídas 

de sangue, sendo 66 de pacientes com aids, diagnóstico clínico da 

toxoplasmose cerebral e títulos de anticorpos IgG anti-toxoplasma na RIFI. 

Os outros 36 pacientes constituíram o grupo controle, possuíam aids e 

diagnóstico clínico de outras infecções oportunistas do SNC, como meningite 

criptocócica, leucoencefalopatia multifocal progressiva (LEMP), tuberculose 

do SNC, disfunção cognitiva motora associada ao HIV sem qualquer título de 

anticorpos anti-T. gondii. Estas amostras foram encaminhadas para o 

Laboratório de Biologia Molecular de parasitos do Instituto Adolfo Lutz no 

período de março de 2008 a dezembro de 2008. 

Segundo estudo (utilizando qrtPCR):  Durante o período de estudo 

(24 meses), 273 amostras (152 amostras de sangue e 121 de LCR) de 

pacientes com aids e suspeita de toxoplasmose cerebral foram inicialmente 

estudadas. Destas amostras, 149 puderam-se obter dados clínicos, sendo 

124 excluídas por falta de dados nos prontuários destes pacientes. A 

toxoplasmose cerebral foi confirmada pela clínica e dados radiológicos em 
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50 pacientes, sendo 36 amostras de sangue e 14 de LCR. Em 99 pacientes 

(62 amostras extraídas de sangue e 37 extraídas de LCR) foram 

diagnosticadas outras doenças como meningite criptocócica, LEMP, 

tuberculose do SNC, disfunção cognitiva motora associada ao HIV, 

pneumonia bacteriana, tuberculose, insuficiência renal crônica, hepatite C, 

encefalite por citomegalovirus, histoplasmose, epilepsia, candidíase oral. 

 

 
3.1.1. Diagnóstico clínico da toxoplasmose cerebral  

 

As amostras clínicas utilizadas foram provenientes de pacientes IIER 

que possuíam diagnóstico sorológico positivo para a infecção por HIV, 

valores de células CD4+ < 200 cel/µL, e suspeita clínica de toxoplasmose 

cerebral.  

A definição de toxoplasmose cerebral em pacientes com aids 

segundo as definições estabelecidas pelo CDC (CDC, 1993; Potergies et al., 

2004) e estão descritas abaixo: 

1. Sinais neurológicos focais, alterações do nível ou do conteúdo 

da consciência, evidência de imagem tomográfica de lesão expansiva, com 

ou sem realce da substância de contraste; 

2. Resposta ao tratamento específico anti-T. gondii; 

3. Reações sorológicas (ELISA e RIFI) positivas. 

 
 
3.1.2. Quantidade e obtenção  

 

Todas as amostras clínicas foram coletadas antes ou até o terceiro 

dia da terapia específica para toxoplasmose. Estudos prévios comprovaram 

que o parasita é detectável em amostras biológicas em até três dias após o 

início da terapia (Colombo et al., 2005). 

De cada paciente foram coletados cerca de 8 ml de sangue em um 

tubo contendo EDTA (Ácido etilenodiamino tetra – acético), e/ou 2 ml de 

LCR em um tubo seco mantido sob refrigeração (4oC ). 
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3.1.1.1. cnPCR 

 

Para a avaliação dos marcadores TG1-TG2 e TOX4-TOX5 na 

cnPCR foram utilizadas 102 amostras de DNA extraídas de sangue de 

pacientes com aids, com diagnóstico clínico, radiológico e laboratorial. 

O grupo com toxoplasmose cerebral foi constituído de 66 pacientes 

com diagnóstico clínico, radiológico e títulos de anticorpos IgG/IgM anti-

toxoplasma na RIFI. O grupo controle foi composto de DNA extraído de 36 

pacientes com aids e outras infecções oportunistas do SNC, como meningite 

criptocócica, leucoencefalopatia multifocal progressiva, neurotuberculose, 

disfunção cognitiva motora associada ao HIV. Nenhum destes pacientes 

apresentou na RIFI qualquer título de anticorpos da classe IgG anti-T. gondii. 

A fim de avaliar a qualidade das extrações de DNA e a presença de 

substâncias inibidoras da PCR, todas as amostras foram primeiramente 

submetidas a uma cnPCR utilizando o marcador β1-β2 que amplificam um 

fragmento do gene β-globulina humana. 

 

 

3.1.1.2. qrtPCR 

 

Para a validação da qrtPCR, foram analisadas 149 amostras de DNA 

extraídas de 98 amostras de sangue e 51 de LCR provenientes de pacientes 

com aids e suspeita de toxoplasmose cerebral. Todas foram previamente 

analisadas por RIFI e cnPCR com o marcador B22-B23.  

A toxoplasmose cerebral foi confirmada em 50 pacientes através do 

diagnóstico clínico e de achados radiológicos. Em 99 pacientes foram 

diagnosticadas outras doenças como meningite criptocócica, 

leucoencefalopatia multifocal progressiva, neurotuberculose, disfunção 

cognitiva motora associada ao HIV, pneumonia bacteriana, tuberculose, 

insuficiência renal crônica, hepatite C, encefalite por citomegalovirus, 

histoplasmose, epilepsia e candidíase oral. 
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Dentre os 149 pacientes com dados clínicos e radiológicos, 20 

possuíam tanto amostras de sangue quanto de LCR colhidas na mesma 

ocasião. Destes, 9 foram diagnosticados com toxoplasmose cerebral e 11 

foram incluídos no grupo de outras doenças. 

 

 

3.2. Multiplicação e manutenção de T. gondii 

 

Para a extração de DNA do controle positivo e para a produção de 

antígeno para RIFI, utilizaram-se taquizoítos da cepa RH. Esta cepa foi 

escolhida devido a maior facilidade de seu manuseio, pois permite uma 

obtenção relativamente rápida de uma grande quantidade de taquizoítos, e, 

pode ser mantida através de inoculações em animais. É caracterizada por 

ser altamente virulenta, não cistogênica, e de multiplicação rápida (Sabin & 

Feldman, 1948). Utilizaram-se camundongos da linhagem Swiss com idade 

variando entre 25 e 30 dias e a via de inoculação escolhida foi a 

intraperitonial com um inóculo de cerca de 1x107 taquizoítos/animal. Após 

cinco dias de infecção foram feitas lavagens intraperitoniais com 5 ml/animal 

de NaCl 0,85% estéril para a retirada dos taquizoítos. Posteriormente, foi 

feita a contagem dos parasitas em câmara de Neubauer e ajustada a 

concentração desejada para a extração de DNA, preparo do antígeno para 

RIFI ou para infectar um novo grupo de animais para a manutenção da cepa. 
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3.3. Extração de DNA 

 

 

3.3.1. Em sangue 

 

As amostras coletadas foram transferidas para um tubo cônico de 15 

ml e centrifugadas por 10 minutos a 2800 g, para retirada de plasma, a 

seguir adicionaram-se aos sedimentos cerca de 5 ml de PBS estéril afim de 

se remover qualquer inibidor presente entre as células. Centrifugou-se por 

10 minutos a 2800 g, e todos os sobrenadantes foram desprezados. A fim de 

realizar-se a lise de hemácias foram adicionados ao sedimento 3 vezes o 

volume de tampão ACK (150 mM cloreto de amônio; 1 mM bicarbonato de 

potássio; 0,1 mM EDTA pH 7.3) e os tubos foram incubados a temperatura 

ambiente sob agitação suave por 10 minutos. Após uma nova centrifugação 

por 10 minutos a 2800 g, os sobrenadantes contendo restos de hemácias 

foram desprezados e os sedimentos foram transferidos para tubos cônicos 

de 1,5 ml. 

A seguir iniciou-se a extração/purificação através do kit PureLink® 

Genomic DNA (Invitrogen®), conforme instruções do fabricante, e na qual 

baseia-se da propriedade de ligação seletiva do DNA na presença de sais 

caótropicos em uma membrana de sílica. Primeiramente, foram adicionados 

aos sedimentos, 20 µl de tampão de lise com proteinase K e 20 µl de 

tampão RNase A (ambos fornecidos pelo kit), a fim de lisar tanto células 

humanas quanto do parasita, e, de digerir qualquer resquício de RNA 

presente. Procedeu-se a agitação vigorosa (em vortex) e incubação por 2 

minutos em temperatura ambiente. Adicionaram-se 200 µl de tampão 

PureLink® Genomic Lysis/Binding, agitação em vortex e incubação por 10 

minutos em Banho-maria à 56oC. Finalmente, adicionaram-se 200 µl de 

Etanol (96-100%) seguido novamente de agitação em vortex. 

Após a etapa de extração do DNA iniciou-se a purificação onde, o 

material composto dos sedimentos e com os tampões de lise com proteinase 

K, de RNase A, PureLink® Genomic Lysis/Binding e Etanol foi transferido 
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para um tubo cônico especial (provido pelo kit) com membrana de sílica já 

pronta para uso. Centrifugou-se por 1 minuto à 10000 g, descartando-se o 

material centrifugado (mantendo-se apenas a membrana, pois o DNA liga-se 

à mesma). Iniciou-se, então, o processo de remoção de componentes 

celulares ainda presentes na membrana através de uma seqüência de duas 

“lavagens” com tampões providos no kit. Na primeira utilizaram-se 500 µl do 

tampão 1 e centrifugou-se por 1 minuto à 10000 g, e na segunda, 500 µl do 

tampão 2 por 3 minutos à 10000 g. Após restar apenas o DNA ligado com a 

membrana, adicionou-se um tampão de baixa concentração de sal, o que 

levou ao desprendimento do DNA da mesma. Para isto, adicionaram-se 50 µ 

de tampão PureLink® Genomic Elution Buffer, incubou-se por 1 minuto em 

temperatura ambiente, centrifugou-se por 1 minuto à 14000 g, e o DNA foi 

recolhido em um tubo cônico estéril de 1,5 ml.  Em seguida procedeu-se a 

PCR ou o armazenamento do DNA a -20oC. 

 

 

3.3.2. Em LCR 

 

As amostras de LCR foram transferidas para tubos cônicos estéreis 

de 1,5 ml e centrifugadas por 5 minutos a 2.000 g. Descartaram-se os 

sobrenadantes, e os sedimentos contendo células foram lavadas com 500 µl 

PBS estéril por centrifugação por 5 minutos a 2.000 g. Após o descarte dos 

sobrenadantes, foram adicionados aos sedimentos, 40 µl de água Milli-Q 

autoclavada e incubados a 95ºC por 5 a 10 minutos. Não é necessária a 

purificação da amostra, pois em LCR, encontram-se poucas substâncias 

inibidoras da PCR. Em seguida procedeu-se a PCR ou o armazenamento do 

DNA a -20oC. 
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3.3.3. Em taquizoítos de T.gondii 

 

O DNA dos taquizoítos provenientes de camundongos foi extraído 

através do kit PureLink® Genomic DNA (Invitrogen®) descrito previamente no 

item 3.3.1. O grau de pureza das extrações e a quantidade de DNA das 

amostras foram determinados por absorbâncias em Nanodrop no 

comprimento de onda 260 e 280 nm (luz ultravioleta). O grau de pureza das 

extrações foi determinado pela razão entre as leituras em DO (densidade 

ótica) 260/DO 280 nm que deveria apresentar valores entre 1,8 e 2,0. As 

leituras realizadas a 260 nm determinaram as concentrações de DNA. 

Segundo Sambrook et al. (1989) absorbância igual a 1 equivale a 

concentração de 50 µg/ml de DNA de fita dupla. 

 

 

3.4. Seleção das regiões alvo de T.gondii e dos marcadores 

 

As regiões alvo escolhidas foram o gene B1 e o fragmento repetitivo 

de 529 pb de T. gondii. A escolha por um marcador do gene B1 deveu-se ao 

fato deste apresentar-se altamente conservado entre as diferentes cepas e 

ser composto de 35 regiões repetitivas contendo 2214 nucleotídeos por 

região (Burg et al., 1989; Grover et al., 1990; Lin et al., 2000; Contini et al., 

2005; Okay et al., 2009).  

Apesar de não se ter ainda certeza de que a seqüência de 529 pb 

encontra-se conservada entre as diferentes cepas de T. gondii, vem sendo 

descrita como sendo mais sensível do que a seqüência do gene B1, pois é 

repetida de 200-300 vezes no genoma deste parasita (Homan et al., 2000; 

Edvinson et al., 2006).  
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3.4.1. Marcadores para cnPCR 

 

Foram selecionados três marcadores que amplificam diferentes 

regiões do genoma de T. gondii e um par que amplifica um fragmento do 

gene β-globulina humana, utilizado como controle de inibição da reação: As 

seqüências foram: 

• B22 (5-’AACGGGCGAGTAGCACCTGAGGAGA-3’) e B23 (5’-

TGGGTCTACGTCGATGGCATGACAAC-3’), que amplificam uma seqüência 

de 115 pb de uma região do gene B1 (Burg et al., 1988; 1989; Vidal et al., 

2004; Colombo et al., 2005). 

• TG1 (5'-AAAAATGTGGGAATGAAAGAG-3') e TG2 (5'-

ACGAATCAACGGAACTGTAAT-3') que amplificam outra região do gene B1 

de 469 pb (Jalal et al., 2004). 

• TOX4 (5’-CGCTGCAGGGAGGAAGACGAAAGTTG-3’) e TOX5 

(5’-CGCTGCAGACACAGTGCATCTGGATT-3’) que amplificam uma 

seqüência repetitiva de 529 pb de uma região não-codificante (Homan et al., 

2000). 

• β1 (5'-ACCACCAACTTCATCCACGTTCACC-3') e β2 (5'-

CTTCTGACACAACTGTGTTCACTAGC-3') que amplificam um produto de 

140 pb do gene β-globulina humana (Lee et al., 2001). Esta reação foi 

realizada para analisar a qualidade da extração de DNA e a presença de 

inibidores da Taq DNA polimerase. 

 

 

3.4.2. Marcadores para qrtPCR 

 

Os 2 marcadores desenhados e utilizados na qrtPCR foram 

desenvolvidos a fim de hibridizarem-se com um fragmento do gene B1 e 

com a região repetitiva de 529 pb. Após a escolha das regiões gênicas e 

provável inicio dos oligonucleotídeos, primers e probes foram sintetizados 

através do Primer Express software pela Applied Biosystems. 
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• B1Tg-F (5'-CAAGCAGCGTATTGTCGAGTAGAT-3'), B1Tg-R (5'-

GCGTCTCTTTCATTCCCACATTTT-3'), sonda (probe) B1Tg-TM (FAM 

[Reporter]-5'-CAGAAAGGAACTGCATCCGTT-3'- NFQ [Quencher]). 

Amplificam uma seqüência de 83 pb. 

• RETg-F (5'-GGCGAGGGTGAGGAT GAG-3'), RETg-R (5'-

CATCTTCTCCCTCTCCGACTCT-3'), sonda (probe) RETg-M (FAM 

[Reporter]- 5'-TCGCTTCCCAACCACG-3' - NFQ [Quencher]). Amplificam 

uma seqüência de 64 pb. A figura 2 mostra a localização dos primers e 

probes desenhados para qrtPCR no genoma de T. gondii.  

 

 

 

 

Figura 2:  Localização no genoma de T. gondii, de onde foram sintetizados 
os primers (em negrito) e as sondas TaqMan FAM dye-labeled 
(em vermelho): (A) - Seqüência parcial do gene B1 com 2214 pb 
(GenBank AF 179871), onde o marcador B1TG esta localizado 
entre os nucleotídeos 664 e 747; (B) – Região repetitiva de 529 pb 
(GenBank AF146527 ), onde o iniciador RETG esta localizado 
entre os nucleotídeos 270 e 334. 

 

 

 A    601 gcaaatgaaaaggattcattttcgcagtacaccaggagttggattttgtagagcgtctct 
      661 cttcaagcagcgtattgtcgagtagatcagaaaggaactgcatccgttcatgagtataag 
      721 aaaaaaatgtgggaatgaaagagacgctaatgtgtttgcataggttgcagtcactgacga 
      781 gctcccctctgctggcgaaaagtgaaattcatgagtatctgtgcaactttggtgtattcg 
 
 
 
 B      181  cacagaagggacagaagtcgaaggggactacagacgcgatgccgctcctccagccgtctt 
       241 ggaggagagatatcaggactgtagatgaaggcgagggtgaggatgagggggtggcgtggt 
       301 tgggaagcgacgagagtcggagagggagaagatgtttccggcttggctgcttttcctgga 
       361 gggtggaaaaagagacaccggaatgcgatccagacgagacgacgctttcctcgtggtgat 
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3.5. Reação em cadeia de polimerase 

 

 

3.5.1. cnPCR 

 

As amplificações foram realizadas com um kit comercial 

(GoTaq®Green Master Mix - Promega) contendo 2 corantes (azul e amarelo) 

que permitem monitorar o progresso das amostras durante a eletroforese. 

Cada 12,5 µl do “mix” continha 1 unidade de Taq DNA polimerase em 10mM 

Tris-HCl, pH 8.5; 50mM KCl; 1.5 mM MgCl2 e 200 mM de cada um dos 

desoxinucleosideos trifosfatados (dATP, dGTP, dCTP, dTTP). Cada reação 

foi realizada adicionando-se 5 µl do DNA alvo (com intervalo de 

concentração em torno de 500 ng/µl) e 50 pmol de cada iniciador num 

volume final de 25 µl. As amplificações foram realizadas utilizando um 

termociclador (LongGene). Para cada reação foram adicionados um controle 

positivo, a partir de DNA extraído de taquizoítos (concentração de 1x107 

taquizoítos/ml) e dois controles negativos. Em um adicionou-se DNA 

proveniente de um indivíduo sem toxoplasmose e em outro, água ultrapura 

que substituiu o DNA. Nas reações em que o marcador B22-B23 foi utilizado, 

as amplificações consistiram de um ciclo inicial de desnaturação de 5 

minutos a 95°C, uma segunda etapa com 35 ciclos de desnaturação a 95°C 

por 1 minuto, anelamento a 62°C por 1 minuto e exte nsão a 72°C por 1 

minuto. Após essa etapa o processo foi finalizado por um ciclo final de 

extensão por 5 minutos a 72º C. Para as reações utilizando o marcador 

TOX4-TOX5, as amplificações consistiram de um ciclo inicial de 

desnaturação de 5 minutos a 94°C, uma segunda etapa  com 35 ciclos de 

desnaturação a 94°C por 45 segundos, anelamento a 5 5°C por 45 segundos 

e extensão a 72°C por 45 segundos. Após essa etapa o processo foi 

finalizado por um ciclo final de extensão por 5 minutos a 72º C. Quando o 

marcador TG1-TG2 foi utilizado, as amplificações consistiram de um ciclo 

inicial de desnaturação de 5 minutos a 94°C, uma se gunda etapa com 35 

ciclos de desnaturação a 94°C por 30 segundos, anel amento a 42.5°C por 
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30 segundos e extensão a 72°C por 30 segundos. Após  essa etapa o 

processo foi finalizado por um ciclo final de extensão por 5 minutos a 72º C. 

As reações controle, na qual foi utilizado o marcador β1-β2 foram realizadas 

simultaneamente, ou com o mesmo protocolo de temperatura das reações 

de um dos marcadores. 

 

 

3.5.2. qrtPCR 

 

As reações foram realizadas em um ABI 7300 Real-time PCR 

System (Applied Biosystems®). Cada mix de reação continha 10 µl TaqMan® 

Universal PCR Master Mix (Applied Biosystems), 1 µl do marcador com sua 

respectiva sonda (18 µM de cada primer, 5 µM  da sonda TaqMan FAM dye-

labeled e 5 µM  de quencher NFQ), 3 µl do DNA extraído/purificado (com 

intervalo de concentração em torno de 300 ng/µl), e 6 µl de H2O milli-Q 

autoclavada para completar volume final de 20 µl. Para cada reação foram 

adicionados um controle positivo, a partir de DNA extraído de taquizoítos 

(concentração de 1x107 taquizoítos/ml) e dois controles negativos. Em um 

adicionou-se DNA proveniente de um indivíduo sem toxoplasmose e em 

outro, água ultrapura que substituiu o DNA. 

Primeiramente, incubou-se a reação a uma temperatura de 50oC por 

2 minutos (a fim de otimizar a atividade da enzima AmpErase® Uracil N-

glycosylase (UNG), que permitiu a remoção de qualquer produto 

anteriormente amplificado, minimizando a contaminação cruzada), seguido 

por 95oC por 10 minutos. Em seguida realizou-se 40 ciclos compostos de 

95oC por 15 segundos e 60oC por 1 minuto. 

O sistema ABI 7300 verifica o sinal fluorescente a cada segundo e 

calcula automaticamente o mean baseline (ou baseline fluorescence), ou 

seja, o “sinal de fundo” da fluorescência gerado durante os ciclos iniciais (3-

15) da qrtPCR. Com base nesta “fluorescência de fundo” pode-se detectar a 

fluorescência gerada pelo acumulo de DNA amplificado, denominado Ct 

(threshold cycle), com acurácia. O Ct é definido como o ciclo em que a 
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fluorescência excede estatisticamente o mean baseline, sendo proporcional 

ao número de DNA alvos presentes na amostra e representando a mesma 

quantidade de produtos amplificados presentes no tubo. 

As reações de qrtPCR foram previamente padronizadas utilizando 

DNA de T. gondii extraído de amostras de sangue sabidamente negativas 

para este parasita e misturadas com um número determinado de taquizoítos. 

Estas amostras diluídas permitiram estabelecer o real valor representativo 

da carga parasitária em cada amostra clínica. 

 

 

3.6. Eletroforese em gel de agarose 

 

Os produtos amplificados pela PCR foram separados por 

eletroforese em um sistema eletroforético horizontal em gel de agarose a 2% 

em TBE pH 8,0 (0,045M de Tris-Borato; 0,001M EDTA) com 0,5 µl/ml 

brometo de etídio, juntamente com o marcador de peso molecular com 

fragmentos múltiplos de 100 pb em uma velocidade de 6V/cm. As amostras 

foram visualizadas e fotografadas em um transluminador GeneGenius 

(Programa GeneSnap, Syngene, versão 6.08.04) de ultravioleta a uma 

longitude de onda de 302 nm (Sambrook  et al., 1989). 

 

 

3.7. RIFI 

 

 

3.7.1. Preparo de antígeno 

 

Os taquizoítos foram lavados por três vezes com 40 ml de PBS pH 

7,2 por 15 minutos a 2800 g. Por fim, foram adicionados ao sedimento 1 ml 

de água destilada e formol 2% em PBS pH 7,2 na proporção de 1:1 e 

incubados por 30 minutos a 37°C. O sobrenadante foi  desprezado após uma 

centrifugação por 15 minutos a 2800 g e ao sedimento foi adicionada 
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aleatoriamente, solução salina até que se obtivesse 20 a 30 taquizoítos por 

campo, quando observado em microscopia no aumento de 400 vezes. O 

antígeno, então foi distribuído em lâminas de 10 orifícios contendo em média 

20 µl por orifício e deixadas secar naturalmente em temperatura ambiente. 

As lâminas secas foram embrulhadas em papel vegetal e acondicionadas 

em papel de alumínio e posteriormente conservadas em freezer a -20°C até 

o momento do uso. 

 

 

3.7.2. Ensaio 

  

As lâminas com antígeno contendo taquizoítos íntegros foram 

retiradas do freezer e mantidas em temperatura ambiente. Os soros foram 

diluídos nas concentrações 1:16, 1:256, 1:1024, 1:2048, 1:4096 e as 

amostras de LCR nas concentrações 1:1, 1:2, 1:4, 1:8, 1:16, 1:32, 1:64, e, 

acrescentados na lâmina em ordem decrescente num volume de 20 µl.  A 

seguir, foram incubadas por 30 minutos em câmara úmida a 37°C e, 

posteriormente, lavadas com PBS pH 7,2 por dois períodos de 10 minutos. 

As lâminas foram secas suavemente com papel de filtro, e sobre os orifícios 

foram acrescentados 15 µl de uma globulina anti-IgG humana marcada com 

fluoresceína (Biolab-Merieux) diluído 1:200 em 0,05% Azul de Evans PBS 

pH 7,2. Após nova incubação em câmara úmida por 30 minutos a 37°C, as 

lâminas foram novamente lavadas por 2 vezes com PBS pH 7,2. A seguir, 

foram secas, receberam uma fina camada de glicerina tamponada com PBS 

pH 7,2 e foram recobertas com lamínula. As leituras foram feitas em 

microscópio de fluorescência (Nikon) em aumento de 400 vezes. O cut-off, já 

estabelecido pela seção de Toxoplasmose do Instituto Adolfo Lutz foi 

considerado a diluição de 1:16 para soro e 1:64 para LCR (Camargo & 

Leser,1976). 
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3.8. Análise de dados  

 

 

3.8.1. Na cnPCR  

 

Todos os resultados divergentes foram repetidos ao mínimo 2 vezes. 

As porcentagens de sensibilidade e especificidade foram calculadas através 

das seguintes fórmulas: 

 

                                               Verdadeiros positivos 

Sensibilidade =                x 100 

                   Verdadeiros positivos + falsos negativos 

 

 

                                               Verdadeiros negativos 

Especificidade =              x 100 

                   Verdadeiros negativos + falsos positivos 

 

 

 

Os Índices de concordância (expressos em porcentagens) entre os 3 

marcadores foram calculados pela fórmula:  

 

 

                                                 Número de resultados concordantes  

Índice de concordância =       x 100 

                                             Número total de amostras   
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3.8.2. Na qrtPCR 

 

Todos os resultados divergentes foram repetidos ao mínimo 2 vezes. 

• Sensibilidade, especificidade, valores preditivos positivos (VPP) e 

negativos (VPN) foram determinados considerando os resultados do 

consenso e foram calculados como:  

• Sensibilidade e especificidade são descritos no item 3.8.1. 
 

                                                                   Verdadeiros positivos 

• Valor preditivo positivo =   

                                                    Verdadeiros positivos + falsos positivos 

 

 

                                                                   Verdadeiros negativos 

• Valor preditivo negativo =  . 

                                                     Verdadeiros negativos + falsos negativos 

 
 

As médias e desvios padrão foram calculados pelo programa “Sigma 

Plot 9.0”. 

 

 

 

3.8.3. Aprovação de comitês de ética e científico 

 

Este estudo foi aprovado nos Comitês de Ética em Pesquisa e 

Conselho Técnico Científico: 

      1.  Instituto Adolfo Lutz (Pré-aprovação) (Anexo 8.1.); 

      2.  Faculdade de Medicina de São Jose do Rio Preto (Anexo 8.2.); 

      3.  Conselho Técnico Cientifico do Instituto Adolfo Lutz (Anexo 8.3.). 
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4. RESULTADOS  

 

Amplificações positivas demonstraram a ausência de qualquer 

substancia inibidora da PCR e puderam ser utilizadas para os experimentos 

nas cnPCR e qrtPCR. Nas amostras negativas, o DNA foi re-extraido. A 

figura 3D ilustra uma eletroforese em gel de agarose 2% onde pode se 

observar que as amostras de origem humana geram o produto característico 

quando não houver nenhum inibidor presente. 

 

 

4.1. Eficácia dos marcadores  TG1-TG2 e TOX4-TOX5 para cnPCR no 

diagnostico da toxoplasmose cerebral 

 

Durante a rotina utilizando a cnPCR com o marcador B22-B23 

notamos que em alguns pacientes o produto amplificado era de difícil 

visualização no gel de agarose devido a baixa intensidade da banda. Estas 

reações podem gerar falsos resultados negativos. Supõe-se que tais 

resultados refletem na baixa parasitemia em alguns pacientes, o que leva a 

amplificação de uma pequena quantidade de DNA. Tal dificuldade nos levou 

a avaliar 2 novos marcadores para o diagnóstico de T. gondii em amostras 

clínicas.  

Como a cnPCR já se encontrava padronizada no nosso laboratório 

com o marcador B22-B23 (que amplificam um fragmento de 115 pb do gene 

B1) (figura 3A), utilizamos mais um par (TG1-TG2) que amplificam um outro 

fragmento do gene B1 (de 469 pb), e, um (TOX4-TOX5) que amplificam um 

fragmento de 529 pb de uma região não-codificante do genoma de T. gondii. 

As figuras 3B e 3C ilustram os produtos amplificados de cada um dos 

marcadores estudados.  
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Figura 3:  Produtos de PCR amplificados em três diferentes regiões alvo do 
genoma de Toxoplasma gondii. O marcador B22-B23 amplifica um 
fragmento de 115 pb do gene B1 (A); TG1-TG2, um fragmento de 
469 pb do gene B1 (B); e TOX4-TOX5 um fragmento de 529 pb de 
uma região não codificante (C). O controle da reação foi realizado 
testando-se as amostras de DNA com um par de oligonucleotídeos 
(β1-β2) (D) que amplificam um fragmento de 140 pb do gene β-
globulina humano. As amplificações foram analisadas por 
eletroforese em gel de agarose 2%. Coluna 1, padrão de massa 
molecular - 100 pb; Coluna 2, controle negativo (água); Coluna 3, 
amostra clínica proveniente de um paciente negativo para 
toxoplasmose; Coluna 4, amostra clínica proveniente de um 
paciente com toxoplasmose cerebral.    
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4.1.1. Sensibilidade e especificidade dos marcadore s 

 

As sensibilidades dos marcadores B22-B23, TG1-TG2 e TOX4-TOX5 foram 

analisadas utilizando DNA extraído de 66 pacientes com toxoplasmose 

cerebral. Estes marcadores amplificaram seus produtos específicos em 63, 

62 e 58 amostras respectivamente, provendo 95,5%, 93,9% e 89,3% de 

sensibilidade. Todas as 66 amostras foram positivas em pelo menos um dos 

marcadores. 

A análise das amostras dos 36 pacientes sem toxoplasmose e com 

outras patologias neurológicas demonstrou especificidade de 97,2%, 88,9% 

e 91,7% respectivamente com os marcadores B22-B23, TG1-TG2 e TOX4-

TOX5. Todas as 36 amostras foram negativas em pelo menos um dos 

marcadores. 

Os índices de concordância demonstrados entre B22-B23 e TOX4-

TOX5 foram de 83,3%; entre B22-B23 e TG1-TG2, de 93,1%; entre TG1-

TG2 e TOX4-TOX5, de 87,2%; e, entre os 3 marcadores, de 79,4%. 
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Tabela 1:  Resultados da cnPCR em 102 amostras de DNA de pacientes com aids do IIER 

  Marcadores  
 
 
 
 

           
                                                     Resultados  
 
 
     Toxoplasmose Cerebral                                              Outras doenças neurológicas 
 
            n=66                             Número de amostras (%)                            n=36 
 
        Positivas1                  Negativas                   Positivas                      Negativas2 
 

B22-B23 
 

 
63  (95,5)  

 

 
3 
 

 
1 
 

 
35 (97,2) 

 

TG1-TG2 
 

 
62  (93,9) 

 

 
4 
 

 
4 
 

 
32 (88,9) 

 

TOX4-TOX5 
 

58  (89,3)  
 

8 
 

3 
 

33 (91,7) 
     

 

1 Sensibilidade e 2 Especificidade foram calculados  como descrito no item 3.8.1 de Materiais e Métodos.  
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Tabela 2:  Índice de concordância entre os 3 marcadores na cnPCR para a detecção de T. gondii. 
 
 
 
 

  Marcadores  
 
 

 
                                          Toxoplasmose Cerebral 
 
 
     Concordantes1                Discordantes2         Indice Concordancia3  (%) 

 
 

B22-B23/TG1-TG2/TOX4-TOX5 
  

              81                                       21                                (79,4)   
    

 
B22-B23/TOX4-TOX5 

 
              85                                       17                                (83,3)    
 

 
B22-B23/TG1-TG2 

  
              95                                       07                                (93,1)      
 

 
TOX4-TOX5/TG1-TG2 

 
              89                                       13                                 (87,2) 

 
Total 

 
             102                                       0                                   (100) 

 
1Positivo em todos os marcadores; 2 Negativo em pelo menos um marcador; 3Porcentagem dos índices de concordância  

foram calculados como descrito no item 3.8.1 de Materiais e Métodos.  
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4.2. Validação da qrtPCR no diagnostico da toxoplas mose   

 

O objetivo desta segunda parte do estudo foi o de avaliar se a 

qrtPCR apresentava melhor sensibilidade no diagnóstico da toxoplasmose 

utilizando marcadores moleculares que têm como alvo as mesmas regiões 

gênicas que as utilizadas na cnPCR. Os resultados gerados permitiram a 

nossa compreensão de diferentes situações na pratica laboratorial.  

Nas reações de qrtPCR utilizando TaqMan FAM dye-labeled, o 

sistema ABI 7300 verificou o sinal fluorescente a cada segundo e calculou 

automaticamente o “threshold line” (ou “mean baseline”) ou seja, o momento 

em que a fluorescência excede o “sinal de fundo” gerado durante os ciclos 

iniciais (do 3º ao 15º). O “Threshold” nada mais é do que o desvio padrão do 

“Rn” (normalized reporter – que é a intensidade de emissão de fluorescência 

gerada pelo reporter [FAM] dividida pela intensidade de emissão da 

referência passiva [ROX]) dos ciclos iniciais multiplicado por fator ajustavel e 

é plotado na região onde ocorre o pico de fluorescência (crescimento 

exponencial dos produtos da PCR). 

Com base neste “mean baseline” pôde-se detectar a fluorescência 

gerada pelo acumulo de DNA amplificado, e mesurar o Ct (que é o número 

fracionado do ciclo em que a fluorescência excede estatisticamente o “mean 

baseline”, sendo proporcional ao número de DNA alvos presentes na 

amostra). 

A figura 4 ilustra uma destas reações, onde “Delta Rn” corresponde 

ao eixo Y (e que é magnitude do sinal de fluorescência determinada pela 

fórmula: [(Rn+)–(Rn-)], sendo Rn+ toda a fluorescência gerada inclusive 

pelas amostras, e, Rn- o sinal gerado nos ciclos iniciais e por reações sem 

amostras positivas) e o Ct corresponde ao eixo X. 

Como comparação entre as duas metodologias, utilizamos o 

marcador B22-B23 para cnPCR, este já se encontrava previamente 

padronizado e implementado em nossa rotina. Na qrtPCR os 2 marcadores 

utilizados foram: B1Tg-F e B1Tg-R do gene B1, e, RETg-F e RETg-R, da 
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seqüência não codificante de 529 pb. Ambos (B1Tg e RETg) possuíam 

sondas TaqMan FAM dye-labeled. 

 

 

 

 

Figura 4:  Modelo do protocolo da qrtPCR utilizando o marcador B1Tg, 
contendo no eixo Y o “Delta Rn” (que é magnitude do sinal de 
fluorescência gerado) e no eixo X o “Ct” (que indica o numero de 
ciclos da PCR). A linha horizontal verde corresponde ao 
“Threshold line” que é o momento em que a fluorescência excede 
o “sinal de fundo” gerado durante os ciclos iniciais (do 3º ao 15º 
ciclos). Neste Quadro observam-se 4 situações: amostra “Bc” (cor 
verde), controle negativo (usando água como amostra) não gera 
sinal de fluorescência (Ct=Undetected); amostra “RH” (cor laranja), 
controle positivo (com DNA extraído da cepa RH de T. gondii) e 
gera pico de fluorescência no 20o ciclo da qrtPCR (Ct=20,06) 
sendo a maior carga parasitária da reação; amostra “497” (cor 
preta), amostra clínica de paciente com toxoplasmose cerebral, 
pico no ciclo 30o (Ct=30,14); amostra “495” (cor azul), amostra 
clínica de paciente sem toxoplasmose, pico inespecífico no final da 
reação (Ct=37,23).  
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4.2.1. Sensibilidade e especificidade dos marcadore s B1Tg e RETg 

 

 

Os resultados das cnPCR e qrtPCR das 149 amostras de DNA 

foram avaliados a fim de se determinar a sensibilidade, especificidade, VPP 

e VPN de cada marcador. 

Dentre as 98 amostras de DNA extraídas de sangue, os resultados 

positivos (número de amostras) e a sensibilidade (expressa em %) para os 

marcadores B22-B23 (cnPCR), B1Tg e RETg foram 35 amostras (97,2%), 32 

(88,9%) e 35 (97,2%) respectivamente. Das 51 amostras de LCR, 11 foram 

positivas no marcador B1Tg e 14 nos marcadores B22-B23 e RETg, gerando 

sensibilidades de 78,6% e 100% respectivamente.  

Quando as 149 amostras foram analisadas em conjunto a 

sensibilidade encontrada foi de 98% na cnPCR (B22-B23) e qrtPCR com 

marcador RETg e 86% na qrtPCR com B1Tg. A sensibilidade e o valor 

preditivo positivo do marcador B1Tg (0,877) foram menores que os outros 

marcadores (B22-B23 e RETg de 0,980). 

A especificidade das 149 amostras foi calculada em 97% (96 

amostras) para B22-B23 e B1Tg; e 88,8% (88) para RETg. As reações 

utilizando-se os marcadores B22-B23, B1Tg e RETg para amostras de 

sangue foram negativas em 61 amostras (98,4%), 61 (98,4%), 55 (88,7%) 

respectivamente. Em LCR, a especificidade foi de 97,2% (35) para B22-B23 

e RETg e 91,7% (33) para B1Tg.  

Apesar da alta sensibilidade do marcador RETg (98%), 

especificidade (88.8%) e valor preditivo negativo foram baixos (0,900), 

enquanto que B22-B23 e B1Tg tiveram valor preditivo negativo de 0,970. O 

marcador B1Tg demonstraram menor sensibilidade (86%) e VPP (0,877) A 

tabela 4 mostra em detalhes os resultados de cada marcador 

individualmente.  
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Tabela 3:  Diagnóstico molecular da toxoplasmose cerebral em 149 pacientes com aids, utilizando os marcadores B22-B23 
(cnPCR), B1Tg e RETg (qrtPCR): sensibilidade, especificidade, valores preditivos positivo e negativo. 

 
  

Marcadores 
Numero de amostras 

 
Positivas        Negativas 

 
Sensibilidade 

   
Especificidade               VPPa                      VPNb 

                    B22-B23 (cnPCR) 35                   61            97.2 98.4 0.973                    0.984 

Sangue           B1Tg (qrtPCR) 32                   61 88.9 98.4 0.900                    0.984 

                   RETg (qrtPCR) 35                   55 97.2 88.7 0.973                    0.898 

                                    n= 36                   61    
     

                        B22-B23 (cnPCR) 14                   35 100 97.2 1.0                        0.973 

LCR                 B1Tg (qrtPCR) 11                   35 78.6 97.2 0.823                    0.973 

                    RETg (qrtPCR) 14                   33 100 91.7 1.0                        0.924 

                                    n= 14                   38    
     

                      B22-B23 (cnPCR) 49                    96 98.0 97.0 0.980                    0.970 

Total               B1Tg (qrtPCR) 43                    96 86.0 97.0 0.877                    0.970 

                        RETg (qrtPCR) 49                    88 98.0 88.8 0.980                    0.900 

                                    n= 50                    99    
 

aValor preditivo positivo (VPP), b Valor preditivo negativo (VPN), Sensibilidade e especificidade para cada marcador foram determinadas 
considerando o consenso laboratorial descrito em Materiais e Métodos. 
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4.2.2. Situações laboratoriais observadas toxoplasm ose cerebral  

 

 

Dentre todos pacientes analisados, 20 foram coletados sangue e 

LCR simultaneamente. Assim, os resultados permitiram comparar as 

informações moleculares, sorológicas e clínicas do mesmo paciente. Nove 

foram diagnosticados como toxoplasmose cerebral, mas com diagnósticos 

laboratoriais diferentes. Assim, quatro situações podem ser vistos na Tabela 

4. Os dois primeiros casos tiveram diagnóstico molecular negativo no LCR e 

positivo no sangue. Títulos de RIFI foram variáveis no LCR, conforme 

demonstrado no caso 1 (negativo) e caso 2 (positivo). Assim, um perfil 

sorológico negativo não exclui a presença de infecção ativa, principalmente, 

quando o diagnóstico sorológico é feito no LCR. Os valores das reações 

sorológicas no LCR são limitadas, pois a sensibilidade e especificidade 

variam em cerca de 60 a 70% (Collazos, 2003). O terceiro caso teve 

diagnóstico molecular positivo no LCR e negativo no sangue. O quarto caso 

teve um diagnóstico molecular positivo em ambas as amostras. Títulos de 

RIFI no soro e LCR podem ser variáveis. Elevados como no caso 3, ou 

baixos, como no caso 4. Os outros 11 pacientes tinham outras infecções 

neurológicas oportunistas. Os casos 5, 6, 7 e 8 ilustram os casos negativos. 

Embora todas as amostras fossem negativas no diagnóstico molecular, os 

títulos de RIFI foram variáveis tanto no soro como no LCR com negativo 

(caso 5) e com altos (caso 6) ou baixos (caso 7). RIFI negativa no LCR e 

positiva no soro também foram vistos (caso 8). 
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Tabela 4:  Informações clínicas e laboratoriais de pacientes com aids e 

toxoplasmose cerebral (casos 1 a 4) ou outras infecções 
oportunistas (casos 5 a 8) com amostras de sangue e LCR 
colhidas no mesmo momento. 

 

Caso    Amostra 

Marcadores 
 

           qrtPCR                     cnPCR 
(B1Tg)         (RETg)      (B22-B23) 

 
RIFI a 

 

Diagnóstico 
Clínico 

 
1 

 
LCR 

Sangue 

 
Neg               Neg              Neg 
Pos               Pos              Pos 

 
Neg 

1:1024 

 
Toxoplasmose 

Cerebral 

 
2 

 
LCR 

Sangue 

 
Neg               Neg              Neg 
Pos               Pos              Pos 

 
1:8 

1:4000 

 
Toxoplasmose 

Cerebral 

 
3 

 
LCR 

Sangue 

 
Pos               Pos              Pos 
Neg               Neg              Neg 

 
1:32 

1:4000 

 
Toxoplasmose 

Cerebral 

4 
 

LCR 
Sangue 

 
Pos               Pos               Pos 

     Pos               Pos               Pos  

 
1:8 

1:256 

 
Toxoplasmose 

Cerebral 

5 
 

LCR 
Sangue 

 
     Neg               Neg               Neg 
     Neg               Neg               Neg 

 
Neg 
Neg 

 
Tuberculose do 

SNC 

6 
 

LCR 
Sangue 

 
     Neg               Neg               Neg 
     Neg               Neg               Neg 

 
1:16 

1:4000 

 
Encefalite 

Citomegalovírus 

7 
 

LCR 
Sangue 

 
     Neg               Neg               Neg 
     Neg               Neg               Neg 

 
1:4 

1:256 

 

Epilepsia 

8 
 

LCR 
Sangue 

 
     Neg               Neg               Neg 
     Neg               Neg               Neg 

 
Neg 

1:1024 

 
LEMP 

     
 
RIFIa: soros e LCR foram considerados reagentes acima de 1:16 e 1:4 
respectivamente. 
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5. DISCUSSÃO 

 

Ao contrário do curso favorável da toxoplasmose na maioria dos 

indivíduos imunocompetentes, esta infecção apresenta-se como uma 

doença de alta morbidade e mortalidade entre os imunocomprometidos. A 

forma cerebral é a mais comun infecção oportunista em pacientes com aids 

(Holliman, 1988; Liesenfeld et al., 1999; Luft & Chua, 2000; Lin et al., 2000). 

Os métodos diagnósticos convencionais como os de imagem e os 

sorológicos tendem a falhar em evidenciar ou a confundir-se com outras 

patologias nestes pacientes especiais (Franzen et al., 1997; Ferreira, 2000; 

Lin et al., 2000). 

Ultimamente, vários grupos têm adotado a cnPCR no diagnóstico 

laboratorial da toxoplasmose utilizando diferentes marcadores na detecção 

de T. gondii. Mais recentemente, o uso da qrtPCR possibilitou a 

quantificação da carga parasitaria e o acompanhamento da terapia anti-

toxoplasma (Costa et al., 2000; Homan et al, 2000; Lin et al., 2000; 

Buchbinder et al., 2003; Chabbert et al., 2004; Edvinsson et al., 2004; Jalal 

et al, 2004; Hierl et al. 2004; Vidal et al, 2004; Contini et al., 2005; Calderaro 

et al., 2006; Cassaing et al., 2006; Colombo et al., 2005; Edvinsson et al., 

2006; Okay et al., 2009). 

Ainda que existam diversas seqüências de marcadores para 

detecção de T. gondii, as mais utilizadas na cnPCR e qrtPCR têm como alvo 

o gene B1 por possuir uma região que se repete 35 vezes no genoma deste 

parasita. (Burg et al., 1989; Brindley et al., 1993; Filisetti et al., 2003; 

Chabbert et al., 2004; Okay et al., 2009). Particularmente, o marcador B22-

B23 do gene B1 é o mais recomendado para o diagnóstico em pacientes 

imunocomprometidos, pois apresenta maior sensibilidade e especificidade 

comparada a outros marcadores alvo deste gene. (Brindley et al., 1993; 

Chabbert et al., 2004). 

Recentemente foi descrito outro alvo. Trata-se de uma seqüência de 

529 pb que se encontra repetida de 200-300 vezes, e que vem sendo 

relatada por possuir uma sensibilidade que varia de 10 a 100 vezes maior do 
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que a seqüência do gene B1 (Homan et al., 2000; Hierl et al., 2004; 

Calderaro et al., 2006; Cassaing et al., 2006; Edvinsson et al., 2006). No 

entanto, alguns autores discordam desta maior sensibilidade do fragmento 

de 529 pb, pois ao compararem com o gene B1 não observaram qualquer 

diferença significativa entre os mesmos (Filisetti et al., 2003). Calderaro et al. 

(2006) notaram diferenças de sensibilidade entre os dois alvos apenas entre 

diferentes materiais biológicos, Edvinsson et al. (2006) reportaram que o 

fragmento de 529 pb só é mais sensível quando há pouco DNA do parasita 

na amostra e Okay et al. (2009) concluíram que no Brasil deve ser utilizado o 

gene B1 ao invés da seqüência de 529 pb para o diagnóstico da 

toxoplasmose fetal, preferencialmente o marcador B22-B23 devido a sua 

maior sensibilidade. 

Uma seqüência alvo ideal deve ser capaz de amplificar todas as 

cepas de T. gondii e não ser complementar apenas à cepa do tipo I como 

ocorre com a maioria dos marcadores descritos na literatura (Reischl et al., 

2003).  Edvinson et al. (2006) nos advertem que deveriam certificar-se em 

novos trabalhos de que a seqüência de 529 pb demonstra-se realmente 

complementar e conservada entre as diferentes cepas deste parasita. Logo 

alguns autores preferem utilizar marcadores provenientes do gene B1, pois 

este tem se mostrado bastante conservado dentre as diferentes cepas de T. 

gondii (Lin et al., 2000; Contini et al., 2005; Okay et al., 2009).  

A proposta inicial deste trabalho foi a de comparar diferentes 

marcadores a fim de aumentar a sensibilidade do diagnóstico molecular da 

toxoplasmose cerebral através da cnPCR. O marcador B22-B23 tem se 

mostrado (realizando a cnPCR) altamente sensivel e especifico para fins 

diagnóstico. Este marcador já se mostrou altamente sensível (100%) e 

específico (94,4%), quando testado em amostras de LCR de recém-nascidos 

com suspeita de toxoplasmose congênita e pacientes com aids, com 

suspeita de toxoplasmose cerebral (Vidal et al., 2004). Estes achados foram 

confirmados posteriormente, num estudo caso-controle, na qual se 

analisaram amostras de sangue de pacientes com aids. A sensibilidade e 

especificidade da PCR empregando-se este marcador foram de 80% e 98%, 
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respectivamente (Colombo et al., 2005). A partir destes estudos, este 

marcador passou a ser utilizado rotineiramente no laboratório de Biologia 

Molecular de Parasitos do Serviço de Parasitologia para a realização do 

diagnóstico molecular das toxoplasmoses congênita e cerebral. 

Porém, notou-se na rotina que produtos amplificados de algumas 

reações, eram extremamente fracos e de difícil visualização no gel de 

agarose. Esta dificuldade poderia levar a falsos resultados negativos. Supõe-

se que tais resultados reflitam na baixa parasitemia em alguns pacientes, o 

que leva a amplificação de uma pequena quantidade de DNA. 

Portanto, devido a necessidade de comprovar a real positividade 

destas amostras, partiu-se para a comparação de 2 novos marcadores 

moleculares de T. gondii na cnPCR. Um destes tendo como alvo uma 

sequência do gene B1 (diferente da região amplificada pelo marcador B22-

B23) e outro amplificando o fragmento de 529 pb. O marcador TG1-TG2 

(gene B1) amplifica uma seqüência de 469 pb e possui um limite de 

detecção relatado como sendo de 2 parasitas/amostra (Jalal et al., 2004). O 

marcador TOX4-TOX5 (seqüência não-codificante de 529 pb) apresentou 

uma sensibilidade que variou de 10 a 100 vezes maior que o gene B1 

(Homan et al., 2000; Hierl et al., 2004; Calderaro et al., 2006; Cassaing et al., 

2006; Edvinsson et al., 2006).  

A escolha de qual tipo de material clínico deve-se extrair o DNA 

varia de um laboratório a outro. Espy et al. (2006) sugerem que a camada 

leucocitária é o melhor espécime clínico para extração e detecção de T. 

gondii. Porém, a detecção deste vem sendo realizada em diferentes 

materiais biológicos, como sangue, soro, LCR, liquido amniótico, lavado 

bronco alveolar, humor aquoso, aspirado de medula óssea, biópsias de 

linfonodo, de placenta, de pele e de pulmão (Costa et al., 2000; Buchbinder 

et al., 2003; Hierl et al., 2004; Romand et al., 2004; Calderaro et al., 2006; 

Cassaing et al., 2006; Edvinsson et al., 2006). Foi utilizado sangue 

preferenciamente por apresentar uma coleta menos invasiva do que LCR. 

Embora fossem extraídos DNA de LCR quando enviado ao laboratório. 
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A fim de se verificar a integridade do DNA extraído das amostras de 

sangue e LCR, acrescentou-se mais uma etapa de cnPCR utilizando-se o 

marcador β1- β2, que amplifica um fragmento de 140 pb do gene β-globulina 

humana (Lee et al., 2001). Este procedimento adicional permitiu verificar a 

existência algum agente capaz de inibir a reação de amplificação. Se alguma 

substancia inibidora da Taq-DNA polimerase porventura estivesse presente 

na amostra devido algum erro durante a extração da mesma, o resultado 

seria negativo.  

Após a certificação de que todas as amostras clínicas não possuíam 

nenhum inibidor, realizou-se as cnPCR utilizando os marcadores específicos 

para T. gondii. Todas amostras de DNA utilizadas haviam sofrido nenhum ou 

poucos ciclos de descongelamento e congelamento, e, mantinham suas 

concentrações de DNA quase inalteradas, como recomendado por Bellete et 

al. (2003).  

Com os resultados desta etapa em mãos, ainda sim, sentiu-se a 

necessidade de melhorar ainda mais a sensibilidade da reação, o que nos 

levou a padronizar a qrtPCR utilizando marcadores que amplificam o 

fragmento do gene B1 (B1TgF-B1TgR) e do fragmento de 529 pb (RETgF-

RETgR).  

Portanto o objetivo geral deste trabalho tornou-se além de avaliar 2 

marcadores moleculares para cnPCR, avaliar mais 2 marcadores 

moleculares para qrtPCR, padronizando esta técnica utilizando FRET na 

forma de 5´ nuclease (TaqMan probes). Em ambas as etapas do estudo, o 

método controle foi a cnPCR utilizando-se o marcador B22-B23. 

Na primeira etapa foram analisadas restropectivamente, amostras de 

DNA extraídas de sangue provenientes de pacientes com aids e com 

diagnóstico clínico já estabelecido. Comparando os resultados dos 2 

marcadores estudados com o B22-B23, obteve-se sensibilidades de 95.5%, 

93.9% e 89.3%; especificidades de 97.2%, 88.9% e 91.7% respectivamente 

para B22-B23, TG1-TG2 e TOX4-TOX5. A associação de pelo menos 2 

marcadores aumentou a sensibilidade e especificidade da técnica, e, os 

índices de concordância entre 2 marcadores variou de 83.3% à 93.1%. 
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Apesar de todos os marcadores apresentarem boa sensibilidade na 

detecção de T. gondii, B22-B23 ainda foi o melhor, achado semelhante a de 

Okay et al. (2009). A associação de 2 marcadores promoveu um pequeno 

aumento de sensibilidade e especificidade, porém demandou mais tempo e 

custo. 

A correlação dos resultados da cnPCR com os da RIFI (PCR 

detectando a presença do parasito através de moléculas de DNA e a RIFI 

revelando a presença de anticorpos da classe IgG anti-T. gondii)  

evidenciou-se limitada. Diversos casos onde em uma mesma amostra se 

detectou o DNA do parasito pela cnPCR e uma total ausência de anticorpos 

IgG podem ser explicados como sendo resultado de uma infecção na fase 

final da aids, onde o paciente não produz resposta humoral devido ao 

comprometimento do sistema imunológico, ou, mais dificilmente uma 

infecção recém adquirida. A maioria dos estudos registra baixos índices 

imunológicos não reagentes em pacientes com aids (< 6%) (Skiest, 2002; 

Collazos, 2003; Vidal et al., 2005; Meira et al., 2008). Porém os resultados 

são variáveis. Porter e Sande (1992) e Hernández-Gonzáles et al., (2002) 

relataram percentuais de soronegatividade de 17% e 32%, respectivamente. 

Por outro, os resultados também demonstram que altos títulos de anticorpos 

não são necessariamente acompanhados de DNA dos parasitas circulantes, 

situação característica de fase crônica da doença ou de uma quantidade 

insuficiente de DNA do parasita para a amplificação. 

Na segunda etapa deste estudo, a qrtPCR permitiu gerar resultados 

em menor tempo do que a cnPCR e com grande reprodubilidade, além de 

nos proporcionar com menor carga de trabalho, menor índices de 

contaminação das reações (diminuindo o número de falsos resultados 

positivos), menor índices de erros na interpretação de resultados 

(subjetividade da interpretação visual em gel de agarose), além de permitir a 

quantificação da carga parasitária. 

Como utilizou-se a qrtPCR com a tecnologia TaqMan, conseguiu-se 

aumentar ainda mais a sensibilidade da reação. Este ganho só foi possível, 

pois, na FRET, amostras com grandes quantidades de DNA não especifico 
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produzem pouca interferência na reação (como no caso de amostras clínicas 

que possuem elevada concentração de DNA do próprio paciente), não 

necessitando serem diluídas (como no caso da cnPCR), e portanto não se 

arrisca diluir o DNA alvo, o que levaria a diminuição da sensibilidade da 

técnica (Bellete et al., 2003).  

Foram analisadas amostras de DNA extraídas de sangue e LCR 

provenientes de pacientes com aids, porém não foi possível obter os 

achados clínicos e radiológicos de todos os pacientes.  

O diagnóstico molecular usando ambas as amostras biológicas é 

uma ferramenta útil para o diagnóstico precoce minimamente invasivo da 

toxoplasmose cerebral (Colombo et al., 2005; Bretagne et al., 2003; Bastien, 

2002). A análise dos 2 materiais concomitamente, permitiu visualizarmos os 

diferentes quadros laboratoriais encontrados em pacientes com aids. No 

entanto, os resultados devem ser interpretados em associação com as 

informações sorológicas, clínicas e radiológicas (Pereira-Chioccola et al., 

2009).  

Assim nesta segunda parte analisaram-se prospectivamete as 

amostras clínicas dos 149 pacientes com confirmação de diagnóstico clínico 

e radiológico. Dos 20 pacientes que tinham sangue e de LCR coletadas 

simultaneamente, permitiu estabelecer uma melhor compreensão dos 

diferentes cenários de diagnóstico laboratorial e clínico. Esse pequeno grupo 

de pacientes serviu para ilustrar diferentes situações. Os resultados dos 

pacientes com toxoplasmose cerebral permitiram concluir que situações 

divergentes podem ser observadas na prática laboratorial e clínica desta 

infecção oportunista. Alguns pacientes podem ter um diagnóstico negativo 

molecular no LCR e positivo no sangue e os anticorpos anti-T. gondii podem 

ser variáveis. Outros podem apresentar diagnóstico molecular positivo no 

LCR e negativo no sangue, ou positivo nos dois fluídos e com altos índices 

de anticorpos anti-T. gondii. No entanto, uma pequena parcela destes 

pacientes pode apresentar testes sorológicos negativos. Segundo um estudo 

recente do Brasil, pacientes com quatro ou mais lesões cerebrais 
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apresentam maior positividade no diagnóstico molecular (Correia et al., 

2010).  

Os pacientes com outras doenças oportunistas apresentaram 

diagnóstico molecular negativo em ambas as amostras clínicas, apesar de 

que alguns deles apresentaram anticorpos anti-T. gondii no soro ou em LCR. 

A análise do diagnóstico diferencial de lesões cerebrais expansivas em 

pacientes com aids é extremamente importante, pois determina a eficácia de 

um tratamento específico. A maioria das amostras analisadas neste estudo 

foi negativa (66,4%). cnPCR empregando o marcador B22/B23 tem 

mostrado alta sensibilidade como repetidamente demostrado anteriormente, 

incluindo-se amostras brasileiras (Bretane, 2003; Vidal et al., 2004, Colombo 

et al., 2005, Okay et al. 2009; Correia et al. 2010). Alta especificidade 

também foi observada na qrtPCR usando o marcador B1Tg, cujo é o gene 

B1 como B22-B23. Estes dados confirmam outros estudos (Bretane, 2003; 

Reischl et al. 2003, Raffi et al., 1997; Nagy et al. 2006, Okay et al. 2009; 

Correia et al. 2010), mas RETg, cuja região-alvo, é o fragmento de 529bp 

apresentou menor especificidade (88,8%) do que dois outros do gene B1. 
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6. CONCLUSÕES 

 

• Marcadores tendo como alvo o gene B1 (especialmente B22-B23), 

apresentam alta especificidade, o que corrobora com trabalhos anteriores. 

Resultados similares também foram obtidos qrtPCR.  

 

• Ainda que o número de copias do DNA alvo presentes no genoma de T. 

gondii seja um fator essencial para se garantir uma alta sensibilidade, a 

especificidade é um fator de extrema importância. Diante disto, o marcador 

B22-B23 foi o mais indicado para o diagnóstico em pacientes 

imunocomprometidos. 

 

• A utilização de marcadores tendo como alvo o fragmento de 529pb não 

trouxe grande vantagem na qrtPCR. Embora o marcador RETg tenha se 

mostrado muito sensível, apresentou baixa especificidade. Cerca de 10% 

amostras negativas para T. gondii foram positivas com este marcador, 

principalmente nas amostras sangue.  

 

• A realização das três metodologias (RIFI, cnPCR e qrtPCR) numa mesma 

amostra clinica, permitiu a visualização de diferentes situações 

encontradas em pacientes imunodeprimidos. Pode se observar amostras 

onde se detectou o DNA do parasito pela cnPCR e uma total ausência de 

anticorpos IgG, e, amostras com altos títulos de anticorpos e sem a 

presença de DNA dos parasitas circulantes.  

 

•  A investigação concomitante no sangue e no LCR do mesmo paciente 

permitu determinar que diferentes situações podem ocorrer no decurso da 

infecção. 

 

• As principais vantagens da qrtPCR sobre a cnPCR foram a obtenção de 

resultados em menor tempo do que a cnPCR, a grande reprodubilidade, a 
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quantificação da carga parasitária, e, a pouca interferência de amostras 

com grandes quantidades DNA não especifico na sensibilidade da reação. 

 

• Ainda que a qrtPCR permita um rápido diagnóstico laboratorial, alguns 

casos ainda apresentam discrepância entre os resultados desta 

metodologia com os da cnPCR. Assim, ambas as metodologias devem ser 

mantidas na rotina do diagnóstico molecular da toxoplasmose. 
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