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MALARIA HUMANA: PADRONIZACAOQO E OPTIMIZACAO DE TESTES
SOROLOGICOS PARA DIAGNOSTICO INDIVIDUAL E
INQUERITOS SOROEPIDEMIOLOGICOS

Antonio Walter FERREIRA (1, 2) & Maria Carmen Arroyo SANCHEZ (1)

RESUMO

O teste de imunofluorescéncia indireta (IFI) é considerado teste de referéncia na
sorologia da malaria. Neste trabalho procuramos optimizar o teste empregando P.
falciparum obtido de sangue humano ¢ de cultura ¢ P. vivax obtido de sangue de pa-
ciente como antigenos, para pesquisa de anticorpos IgG e IgM. Das variaveis técni-
cas estudadas melhores resultados foram obtidos quando os soros foram diluidos
em PBS contendo 1% de Tween 80 e as laminas contendo a suspensdo antigénica fo-
ram estabilizadas ent dessecadores ou fixadas com acetona. Foi também padronizado
o teste imunoenzimatico ELISA com antigenos de P.falciparum obtidos em cultura,
O estudo comparativo com o teste de imunofluorescéncia indireta para pesquisa de
anticorpos IgG mostrou: a) nos pacientes primo infectados por P. falciparum a sen-
sibilidade para ambos o5 testes foi de 71%; b) nos pacientes primo infectados pelo
P. vivax a sensibilidade foi de 40% para ambos os testes; ¢) nos pacientes nao primo
infectados e com malaria atual pelo P. falciparum a sensibilidade para ambos os tes-
tes foi de 100%; d) nos pacientes nao primo infectados e com maléaria atual pelo P.
vivax a sensibilidade foi de 85% para o teste ELISA e de 92% para a IFI; e) nos pa-
cientes com maldria mista a sensibilidade para ambos os testes foi de 100%. A espe-
cificidade da IFI foi de 100% e do teste ELISA 95% nos casos de individuos ndo ma-
laricos.

Os resultados obtidos sugerem ser o teste ELISA, uma boa alternativa para o
teste de IFI, para a pesquisa de anticorpos IgG anti P. falciparum, na sorologia da
malaria.

UNITERMOS: Malaria; IFI; Teste imunoenzimatico ELISA.

INTRODUCAO
A malaria continua sendo a doenca de nas regides tropicais onde permanece hiper ou
maior prevaléncia no mundo, principalmente holoendémica. Estima-se em 300 milhGes de ca-
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sos por ano, com cerca de 3 milhoes de obitos,
principalmente entre criangas. No Brasil, repre-
senta um dos mais sérios problemas de sattde
publica tendo sido notificados pela SUCAM a
ocorréncia de mais de 500.000 casos em 1987.
Além da alta prevaléncia nas areas endémicas, a
doenca assume caracteristicas importantes nas
areas ja erradicadas devido ao intenso fluxo mi-
gratorio existente e, casos de malaria tém sido
relatados principalmente, a malaria postransfu-
sional. E obrigatério a introdugdo de rigidas
medidas de controle, quer no campo social,
quer no campo operacional. Classicamente as
técnicas de campo para avaliagdo epidemiologi-
ca na qual as decisdes operacionais sao basea-
das, constituem no exame de sangue € bago, na
detecgdo de casos febris e na identificacao de
parasitas em gotas de sangue.

O exame parasitologico, normalmente, €
feito em individuos que apresentam febre. Po-
rém nem todos os individuos com malaria tem
febre ou raramente ddo importancia aos sinto-
mas que apresentam!? 3. Um exame parasitold-
gico positivo indica apenas a prevaléncia de
ponto’t 4, Para se ter uma idéia de prevaléncia
de periodo associa-se-0 exame parasitologico ao
indice esplénico, que é inespecifico. Um exa-
me parasitologico negativo nem sempre € exclu-
sivo de malaria, pois falsos resultados negativos
podem ocorrer quando existe baixa parasite-
mia, acao de drogas anti-malaricas ou nos indi-
viduos semi-imunes+ 4. 1. 21.26.27. 35 Os testes $O-
rologicos contribuem de maneira decisiva no
diagnostico individual ou em estudos soroepi-
demiologicos em areas endémicas ou nao endé-
micas.

Nas areas onde a malaria é endémica ou ja
fot erradicada os testes soroldgicos sdo uteis pa-
ra: medir o nivel de endemicidade, verificar a
presenca ou auséncia de transmissao, delinear
areas malarigenas, detectar mudancas sazonais
de transmissdo, investigar a reintroducdo de
novos casos, e avaliar os programas anti-
malaricos!- 2 4.5 13709 20026 Nas areas onde
a doenca ndo é endémica sao uteis na sele¢do de
doadores de sangue, no diagnostico diferencial
¢ no diagndstico de individuos com baixa para-
Sitemial o4 Sets,

Segundo a Organiza¢cdao Mundial da Sau-
de, os métodos soroldgicos, aléem de apresen-
tarem boa sensibilidade, especificidade, devem
servir, também para identificar as espécies in-
fectantes, para diferenciar as infeccdes atuais
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das pregressas, bem como a primo infecgdo das
reinfec¢des, e para determinar o estado de imu-
nidade do hospedeiro. Assim é que muitos estu-
dos vém sendo realizados a fim de desenvolver ¢
aperfeigoar testes sorologicos praticos e seguros
e que satisfacam a algum daqueles requisitos.

No presente trabalho, padronizamos e op-
timizamos o teste de imunofluorescéncia indi-
reta para a pesquisa de anticorpos IgG e IgM, o
teste imunoenzimatico, ELISA para antigenos
plasmodiais € comparamos 0s testes para a pes-
quisa de anticorpos IgG anti P. falciparum ¢
anti P. vivax em soros de pacientes primo infec-
tados, de pacientes com mais de uma malaria,
de pacientes com infec¢do mista e de individuos
ndo malaricos.

MATERIAL E METODOS

Antigenos — Plasmodium falciparum foi
obtido a partir do cultivo “‘in vitro’’i6, 9. 40, 41 ¢
de sangue de pacientes primo infectados, nio
tratados com infecc¢do recente. Plasmodium vi-
vax foi obtido a partir de sangue de pacientes
primo infectados nao tratados com infec¢do re-
cente.

Soros — Para padrdo positivo foi selecio-
nado um painel de soros com titulos altos e bai-
x0s obtidos a partir de pacientes com infec¢do
atual pelo P. vivax ou P. falciparum confirma-
da pelo exame parasitolégico. Para padrao ne-
gativo foi selecionado um painel de soros nao
reagentes obtidos a partir de individuos nao in-
fectados, clinica e parasitologicamente diagnos-
ticados.

Para aplica¢do dos testes foram seleciona-
dos soros de individuos de area endémica, pri-
mo infectados pelo P. vivax ou P. falciparum
de pacientes com mais de uma malaria, de pa-
cientes com infec¢do atual mista por P. falcipa-
rum ¢ P. vivax, soros de individuos nao malari-
cos e soros de bancos de sangue. Para estudo da
especificidade do teste foram selecionados so-
ros de individuos com outras parasitoses.

Conjugados — Os conjugados fluorescen-
tes foram produzidos a partir da fragdo IgG de
soro de carneiro anti 1gG humano, especifico
para cadeias y e da fracao lgG de soro de car-
neiro anti IgM humano especifico para cadeia y,
purificado por gel filtracdo em Sephadex G200
ou por troca idnica. Foi utilizada a técni-
ca de conjugacdo de Clark e Sheppard® es-
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tabelecendo-se entre 2,5 e 3,0 a relacao
fluoresceina-proteina. Para producao dos con-
jugados enzimaticos foi utilizada a técnica de
Nakane, 19782, Como enzima foi utilizada_a
peroxidase (Horseradish Peroxidase Type VI —
Sigma Chem. Co.) e estabeleceu-se entre 0,5 e
1,0 a relagdo enzima-proteina. Ambos conju-
gados, fluorescentes e enzimaticos, foram titu-
lados por titulagdo em bloco para se estabelecer
a dilui¢do 6tima de uso.

Teste de imunofluorescéncia indireta —
ApOs a determinacdo do numero de hemacias
parasitadas por campo, o sedimento foi lavado
e suspenso em solu¢do salina tamponada com
tosfato (PBS) de acordo com a formula: VD =
(2,5 X N) — 1, onde VD ¢ 0 volume do diluente
que deve ser adicionado sobre a papa de hema-
cias € N é o numero de hemacias parasitadas
por campo microscopico. As laminas contendo
a suspensao antigénica (5 ul por area determina-
da) foram armazenadas em freezer a --70°C
apos serem acondicionadas em embalagens
plasticas, isentas de umidade. Como variaveis
foram estudados: lise das hemacias com agua
destilada, & temperatura ambiente por 10 minu-
tos; fixagao em acetona por 30 minutos, a 4°C;
lise das hemacias e fixag¢do em acetona e, estabi-
lizacdo em dessecador apos retirada do freezer,
por 20 minutos a temperatura ambiente. Como
diluente dos soros foram utilizados PBS ¢ PBS
contendo Tween-80 a 1% (PBS-T).

Teste imunoenzimatico com antigenos
plasmodiais — Placas plasticas de fundo plano
(NUNC) foram sensibilizadas com 100 ul de an-
tigeno plasmodial, obtido a partir de cultura,
apos concentragao com plasmagel quando a pa-
rasitemia era menor que 5%, lise das hemacias
e extra¢do dos componentes antigénicos com
uréia 8M!*, na concentra¢do de 5 ul/ml (mé-
todo de Warbung-Christian), previamente alca-
linizado com tampao carbonato-bicarbonato
0,06M pH 9.6 por 2 horas a 37°C ¢ 18 horas a
4°C. Apos lavagens com PBS-T por trés vezes
as placas foram bloqueadas com solugdo a 1%
soro albumina bovina (BSA) em tampao carbo-
nato por 1 hora a 37°C. Apds novo ciclo de la-
vagens foram adicionados 100 ul dos soros pa-
drdo positivo e padrao negativo diluidos em
PBS contendo BSA a 1%. Apos incubagdo por
1 hora a 37°C e novo ciclo de lavagens foi adi-
cionado 100 ul de conjugado enzimatico diluido
segundo o titulo, em PBS-T. Apos nova incu-
bacdo por | hora a 37°C e novo ciclo de lava-
gens a rea¢do enzimatica foi relevada pela adi-

¢ao de ortofenilenodiamina em tampao citrato
pH 5,0 contendo agua oxigenada. Apés incuba-
¢ao por 30 minutos a temperatura ambiente e
na auséncia de claridade a rea¢do enzimatica foi
interrompida pela adi¢do de HCI 2M. A leitura
da placa foi feita em aparelho Minireader a
492 nm.

O teste imunoenzimatico padronizado foi
aplicado para soros de individuos primo infec-
tados por P. falciparum ou P. vivax, para indi-
viduos com infec¢bes mistas e para individuos
nao malaricos. Para esse estudo os soros foram
diluidos a 1/100 ou a 1/50 e 1/100. O titulo em
anticorpos do soro foi calculado pelas féormu-
las:

Log DOD — Log DOC.O.
K

T=LogD +

para uma dilui¢ao do soro e
T = Log D1 +

+(Log DOD! - Log DOC.O.)(Log D2 — Log DI)
Log DOD!| — Log DOD2

para duas diluigoes do soro

K 4 Log DOD D, DI e D2 — diluigcdes
© AlLogD de soro
DO = densidade opti-
ca obtida

O *‘cut oft”” do teste fol determinado pela for-
mula:

C.0. = X + 28D

a partir de 20 soros negativos, onde

X = média aritmética dos soros ndo reagentes e

SD = desvio padrio obtido

RESULTADOS

As médias geométricas dos titulos de 10 so-
ros reagentes no teste de imunofluorescéncia in-
direta com antigenos de P. falciparum obtidos
a partir de cultura e conjugados anti IgG e anti
IgM e a partir de pacientes primo infectados e
conjugados anti IgG estdo expressas na ta-
bela 1.

Tambeém sdo apresentados os resultados
obtidos nas diferentes varidveis técnicas estu-
dadas.
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TABELA 2

TABELA 1

Média geométrica dos titulos de 10 soros reagentes no

teste de imunofluorescéncia indireta com antigenos de

P. falciparum, de cultura e de sangue de pacientes primo
infectados, frente a diferentes variaveis técnicas.

Médias geométricas dos titulos de 10 soros reagentes no

teste de imunofluorescéncia indireta com antigenos de

P. vivax obtidos de pacientes primo infectados frente a
diferentes variaveis técnicas.

i4 Anti, d o Ant]
\igéfi‘;l Antigeno de cultura nngiﬁ?n arex gangue Variavel técnica ntlg}elr;c:nglelgangue
S Conjugados Conjugados 2 Conjugado
s antilgG  antilgM anti 1gG ' AntilgG AntitgM
8 3 g
o2 s 5
317 a 6498 15315 20,00 2 & A 260 SR
S| B 452,55 519,84 139,29 3 ! ps 121 15
22 C 64,98 16,24 21,44 g 2 D 1810 320
=3 D 685,93 452,55 196,98 % a
E - 2
Z | A 14,14  SNR SNR a | a PN h
© | B 121,26 28,28 64,98 @ C 3 SNR
A | C 16,24 SNR SNR & b 597 49
D 259,92 56,57 45,95

Varidveis técnicas A — lise das hemdcias com agua destila-
da; B — fixacdo das ldminas com acetona; C — lise das he-
macias e fixagdo com acetona e D — estabilizagdo no des-
secador.

SNR — todos os soros foram ndo reagentes.

Conforme indicado na tabela 1 os antige-
nos obtidos a partir de cultura forneceram
maior reatividade do que os antigenos obtidos
de sangue humano para a pesquisa de anticor-
pos IgG. Das variaveis técnicas estudadas me-
lhores resultados foram obtidos quando as la-
minas foram fixadas em-. acetona ou quando
sensibilizadas em dessecador com soros dilui-
dos em PBS contendo 1% de Tween 80. Além
da maior reatividade dos soros positivos, 0s so-
ros nio reagentes ¢ de outras parasitoses ndo
apresentaram nenhuma colorac¢ido de fundo que
pudesse atrapalhar a interpretacdo dos resulta-
dos, fato observado quando os antigenos foram
obtidos a partir de sangue de pacientes primo
infectados.

As médias geométricas dos titulos de 10 so-
ros reagentes no teste de imunofluorescéncia in-
direta com antigenos de P. vivax obtidos a par-
tir de sangue de pacientes primo infectados e
conjugados anti-IgG e anti-IgM bem como as
variaveis técnicas estudadas, estdo expressas na
tabela 2.

Os dados apresentados na Tabela 2 mos-
tram a maior reatividade, dos antigenos fixados
em acetona ou estabilizados a temperatura am-
biente em dessecador, quando diluidos em PBS
contendo 1% Tween-80.
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Varidvel técnica A — lise com hemdcias com agua desti-
lada; B — fixagdo da ldmina com acetona; C - lise das he-
macias e fixagdo com acetona e D — estabilizagfo no
dessecador.

SNR - todos os soros foram nio reagentes.

A figura 1 mostra os resultados obtidos na
padronizacdo do teste ELISA. Das condigdes
ensaiadas melhores resultados foram obtidos
quando a concentragdo de antigenos foi fixada

2,0
1,0 r—
S
o
<
o
o
o
I \
-\.
O. 1 e . 1 1 i A, s

40 BO 160 320 640 1280 2560 5120
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Fig. 1 — Curvas dose-resposta de soros padrdo positivos e
padrdo negativos, obtidos no teste ELISA, para pesquisa de
anticorpos IgG anti-P. falciparum.
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Fig. 2 — Curva de distribuigdo de titalos eny anticorpos 1gG anti F, falcipaum no teste ELISA obtida a partir de uma unica dilui-

¢ao dos soros.

em 5 pg/ml e as diluigdes do conjunto em
1/10.000. Nestas condi¢coes obtivemos uma li-
nearidade entre o log das densidades Opticas e
as diluicoes dos soros.

A figura 2 mostra a curva de distribui¢do
de titulos dos soros estudados, estabelecendo
como ‘‘cut off”’ o titulo igual a 90. Como pode-
mos observar dos 20 soros de individuos nao
malaricos, apenas 1 soro apresentou titulo 118
sendo considerado reagente. Dos sete soros de
pacientes com malaria que apresentaram titulos
inferiores a 90 no teste ELISA, trés eram de pa-
cientes primo infectados pelo P. vivax, dois
eram de pacientes primo infectados pelo P. fal-
ciparum e dois de pacientes nao primo infecta-
dos com infec¢do atual pelo P. vivax.

O estudo comparativo do teste ELISA,
com componentes antigénicos de P. falciparum
e IFI com antigenos de P. falciparum (IFI-Pf) e
P. vivax (IFI-Pv) esta apresentado nas tabelas
3, 4, 5, 6 ¢ 7. Para os pacientes primo in-
fectados, tabela 3, pelo P. falciparum, 2 soros
foram negativos no teste ELISA, embora tam-
bém fossem negativos na IFI-Pf. Nos pacientes
primo infectados pelo P. vivax o teste ELISA
foi negativo em 3 dos cinco casos estudados. O
mesmo resultado toi obtido no teste IFI-Pf.

Nos pacientes com mais de uma malaria, tabela
4, o teste ELISA e a IFI-Pf foram positivos em
todos os casos quando a infec¢do atual era pelo
P. falciparum. Quando a infec¢ao atual era pe-
lo P. vivax foram observados 2 soros negativos

TABELA 3

Resultados do teste imunoenzimatico, ELISA e do teste
de imunoftuorescéncia indireta com antigeno do
P. falciparum (IFI-Pf) e P. vivax (IFI-Pv) na
titulacdo de anticorpos IgG em soros de pacientes
primo infectados pelo P. falciparum (7 casos)
e P. vivax (5 casos).

Primo infec¢do

P. falciparum P. vivax
ELISA  IFI-Pf  IFI-Pv | ELISA IFI-Pf IFI-Pv
29441 5120 160 261 20 1280
8485 1280 80 9 SNR 40
1045 160 SNR 3030 160 160
562 20 SNR 1 SNR SNR
187 80 SNR 1 SNR SNR
37 SNR SNR - - -
17 SNR SNR - - -

SNR = Soro ndo reagente
“Cut off” =90
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pelo teste ELISA e apenas 1 soro negativo na
IFI-Pf. Nos individuos com infec¢do mista, ta-
bela 5, ndo houve diferenca na reatividade do
teste ELISA e IFI-Pf. O teste ELISA apresen-
tou um falso resultado positivo nos individuos
nédo malaricos, fato ndo observado no teste IFI-
Pf, embora alguns casos tenham apresentado
dificuldade na leitura microscopica. As meédias
geométricas dos titulos dos soros apresentados

TABELA 4

Resultados do teste imunoenzimatico-ELISA e do teste
de imunofluorescéncia indireta com antigenos de
P. falciparum (IFI-Pf) ou P. vivax (IFI-Pv)
na titulagdo de anticorpos IgG, em soros
de pacientes com mais de uma maldria e com episodio
atual de malaria-falciparum (34 casos)
ou malaria-vivax (13 casos).

Infeccdo Atual

P. falciparum P. vivax
ELISA IFI-Pf IFl-Pv | ELISA IFI-Pf  IFI-Pv
2457 640 SNR 871 1280 160
1319 640 SNR 993 320 2560
565 640 SNR 319 320 10240
10907 1280 SNR 1767 20 1280
176 320 SNR 118 80 10240
653 1280 SNR 187 320 20480
5765 40000 160 30 20 10240
18647 2560 320 455 80 40
2164 2560 80 46 SNR 20
18647 5120 320 4201 160 160
18647 2560 160 5519 320 640
10000 5120 640 261 640 1280
13247 10240 20 3171 1280 640
759 2560 320 - - -
5967 1280 40 - - -
1188 640 40 - - -
3467 5120 40 - - -
30932 5120 320 - - -
1880 640 160 - - -
30932 2560 320 - - -
339 640 80 - - -
1584 10240 320 - - -
2522 320 40 - - -
91 20 2560 - - -
322 640 2560 - - -
161 320 2560 - - -
165 40 320 - - -
8323 1280 1280 - - -
108 40 40 - - -
3885 640 640 - -
8088 640 640 - -
623 640 1280 - -
1960 640 320 - - -
18647 2560 1280 — -

SNR = Soro ndo reagente
“Cut off” =90
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TABELA 'S

Resultados do teste imunoenzimadtico (ELISA) e do teste
de imunofluorescéncia indireta com antigeno de
P. falciparum (IFI-Pf) ou P. vivax (IFI-Pv) na
titulagdo de anticorpos IgG em soros de pacientes
com infecgdo mista P. falciparum ou P. vivax
(9 casos) ou de individuos ndo malaricos (20 casos).

Infec¢do Mista Nio Maldricos

ELISA IFI-Pf IFI-Pv | ELISA  IFI-Pf  IFI-Pv
1894 2560 SNR 4 SNR SNR
10123 1280 80 25 SNR SNR
14299 20480 80 32 SNR SNR
15910 10240 80 18 SNR SNR
281 2560 640 18 SNR SNR
12702 10240 160 26 SNR SNR
4169 2560 40 18 SNR SNR
1239 640 640 11 SNR SNR
18647 2560 1280 2 SNR SNR

-~ - - 13 SNR SNR
- - - 13 SNR SNR
- - — 11 SNR SNR
- - - 16 SNR SNR
- - - 9 SNR SNR
- - - 22 SNR SNR
- - - 118 SNR SNR
- - - 83 SNR SNR
- - - 46 SNR SNR
- - - 57 SNR SNR
- — - 71 SNR SNR

SNR =Soro nio reagente
“Cut off” =90

na tabela 6, mostram ser o teste ELISA mais
reativo que a IFI-Pf, fato ndo observado em re-
lagdo a IFI-Pv quando a infec¢do atual era pelo
P. vivax. A tabela 7 mostra os indices de sensi-
bilidade obtidos nos diferentes soros testados.

DISCUSSAO

O teste de imunofluorescéncia indireta
(IFI) é o teste de referéncia na sorologia da ma-
laria humanas. 1o, 11, 22, 23, 25, 30, 31, 38, Porém
embora venha sendo empregado na rotina de
varios laboratorios, as condi¢des técnicas no
preparo dos reagentes e na execucdo do teste
sdo muito variaveis, sendo dificil estabelecer
uma comparacdo satisfatoria entre diferentes
laboratdrios, o que inviabiliza uma discussdo
clara sobre os resultados obtidos. Em relagdo a
diluicdo do antigeno que deve ser colocado nas
areas delimitadas das lidminas, a maioria das
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TABELA 6

Médias geométricas dos titulos de anticorpos IgG, obtidos
pelos testes imunoensaio ELISA e imunofluorescéncia
indireta com antigenos de P. falciparum (IFI-Pf) e P. vivax
(IFI-Pv) em pacientes com maldaria e em individuos
ndo malaricos.

Casuistica ELISA | IF1-Pf | IF1-Pv

Primo infectados P. falciparum 560 108 20
P. vivax 23 20 61

Ndo primo infec-
tado com infec-

¢do atual pelo P. falciparum | 2244 | 1065 | 147

P. vivax 502 106 | 980
Mista 4855 | 3484 | 137
Nio maldricos 20 | SNR | SNR

SNR = Soro ndo reagente

técnicas descritas na literatura preconiza os mé-
todos por tentativas. Com base nos trabalhos
descritos por LOPEZ-ANTUNANO s e SULZER
em 1969 foi feita a padronizagdo da diluicao oti-
ma de antigenos de P. falciparum e de P. vivax. A
féormula final para diluigdo da papa de hema-
cias VD = (2.5 X N) —1, onde VD é o volume
do diluente necessario para ressuspender uma
parte da papa de hemacias e N € o numero mé-
dio de hemacias parasitadas com esquizontes
por campo microscopico, fornece um parame-
tro importante na padronizagio do teste. Deve-
se considerar como ideal a diluicao que fornece

cerca de 20 hemaécias parasitadas por campo
microscopico com objetiva 40x. Determinada a
diluicdo otima do antigeno, foram estudadas
diferentes varidveis técnicas para se obter um
maximo de sensibilidade. e especificidade na
IFI. Na optimizacdo do teste de imunofluores-
céncia indireta com antigenos de P. falciparum
para pesquisa de anticorpos IgG e IgM,
empregando-se o teste ‘‘t”’ de Student, para
amostras pareadas, verificou-se ndo haver dife-
renga estatistica significativa entre as técnicas
de fixacdo das ldminas em acetona e de estabili-
zagdo das ladminas em dessecador, quando os
soros foram diluidos em PBS contendo 1% de
Tween-80. Esta observacdo foi valida tanto pa-
ra a pesquisa de anticorpos IgG, com antigenos
de cultura (t = 1.5; GL = 9; a = 5%) ou com
antigenos obtidos a partir de sangue de pacientes
primo infectados (t = 2.3; GL = 9; a = 5%),
como na pesquisa de anticorpos IgM (t = 1.0;
GL = 9; a = 5%), com antigenos de cultura.
Houve diferenca significativa entre as técnicas de
estabilizacdo das laminas em dessecador, com
soros diluidos em PBS contendo 1% de Tween-
80 e as demais técnicas estudadas. Nao foram
pesquisados anticorpos IgM com antigenos de P.
falciparum obtidos a partir de sangue de pacien-
tes pois a presen¢a de anticorpos prejudica o an-
tigeno e falsos resultados positivos ou negativos
foram observadose. 3, Para o preparo do an-
tigeno de P. vivax a dificuldade maior relaciona-
se com a obtencdo de sangue humano. E neces-
sario que o paciente seja primo infectado, com
alta parasitemia (+ + +) e que nio tenha sido’

TABELA 7

Sensibilidade do teste imunoenzimatico ELISA com antigenos de P. falciparum e do teste de imunofluorescéncia indireta
com antigenos de P. falciparum (IFI-Pf) ¢ P. vivax (IFI1-Pv) para pesquisa de anticorpos IgQ com limite de confianga de
95% de probabilidade, em pacientes com diferentes formas de malaria.

Casuistica ELISA IFI-Pf 1FI-Pv
Primo infectados P. falciparum 71% (29,0 — 96,3) 71% (29,0 - 96,3) 29% (38 - 71 )
P. vivax 40%( 5.3 - 60% (14,6 — 95 )

85.3) 40% ( 5,3 — 85.3)

Ndo primo infectados com

82% (65,5 - 93,2)

infec¢do atual pelo

P. falciparum
P. vivax

100% (89.8 - 100.,0)
85% (54,5 - 98,0)

100% (89,8 — 100,0)
92% (63,9 — 99.8)

106% (75,3 — 100,0)

Mista

100% (66,4 — 100,0)

100% (66,4 — 100.0)

89% (15,7 — 99,7)
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tratado. O ideal seria a obtenc¢do de antigenos do
sangue de macacos Saimiri seireus, experimen-
talmente infectadosy. 2. Na optimizacdo do
teste de imunofluorescéncia indireta os resulta-
dos obtidos foram semelhantes aos obtidos com
antigenos de P. falciparum. Pela anélise estatis-
tica do teste “‘t’’ de Student, para amostras pa-
readas, nao houve diferenga estatistica significa-
tiva entre as técnicas de fixa¢do das hemacias em
acetona e de estabilizacdo em dessecador quan-
do, os soros foram diluidos em PBS contendo
1% de Tween-80 para a pesquisa de anticorpos
IgM (t = 1.5; GL = 9; a = 5%). Para a pesqui-
sa de anticorpos 1gG ja houve diferenga estatisti-
ca significativa (t = 3.2; GL = 9; a = 5%). Em
relag¢do as demais técnicas sempre houve diferen-
¢as significativas. O teste de imunofluorescéncia
indireta optimizado para pesquisa de anticorpos
anti P. falciparum forneceu excelentes resulta-
dos quando aplicado em populagdo de area en-
démica ou na selecdo de doadores em bancos de
sangue de areas ndo endémicas. As condig¢oes
mencionadas neste trabalho permitirdo que la-
boratorios de menor porte possam introduzir em
sua rotina o teste de imunofluorescéncia indireta
com resultados confiaveis.

Com rela¢do a obten¢do e preparacido de
componentes antigénicos de P. falciparum a
partir de cultura, procurou-se selecionar cultu-
ras com parasitemia elevada e formas em esqui-
zontes¥. Com parasitemias inferiores a 5%
foi feita a concentrag¢do das hemacias parasita-
das em Plasmagel. A utilizagdo do Plasmagel
além de ser mais simples forneceu resultados
superiores aos obtidos em gradientes coloidais.
Com parasitemias superiores a 5% nao foi ne-
cessaria a prévia concentragdo das hemacias pa-
rasitadas. Em relacdo a extra¢do dos compo-
nentes antigénicos do P. falciparum melhores
resultados foram obtidos quando ao PBS foi
adicionada uréia 8M. O antigeno assim obtido
foi estavel, podendo ser armazenado em gela-
deira a 4°C por varias semanas. O teste imu-
noenzimatico padronizado seguiu 2 metodolo-
gia descrita inicialmente por VOLLER em 1974+
e modificado por diferentes pesquisadoress. 3235,
3o, 37424344,

Para aplica¢do do teste imunoenzimatico
foi inicialmente determinada a curva dose-
resposta frente a soros padrao positivos e nega-
tivos. Observando-se uma linearidade constan-
te entre as diluigdes dos soros e o logaritimo da
densidade optica obtidas, pode-se empregar
formulas que permitiram quantificar com pre-
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cisdo os titulos dos soros a partir de uma ou
duas dilui¢cdes. A curva de distribui¢ao dos titu-
los de soros de individuos com malaria por P.
falciparum ou P. vivax e de individuos ndo
malaricos mostrou que sete soros de pacientes
primo infectados foram nao reagentes no teste
ELISA embora apresentassem exame parasito-
16gico positivo. Destes, 3 casos eram primo in-
fectados pelo P. vivax ¢ 2 pelo P. falciparum, o
que esta de acordo com os dados referidos na li-
teratural2. 24,

O estudo comparativo do teste ELISA, ¢
IF1 com antigenos de P. falciparum (IFI-Pf) e
P. vivax (IF1-Pv) para pesquisa de anticorpos
1gG, revelou que para soros de individuos pri-
mo infectados ambos os testes apresentavam
falsos resultados negativos e que sensibilidade
fol sempre menor para o sistema heterdlogo. Pa-
ra soros de pacientes ndo primo infectados com
malaria atual pelo P. falciparum ou mista a
sensibilidade para ambos os testes, ELISA ¢
IFI-Pf foi de 100%, fato observado apenas pa-
ra IFI-Pv quando os pacientes apresentavam in-
feccdo atual pelo P. vivax. Também foi obser-
vado que a média geométrica dos titulos foram
sempre superiores com os sistemas homologos.

Com relagdo a especificidade, observou-se
um soro falso positivo no teste ELISA.

Os resultados obtidos no presente trabalho
sugerem ser o teste ELISA uma boa alternativa
para substituir o teste de imunofluorescéncia
indireta, quando nao se dispée de microscdpio
de fluorescéncia. O que limita, no momento, a
utilizacao do teste ELISA, em larga escala, é a
obtencao de antigenos e a qualidade dos supor-
tes inertes, além de necessitar de melhor avalia-
¢40 nos pacientes primo infectados.

SUMMARY

Human malaria: standardization of serologic
tests for individual diagnostic and
seroepidemiologic surveys

The indirect immunofluorescence antibody
test (IFA) is normally employed as reference
test in the serology of malaria. In this report we
standardized and optimized the test, for our
condition, utilizing P. falciparum obtained
from human blood on culture and P. vivax
obtained from human blood as antigens, for
detection of lgG and IgM antibodies. Some
technical variables, were tested and best resulis
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were obtained when sera were diluted in PBS
containing 1% Tween-80 and the slides,
containing the antigenic preparation were fixed
in cold acetone or stabilized on dried air with
silica. The ELISA test was standardized for P.
falciparum antibodies and the comparison of
the IFA and ELISA showed: a) in P. falciparum
prime infected patient the sensitivity was 71%
for both tests; b) in P. vivax prime infected
patients the sensitivity was 40% for both tests;
¢) in non prime infected patients with P.
falciparum malaria the sensitivity was 100% for
both tests; d) in non prime infected patients
with P. vivax malaria the sensitivity was 85%
for ELISA and 92% for IFA; e) in patients with
P. vivax and P. falciparum malaria the
sensitivity was 100% for both tests. The
specificity was 95% for ELISA and 100% for
IFA in non malaria individuals.

The results showed that the ELISA test
could be an alternative for IFA for IgG
antibodies in the serology of malaria.
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