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RESUMO

A toxoplasmose é uma zoonose de distribuicdo mundial que pode infectar uma
grande variedade de espécies animais e humanos. E causada pelo protozoario
Toxoplasma gondii (T. gondii), que causa doenga de curso silencioso. Os neo-
natos com toxoplasmose congénita podem exibir manifesta¢gdées neuroldgicas,
lesdes oftalmicas, comprometimento auditivo e até a morte apds o nascimento.
Desta forma, durante o periodo gestacional é de grande importancia o acompa-
nhamento periddico por meio de diagndsticos laboratoriais para o bem estar do
feto. A toxoplasmose associada a gestagcao apresenta grande importancia para
a saude publica devido a sua prevaléncia, e gravidade dos casos congénitos.
O presente estudo teve como objetivo detectar anticorpos das classes IgM e
IgG T. gondii em gestantes atendidas no Hospital das Clinicas da FMB Unesp,
campus de Botucatu. Foram avaliados os resultados das sorologias pela técnica
de Reacado de Imunofluorescéncia Indireta (RIFI), Teste de Avidez, Imunoen-
saio de Microparticulas com Quimiluminescéncia (QL) e Aglutinagc&o Direta Mo-
dificada (MAD). Os resultados foram avaliados, de acordo com as variaveis pes-
quisadas, como idade, cor, raca, entre outras e os resultados obtidos nos exa-
mes realizados. Resultados obtidos no teste de Imunoensaio de Microparticulas
com Quimioluminescéncia com os obtidos nas demais provas, estabelecendo-
se como padrédo ouro a QL. Os resultados encontrados mostram correlagéo
moderada nas técnicas QL e RIFI para imunoglobulina IgG e foi razoavel para
a imunoglobulina IgM. Os titulos mais frequentes foram 16, 64, 256 e 1024.

Concluiu-se pela importancia do diagnéstico realizado no inicio da infec¢ao para
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prevencao, e cuidados indicados para a gestante e o feto. Ressalta-se, que com
o diagnostico precoce no pré-natal pode se evitar de fato a transmisséo ao ne-

onato além de reduzir as complicagdes na transmissdo congénita.

Palavras chaves: Gestantes, Diagndsticos, Toxoplasma gondii.
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ABSTRACT

Toxoplasmosis is a worldwide distribution zoonosis that can infect a wide variety
of animal and human species. It is caused by the protozoan Toxoplasma gondii
(T. gondii), which causes a disease with a silent course. Neonates with congenital
toxoplasmosis may exhibit neurological manifestations, ophthalmic lesions,
hearing impairment, and even death after birth. Thus, during the gestational
period, periodic monitoring through laboratory diagnoses is of great importance
for the well-being of the fetus. Toxoplasmosis associated with pregnancy is of
great importance for public health due to its prevalence and severity of congenital
cases. The present study aimed to detect IgM and IgG T. gondii antibodies in
pregnant women treated at Hospital das Clinicas da FMB Unesp, Botucatu
campus. The results of the serology were evaluated by the technique of Indirect
Immunofluorescence Reaction (IFAT), Avidity Test, Microparticle Immunoassay
with Chemiluminescence (QL) and Modified Direct Agglutination (MAD). The
results were evaluated, according to the variables studied, such as age, color,
race, among others, and the results obtained from the tests performed. Results
obtained in the Microparticle Immunoassay with Chemiluminescence test with
those obtained in the other tests, establishing QL as the gold standard. The
results found show a moderate correlation in the QL and RIFI techniques for IgG
immunoglobulin and a reasonable correlation for IgM immunoglobulin. The most
frequent titers were 16, 64, 256 and 1024. It was concluded that the diagnosis
performed at the beginning of the infection is important for prevention, and for the

care indicated for the pregnant woman and the fetus. It is noteworthy that with
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early diagnosis in prenatal care, transmission to the neonate can actually be

avoided, in addition to reducing complications in congenital transmission.

Keywords: Pregnant women, Diagnostics, Toxoplasma gondii.
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1. INTRODUGAO

A toxoplasmose € uma doenga zoonética causada pelo Toxoplasma gondii
(T. gondii). Trata-se de um protozoario de distribuigdo mundial, capaz de infectar
todos os animais vertebrados e os seres humanos. Estima-se que T. gondii in-
fecte um ter¢co da populagdo humana mundialmente, podendo ser considerada
como a zoonose de maior prevaléncia, e associada a imunossupressao (DUBEY
et al., 2020a).

A sua prevaléncia é elevada na Europa, América Central e do Sul, sendo
que na Tailandia e Japao € inferior a 20%; Australia, Polénia, Reino Unido e Bél-
gica entre 23% e 53%; Taiti e Franga acima de 60%; e no Brasil as taxas de
infeccdo variam de 50% a 80% em humanos (SANTOS et al., 2016). Por isso,
T. gondii esta entre os parasitos mais estudados entre os coccideos. Sua impor-
tdncia médica e veterinaria faz com que muitos aspectos da biologia e epidemi-
ologia continuem sendo pesquisados (DUBEY et al., 2020a).

Neste contexto, este protozoario € apontado como a terceira maior causa
de mortes por alimentos nos Estados Unidos (DUBEY et al., 2020a). Apresenta
grande relevancia em termos de Saude Unica, pois € uma das principais causas
de abortamentos em mulheres, e em pacientes imunossuprimidos costuma cau-
sar manifestagdes clinicas mais severa (AZEVEDO FILHO et al., 2020).

Apresenta trés formas infectantes: taquizoitos, bradizoitos e esporozoitos.
Seu ciclo de vida € heteroxeno e envolve a contaminagao de hospedeiros defini-

tivos, os felideos; e intermediarios, como cées e o ser humano (DUBEY et al.,
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2012) entre outras espécies de animais de companhia, de interesse zootécnico
ou nao, incluindo as aves e muitas espécies de animais silvestres.

T. gondii esta presente em mais de 30 espécies de aves e de 300 mami-
feros. Em humanos, pode causar, mudancas de comportamento como esquizo-
frenia, transtorno de déficit de atencdo e transtorno obsessivo compulsivo (DA
SILVA et al., 2009; BRESCIANI et al., 2013). Na gestagao, pode ocorrer a forma
congénita da doencga, sendo observados também casos de depresséo e ansie-
dade pré-natal. Entretanto, seu mecanismo de agédo n&o esta totalmente eluci-
dado ( BRESCIANI et al., 2013).

E de grande relevancia o diagnéstico soroldgico da toxoplasmose, e neste
contexto foram avaliadas no presente trabalho diferentes técnicas para o diag-
nostico soroldgico da toxoplasmose congénita, para comparagao dos seus resul-
tados, permitindo a tomada de condutas minimizando os efeitos da toxoplasmose
humana congénita.

2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

21 Histoérico e etiologia

O agente etiolégico da toxoplasmose foi descrito em 1908, quase que
simultaneamente, em dois paises distintos. Na Tunisia, localizada no Norte da
Africa, Nicolle e Manceaux relataram a presenca de um parasito intracelular no
baco e no figado do roedor Ctenodactylus gundii. Na época, estes pesquisadores
acreditaram se tratar de uma forma particular de Leishmania spp., sendo assim
denominada Leishmania gondii (FREYRE, 1989 apud DUBEY et al., 2012). No

mesmo ano, em S&o Paulo, Brasil, Splendore infectou experimentalmente
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coelhos da espécie Oryctolagus cuniculus o protozoario agente da leishmaniose
visceral. Entretanto, um ano depois, em 1909, Nicolle e Manceaux, constataram
que se tratava de um novo parasito, sendo, ent&o, criado o género Toxoplasma.
A sua nomeacao ocorreu de forma definitiva em 1909, por estes mesmos
pesquisadores, que o denominaram T. gondii, baseado na forma dos taquizoitos
do protozoario (toxon = arco e plasma = célula) e “gondii” devido sua descoberta
no roedor da espécie Ctenodactylus gundii (NOBUTO et al., 1960; VAZ et al.,
2011; FREYRE, 1989 apud DUBEY et al., 2012).

O primeiro relato da doenga humana ocorreu em 1913, quando Castellani,
no Sri Lanka, descreveu-a em um menino com quadro febrii e com
esplenomegalia (SIMOES et al., 2015). Fedorovitch, em 1916, observou
organismos semelhantes aos relatados por Castellani em amostra de sangue de
um menino de 10 anos de uma regidao do Mar Negro que apresentava anemia,
febre e esplenomegalia. Além disso, Chalmers e Kamar em 1920 relataram
organismos semelhantes em um soldado no Suddo que tinha dor de cabega
cronica, febre e diarreia. Entretanto, esses casos foram estudados de forma
incompleta e como possivel diagndstico, pelos sintomas, sugeriram tratar-se de
infeccéo por Leishmania spp. (WEISS; DUBEY, 2009).

Em 1923, na cidade de Praga, um oftalmologista chamado Janku, relatou
de modo inédito a toxoplasmose congénita humana em uma crianga de 11 anos
de idade com hidrocefalia e cegueira, que veio a falecer. Em um corte histolégico
do globo ocular ap6s necropsia, foi observada a presenga de parasitos na retina.

No Brasil, em 1927, Carlos Bastos Magarinos Torres evidenciou esta doencga pela
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primeira vez em humanos no Rio de Janeiro a partir da descricdo do micro-
organismo em cortes histolégicos de cérebro, miocardio e musculos esqueléticos
de um bebé com 29 dias de vida (OREFICE et al., 2010).

Em relacdo a toxoplasmose congénita, em 1939, nos Estados Unidos,
Wolf, Cowen e Paige descreveram o primeiro caso em um recém-nascido que
morreu com 30 dias de vida, com encefalite, mielite e meningite (VAZ et al., 2011).
Posteriormente, em 1942, foram evidenciados o0s sinais clinicos tipicos
(hidrocefalia, microcefalia, coriorretinite e calcificagédo intracraniana), conhecidos
como tétrade de Sabin (SIMOES et al., 2015).

Em 1948, foi desenvolvido o teste soroldgico, teste do corante (dye test)
de Sabin-Feldman. Pela realizacdo deste exame, houve um incremento no
diagndstico laboratorial desta enfermidade, que permitiu também a realizagao de
inquéritos epidemiolégicos (VAZ et al., 2011), para a avaliagdo da dispersao do
T. gondii no meio ambiente pela avaliagdo da resposta de IgG anti- Toxoplasma
em humanos e diferentes espécies animais.

Em 1953, a infec¢do toxoplasmica foi diagnosticada com pioneirismo na
espécie bovina por Sanger e colaboradores, em Ohio, EUA (GOMES et al.,
2021).

Posteriormente, foi elucidado cientificamente que sdo produzidos oocistos
como produto da fase sexuada do T. gondii (FRENKEL et al., 1970) e foi
demonstrado que os unicos mamiferos que excretam oocistos do parasito, sdo
os felideos domésticos e selvagens (MILLER et al., 1972; VAZ et al., 2011). Estes

pesquisadores, contribuiram substancialmente para a compreensdo da
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epidemiologia desta zoonose.

2.2 Ciclo de vida do T. gondii

T. gondii apresenta trés formas evolutivas: taquizoitos, bradizoitos e
esporozoitos. Os taquizoitos infectam as células do hospedeiro pela penetragao
ativa da membrana celular e tornam-se envoltos pelo vacuolo parasitéforo que
os protegem dos mecanismos de defesa do hospedeiro (DUBEY et al., 2004).
Com multiplicacdo rapida e reproducdo assexuada por sucessivas divisdes
binarias, causam destruicdo das células infectadas, rompem a célula do
hospedeiro e se disseminam via hematogénica (DUBEY et al., 2012). Medem
cerca de 4 x 9 ym de comprimento e 2 x 4 ym de didmetro (SANTOS et al., 2016).

Na sequéncia, desenvolvem os cistos teciduais. Os bradizoitos,
representam a forma de resisténcia do parasita, de multiplicacao lenta em ampla
variedade de hospedeiros intermediarios (DUBEY et al., 2004).

2.3 Epidemiologia

E uma das enfermidades mais comuns, de ampla distribuigdo mundial,
que afeta todos os animais homeotérmicos, incluindo humanos. Apesar da
elevada soroprevaléncia, as manifestagdes clinicas em humanos e animais sdo
pouco frequentes, estando a doencga clinica associada a imunossupressao
(KODYM, et al., 2015). Esta é variavel em todas as regides do globo terrestre e
a infecgdo esta relacionada aos habitos higiénico- alimentares e culturais da

populacdo (LEAO et al., 2004).

O ser humano se infecta principalmente pelas vias oral e transplacentaria

e, raramente, por transfusdo de sangue, transplante de 6rgaos ou acidentes em
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laboratorio. A transmiss&o oral ocorre pela ingestdo de cistos do parasita conti-
dos na carne crua, ou malcozida, ou pela ingestdo de oocistos presentes na terra,
agua ou alimentos contaminados com fezes de felideos infectados (DUBEY et
al., 2012; GILLOT-FROMONT et al., 2013). E possivel ainda pela ingestéo de
leite de algumas espécies de animais de interesse zootécnico (KOETHE et al.,
2017).

2.4 Saude Publica
T. gondii acomete animais de produgao, silvestres, domésticos e o ser hu-

mano. Pode causar infecgdo assintomatica, ou quadros sistémicos graves e pre-
juizos a saude publica e a produgdo animal (DUBEY et al., 2020a). Apresenta
consideravel relevancia quanto aos aspectos de produg¢do animal, bem como
para a saude publica devido a transmissao pelos alimentos contaminados. Des-
taca-se que é considerada como zoonose oportunista em pacientes portadores
do virus da imunodeficiéncia humana, ou que apresentam imunodeficiéncia de
outras origens (SILVA; SILVA, 2016).

As implicagbes da toxoplasmose estao relacionadas diretamente aos gru-
pos de risco como gestantes, criangas e individuos imunossuprimidos. Somente
para toxoplasmose gestacional e congénita € obrigatoria a notificagdo compulso-
ria (BRASIL, 2018).

Nos individuos imunocompetentes, a toxoplasmose manifesta-se quase
sempre de forma subclinica, sem repercussdées mais sérias na maioria dos ca-
sos, entretanto, a toxoplasmose ocular ocorre em cerca de 85% dos recém-nas-
cidos com toxoplasmose congénita que n&o apresentam sinais clinicos evidentes

ao nascimento. Entretanto, uma avaliacdo mais detalhada pode revelar
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alteracbes como restricdo do crescimento intrauterino, prematuridade, anormali-
dades liqudricas e cicatrizes de retinocoroidite. Quando presentes, as manifesta-
¢Oes clinicas podem ser encontradas no periodo neonatal, ou ao longo dos pri-
meiros meses de vida, podendo também surgir sequelas da doenga, previamente
ndo diagnosticada, apenas na adolescéncia ou na idade adulta (BRASIL, 2018).

Em recém-nascidos assintomaticos ao nascimento, estima-se que 85%
apresentarao cicatrizes de retinocoroidite nas primeiras décadas de vida e 50%
evoluirdo com anormalidades neuroldgicas. As sequelas sdo, ainda, mais fre-
quentes e mais graves nos bebés recém-nascidos sintomaticos, por apresenta-
rem sintomas ao nascer, como acometimento visual em graus variados, retardo
mental, crises convulsivas, anormalidades motoras e surdez. Mais de 70% des-
ses recém-nascidos desenvolverdo novas lesdes oculares ao longo da vida. A
maior gravidade tem sido identificada, possivelmente, devido a exposi¢céo a ce-
pas mais virulentas do T. gondii ou pela maior suscetibilidade individual (BRASIL,
2018).

Os estudos soro epidemiolégicos demonstram uma soroprevaléncia vari-
avel em humanos, principalmente, devido as diferengas de condi¢gbes socioeco-
ndémicas, habitos culturais e alimentares da populacdo e aspectos climaticos da
regiao envolvida (DUBEY et al., 2012). Outro aposto que deve ser considerado
séo as diferentes técnicas soroldgicas realizadas para o diagndstico, tipo de an-
tigenos utilizados, entre outros fatores.

2.5 Toxoplasmose em humanos
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E a maior causa de mortalidade em pacientes convivendo com HIV/ aids.
No estado de S&o Paulo 25,4% de 71 pacientes soropositivos, morreram devido
a toxoplasmose entre os anos de 1998 a 2002 (DELGADO et al., 2019). A preva-
Iéncia no Brasil é alta, porém sua patogenia € baixa em hospedeiros humanos
(DUBEY et al., 2012), devendo-se levar em consideragdo a imunocompeténcia
do paciente.

A infecgdo no ser humano pode ocorrer por via transplacentaria, ou oral
pela ingestdo de agua ou alimentos contaminados por oocistos, além dos bradi-
zoitos, a partir de produtos carneos. Na maioria das vezes, ocorre de forma as-
sintomatica, entretanto, sintomas como mal-estar, dor de cabeca, febre, perda
de forga e dores musculares podem estar presentes. Em alguns casos, observa-
se linfoadenopatia, e, em quadros mais graves, o acometimento de 6rgaos vitais
como pulmao, coragéo e figado. Alguns pacientes desenvolvem a forma ocular
que resulta em coriorretinite aguda ou cronica. Em individuos imunossuprimidos,
a doenca pode resultar em quadros de hepatite, pneumonite e lesdo do sistema
nervoso central, severa e muitas vezes fatais (AZEVEDO et al., 2020).

2.6 Toxoplasmose em gestantes

A toxoplasmose adquirida durante a gestacéo € de elevada importancia,
pois pode resultar em infecgao fetal com graves sequelas (SOUZA et al., 2010).
O monitoramento soroldgico de gestantes € importante durante toda a gestagéo
avaliando o diagndstico de possivel primo-infecgao (VIDIGAL et al., 2002). A fase

subclinica da toxoplasmose, na maioria das gestantes infectadas, representa um
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desafio clinico tanto para a paciente como para a saude publica (ALMEIDA et al.,
2017).

A transmisséao placentaria, foi a primeira forma conhecida de transmissao
de T. gondii. O feto se infecta por taquizoitos que cruzam a placenta a partir da
circulagao materna decorrente da infecgéo primaria (BICHARA, 2014). Nas areas
de alta soroprevaléncia de toxoplasmose, a triagem neonatal sistematica pode
detectar criangas com doenga congénita causada por reinfeccdo e reativagao
durante a gestacdo (ANDRADE et al., 2010).

O risco materno, de contrair a toxoplasmose, durante o periodo gestacio-
nal, esta relacionado a prevaléncia na comunidade, a parasitemia adquirida, ao
numero de mulheres susceptiveis e a resposta imunoldgica materna ao T. gondii
(BRASIL, 2018).

A primo-infecgdo, no primeiro trimestre da gestacdo, pode ocasionar le-
sbes fetais mais graves. Se a infeccdo materna ocorrer no ultimo trimestre, o
dano fetal sera de menor gravidade. No decorrer da gestagdo ha um aumento no
risco de transmissao vertical com diminuigdo da gravidade das lesdes fetais
(BRASIL, 2018). Mulheres que apresentam soropositividade antes do periodo
gestacional, geralmente, ndo transmitem a infec¢gdo para o neonato. Porém, os
cistos teciduais em quiescéncia de infecgao anterior, podem reiniciar o ciclo de
vida do parasita nas imunodeprimidas e, em casos raros, em gestantes imu-
nocompetentes (WALCHER et al., 2016).

Ha relatos de casos de infecgdo congénita em criangas nascidas de mu-

Iheres que se infectaram com T. gondii antes da concepc¢do, apresentando
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imunodeficiéncia ou sistema imune normal (SOUZA; BELFORT JR, 2014). A mai-
oria dos recém-nascidos infectados n&o apresenta sintomas, outros desenvolve-
rao sequelas apds o nascimento, como coriorretinite, retardo mental e moderada
perda da audi¢cdo (LECHER et al., 2016). Em 15% dos recém-nascidos infecta-
dos, as lesdes oculares sdo o unico sinal clinico, sendo a retinocoroidite a prin-
cipal leséo observada, podendo estar acompanhada de outras altera¢des ocula-
res, como iridociclite, catarata, glaucoma, estrabismo, nistagmo e descolamento
da retina (LAGO et al., 2014).

Nos casos mais graves de infeccdo congénita, o recém-nascido pode
apresentar alteragcdes do volume craniano, calcificagdes intracerebrais e/ou con-
vulsdes. No soro do recém-nascido, a presencga de titulos elevados de anticorpos
da classe IgG, que aumentam ou permanecem reativo em periodo de até 18 me-
ses, é indicativa de toxoplasmose congénita, j& que aqueles que decrescem, ten-
dendo a se tornarem negativos representam anticorpos maternos de transferén-
cia passiva (PEREIRA et al., 2015).

A toxoplasmose congénita, bem como suas sequelas, podem ser evitadas
pela prevengao primaria, com informacgdes a gestante sobre as fontes de infec-
¢ao, triagem soroldgica pré-natal, estratégias que podem ser alternativas em re-
gides com prevaléncia baixa de infec¢ao toxoplasmica, e indispensaveis em re-
gides com elevada prevaléncia (LAGO et al., 2014).

O periodo entre a primeira a décima sétima semana da gestagao, é o mais
critico e grave para o feto, com 15% de chances de infec¢do. Caso isso ocorra,

a tendéncia de abortamento espontaneo ¢ alta e as alteragbes mais comuns do
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recém-nascido sao coriorretinite, calcificacbes intracranianas e hidrocefalia.
Também sao frequentes a alteracao do liquido cefalorraquidiano, ictericia, trom-
bocitopenia, anemia, febre, hepatomegaia, dentre outras alteragées (MCLEOD
et al, 2006; MALDONADO, 2017). No terceiro trimestre, o risco de transmissao
vertical se torna maior, porém, os riscos de sequelas decrescem consideravel-
mente (AMENDOEIRA, CAMILLO-COURA, 2010).

A prevaléncia da infecgao adquirida durante a gravidez varia de 10,3% a
75,2% em diferentes paises. No Brasil a soroprevaléncia dos anticorpos IgG va-
riam de 49,2% a 91,6% e a incidéncia de toxoplasmose congénita varia de 0,3 a
5,0 por 1000 nascimentos (CAPOBIANGO et al., 2016). Estudo realizado no Bra-
sil, detectou que 67,3% das mulheres pesquisadas apresentaram titulo para T.
gondii (BECK et al., 2013).

O risco de transmisséo fetal depende de fatores como a resposta imune
materna, idade gestacional na infecc¢édo, e viruléncia do parasita. O risco de trans-
miss&o congénita varia de até 2% no periodo periconcepcional, 10-25% no pri-
meiro trimestre da gravidez, 30-45% no segundo trimestre, 60-65% no terceiro
trimestre e até 80% antes do parto. A gravidade da doenga congénita é elevada
quando a transmisséo ocorre no inicio da gravidez diminuindo com o periodo
gestacional (CAPOBIANGO et al., 2016).

O diagnostico da toxoplasmose adquirida durante a gravidez € baseado
em exames laboratoriais visto que mais de 90% das gestantes infectadas séo

assintomaticas. Quando as manifestacdes clinicas estdo presentes, em geral,
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séo inespecificas e incluem febre, cefaleia, mialgia, linfadenopatia e erupgéo cu-
tanea, presentes no feto (CAPOBIANGO et al., 2016).

Raramente, a toxoplasmose congénita ocorre em decorréncia da reativa-
¢ao de infeccdo crénica em gestantes imunossuprimidas, principalmente as por-
tadoras de HIV, ou pela reinfec¢do por nova cepa mais virulenta. Infecgbes agu-
das adquiridas duas a trés semanas previamente a concepgao sao de muito

baixo risco para o feto (AHMED et al., 2020).

A frequéncia de transmissao fetal aumenta proporcionalmente a idade
gestacional, pois a maior maturidade da placenta, em idades gestacionais mais
avangadas, favorece a passagem do protozoario. Por outro lado, infecgbes em
periodos gestacionais iniciais geralmente, cursam com desfechos fetais mais

graves, com abortamento e acometimento neurolégico (AHMED et al., 2020). Ta-

xas de transmissao materno-fetal menores que 9% para infecgdes maternas
ocorridas no primeiro trimestre, 21% no segundo e de 45% no terceiro trimestre
de gestacao foram relatadas por Prusa et al (2015). A estimativa da idade gesta-
cional na qual ocorreu a infeccdo materna auxilia na avaliagao de risco de trans-
missao vertical e de sequelas fetais.

Em individuos imunocompetentes, a infecgédo pelo T. gondii é geralmente
assintomatica ou ocasiona sintomas inespecificos, sendo linfadenopatia o mais

comum (AHMED et al., 2020). Por esse motivo, a prevengao secundaria por meio

da vigilancia sorologica € o método mais eficaz para detectar a infecgdo em ges-

tantes (PRUSA et al., 2015; PEYRON et al., 2019).
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N&o existe consenso internacional a respeito da vigilancia pré-natal para
toxoplasmose. Entretanto, paises como a Franca e Austria, que realizam o acom-
panhamento mensal de todas as gestantes suscetiveis, obtiveram significativa
reducado da incidéncia de toxoplasmose congénita (WALLON et al., 2013; PRUSA
et al., 2015).

Os testes sorologicos durante o exame pré-natal e em amostras de
criangas sao realizados por métodos laboratoriais de rotina convencional. Os
anticorpos 1gG T. gondii sdo pesquisados por reagao de imunofluorescéncia
indireta (RIFI) com taquizoitos de T. gondii obtidos do liquido ascitico de ratos
experimentalmente infectados e a quimioluminescéncia (QL) a partir de
antigenos recombinantes de T. gondii p30 (SAG1) e p35 (GRAS8). Os anticorpos
IgM T. gondii também s&o detectados pela QL com antigeno p30 e lisado total
de T. gondii (CAPOBIANGO et al., 2016).

A soroprevaléncia elevada é um indicador da maior exposi¢ao da popula-
¢ao aos fatores de risco determinantes da doenga (GENNARI et al., 2015), po-
dendo se considerar como um marcador para se avaliar a dispersdo do agente
tanto em animais como em humanos e especificamente nas gestantes (CAPO-
BIANGO et al., 2016).

No Brasil, o Ministério da Saude recomenda a realizag&o de triagem soro-
l6gica na primeira consulta do pré-natal, por meio da detecgéo de anticorpos IgM
e IgG especificos (BRASIL, 2018). A infec¢cdo aguda cursa inicialmente com ele-
vacao dos niveis de anticorpos IgM especificos, seguida por elevagéo dos niveis

de IgG em cerca de duas a trés semanas (OZ, 2014). De acordo com o protocolo
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brasileiro, resultados ndo reagentes para IgG e IgM sinalizam que a gestante é
suscetivel a infecgdo aguda e deve ser orientada sobre as medidas de prevengao
primaria contra a doenca, além de receber acompanhamento adicional durante
a gestacao, principalmente em locais com elevada prevaléncia da doenga (BRA-
SIL, 2018).

Em caso de soroconversdo para IgG e IgM em gestantes anteriormente
identificadas como suscetiveis, ha confirmacgéo de infeccdo aguda por T. gondii
durante o periodo gestacional, sendo recomendado o tratamento imediato da
gestante. Em contrapartida, resultados IgG reagente e IgM nao reagente suge-
rem contato prévio com o parasita e resposta imune remota, indicando baixo risco
de infeccao fetal em gestantes imunocompetentes (BRASIL, 2018).

As limitagbes do emprego da sorologia para o diagndstico de toxoplas-
mose consistem no fato de que a detec¢do de anticorpos IgM especificos para
T. gondii podem persistir por meses ou anos apds a infecgado primaria. Sendo
assim, a interpretagao do resultado IgM reagente € complexa, ja que pode sugerir
infecgao recente ou anticorpos remanescentes de infec¢ao prévia. Recomenda-
se a repeticdo do exame em duas a trés semanas conhecido como sorologia
pareada, em caso de suspeita de infeccdo aguda (CHAUDHRY et al., 2014). Os
testes para deteccao de IgM apresentam alta sensibilidade, porém baixa especi-
ficidade, uma vez que os antigenos utilizados podem reagir com anticorpos IgM
naturais na auséncia de infec¢do, sendo o resultado falso positivo (TEIMOURI et

al., 2020).
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Em caso de deteccdo de IgM reagente em mulheres em idade gestacional
inferior a 16 semanas, o Ministério da Saude, no Brasil, recomenda a utilizacao
do teste de avidez para IgG, para avaliar se a infecg&o é recente e, assim, estimar
com maior preciséo se a infecgao ocorreu durante a gestagao, com risco aumen-
tado para o feto (BRASIL, 2016). Alta avidez para IgG exclui infecgdo aguda no
periodo de 3 meses e, portanto, representa baixo risco de transmissao materno-
fetal, caso o teste seja realizado no primeiro trimestre. Por outro lado, uma baixa
avidez identificada no primeiro trimestre gestacional indica possibilidade de in-
feccédo aguda recente, mas n&o a confirma, ja que baixa avidez pode persistir por
anos em algumas pessoas (TEIMOURI et al., 2020).

O tratamento precoce da infecgdo materna reduz o acometimento fetal,
por prevenir a transmissao vertical e infecgdo congénita, ou por minimizar as ma-
nifestagdes clinicas na crianga (WALLON et al., 2013).

Cerca de 80% dos recém-nascidos com toxoplasmose congénita sdo as-
sintomaticos ao nascimento, principalmente se a infeccdo materna ocorreu em
idade gestacional avangada (WALLON et al., 2013). As manifestagdes clinicas
mais comuns da infecgdo congénita sdo lesdes oftalmologicas, lesées em sis-
tema nervoso central como calcificagdes cerebrais, coriorretinite, hidrocefalia, ic-
tericia, dentre outras. Podem ainda ocorrer, caso n&o haja identificagéo e trata-
mento adequado da gestante ou do neonato, repercussdes e sequelas perma-
nentes nessas criangas (BRESCIANI et al., 2013), como complicagdes oculares
e neurologicas que se desenvolvem durante a infancia ou adolescéncia, levando

a sequelas como prejuizo da acuidade visual, déficit cognitivo e atraso no
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desenvolvimento psicomotor, o que evidencia a importancia do diagndstico e tra-
tamento materno e fetal precoce (SOARES et al., 2011).

2.7 Diagnéstico sorolégico

O diagndstico isolamento por bioensaio em camundongos € importante,
entretanto € um método demorado, laborioso e dispendioso, além de apresentar
baixa sensibilidade. O diagnostico soroldgico pode ser realizado pela reagéo de
imunofluorescéncia indireta considerada uma técnica simples e economicamente
viavel, que apresenta boa especificidade e sensibilidade (SILVA; SILVA, 2016).
Essa reacdo tem a vantagem de utilizar parasitos preservados, fixados em |ami-
nas de microscopia, o0 que é muito pratico e seguro para a rotina laboratorial.
Além do mais, permite a identificagdo dos anticorpos segundo as classes de imu-
noglobulinas, como IgG na fase crénica, IgM na fase aguda e eventualmente, IgA
(BRESCIANI et al., 2013).

O teste de Aglutinacdo Modificada Direta (MAD) & um teste de leitura ma-
croscépico, comumente utilizado para diferentes espécies animais, devido a fa-
cilidade de realizagdo e concordancia com outros testes de diagndstico (SILVA
et al., 2002). Sua vantagem é ndo necessitar de microscopio de imunofluores-
céncia e também de conjugados especificos e ser de baixo custo.

O teste de avidez de IgG mensura a afinidade funcional de anticorpos 1gG
especificos para toxoplasmose. Esse método é bastante utilizado para diagnos-
ticar infeccdo aguda nas gestantes sendo mais util nos primeiros trimestres. O
teste de avidez de IgG determina a época da infec¢do pelo T. gondii na gestante,

visto que alta avidez indica que os anticorpos foram produzidos ha mais de 12-
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16 semanas, isto €, alta avidez em gestantes que apresentam IgG e IgM positivos
ja na primeira amostra coletada no primeiro trimestre de gestacéo, significando
que a toxoplasmose foi adquirida ha mais de quatro meses, antes da concepgao
(BRASIL, 2018).

No Brasil, os testes laboratoriais mais indicados para detecg¢ao e quantifi-
cacao de anticorpos IgG T. gondii no soro sdo ensaio imunoenzimatico; teste
imunoenzimatico de microparticulas, quimioluminescéncia e eletroquimiolumi-
nescéncia, e imunoensaio fluorescente ligado a enzima. Para detecgédo de IgM
T. gondii no soro s&o indicados ensaio imunoenzimatico por captura (ELISA-cap-
tura), teste imunoenzimatico de microparticulas, quimioluminescéncia e eletro-
quimioluminescéncia, imunoensaio fluorescente ligado a enzima. Ha também o
diagnodstico por métodos diretos por técnicas moleculares como a Reagéo em
Cadeia da Polimerase, por isolamento do agente e ainda histolégico e imunohis-
toquimico. Os métodos mais utilizados sdo os sorolégicos IgM e IgG e avidez de
IgG, bem como a PCR (BRASIL, 2018).

Pelloux et al (1998), demonstraram que ha correlag&o entre titulagdes por
RIFI e por ELISA, que se mostraram reagentes com titulos entre 16 a 64. Essa
correlagao permite que os perfis soroldgicos, segundo o comportamento de anti-
corpos anti-Toxoplasma, detectados pelos testes de RIFI-IgG e RIFI-lgM, no
curso da infecgao pelo T. gondii (CAMARGO et al., 1964) possam ser utilizados
para os valores identificados por ELISA.

Considerando-se a importancia dos diagndsticos sorologicos na toxoplas-

mose em gestantes, os objetivos do presente trabalho foram: detectar anticorpos
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da classe IgM e IgG T. gondii em gestantes atendidas no Hospital das Clinicas

da FMB Unesp, campus Botucatu.
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3 OBJETIVOS
3.1 Objetivo geral:

Estimar a soroprevaléncia para toxoplasmose em gestantes, de acordo

com:

Interpretagcéo da sorologia Resultado da sorologia

Infecgao prévia IgG (+) e IgM (-)

Possivel infeccéo recente IgG (+) e IgM (+) ou IgG (-) e IgM (+)
Susceptivel IgG (-) e IgM (-)

3.20bjetivos especificos:

3.2.1 identificar os titulos de IgG e IgM anti-T.gondii nos diagndsticos RIFI
e MAD e verificar a relacdo entre os resultados obtidos na QL.

3.2.2 avaliar a concordancia do teste de avidez com os perfis sorologicos
da toxoplasmose na QL, no caso de positividade da QL, conforme a rotina
do laboratorio de analises clinicas.

3.2.3 avaliar a concordancia do teste MAD em relagédo a RIFI e QL.
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4 MATERIAL E METODOS

41  Comité de Etica

O presente projeto de pesquisa utilizou material biolégico (soro) de um
estudo de outro projeto de pesquisa, ja concluido e publicado, o qual foi subme-
tido e aprovado pelo Comité de Etica- CEP da Faculdade de Medicina— FMB —
UNESP sob numero 4.417.854 (ANEXO1) . Ressalta-se, que as amostras de
sangue ja haviam sido colhidas e que n&o houve contato direto com as pacientes,
além de que os dados utilizados foram obtidos retrospectivamente e as pacientes
nao tiveram mais contato com o servico.

4.2 Contexto e local de estudo

Foram utilizadas amostras de soro de gestantes que realizaram pré-natal
no ambulatorio de pré-natal do Hospital das Clinicas da Faculdade de Medicina
de Botucatu (HCFMB), ou na atengao basica do municipio de Botucatu, ou nos
municipios do Polo Cuesta, no periodo de 2020-2021. Essas amostras foram
coletadas de acordo com a rotina de exames soroloégicos para diagndstico de
toxoplasmose em gestantes no estado de S&do Paulo (Resolugéo SS - 200, de 6-
10-2010, Diario Oficial do Estado de S&o Paulo) e foram obtidas junto ao
Laboratério de Analises Clinicas-HCFMB (LAC-HCFMB). Essas ja tinham sido
submetidas ao teste de quimioluminescéncia e teste de avidez. As amostras de
soro foram encaminhadas para o Servigco de Diagndstico de Zoonoses-FMVZ,
onde foram realizadas as reagdes de imunofluorescéncia indireta (RIFI) e o
Método de Aglutinagcéo Direta Modificada (MAD).

4.3 Participantes
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Foram incluidas no estudo todas as gestantes que tiveram seu sangue
colhido para exames de rotina de pré-natal, para diagnéstico de toxoplasmose.
N&o houve restrigdo quanto a condigdes clinicas prévias (hipertenséo arterial cré-
nica, diabetes mellitus, doencas de tireoide, doencas cardiovasculares, reumato-
l6gicas, neurologicas ou outras doengas infecciosas como sifilis, hepatite B ou
portadoras do virus da imunodeficiéncia humana). Em geral, essas amostras de
sangue sao colhidas no primeiro trimestre de gestagdo. Foram incluidas amos-
tras de gestantes apartir de 18 anos e ndo houve limite de idade, e de qualquer
idade gestacional. Com relag&o as ragas, cor amarela e parda, foram incluidas
na branca e preta, respectivamente.

44 Armazenamento e analise das amostras de soro

ApOs a realizagdo dos exames sorologicos para toxoplasmose de rotina,
o laboratorio de Sorologia LAC-HCFMB armazenou o soro dessas pacientes.
Uma amostra de 100 microlitros do soro armazenado foi encaminhada para o
Servigo de Diagnostico de zoonoses da FMVZ UNESP de Botucatu para exames
laboratoriais referentes a reacédo de imunofluorescéncia indireta, e MAD sem cus-
tos para o hospital. As amostras foram acondicionadas em tubos coletores de 1,5
ml, identificados com numero da paciente e mantidas sob a temperatura de con-
gelamento a -20°C até o seu processamento.

4.5 Tamanho amostral

Para o estudo de correlagdo dos resultados dos diagnosticos sorolégicos,
considerou-se o coeficiente de correlagdo de 0,1, e com significancia de 5% e

poder estatistico de 80%. Foram usadas 504 amostras de soro para avaliagcédo
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da relagao entre os diferentes métodos utilizados ( RIFI, QL, MAD e Teste de
avidez) para o diagndstico de infecgdo pelo T. gondii. Este calculo foi realizado

pelo Sample Size Calculators (www.sample-size.net/correlation-sample-size/).

Para a estimativa de prevaléncia de infeccédo prévia para toxoplasmose
foram necessarias no minimo 384 amostras reagentes, considerando-se a fre-
guéncia antecipada de pelo menos 50%, com precisédo absoluta de 5% e intervalo
de confianga de 95%. As estimativas de soroprevaléncia de gestantes com pos-
sivel infeccdo recente e susceptiveis foram realizadas a partir dessa amostra,
utilizando-se a ferramenta de calculo de tamanho amostral do OPENEPI

(https://www.openepi.com/SampleSize/SSPropor.htm).

Os exames com resultados positivos (IgG e/ou IgM) do estudo de correla-
¢ao foram utilizados como o tamanho amostral para a avaliagado da concordancia
do teste de avidez com os perfis sorolégicos da toxoplasmose identificados pela
QL, como ocorre na rotina do LAC-HCFMB, utilizando somente amostras que
foram positivas para ambos os testes QL e RIFI. A acuracia do teste MAD foi
estimada em relacédo a RIFl e a QL.

4.6 EXAMES SOROLOGICOS
4.6.1 Reacao de Imunofluorescéncia Indireta (RIFI)

Foi utilizada a técnica de RIFI, de acordo com Camargo (1964).

No momento do exame, a amostra de soro foi diluida em PBS 0,01M pH
7,2 nas diluicdes 1:16, 1:64, 1:256, e assim por diante. Em microplaca devida-
mente identificada, pipetou-se 150 microlitros de SST 0,01M pH 7,2 nas suas

perfuracdes, formando uma fileira, equivalente as diluicbes realizadas.
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Adicionou-se ao primeiro pogo respectiva ao soro teste, 10 microlitros do
soro, obtendo-se a diluigdo 1:16. Apds a homogeneizagao, transferiu-se 50 mi-
crolitros para o segundo pogo, obtendo-se a diluicdo 1:64. Procedeu-se da
mesma forma para as demais pocos obtendo-se diluigdes em quadruplicada. Ao
final, apés a homogeneizacdo, desprezou-se os 50 microlitros, referentes a ul-
tima diluicdo testada. Procedeu-se da mesma maneira para os soros controles
positivo e negativo, pipetando-se 10 microlitros de soro sabidamente positivo e
10 microlitros de soro sabidamente negativo.

Em Iamina fixada previamente com o antigeno, distribuiu-se 10 microlitros
de cada diluicdo do soro em cada perfuragcédo, em fileira, ordenados em forma
crescente de diluicdo, pipetando-se inversamente, ou seja, da maior diluigdo para
a menor, protocolando-se o esquema adotado. Procedeu-se da mesma forma
com os controles positivo e o negativo.

As laminas foram incubadas a 37°C, em camara umida por 30 minutos e
a seguir, realizou-se duas lavagens em PBS 0,01M pH 7,2 por 10 minutos cada.
Inicialmente, escorreu-se a lamina com a solug&o e a seguir colocou-se em uma
cuba contendo a solugado tamponada mantendo-a por 10 minutos. A seguir, des-
prezou-se o conteudo da cuba, preenchendo-se novamente com a solugao, pro-
cedendo-se como anteriormente.

A seguir, acrescentou-se a reagao o conjugado (anticorpo anti-IgG espe-
cifico para a espécie examinada), conjugado com o isotiocianato de fluoresceina,

diluido de acordo com o seu titulo previamente estabelecido, em solu¢ao de azul
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de Evans a 20 mg%, também previamente preparada, que no momento do uso
é diluida a 1:5, ou seja, 1 ml de azul de Evans e 4 ml de PBS 0,01M pH 7,2.

O conjugado foi adicionado no volume de 10 ul em cada uma das dilui-
¢bes. A lamina foi incubada a 37°C, em camara umida por 30 minutos e a seguir
lavada em PBS 0,01M pH 7,2 duas vezes durante 10 minutos cada, adotando-
se 0 mesmo procedimento, descrito anteriormente.

Apds a secagem das laminas com o auxilio de ventilador, colocaram-se duas
gotas de solugédo glicerinada pH 8,5 sobre a Iamina, cobrindo-se com laminula.
Procedeu-se a leitura em microscépio de imunofluorescéncia, com objetiva de
40X e ocular de 10X Carl Zeiss, e o modelo € o HBO 100.AX10. Apds a leitura
dos controles, sem discordancia com o resultado esperado, procedeu-se a leitura
das amostras em teste, considerando-se como ponto final da reagdo a maior di-
luicdo do soro, em que ainda houve fluorescéncia completa e intensa na borda

de pelo menos 50% dos taquizoitos, sendo este entdo o titulo de anticorpos.

4.6.2 Método de Aglutinacao Direta Modificada (MAD)

Usou-se a técnica, segundo Desmonts e Remington (1980). O soro tes-
tado foi diluido em placa de polietileno de fundo reto com 96 pogos. Em seguida,
adicionou-se 150 microlitros de PBS pH 7,2 em todos os pogos, inclusive nos
controles positivo e negativo. Dois pog¢os controles positivos e negativos e dois
pocos de cada amostra com a primeira e a segunda diluicéo.

Adicionou-se 10 microlitros dos soros controles e soro teste no primeiro
poco obtendo-se assim a diluigdo 1:16, e homogenizou-se, transferindo-se 50

microlitros para o segundo pogo obtendo-se a diluigdo 1:64. A seguir, realizou-
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se a diluicao dos controles e da amostra de soro transferindo-se 25 microlitros
de cada diluicdo para uma placa de fundo em “V”. Adicionou-se 25 microlitros de
2 ME (2 mercapto—etanol) aguardando-se 15 minutos para a reag&o nas pontes,
dissulfidricas de IgM permanecendo somente as imunoglobulinas 1gG.

Adicionou-se 50 microlitros do antigeno diluido. A placa foi tampada, e
envoltada com parafilme, mantendo-se em estufa a 37°C overnight, com a rea-
lizagdo da leitura e interpretagao dos resultados. As amostras reagentes na tria-
gem foram tituladas para observagao do titulo final.

As amostras foram entdo diluidas, utilizando-se cinco pocos de placa de
fundo reto, da mesma forma que na triagem, pipetando-se 25 microlitros das
amostras reagentes, obtendo-se as diluigdes 1:256; 1:1024; 1:4096.

4.6.3 Imunoensaio de microparticulas com quimioluminescéncia
(QL).

O diagnostico pela QL foi realizado no LAC-HCFMB, pelo método CMIA
(Imunoensaio de Microparticulas por Quimioluminescéncia) com tecnologia Ar-
chitec — Abbot. A amostra foi pré-diluida, com o diluente do kit e o antigeno de T.
gondii (contendo antigenos recombinantes P30 (SAG1) e P35 (GRAS8) e as mi-
croparticulas paramagnéticas revestidas sdo combinadas. Anticorpos especifi-
cos para o T. gondii presentes na amostra se ligam ao antigeno recombinante de
T. gondii revestido nas microparticulas. Apds a lavagem, adicionou-se a marca-
¢do murina com acridinio, o conjugado IgG anti-humano é para permitir uma li-
gacgao na reagao. Apos outro ciclo de lavagem, solugdes de disparo foram adi-

cionadas a mistura de reacdo. A QL resultante € medida como relativa unidade

49



de luz (RLUs). Existe uma relac&o direta entre o valor IgG anti-Toxo na amostra
e as RLU detectadas pelo ARCHITECT i System optic.

Este teste é totalmente automatizado, denominado imunoensaio de mi-
croparticulas quimioluminescentes de 2 passos (CMIA), projetado para determi-
nacgao quantitativa de anticorpos IgG para T. gondii. Anticorpos especificos para
T. gondii presentes na amostra se ligam ao antigeno recombinante de T. gondii
P30 (SAG1) e microparticulas revestidas com P35 (GRAS8), formando um com-
plexo antigeno-anticorpo. Apds a lavagem, o conjugado murino anti-humano
marcado com acridina IgG é adicionado para permitir uma mistura reacional
com IgG especifica para T. gondii ligada as microparticulas. Apos novo ciclo de
lavagem, as solug¢des de pré-trigger e trigger sdo adicionadas. O quimiolumi-
nescente final da reagéo é expresso como unidades relativas de luz (RLUS).

Existe uma relagdo entre a concentragao de anticorpos T. gondii IgG na
amostra e as RLUs detectadas pelo sistema éptico ARCHITECT. Considerou-se
lgG reagente quando a concentragéo foi superior a 3 Ul/mL e ndo reagente
quando a dosagem de anticorpos foi inferior a 1,6 Ul/mL. A dosagem de IgM foi
considerada reagente para resultados superiores a 0,19 e nao reagente quando
inferior a 0,18. Valores entre 1,6 Ul/mL e 3,0 Ul/mL para IgG e 0,18 e 0,19 para
IgM foram considerados inconclusivos de acordo com o Manual do Fabricante —
Abbot Laboratorios do Brasil Ltda. — Architec Toxo IgG e Archites Toxo IgM. Ju-
nho, 2008.

4.6.4 Teste de Avidez
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O teste de avidez foi realizado no LAC-HCFMB, que é conduzido somente
no caso de gestantes com o resultado de toxoplasmose reagente (>0,50). Se
tiver resultado anterior a toxoplasmose com alta avidez, nao é repetido, ou seja,
0 exame € suspenso. Em caso de baixa avidez, deve-se repetir o exame. Para
calibrar Toxo IgG reagente, deve-se calibrar a Toxo IgG previamente. Para cali-
brar a toxo avidez, &€ necessario colocar o calibrador da avidez em dois “sample
cups” e pesquisar calibragcdo da ToxoAvi 1 e ToxoAvi 2. O controle deve ser re-
alizado na aba Multiconstituent — Toxo Avit — Lote- Nivel 1 ou 2.

Para cadastrar o exame manualmente, deve-se selecionar Toxo IgG rea-
gente e zz_3019. A rack n&o deve ser retirada até piscar a luz verde. Coloca-se
o resultado da porcentagem no sistema, mas sem simbolo (%).

Se a IgG for > 200 e a maquina ndo conseguir calcular a avidez, deve-se
cadastrar a diluigdo na maquina como Toxo IgG.

4.7 Analise Estatistica

A interpretacao dos resultados do exame soroldgico foi calculada pelo nu-
mero total de gestantes com um determinado resultado do exame sorologico du-
rante um ano (2020-2021). Foram estudadas as seguintes variaveis epidemiolo-
gicas: faixa etaria, raga, cor, trimestre da coleta do exame e paridade da gestante
de acordo com os prontuarios de cada gestante. O resultado foi apresentado em
porcentagem e intervalo de confianga (IC) de 95%. Para avaliar a correlagao en-
tre os diferentes métodos sorologicos utilizados foram usados os testes de cor-

relacdo de Pearson e o de Spearman, ambos com nivel de significancia de 5%.
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A concordancia do teste de avidez com os perfis sorologicos de toxoplas-
mose na QL quando reagente, havendo relagédo positiva entre a QL e RIFI, foi
apresentado na forma de porcentagem e respectivos IC de 95%.

Realizou-se também, as concordéncias dos resultados soroldgicos para
IgM e 1gG obtidos nas técnicas RIFI, QL e MAD, que foram calculadas pelo coe-
ficiente Kappa (k) (Agresti, 1990) e classificadas como descrito por Landis & Koch

(1977).

52



RESULTADOS



5 Resultados

As 504 amostras avaliadas foram processadas pelas técnicas soroldgicas:
RIFI, MAD e QL. Todas as reagentes para T. gondii na técnica de QL, foram
submetidas ao teste de avidez.

Das 468 gestantes que fizeram parte da pesquisa, de algumas foi obtida
mais de uma amostra, de acordo com o periodo pré natal, que recomenda-se 0
exame a cada trés meses. Dependendo do periodo gestacional nao foi possivel
cumprir essa recomendacgao, salientando-se que em alguns casos nao foi possi-

vel avaliar os trés trimestres gestacionais.

A) B)
Figura 1- As figuras A e B sao os resultados da RIFI reagente para T.
gondii, visto em microscopio de imunofluorescencia. Fonte: NUPEZO- FMVZ-

UNESP-Botucatu.

54



Técnica de aglutinagao direta modificada (MAT). Reagado positiva (i
e negativa (B). Nupezo, 2009.

(A)

Figura 2- Diagnéstico sorolégico pelo MAD. Fonte: NUPEZO- FMVZ-

UNESP-Botucatu.

As caracteristicas epidemioldgicas das gestantes, podem ser observadas

na tabela 1.

Tabela 1 — Caracteristicas epidemioldgicas das gestantes atendidas no HCFMB-

Unesp, campus de Botucatu- SP, 2022.

Variaveis N % IC 95%
Faixa etaria
<20 anos 43 9,2 7,0-12,0
20 a <30 anos 267 57,1 52,5-61,5
30 a <40 anos 140 29,9 26,0 - 34,2
40 anos ou mais 18 3,8 24,4 -60,0
Raca e Cor
Branca 380 81,2 77,4 -84,4
Preta 83 17,7 145-214
N&o declarada 5 1,1 40-20
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Trimestre coleta do exame

10 Trimestre 274 58,5 54,0 - 63,0

20 Trimestre 86 18,4 15,1-221

30 Trimestre 108 23,1 19,4 - 27 .1
Paridade

Nulipara 174 37,2 33,0-42,0

Primipara 146 31,2 27,1-35,5

Multipara 148 31,6 27,5-36,0

Os trimestres descritos anteriormente, foram aqueles em que a gestante
se encontrava no dia da coleta de sangue.

A paridade das gestantes se relaciona ao numero de partos da paciente.
As nuliparas ndo tiveram partos anteriormente. As primiparas ja tiveram um
parto, sendo esse o segundo. As multiparas tiveram varios partos anteriormente,
como exemplo, algumas estavam no sexto parto.

Como o presente estudo utilizou o método de analise de prontuario como
técnica, néo foi possivel avaliar outras variaveis como, por exemplo, contato
com animais e habitos alimentares, por ndo constarem nos prontuarios. Quanto
as variaveis epidemiologicas (idade, raga/ cor, paridade e trimestre de coleta)
nao houve diferengca quanto ao resultado, reagentes ou ndo reagentes ao T.
gondii.

De acordo com a tabela 2, infecg&o preévia refere-se a IgG positiva e IgM
negativa. As suscetiveis, classificadas em IgG e IgM, ndo reagentes, foram a
maioria. A menor frequéncia encontrada foi a de possivel infeccdo recente com

IgM e 1gG reagentes, ou IgM reagente e IgG ndo reagente. As gestantes com
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possivel infecgao recente, sdo monitoradas e submetidas a tratamento. Ao nas-

cer, a crianga € acompanhada pela pediatria, durante o seu primeiro ano de vida.
Os resultados da soroprevaléncia dos anticorpos anti 7. gondii nas ges-

tantes, estdo expressos na tabela 2.

Tabela 2 — Resultado da soroprevaléncia para toxoplasmose pela QL em ges-

tantes atendidas no Hospital das Clinicas da FMB-Unesp, campus de Botucatu-
SP, 2022.

Resultados N % IC 95%
Suscetivel
IgG NR /IgM NR 335 71,6 67,3-75,5

Possivel Infeccdo Recente
IgG NR/IgM R

oulgG R/IgMR 8 1,7 0,8-3,3
Infecgdo Prévia
IgG R/IgM NR 133 28,41 22,9 - 30,9

**NR= N&o reagente, *R= Reagente.

Os resultados da QL e da RIFI das taxas de anticorpos IgM e IgG T. gondii,

e a relacdo entre eles, estdo demonstrados nos graficos 1 e 2.

Grafico 1- Disperséo dos resultados soroldgicos obtidos na RIFI IgG e por
QL IgG Botucatu-SP, 2022.
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Grafico de dispersao de RIFI IgG por IGG
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Grafico 2- Disperséo dos resultados sorologicos obtidos na RIFI IgM e por
QL IgM Botucatu-SP, 2022.

Grafico de dispersao de RIFI IgM por IGM
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Ha concordéancia do teste de avidez com os perfis sorologicos da toxoplas-
mose de acordo com a QL. Houve uma correlagao positiva entre QL e RIFI para
deteccdo de anticorpos IgG com coeficiente de correlagdo r = 0,678 (IC 95%:
0,628 - 0,723) e P <0,001, pela correlacédo de Pearson entre QL e RIFI. Por outro
lado, ocorreu correlagéo fraca para IgM na correlagdo de Spearman, entre QL e

RIFI.
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Na analise da concordancia pelo coeficiente Kappa (k) para anticorpos
IgG T. gondii pela RIFI e QL foi moderada, com coeficiente k = 0,5514 (IC95%
0,4858-0,6170).
Tabela 3- Analise de concordancia pelo coeficiente de Kappa (k) da pesquisa de

anticorpos IgG para T. gondii pela RIFI e QL, de gestantes atendidas no HCFMB-
Unesp, campus de Botucatu- SP, 2022.

RIFI-1IgG
QL (I1gG)
Reagente N&o reagente
Reagente 139 0
N&o reagente 111 241

k = 0,5514 (1C95% 0,4858-0,6170)

A analise de concordéancia pelo coeficiente de Kappa (k) para pesquisa de
anticorpos IgM para T. gondii pela RIFI e QL mostram resultado razoavel, com
coeficiente de correlagéo k = 0,3974 (1C95% 0,2869-0,5080).

Tabela 4- Analise de concordancia pelo coeficiente de Kappa (k) da pesquisa, de

anticorpos IgM para T. gondii pela RIFl e QL, de gestantes atendidas no HCFMB-
Unesp, campus de Botucatu- SP, 2022.

RIFI-IgM
QL (IgM)
Reagente N&o reagente
Reagente 26 1
N&o reagente 63 401

k =0,3974 (1C95% 0,2869-0,5080)

Na realizagao da técnica sorolégica MAD, a utilizagdo do 2-ME inativa a
IgM, ndo detectando-a. E possivel pesquisar IgG, sem interferéncia de IgM. Foi
avaliada, portanto, a concordancia do teste MAD em relagcéo a RIFl e a QL, sendo

os resultados obtidos apresentados nas tabelas 5 e 6, respectivamente. Utilizou-
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se 0 meétodo estatistico Kappa (k), que foi considerado o mais adequado para a
este tipo de analise. A concordancia entre a MAD e RIFI foi quase perfeita, com
coeficiente k = 0,7686 (IC95% 0,7129-0,8243).

Tabela 5- Analise de concordéancia pelo coeficiente de Kappa (k) da pesquisa,

de anticorpos IgG para T. gondii pelo MAD e RIFI de gestantes atendidas no
HCFMB-Unesp, campus de Botucatu- SP, 2022.

MAD
RIFI-IgG
Reagente N&o reagente
Reagente 202 49
N&o reagente 8 232

1 = 0,7686 (IC95% 0,7129-0,8243)
A analise de concordancia pelo coeficiente de Kappa (k) pela MAD e QL
foi forte, com coeficiente k = 0,6397 (IC95% 0,5724-0,7070).
Tabela 6- Analise de concordéancia pelo coeficiente de Kappa (k) da pesquisa,

de anticorpos IgG para T. gondii pelo MAD e QL de gestantes atendidas no
HCFMB-Unesp, campus de Botucatu- SP, 2022.

MAD
QL (I1gG)

Reagente N&o reagente
Reagente 134 7
N&o reagente 76 274

k =0,6397 (1C95% 0,5724-0,7070)
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6 Discussao

A indicagao da triagem sorologica para toxoplasmose durante a gestagao
nao é um consenso mundial devido a soroprevaléncia variada em diferentes re-
gides do globo terrestre. Ha paises que defendem a triagem para todas as ges-
tantes, enquanto outros apenas investigam a infec¢do quando ha alteragdes fe-
tais, ou uma condigéo clinica sugestiva da doenga (NASCIMENTO et al., 2017,
ROUATBI et al,. 2019; ROSTAMI et al,. 2020).

No Brasil, o Ministério da Saude recomenda a inclusdo de sorologia para
toxoplasmose nos exames solicitados na primeira consulta do pré-natal. Essa
medida possibilita identificar gestantes imunes (somente IgG reagente), susceti-
veis (IgM e IgG néo reagentes) e aquelas com infecgdo aguda e risco de trans-
missao vertical (NASCIMENTO et al., 2017; ROUATBI et al,. 2019; ROSTAMI et
al,. 2020). Este foi um dos objetivos do estudo, para se acompanhar as pacientes
durante o periodo gestacional.

O teste de avidez de IgG € importante para determinar o periodo da in-
fecgdo. A alta avidez indica que os anticorpos foram produzidos entre 12 e 16
semanas (MARQUES et al., 2015). Entdo, quando se verifica alta avidez em ges-
tantes com IgG e IgM reagentes no primeiro trimestre de gestacéo, diagnostica-
se que a doenga foi adquirida ha mais de 4 meses, possivelmente antes da con-
cepcao. O teste de avidez é realizado apenas nas pacientes com o resultado de
QL reagente ou inconclusivo, na rotina do HCFMB.

Estudos sobre toxoplasmose, sdo importantes, especialmente em gestan-

tes, e tém sido realizados em varias partes do mundo. A ocorréncia no presente
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estudo foi de 28,41% e a suscetibilidade de 71,6%. Quanto as que apresentaram
infecc&o recente para toxoplasmose, a prevaléncia obtida foi de 1,7%. Estes re-
sultados discordam dos relatados por Camara et al (2015), que encontraram pre-
valéncia de 77,9%, susceptibilidade de 22,1% e infeccédo recente em 0,9% dos
casos.

As gestantes com possivel infecgao recente (1,7%) foram monitoradas e
submetidas ao tratamento de acordo com cada caso. Ao nascer, a crianga é
acompanhada ambulatorialmente na pediatria durante o seu primeiro ano de
vida, que é a conduta do HCFMB. De acordo com Remington et al (2011), todas
as criangas, cujas maes tiveram toxoplasmose aguda durante a gestagao, sédo
consideradas suspeitas, e devem ser submetidas a uma investigagao sorologica
para a deteccao de anticorpos anti-T. gondii.

A maioria das criangas com toxoplasmose congénita ndo demonstra sin-
tomas ao nascimento, porém, ha um risco de desenvolver sequelas tardias, prin-
cipalmente comprometimento ocular e neurolégico (REMINGTON et al., 2011).
Desta forma, é importante o diagnostico sorologico confirmando a infecgao por
T. gondii com resposta de anticorpos especificos IgM (REMINGTON et al.,
2011).

Portanto, os anticorpos IgG contra T. gondii em amostras de soro seriada
deve ser analisada e a crianga deve continuar sob acompanhamento ambulato-
rial, que pode levar meses até a definicdo do diagnostico (CAPOBIANGO et al.,

2014). Ressalta-se, a importancia do acompanhamento dos casos em que a
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gestante demonstre infecg&o recente, bem como também no periodo pos parto,
nos primeiros meses de vida da crianga, como medida de vigilancia epidemiolo-
gica.

Na literatura pode-se verificar discordéncia de resultados em fun¢do dos
métodos empregados. Ha necessidade da utilizagdo de diagnostico precoce e
rapido, por um método de baixa complexidade que permita com que os laborato-
rios de referéncia em toxoplasmose diferenciem os resultados suspeitos, obtidos
com os métodos soroldgicos convencionais de rotina, como RIFI e QL (CAPOBI-
ANGO et al., 2016).

No presente estudo, foram utilizadas as técnicas sorolégicas RIFI, QL e
MAD, sendo que a ultima € menos utilizada devido ao tempo de execugao dessa
técnica. Esta é utilizada no diagnéstico de toxoplasmose, principalmente em ani-
mais silvestres por ndo haver a necessidade de utilizagado de conjugado especi-
fico a espécie animal estudada, e também pela ndo utilizacido de microscopio de
imunofluorescéncia. A QL utiliza dois antigenos recombinantes p31 e p35. As
reacoes de RIFI e MAD ocorrem em funcédo dos anticorpos de superficie dos
taquizoitos, utilizados como antigenos. A reagéo de ELISA, por sua vez, é reali-
zada, normalmente, com antigenos lisados totais de T. gondii. Dessa forma, é
esperado que ocorram diferencas nos resultados, aspecto que deve ser avaliado
guando se analisa os resultados obtidos nos diferentes estudos, destacando-se
ainda as particularidades no desenvolvimento das técnicas nos diferentes labo-

ratorios.
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Os dados de soroprevaléncia no Brasil sdo elevados quando comparados
a outros paises: 11,9% no Reino Unido (FLATT; SHETTY, 2013), 10,3% no Ja-
pao (SAKIKAWA et al., 2012), 28,3% na Tailandia (NISSAPATOR et al., 2011) e
28,6% na Espanha (BATET et al., 2004). No México, a soroprevaléncia é consi-
derada baixa, variando entre 6,1% e 8,2% (ALVARADO-ESQUIVEL et al., 2009).

Ha variagao na soroprevaléncia de IgG T. gondii nas gestantes brasileiras.
Em Minas Gerais, foi encontrada soroprevaléncia de 49,5% (FONSECA et al.,
2016); no Rio Grande do Sul, de 59,8% (VARELLA et al., 2003); no estado do
Parand, de 67% (REICHE et al., 2000); no Mato Grosso, de 70,7% (LEAO et al.,
2004); no estado do Maranhao, de 77,9% (CAMARA et al., 2015); Mato Grosso
do Sul, de 91,4% (FIGUEIRO-FILHO et al., 2005) e, em Goias, de 67,7% (SAR-
TORI et al., 2011). No presente estudo encontrou-se 26,7% de soroprevaléncia
no interior do estado de S&o Paulo, resultado discordante dos citados anterior-
mente.

A prevaléncia de individuos sororeagentes para T. gondii varia muito nas
diversas regides do mundo, inclusive em regides dentro do proprio pais (MON-
TOYA; ROSSO, 2005), raz&do pela qual ndo é plausivel fazer extrapolagdes dos
resultados disponiveis na literatura, como relatado anteriormente na presente
pesquisa, que foi realizada no estado de S&o Paulo. E imprescindivel que cada
pais ou regido tenha suas proprias informagdes epidemioldgicas, visando a to-
mada de decisdes para elaboracéo de estratégias que melhor atendam a neces-
sidade de cada realidade, visando a qualidade de vida das gestantes e de seus

conceptos.

65



E importante destacar a suscetibilidade das pacientes de IgG e IgM nao
reagentes de 22,1% em nosso meio, considerando- as suscetiveis a infec¢cao por
T. gondii (CAMARA et al., 2015). No presente estudo foram encontradas 71,6%
gestantes n&o reagentes ao T. gondii, discordando de Camara et al (2015), e de
Nascimento et al (2017), e de Rouatbi et al (2019) e de Rostami et al (2020). Tal
observagao € preocupante em relacdo ao possivel risco da toxoplasmose con-
génita na regido estudada.

Acredita-se, que o resultado obtido no presente estudo deve-se ao papel
da UNESP de Botucatu, na orientacdo da populacdo em relagdo a doengas de
maneira geral, por meio da realizagao de projetos sociais no municipio.

Os resultados referentes a MAD nao foram encontrados em literatura atual
em relagdo a humanos n&o sendo possivel comparagdes. Sugere-se estudos fu-
turos com a utilizagdo desta técnica, em humanos, uma vez que foi bem estudada
em animais de diferentes espécies (SILVA et al., 2002). Salientando-se, que os
resultados encontrados na avaliagao de concordancia foram interessantes. Con-
siderando- se o baixo custo, e ndo ser necessaria a utilizagdo de equipamentos
sofisticados como microscopio de imunofluorescéncia, além da elevada sensibi-
lidade e especificidade da técnica de acordo com Fulton e Turk (1960) e Silva et
al (2002), € uma ferramenta que pode ser recomendada no diagnostico de toxo-
plasmose em algumas situag¢des. Sugerem-se a sua utilizagdo como método de
triagem.

Em relacdo aos dados epidemiologicos, como o presente estudo utilizou

o método de analise de prontuario, ndo foi possivel avaliar outras variaveis
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como, por exemplo, contato com animais e habitos alimentares, pois essas
informagdes ndo constavam nos prontuarios. Quanto as variaveis epidemioldgi-
cas, com relacdo a idade e o estudo de Varella et al (2003), revelou uma
tendéncia linear de aumento na proporgcao de soropositividade com o aumento
da idade da gestante, discordando do presente estudo. Entretanto, em relagao a
variante raca, cor, ambos os estudos concordam que nao houve diferenca entre
essas variaveis.

Ressalta-se, ainda que toxoplasmose associada a gestagdo é de grande
importancia para a saude publica, devido a sua prevaléncia, e gravidade dos ca-
sos congénitos, e que o conhecimento do perfil epidemiologico e sorologico da
gestante possibilita a tomada de medidas terapéuticas para minimizar a trans-
misséo vertical, na vigéncia de infec¢gado aguda.

E importante realizar o diagndstico precoce dessa infecgéo, pela realiza-
¢ao de inquéritos soroldgicos, mesmo na auséncia de sinais e sintomas sugesti-
vos de toxoplasmose. Ressalta-se ainda que com o diagndstico precoce no pré-
natal pode se evitar a transmissao fetal além de reduzir as complicagdes na

transmissao congénita, como as neuroldgicas e oftalmoldgicas, além do aborto.
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CONCLUSAO



7 Conclusao

De acordo com os resultados obtidos no presente estudo, foi possivel

concluir que:
1- Os titulos sorolégicos encontrados nas gestantes foram: 16, 64, 256 e 1024.
2- Ocorreu concordéancia do teste de avidez com os perfis sorolégicos da toxo-
plasmose identificada pela QL. Para IgM foi fraca no método de Spearman e no
de Kappa foi razoavel. Para IgG foi forte no método de Pearson e moderada no
de Kappa.
3- Concordancia do teste MAD com a QL foi forte, e do MAD com RIFI foi quase
perfeita no método Kappa, nas duas situagoes.
4- Os resultados, da técnica MAD, encontrados na avaliagdo de concordancia

foram interessantes para a prevaléncia da parasitose.
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