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CAPOBIANGO, Jaqueline Dario. Toxoplasmose adquirida na gestação e 
congênita: características epidemiológicas, clínicas e diagnóstico laboratorial. 2014. 
146 f. Tese (Doutorado em Ciências da Saúde) – Universidade Estadual de 
Londrina, Londrina. 2014. 
 
 

RESUMO 
 
 
Objetivos: Os objetivos deste estudo foram avaliar as características 
epidemiológicas e clínicas de crianças com toxoplasmose congênita; implantar a 
notificação de toxoplasmose adquirida durante a gestação e toxoplasmose 
congênita; avaliar os métodos de Western Blot (WB) para o diagnóstico da 
toxoplasmose congênita e de enzimaimunoensaio com proteína recombinante de 
roptria 2 do T. gondii (ELISA-rROP2) para detecção de IgG anti-T. gondii em 
gestantes. Materiais e Métodos: Foi realizado um levantamento dos casos de 
toxoplasmose congênita atendidos, no período de 2000 a 2010, no Ambulatório de 
Infectologia Pediátrica, do Ambulatório de Especialidades do Hospital Universitário, 
da Universidade Estadual de Londrina (AEHU/UEL); posteriormente, foi implantada 
uma rotina de notificação de toxoplasmose na gestante e congênita, no período de 
agosto de 2013 a agosto de 2014, após a construção de uma ficha epidemiológica e 
um fluxo de notificação dos casos suspeitos e foram avaliados os métodos de WB 
com antígeno total de T. gondii em amostras de 99 pares de mães e crianças e de 
ELISA- rROP2 para pesquisa de IgG anti-T. gondii em 236 amostras de gestantes, 
sendo grupo A: susceptíveis (n=65), grupo B: infecção aguda (n= 48), grupo C: 
infecção há mais de 4 meses (n =58) e grupo I: imunes (n=65). Dados 
epidemiológicos, clínicos e laboratoriais foram obtidos por consulta aos prontuários 
dos pacientes e no sistema informatizado do Laboratório de Análises Clínicas do 
Hospital Universitário da UEL (LABHOS). Todas as amostras foram avaliadas para a 
detecção de IgG anti-T. gondii por imunofluorescência indireta (IFI) e por 
quimioluminescência (QL) e detecção de IgM anti-T. gondii por QL. Nas amostras 
das gestantes com IgM e IgG reagentes foi realizado o teste de detecção da avidez 
de IgG anti-T. gondii por QL. Resultados: No período de 10 anos, 236 crianças 
tiveram suspeita de toxoplasmose congênita e 31 (13,1%) tiveram o diagnóstico 
confirmado. Das 31 gestantes, 23 (85,2%) receberam assistência pré-natal, a 
infecção não foi diagnosticada em 20 (64,5%) e apenas 4 (12,9%) receberam o 
tratamento específico. Das 31 crianças, 29 foram avaliadas no primeiro mês de vida; 
destas, 24 (82,8%) apresentaram manifestações clínicas ao nascimento. Lesão 
ocular foi detectada em 23/31 (74,2%) crianças, sendo a  coriorretinite a mais 
frequente (58,1%). Sequelas foram detectadas em 20/29 (68,9%) crianças e a 
sequela visual foi a mais frequente, em 16/29 (55,2%). Níveis séricos de anticorpos 
IgM anti-T. gondii  foram detectados em 15/31 (48,3%) crianças. Com a ficha de 
notificação, foram notificados 64 casos suspeitos de toxoplasmose adquirida na 
gestação. A maioria realizou atendimento pré natal (98,4%) e 41/58 (70,7%) 
gestantes não apresentou sintomas de toxoplasmose. O diagnóstico foi realizado no 
1º trimestre de gestação em 27/59 (45,7%) gestantes e 50/64 (78,1%) receberam 
tratamento durante a gestação. Para a avaliação do método de WB, 15 crianças 
(15,5%) preencheram os critérios de toxoplasmose congênita e em 32 (32,2%) foi 
excluída a infecção congênita. Das 15 crianças com toxoplasmose congênita, 12 
(80%) foram sintomáticas, 6 (40%) apresentaram IgM anti- T. gondii reagente, 5 

 



(33,3%) com elevação de IgG anti-T. gongii nos primeiros meses de vida, um (6,7%) 
com persistência dos títulos de IgG anti-T. gondii em amostras seriadas e em 5/7 
(71,4%) com reação em cadeia de polimerase (PCR) positiva. A sensibilidade do WB 
foi de 60,0% e a especificidade de 43,7%. A presença de sintomas ou WB positivo 
aumentou a sensibilidade do diagnóstico para 92,0% e a  associação de WB ou PCR 
positivo para 89,1%. Considerando a IFI como padrão ouro, a sensibilidade do 
ELISA-rROP2 foi de 61,8 % e a especificidade de 62,8%. Considerando a QL como 
padrão ouro, o ELISA-rRop2 apresentou sensibilidade de 62,3% e especificidade de 
62,4%. O ELISA-rROP2 foi reagente em 26/65 (40,0%) gestantes com infecção 
crônica e em 30/48 (62,5%) gestantes com infecção aguda (p= 0,0180). A 
positividade encontrada pelo ELISA-rROP2 para o grupo de gestantes com infecção 
há mais de 4 meses foi de 50/58 (86,2%). Conclusões: O presente estudo 
demonstrou que entre 2000 e 2010, a maioria das gestantes cujos filhos 
apresentaram toxoplasmose congênita e foram atendidos no AEHU/UEL, não 
recebeu tratamento para toxoplasmose durante a gravidez. A maioria das crianças 
era sintomática no primeiro mês de vida e com elevada frequência de sequelas. A 
ficha de notificação foi útil para a obtenção de dados epidemiológicos, de 
diagnóstico e acompanhamento dos casos suspeitos. De agosto de 2013 a agosto 
2014, a maioria das gestantes recebeu atendimento pré-natal e tratamento para 
toxoplasmose durante a gestação. O WB mostrou-se útil na avaliação sorológica de 
pacientes com toxoplasmose congênita. Embora não deva ser utilizado 
isoladamente para o diagnóstico de toxoplasmose congênita, quando associado a 
clínica, presença de IgM ou PCR positiva, apresentou aumento na sensibilidade. 
Anticorpos IgG anti-rROP2 foram detectados por ELISA tanto na fase aguda quanto 
na crônica da toxoplasmose na gestação, com maior sensibilidade em amostras de 
gestantes com infecção há mais de 4 meses que apresentaram IgG anti T. gondii de 
forte avidez.  
 
Palavras-chave:  Toxoplasmose. Toxoplasma. Toxoplasmose congênita. Gravidez. 

Notificação de doenças. Proteínas recombinantes. Proteína ROP 
2. Ensaio de imunoadsorção enzimática . Western Blotting. 
Diagnóstico. Sorologia. 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



CAPOBIANGO, Jaqueline Dario. Toxoplasmosis acquired in pregnancy and 
congenital toxoplasmosis: epidemiological and clinical characteristics, and 
laboratory diagnosis. 2014. 146 p. Thesis (Doctorate in Health Sciences) – State 
University of Londrina, Londrina. 2014. 
 
 

ABSTRACT 
 
 
Objectives: The objectives of this study were to evaluate the epidemiological and 
clinical characteristics of children with congenital toxoplasmosis; to introduce a 
routine of toxoplasmosis notification obtained during pregnancy and congenital 
toxoplasmosis; to evaluate the methods of Western Blot (WB) for the diagnosis of 
congenital toxoplasmosis and the enzyme linked immunoassay with recombinant 
protein rhoptry 2 of T. gondii (ELISA- rROP2) to detect IgG anti-T. gondi in pregnant 
women. Materials and Methods: It was conducted a survey of cases of congenital 
toxoplasmosis attended during 2000 to 2010 in the Pediatric Infectious Disease 
Clinic, at  the Specialty Clinic of the University Hospital, at  State University of 
Londrina (AEHU / UEL); further, it was introduced a notification routine in pregnancy 
and for congenital toxoplasmosis after building an epidemiological record  and a 
notification flow for suspected cases, applied from August 2013 to August 2014; and 
the evaluation of two serological tests for research antibodies anti-T. gondii, WB with 
total antigen of T. gondii in 99 pairs of mothers and children and ELISA-rROP2 in 236 
samples of pregnant women according to the serological profile: Group A: 
susceptible (n = 65), Group B: acute infection (n = 48), Group C: infection for more 
than 4 months (n = 58) and Group I: immune (n = 65). Epidemiological, clinical, and 
laboratory data were obtained from the records of patients and in the computerized 
system of the Clinical Laboratory of the University Hospital of UEL (LABHOS). All the 
samples were evaluated by conventional serological methods such as toxoplasmosis 
IgG anti-T. gondii by indirect immunofluorescence (IIF), chemiluminescence (QL), 
and detection of IgM anti-T. gondii by QL. Pregnant samples with IgM and IgG 
reagents were tested for IgG avidity anti-T. gondii by QL. Results: The retrospective 
cohort study of 236 children with suspected congenital toxoplasmosis identified 31 
cases; of them, 23 (85.2%) pregnant received prenatal care, toxoplasmosis infection 
was not diagnosed in 20 (64.5%) and only 4 (12.9%) received specific treatment. As 
for the 29 children evaluated in the first month of life, 24 (82.8%) already had clinical 
manifestations. Eye injury was detected in 23/31 (74.2%) children, and chorioretinitis 
was the most frequent (58.1%). The presence of sequelae was detected in 20/29 
(68.9%) children and  the visual sequelae was most frequent in 16/29 (55.2%). 
Serum IgM anti-T. gondii were detected in 15/31 (48.3%) children. With the 
notification procedure, 64 suspected cases of toxoplasmosis acquired during 
pregnancy were reported. Most pregnant had prenatal care (98.4%) and 41/58 
(70.7%) showed no symptoms of toxoplasmosis. The diagnosis was made on the 1st 
trimester on 27/59 (45.7%) pregnant and 50/64 (78.1%) patients received treatment 
during pregnancy. For the evaluation of WB, 15 children (15.5%) met the criteria for 
congenital toxoplasmosis and in 32 (32.2%) congenital infection was excluded. Of 
the 15 children with congenital toxoplasmosis, 12 (80%) were symptomatic, 6 (40%) 
had anti T. gondii IgM reagent, 5 (33,3%) with elevation of anti-T. gongii IgG during 
the first months of life and 1 (6.7%) with persistence of anti- T. gondii IgG titers in 
serial samples, and 5/7 (71.4%) with positive polymerase chain reaction (PCR). The 

  



sensitivity of the WB was 60.0% and specificity was 43.7%.The presence of 
symptoms or positive WB increased the sensitivity of diagnosis to 92.0% and the 
association of positive WB or PCR showed sensitivity of 89.1%. Considering the IIF 
as the gold standard, the sensitivity of the ELISA-rROP2 was 61.8% and the 
specificity of 62.8%. Considering the QL as the gold standard, the ELISA-rROP2 had 
sensitivity of 62.3% and specificity of 62.4%. The ELISA-rROP2 was reagent in 26/65 
(40.0 %) pregnant women with chronic infection and in 30/48 (62.5%) pregnant 
women with acute infection (p = 0.0180). The positivity by ELISA -rROP2 for the 
group of pregnant with infection for more than 4 months was 50/58 (86.2%). 
Conclusions: The results demonstrated that from 2000 to 2010, the majority of 
pregnant women whose children presented congenital toxoplasmosis and had 
received care at the reference center of AEHU/UEL were given no treatment for 
toxoplasmosis during the pregnancy. The majority of children were symptomatic in 
the first month of life, and a high frequency of sequelae was also observed. The 
record of notification was helpful in obtaining the epidemiology, diagnosis and 
management data of suspected cases. From august 2013 to august 2014, the 
majority of patients received pre-natal care and treatment for toxoplasmosis during 
pregnancy. The WB had proven to be useful in the serological evaluation of patients 
with congenital toxoplasmosis. Although it should not be used alone for the diagnosis 
of congenital toxoplasmosis, when combined with clinical, IgM positive or PCR, it 
increased sensitivity. Anti-rROP2 IgG antibodies can be detected both in the acute 
and chronic phases of toxoplasmosis during pregnancy, although the sensitivity was 
higher for pregnant women with infection more than 4 months, mostly on those with 
high avidity of IgG anti T. gondii.  
 
Keywords:  Toxoplasmosis. Toxoplasma. Congenital Toxoplasmosis. Pregnancy. 

Disease Notification. Recombinant Proteins. ROP 2 protein. Enzyme-
Linked Immunosorbent Assay. Western Blotting. Diagnosis. Serology. 
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1 INTRODUÇÃO 
 
 A toxoplasmose é uma infecção de distribuição mundial causada pelo 

protozoário Toxoplasma gondii (T. gondii), parasita intracelular obrigatório. O T. gondii 

existe em três formas: taquizoíta (fase proliferativa), bradizoíta (fase latente nos cistos 

teciduais) e oocisto, onde os esporozoítas se desenvolvem (AMATO-NETO; BALDY, 

1989; MONTOYA; BOOTHROYD; KOVACS, 2010).  

 Os felinos são os hospedeiros definitivos do T. gondii, pois em seu epitélio 

intestinal ocorre o ciclo sexuado do parasita, com eliminação dos oocistos nas fezes. 

O homem, hospedeiro intermediário, se infecta pela ingestão de tecidos de animais 

contendo os cistos (carne crua ou mal passada) ou ingestão de alimentos (frutas e 

vegetais), água e material do meio ambiente (terra e areia) contaminados pelos 

oocistos esporulados. A forma congênita da infecção ocorre por transmissão 

transplacentária das formas circulantes do parasita durante a gestação (MONTOYA; 

BOOTHROYD; KOVACS, 2010). 

 T. gondii pertence ao filo Apicomplexa, além dos protozoários Plasmodium  sp., 

Cryptosporidium sp., Neospora caninum e Eimeria sp, que têm em comum a presença 

de um complexo apical com organelas secretoras, micronemas, roptrias (ROPs) e 

grânulos densos (GRAs), que estão envolvidos na invasão da célula hospedeira (HAJJ 

et al, 2006). 

 Nas Américas Central e do Sul, 50,0 a 80,0% da população apresentam 

reatividade para os anticorpos da classe IgG específicos contra o T. gondii, o que 

caracteriza a exposição anterior ao parasita (HILL; DUBEY, 2002).  

 A prevalência da infecção em gestantes varia de 10,3 a 75,2% nos diversos 

países (ANTONIOU, 2004; ASPOCK, 2003; HUNG, 2007; LIU, 2009; NASH, 2005). No 

Brasil, esta prevalência varia entre 31,0% e 91,6% (DETANICO; BASSO, 2006; 

FIGUEIRÓ-FILHO et al, 2005; GALISTEU et al, 2007; LAGO et al, 2009; LOPES et al, 

2009; MOZZATTO; PROCIANOY, 2003; PORTO, et al 2008; REICHE et al, 2000; 

VARELLA et al, 2003).  

 

1.1 Toxoplasmose Adquirida na Gestação 
 Mais de 90,0% das gestantes que adquirem a infecção são assintomáticas. 

Quando há manifestações clínicas, em geral são inespecíficas como febre, cefaleia, 

mialgia, adenomegalias e exantema (KRAVETZ; FEDERMAN, 2005).  Na França, 

apenas 5% dos casos são sintomáticos (DUNN, et al. 2009). Nos Estados Unidos da 

América (EUA), 52,0% das mães de 131 crianças com toxoplasmose congênita 

negaram sintomas e fatores de risco associados à transmissão do parasita durante a 
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gestação. No Brasil, Castillo-Pelloso et al (2007) relataram cefaleia em 100,0% das 

gestantes, mialgia em 58,0% e febre acompanhada de adenomegalia em 41,3%. 

 Com a limitação do diagnóstico da infecção pelo quadro clínico materno, o 

rastreamento sorológico sistemático durante a gravidez é uma ferramenta diagnóstica 

e tema debatido principalmente em regiões onde a prevalência de imunidade pré-

concepcional não é elevada e cujo risco de soroconversão durante a gestação é alto. 

Segundo Lago et al. (2009), em um estudo realizado no Rio Grande do Sul (Brasil), 

com 2513 parturientes, 1190 (47,8%) eram imunes e 684 (27,2%) não tinham o 

diagnóstico correto da infecção pelo T. gondii durante a gestação, por falta de pré-

natal (29,0%), não realização do teste (39,0%), falta de documentação (26,0%) e 

exames sorológicos incompletos (6,0%).  

 Entretanto, a interpretação dos exames sorológicos é complexa e é necessário 

o conhecimento das limitações de cada técnica, a avaliação do perfil das classes de 

imunoglobulinas presentes e a sua associação com a idade gestacional (JONES; 

LOPEZ; WILSON, 2003). Sem a interpretação correta dos resultados, muitas 

gestantes são tratadas desnecessariamente e outras, por falha ou ausência de 

diagnóstico, não são tratadas. Ambas as situações podem ser danosas tanto para mãe 

quanto para o feto (REMINGTON et al., 2006). 

 Como auxiliar na determinação do tempo da infecção utiliza-se a detecção de 

anticorpos IgM específicos contra o T. gondii; entretanto, a interpretação do resultado 

IgM reagente é difícil pela persistência de anticorpos IgM residuais por mais de 18 

meses após a infecção e pela reação falso positiva obtida nos testes comerciais 

(JONES; LOPEZ; WILSON, 2003; WILSON; MCAULEY, 1999). O teste de avidez de 

IgG é recomendado como teste confirmatório em mulheres que realizam a primeira 

sorologia antes de 16 semanas de gestação e apresentam IgM reagente 

(LIESENFELD et al., 2001). No entanto, no Brasil, a grande dificuldade de utilizar este 

exame como confirmatório é que muitas gestantes iniciam o pré-natal tardiamente 

(AGUIAR, 2008; CARELLOS; ANDRADE; SPALDING et al., 2003) e, nestes casos, a 

detecção de IgG de forte avidez, não exclui que a infecção tenha ocorrido no início da 

gestação. 

 Bessières et al. (2006) relataram as dificuldades da interpretação da sorologia 

para toxoplasmose em vários casos clínicos como: a) IgM reagente até três anos após 

infecção; b) soroconversão com níveis de IgM muito baixos; c) presença de IgM 

inespecífica; d) resposta retardada de IgG (dois meses após detecção de IgM); e e) 

reativação sorológica com aumento do título de IgG, aparecimento de IgA, ausência de 

IgM e IgG de forte avidez. Mesmo com estas dificuldades, os autores recomendam o 

diagnóstico laboratorial, lembrando que podem ocorrer resultados discordantes e que 
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estes devem ser definidos por meio da repetição dos exames após algumas semanas 

ou com o emprego de vários testes diferentes para a pesquisa de anticorpos.  

 Os diversos métodos sorológicos utilizam diferentes antígenos de T. gondii. A 

reação de imunofluorescência indireta (IFI) da Biolab-Merieux (Imunoblot, 

Jacarepaguá, Rio de Janeiro, Brasil) utiliza o T. gondii obtido a partir de líquido ascítico 

de camundongos; o teste de enzimaimunoensaio por fluorescência (ELFA) da Bio-

Merieux (Vidas, Toxo IgG II, Marcy-l’Etoile, França) utiliza a cepa RH Sabin de T. 

gondii cultivada em camundongos; o método imunoenzimático com micropartícula 

revelado por fluorescência (MEIA) da Abbott (Abbott-Axsym, System Toxo IgM,  

Abbott Park, IL, EUA) utiliza partículas de T. gondii derivadas de cultura de células 

HeLa; o imunoensaio de micropartículas por quimioluminescência (QL) da Abbott Toxo 

IgG e IgG Avidez  (Architect, System Abbott, Toxo IgG e IgG Avidez, Wiesbaden, 

Alemanha) utiliza antígeno recombinante p30 (SAG1) e p35 (GRA 8) do T. gondii; o 

método de QL da Abbott Toxo IgM (Architect,  System Abbott, Toxo IgM , Wiesbaden, 

Alemanha) utiliza o antígeno p30 do T. gondii e lisado de T. gondii. 

 Novas metodologias já foram desenvolvidas como a detecção de anticorpos 

contra proteínas de frações de T. gondii por enzimaimunosensaio (ELISA): fração 1 - 

membranas do parasita (ELISA-MEM), fração 3 - roptrias (ELISA-ROP) e fração 4 - 

grânulos densos e micronemas (ELISA-GRA) (GARCIA et al., 2004). 

 Na Europa, o perfil antigênico predominante do T. gondii é a proteína de 

grânulo denso 6 (GRA6) tipo II, enquanto na América Latina e na África, o que 

prevalece é o GRA6 tipo I / III. Portanto, novos peptídeos de diferentes marcadores 

devem ser identificados, a fim de diferenciar os diversos sorotipos (SOUSA et al., 

2008). 

 Vários genes foram clonados e expressos para produzir proteínas 

recombinantes, como antígenos de superfície (SAG), ROP e GRA, presentes nos 

taquizoítas e bradizoitas do T. gondii (KOTRESHA et al, 2010). Os taquizoítas de T. 

gondii possuem um conjunto de 8 a 12 ROPs (DUBREMETZ et al, 2007). As proteínas 

ROP2, ROP4 e ROP7 são os principais membros de proteínas identificadas da família 

ROPs e são altamente específicos para T.gondii. ROP2 e ROP4 demonstraram ser 

expressas também em bradizoítas e esporozoítas (HAJJ et al, 2006). 
 Golkar et al. (2008) avaliaram o papel dos antígenos recombinantes no 

diagnóstico de infecção aguda em gestantes e desenvolveram um teste GRA6-ELISA-

IgG e GRA6-ELISA-IgM que apresentaram sensibilidade e especificidade de 87,5 e 

94,1%, respectivamente, quando comparado com testes sorológicos de rotina. Os 

autores recomendaram que esse antígeno, apesar de promissor, precisa ser melhor 
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estudado, para auxiliar na diferenciação de infecção aguda e crônica pelo T.gondii em 

gestantes.  

 Pfrepper et al. (2005) avaliaram anticorpos contra proteínas recombinantes de 

roptrias 1 (ROP1) pelo ELISA (rELISA), com 102 soros de gestantes com 

toxoplasmose aguda e duas crianças e compararam com 71 soros de indivíduos com 

infecção crônica. Em amostras reativas para IgM, os anticorpos anti-ROP1 foram 

predominantes, independentemente do estado da infecção. Os dados revelaram que o 

rELISA fornece informações valiosas sobre o estado real da infecção, especialmente 

durante o início da infecção. Da mesma forma, os autores Holec-Gasior, Kur e 

Hiszczynska-Sawicka (2009) demonstraram que ambos os antígenos recombinantes, 

GRA2 e ROP1, são detectados com maior frequência em indivíduos com infecção 

aguda (100,0% e 94,6%, respectivamente) do que em indivíduos com infecção crônica 

(22,5% e 15,5%, respectivamente), sugerindo que anticorpos IgG anti-GRA2 e anti-

ROP1 são produzidos durante a fase aguda de toxoplasmose.  

 A identificação de proteínas expressas na fase aguda da toxoplasmose poderá 

contribuir na padronização de uma técnica de diagnóstico com melhora da 

sensibilidade e especificidade para a diferenciação de infecção aguda e crônica pelo 

T. gondii em gestantes (GOLKAR et al., 2007).  

 O diagnóstico precoce da infecção pelo T. gondii e o tratamento antiparasitário 

adequado nas gestantes são medidas que podem reduzir a gravidade das sequelas no 

feto (FOULON; NAESSENS; DERDE, 1994). O tratamento durante o primeiro trimestre 

de gestação é realizado com espiramicina, pois a pirimetamina é teratogênica neste 

período gestacional. O tratamento com espiramicina reduz a incidência de transmissão 

congênita em 60,0% (HOHLFELD et al, 1989). Após o primeiro trimestre, o tratamento 

de escolha é a combinação de sulfadiazina, pirimetamina e ácido folínico, pois estas 

medicações atravessam a barreira placentária e tratam o feto infectado. Os 

medicamentos devem ser mantidos até o final da gestação (MONTOYA et al., 2010; 

REMINGTON et al., 2011). 

 

1.2 Toxoplasmose Congênita  
 O risco de transmissão fetal varia conforme a resposta imune materna, 

virulência do parasita e a idade gestacional em que ocorreu a infecção (DUNN et 

al.,1999). No período periconcepcional, este risco é de 0 a 2,0%, no primeiro trimestre 

é de 10,0 a 25,0%, no segundo trimestre é de 30,0 a 54,0%, no terceiro trimestre é de 

60,0 a 65,0% e próximo ao parto, o risco é de até 80,0% (MONTOYA et al, 2010). 

Porém, a gravidade da doença congênita é maior quando a transmissão ocorrre no 

início da gestação e diminui à medida que a idade gestacional avança, tendo como 
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período mais crítico de risco de doença fetal, da 10ª a 26ª semana de idade 

gestacional (DESMONTS,1982; DESMONTS et al, 1985; REMINGTON et al., 2006). 

 Portanto, a taxa de transmissão varia de 20,0 a 70,0% e ocorre em torno de 

metade das gestantes sem tratamento (FIGUEIRÓ-FILHO, 2005). Estudos realizados 

no Brasil demonstram esta variabilidade. Em Mato Grosso do Sul, a taxa geral de 

transmissão foi de 3,9% entre 32.512 gestantes avaliadas (FIGUEIRÓ-FILHO, 2005). 

No Rio Grande do Sul, Spalding et al (2003) encontraram taxa total de transmissão 

congênita de 6,0%, em uma coorte de 50 pares mãe-bebê.   

 A incidência da toxoplasmose congênita no Brasil é de 0,3 a 5,0 para cada 

1.000 nascimentos (LAGO et al, 2009; MOZZATTO; PROCIANOY, 2003; NETO et al, 

2000; SEGUNDO et al, 2004; SPALDING et al, 2003). Em Minas Gerais, entre 146.307 

amostras analisadas, a incidência de recém nascidos com IgM reagente no “teste do 

pezinho” realizado entre novembro de 2006 e maio de 2007, variou de 0 a 76,9/1.000 

nascidos vivos, conforme a região analisada (CARELLOS et al, 2014). 

 A maior parte dos casos de doença congênita não apresenta sinais ou 

sintomas ao nascer, caracterizando infecção subclínica; mesmo assim, a criança 

apresenta risco de desenvolver sequelas tardias, principalmente oculares e 

neurológicas (BEVERLEY, 1973). Para os casos sintomáticos, a gravidade das 

manifestações clínicas está relacionada ao trimestre da gestação em que ocorre a 

transmissão, com morte fetal no primeiro trimestre da gestação, coriorretinite, 

microcefalia e deficiência mental no segundo trimestre; adenomegalia, 

hepatoesplenomegalia, lesões oculares e calcificações cerebrais no terceiro trimestre 

(FRENKEL, 2002; MCAULEY, 2009; REMINGTON et al., 2006). 

 O risco de a criança desenvolver manifestações clínicas antes dos três anos de 

vida é de até 75,0%, quando a soroconversão de anticorpos maternos ocorre no 

primeiro trimestre da gestação (DUNN et al, 1999; PINARD; LESLIE; INVINE, 2003). 

 São consideradas suspeitas todas as crianças, sintomáticas ou não, que são 

filhas de mães com toxoplasmose aguda no curso da gestação ou que nascem com 

sinais ou sintomas da doença que incluem icterícia, hepatoesplenomegalia, 

linfadenopatia, microcefalia, hidrocefalia, anemia, convulsões, baixo peso, 

prematuridade, coriorretinite, calcificações cerebrais, nistagmo, estrabismo, 

microcefalia, iridociclite e alterações do líquido cefaloraquidiano (LCR) (REMINGTON 

et al., 2011) 

 Em uma coorte de 210 crianças avaliadas na década de 50, 3,8% eram 

prematuras e 6,2% apresentavam retardo de crescimento intrauterino (COUVREUR et 

al,1984). Em estudos brasileiros, entre as crianças com toxoplasmose congênita, a 

frequência de meninos infectados varia de 45,5 a 75,0% e o peso de nascimento varia 
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de 1290 a 3790 g (BAHIA et al, 1992; CARVALHEIRO et al, 2005; LAGO et al, 2007, 

2009; MELAMED et al, 2001, 2009; SAFADI et al, 2003; VASCONCELOS-SANTOS et 

al, 2009). Sáfadi et al (2003) encontraram 84,0% de crianças com toxoplasmose 

congênita com peso  2500 g. 

 A toxoplasmose congênita pode se manifestar de quatro formas: infecção 

subclínica, doença manifesta no período neonatal, doença grave ou discreta manifesta 

nos primeiros meses de vida, sequela ou reativação de infecção prévia não 

diagnosticada (AMERICAN ACADEMY OF PEDIATRICS, 2009; REMINGTON et al., 

2006).  

 Nos recém-nascidos e lactentes sintomáticos, a apresentação clínica pode ser 

dividida, didáticamente, em forma neurológica e generalizada. A forma neurológica, 

resultante de infecção fetal precoce na gestação, caracteriza-se por calcificações 

intracranianas geralmente difusas, coriorretinite, convulsões, hidrocefalia ou 

microcefalia, caracterizando a tétrade de Sabin (FRENKEL, 2002). A forma 

generalizada, resultante de infecção mais tardia na gestação, apresenta coriorretinite, 

alterações no LCR, hepatoesplenomegalia, icterícia, linfadenomegalia, 

trombocitopenia e anemia (AMERICAN ACADEMY OF PEDIATRICS, 2009; 

REMINGTON et al., 2006) 

 Ainda na década de 50, Einchenwald (1960) relatou os sinais e sintomas de 

152 crianças com toxoplasmose congênita sem tratamento, classificando-as em 

doença neurológica em 108 (71,0%) pacientes e doença generalizada em 44 (29,0%) 

pacientes. Em relação ao total de casos, a principal manifestação foi a coriorretinite 

(85,5%), seguida de alterações no LCR (63,2%), icterícia (43,4%), esplenomeglia 

(41,4%), convulsões (40,8%), febre (40,1%), calcificações (36,8%), hepatomegalia 

(34,2%), linfoadenomegalia (31,5%), hidrocefalia (18,4%), microcefalia (9,2%), 

catarata (3,3%) e microftalmia (3,3%) (Einchenwald, 1960, apud MCLEOD 2009). 

 Em uma coorte de 54 recém nascidos com toxoplasmose congênita cujo 

diagnóstico  foi realizado durante o pré-natal, 81,0% apresentaram infecção subclínica, 

13,0% calcificações intracranianas, 6,0% corrioretinite e 2,0% alterações no LCR 

(HOHFELD et al, 1989). COUVREUR et al. (1984) encontraram 10,0% de crianças 

com icterícia, 4,2% com hepatoesplenomegalia, 2,8% com microftalmia, 5,2% com 

estrabismo, 21,8% com coriorretinite, 5,2% com microcefalia, 84% com tomografia 

computadorizada (TC) de crânio alterada e 34,2% com alterações no LCR.  

 Estudos brasileiros demonstram que as manifestações clínicas precoces estão 

presentes em 56,0 a 100,0% das crianças analisadas, coriorretinite em 67,0 a 80,0% 

das crianças e calcificação intracraniana em 11,0 a 100,0% dos casos (BAHIA; 

ORÉFICE; ANDRADE, 1992; BAHIA-OLIVEIRA et al., 2001; CARVALHEIRO et al., 
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2005; LAGO et al., 2007, 2009; MELAMED et al., 2001, 2009; SAFADI et al., 2003; 

VASCONCELOS-SANTOS et al., 2009). Rodrigues et al. (2009) encontraram 

hidrocefalia em 21,0% das crianças e Vasconcelos–Santos et al. (2010) relataram 

hidrocefalia em 6,3% e microcefalia em 5,3% das crianças avaliadas. 

 As lesões oculares não são totalmente dependentes da idade gestacional em 

que ocorre a infecção materna e podem aparecer casos graves de coriorretinite 

mesmo nas infecções adquiridas pela mãe na segunda metade da gestação. Além 

disso, a coriorretinite é a mais frequente das sequelas e o risco de sua manifestação 

persiste por muitos anos (GILBERT et al., 2008). Em relação às lesões oculares nas 

crianças brasileiras com toxoplasmose congênita, 29,0 a 100,0% apresentaram 

coriorretinite na evolução, sendo bilateral em 12,0 a 84,0%. A microftalmia é citada em 

9,0 a 25,0% dos casos, estrabismo em 12,0 a 60,0%, nistagmo em 3,0 a 47,0%, 

catarata em 1,0 a 14,0%, vitreíte em 3,0 a 50,0% e prejuízo da visão em 50,0 a 

100,0% dos pacientes (BAHIA; ORÉFICE; ANDRADE, 1992; BAHIA-OLIVEIRA et al., 

2001; CARVALHEIRO et al., 2005; GILBERT et al., 2008; LAGO et al., 2007, 2009; 

MELAMED et al., 2001, 2009; RESENDE et al., 2009; RODRIGUES et al., 2009; 

SAFADI et al., 2003; VASCONCELOS-SANTOS et al., 2009). 

 As manifestações oculares são mais graves em estudos brasileiros do que em 

crianças europeias e americanas (COUVREUR et al., 1984; GILBERT et al, 2008). 

Uma das possíveis explicações para este fato seja a presença de cepas mais 

virulentas do T. gondii no Brasil (DUBEY et al., 2012).  

 São descritos alguns fatores de risco associados ao desenvolvimento de 

coriorretinite como sexo feminino [Odds Ratio (OR) = 2,02; Intervalo de Confiança (IC) 

95% 1,01 - 4,1, p = 0,049], a presença de lesões calcificadas cerebrais (OR = 4,03 IC 

95% 1,9 - 10, p = 0,0006) e o atraso no tratamento materno após a soroconversão 

(OR = 2,54 IC 95% 1,14 - 5,65, p = 0,02) (KIEFFER et al., 2008; MCLEOD, 2009). 

 Os lactentes podem permanecer sem sequelas da infecção ou desenvolver, 

além do prejuízo da visão, outras sequelas como o retardo neuropsicomotor, 

hidrocefalia, convulsões e surdez, meses ou mesmo anos após o nascimento, mesmo 

quando são assintomáticos ao nascimento (MCLEOD, 2009; REMINGTON et al., 

2006). 

 Resende et al. (2010) verificaram que, entre 178 crianças analisadas, 19 (18%) 

apresentaram prejuízo da audição. Einchenwald (1960) encontrou 12,4% de crianças 

com toxoplasmose congênita com surdez (Einchenwald, 1960, apud  MCLEOD 2009). 

 A infecção do sistema nervoso central (SNC) pelo T. gondii leva à necrose 

celular em áreas do parênquima, cerebelo, tronco cerebral e medula espinhal 

(REMINGTON et al., 2006). Conforme a idade gestacional em que a infecção ocorre, 
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as lesões têm sido descritas em regiões distintas do SNC; lesões em gânglios da base 

ocorrem com maior frequência antes da 20ª semana de idade gestacional e as lesões 

periventriculares após a 20ª semana (DIEBLER, 1985). Os exames de imagem TC e 

ultrassonografia (USG) de crânio têm sido utilizados para o diagnóstico das principais 

lesões como ventriculomegalia, hidrocefalia e calcificações. Estudos sugerem que a 

TC é mais sensível que a USG para detectar calcificações cerebrais (CALABET et al., 

1985; GRANT et al.,1985). Porém, Lago et al. (2007) compararam a TC e o USG em 

33 crianças com toxoplasmose congênita e encontraram concordância de 94,0% entre 

os dois exames (kappa = 0,88, IC 95% = 0,71-1,0, p < 0,001 ). 

 Vários são os possíveis defeitos endócrinos resultantes de disfunção 

hipotalâmica e pituitária acarretadas por lesões do SNC pela toxoplasmose (NUNES et 

al, 2013). A puberdade precoce central ocorre quando distúrbios intracranianos como 

hidrocefalia, cistos aracnóides e processos inflamatórios podem levar a uma ativação 

prematura do eixo hipotálamo-hipófise-gônadas (BRITO; LATRONICO, 2013). 

 A transmissão congênita da toxoplasmose em gestantes infectadas pelo vírus 

da imunodeficiência humana tipo 1 (HIV-1) tem sido descrita, incluindo em gestantes 

cronicamente infectadas pelo T. gondii (AZEVEDO et al., 2010; DELICIO et al, 2011;  

DUBEY et al,.  2012; FERNANDES et al., 2009). 

 Há vários relatos de casos de coinfecção por citomegalovírus (CMV) e T. gondii 

(DEMIAN, 1973; De ZEGHER, 1988; REMINGTON et al., 2006), o que reforça a 

necessidade de investigação de coinfecções nestes pacientes. 

 Os casos suspeitos de toxoplasmose congênita devem ser submetidos à 

investigação sorológica com pesquisa de anticorpos específicos anti-T. gondii. A 

obtenção de reatividade de anticorpos da classe IgM e/ou IgA, ou a persistência ou 

aumento dos títulos de anticorpos da classe IgG em amostras seriadas são perfis 

sorológicos que caracterizam a infecção congênita (AMERICAN ACADEMY OF 

PEDIATRICS, 2009; REMINGTON et al., 2006).  

 O diagnóstico sorológico confirmatório da infecção pelo T. gondii pela detecção 

dos anticorpos específicos da classe IgM tem sido citado em 50,0 a 75,0% dos recém-

nascidos (LAGO et al., 2007; LEBECH et al., 1999; REMINGTON et al., 2006). A 

presença de anticorpos IgG anti-T. gondii nas amostras do recém-nascido não é 

evidência de infecção, visto que os anticorpos IgG maternos são transferidos 

passivamente e podem persistir por um ano. Cerca de três meses são necessários 

para que ocorra uma queda de 10 diluições no título de anticorpos maternos no soro 

do lactente, fazendo com que os anticorpos IgG anti- T. gondii  devam ser avaliados 

em amostras seriadas de soro para confirmar a presença da infecção na criança 
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(FRENKEL; BERMUDEZ,  2005; REMINGTON et al., 2006; RODRIGUES  et al., 

2009). 

 No feto infectado, os anticorpos IgG e IgM produzidos contra os determinantes 

antigênicos do T. gondii podem diferir daqueles anticorpos IgG e IgM detectados no 

soro materno. Casos de toxoplasmose congênita têm sido diagnosticados nos 

primeiros meses de vida, utilizando o Western Blot (WB) quando os testes 

convencionais de IgM apresentam resultado não reagente (PINON et al., 2001; 

REMINGTON et al., 1985, 2006; TISSOT DUPONT et al., 2003). 

 Um dos benefícios do tratamento da toxoplasmose congênita é a redução de 

sequelas oculares e neurológicas nas crianças infectadas (MCLEOD, 2006, 2009). 

Phan et al. (2008a, 2008b) demonstraram o efeito protetor do tratamento precoce das 

crianças em relação às lesões oculares em dois estudos longitudinais; estes autores 

observaram que 72,0% das crianças não tratadas desenvolveram uma nova lesão 

ocular durante o seguimento, enquanto que apenas 31,0% das crianças tratadas as 

desenvolveram. 

 Quanto aos efeitos colaterais do tratamento, o mais temido tem sido a 

neutropenia decorrente do efeito mielotóxico da sulfadiazina e da pirimetamina, que é 

reversível com ajuste de dose do ácido folínico e/ou suspensão temporária das 

medicações (REMINGTON et al., 2006). McLeod et al. (2006) também relataram 

neutropenia reversível na coorte de pacientes avaliada no período de 1981 a 2004, 

com doses diárias de pirimetamina durante dois meses ou com doses diárias durante 

seis meses. 

 

2 JUSTIFICATIVA 
 

 Muitas são as dificuldades na interpretação dos resultados obtidos nos testes 

sorológicos para diagnóstico de toxoplasmose, tanto para a triagem quanto para a 

confirmação; deste modo, os exames laboratoriais devem ser definidos por meio da 

repetição dos testes com a avaliação de outra amostra coletada após algumas 

semanas ou com o emprego de vários testes para a pesquisa de diferentes classes de 

anticorpos. Além disso, antígenos específicos derivados do T. gondii podem ser 

empregados para determinar a fase da infecção, bem como, os que estão associados 

a infecções sintomáticas ou assintomáticas.  

 Assim, torna-se necessária a padronização de métodos de diagnóstico que 

utilizem antígenos específicos a fim de aumentar a sensibilidade e especificidade dos 

resultados, para que se tornem importantes ferramentas para a diferenciação de 

infecção aguda e crônica pelo T. gondii em gestantes e para o diagnóstico da infecção 
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congênita. É necessário o desenvolvimento de um método de diagnóstico rápido e de 

fácil execução para laboratórios de referência para toxoplasmose que possam 

diferenciar os casos duvidosos pelas técnicas convencionais empregadas na rotina 

laboratorial. 

 A partir da aprovação pelo Ministério da Saúde da Portaria nº 2472, Art. 6º, que 

inclui a toxoplasmose aguda durante a gestação e congênita na lista de notificação 

compulsória em Unidades Sentinelas, justifica-se a implantação de uma rotina de 

notificação dos casos de toxoplasmose adquirida durante a gestação e toxoplasmose 

congênita. A análise dos dados coletados será importante para o planejamento de 

ações de prevenção, diagnóstico e tratamento da doença nas mães e suas crianças.  

 

3 OBJETIVOS 
 
3.1      Objetivo Geral 
 Analisar as características epidemiológicas, clínicas e diagnóstico laboratorial 

da toxoplasmose adquirida na gestação e congênita em um serviço de referência do 

norte do Estado do Paraná.  

 

3.2 Objetivos Específicos 

3.2.1 Avaliar as características clínicas e epidemiológicas das gestantes com    

toxoplasmose adquirida na gestação e das crianças com toxoplasmose 

congênita;  

3.2.2 Implantar uma rotina de notificação de toxoplasmose adquirida durante a 

gestação e toxoplasmose congênita;  

3.2.3 Determinar a sensibilidade, especificidade, valor preditivo positivo (VPP) e valor 

preditivo negativo (VPN) do método WB para detecção de anticorpos IgG contra 

proteínas do T. gondii em soro de gestantes e crianças;  
3.2.4 Comparar o perfil de anticorpos IgG anti-T. gondii presentes no soro materno e 

no soro da criança, por meio do método de WB. 

3.2.5 Determinar a sensibilidade, especificidade, VPP e VPN do teste ELISA indireto 

com os antígenos recombinantes rROP2 do T. gondii (ELISA rROP2) para 

detecção de anticorpos IgG anti-T. gondii em soro de gestantes.  
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4 METODOLOGIA 
 
4.1 Aspectos Éticos 
 O estudo foi aprovado pelo Comitê de Ética em Pesquisa Envolvendo Seres 

Humanos da Universidade Estadual de Londrina (UEL) (ANEXOS A e B). As mães 

foram convidadas a participar voluntariamente da pesquisa e um termo de 

consentimento livre e esclarecido (TCLE) foi obtido de todas as mães envolvidas na 

pesquisa (APÊNDICE A). 

 
4.2 Delineamento 
 O presente estudo teve um delineamento descritivo, transversal e retrospectivo 

para atingir o objetivo 3.2.1; um estudo descritivo, transversal e prospectivo para o 

objetivo 3.2.2 e um estudo de avaliação do desempenho de um teste, descritivo, em 

amostras de um banco de soro de gestantes e crianças para os objetivos 3.2.3, 3.2.4 e 

3.2.5 

 

4.3  População 

 A população de casos foi constituída por gestantes e seus filhos com suspeita 

de toxoplasmose, atendidos no Ambulatório de Infectologia Pediátrica, do Ambulatório 

de Especialidades do Hospital Universitário (AEHU), da UEL.  

  Na região de Londrina, Paraná, o número de nascidos vivos em 2007 foi 

13.000 e no ano de 2012 foi 11.022 (GABANI, 2010; DATASUS, 2012). 

 

4.4  Cálculo do Tamanho da Amostra 
 Para calcular o tamanho da amostra foi considerada que a prevalência média 

de gestantes expostas ao T. gondii no Brasil é de 50,0% (LOPES et al., 2009; 

GALISTEU et al., 2007; MOZZATTO; PROCIANOY, 2003; VARELLA et al., 2003; 

LAGO et al., 2009), de gestantes não expostas ao parasita ou susceptíveis é de 

50,0%, de toxoplasmose adquirida na gestação é em média de 5,0% (AVELINO et al., 

2003; NÓBREGA; KARNIKOWSKI, 2005; FIGUEIRÓ-FILHO et al., 2005), de crianças 

infectadas é em média de 2,5%  (média de 50% de taxa de transmissão, somando os 

três trimestres), de lactentes imunes com anticorpos maternos transmitidos 

passivamente é de 50,0% e de crianças susceptíveis é de 50,0% (MONTOYA et al., 

2010).  

 Portanto, para o cálculo do tamanho da amostra considerando uma proporção 

esperada de 50,0% de mulheres grávidas infectadas, com IC de 95,0% e uma 

variação do IC de 0,30, o número de amostras necessário é de 43 para cada grupo. 
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  Para uma proporção esperada de 50,0% de crianças expostas, IC de 95,0% e 

uma variação de IC de 0,35, o número de amostras necessário é de 31 para cada 

grupo. Se considerarmos um IC de 90% e variação do IC de 0,4, o número de 

amostras necessário é de 17 para cada grupo (HULLEY et al., 2006). 

 

4.5 Amostra 
             Para a avaliação dass características epidemiológicas e clínicas das gestantes 

com toxoplasmose adquirida na gestação e das crianças com toxoplasmose 

congênita, foram levantados os prontuários de 236 casos suspeitos de toxoplasmose 

atendidos durante o período de 2000 a 2010, no HU/UEL. 

 Para a implantação da rotina de notificação foram avaliados 64 casos de 

suspeita de toxoplasmose adquirida na gestação, atendidos no AEHU no período de 

agosto de 2013 a agosto de 2014, com base nos dados coletados com a ficha de 

notificação epidemiológica elaborada para o presente estudo. 

 Para a avaliação do WB a amostra de casos foi obtida por conveniência de 

tempo e local, de forma seriada e consecutiva, no período de junho de 2011 até junho 

de 2014, com a inclusão de todas as crianças atendidas no AEHU e no HU/UEL, 

diagnosticadas com suspeita de toxoplasmose e de suas respectivas mães, que 

aceitaram participar do estudo. As amostras foram numeradas, processadas e 

armazenadas em freezer - 20o C.  

 Para a avaliação do teste de ELISA rROP2 foi utilizado um banco de 

amostras de soro de gestantes com suspeita de toxoplasmose aguda atendidas nas 

cidades de Londrina, norte do Paraná e de Cascavel, noroeste do Paraná, no período 

de janeiro de 2011 até dezembro de 2013. As amostras de soro foram enviadas pelas 

Secretarias Municipais de Saúde de Londrina e de Cascavel, respectivamente e 
também foram numeradas e armazenadas em freezer -20o C. 

 Os dados demográficos, clínicos, de imagem de TC e USG de crânio, 

laboratoriais e terapêuticos dos pacientes inseridos no estudo foram coletados por 

meio de um questionário (APÊNDICE B) e por consulta aos prontuários do HU/UEL e 

sistema de informatização LABHOS do Laboratório de Análises Clínicas (LAC) do HU.  

 

4.6 Critérios de Inclusão e Exclusão  
 Para o grupo de pacientes, foram incluídas crianças cujas mães tiveram 

suspeita de toxoplasmose com IgM anti-T. gondii reagente durante o período 

gestacional. Foram excluídas as gestantes imunocompetentes com diagnóstico de 

toxoplasmose prévio à gestação e os lactentes com toxoplasmose aguda adquirida, 

portanto fora do período gestacional. Para a definição da infecção da gestante foram 
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seguidos os critérios de Lebech (1996) e do Ministério da Saúde (BRASIL, 2013) 

(Quadro 1). 

 Foram consideradas com toxoplasmose congênita comprovada (AMERICAN 

ACADEMY OF PEDIATRICS, 2009; BRASIL, 2013; LEBECH et al, 1996; 

REMINGTON et al., 2012): 1) Crianças com IgM anti-T. gondii reagente antes dos 6 

meses de idade; 2) Crianças que, durante o acompanhamento, apresentaram 

persistência de positividade de IgG anti-T. gondii após 12 meses de vida, 

independentemente da presença de sinais ou sintomas da doença; 3) Crianças com 

elevação dos títulos de IgG anti-T. gondii em amostras seriadas, durante os primeiros 

meses de vida; 4) Crianças com sinais e/ou sintomas sugestivos de toxoplasmose 

congênita, filhas de mães com IgG anti-T. gondii reagente, após exclusão de outras 

possíveis etiologias (sífilis, citomegalovirose, rubéola); 5) Crianças cujas mães 

apresentaram reação em cadeia de polimerase (PCR) positiva para toxoplasmose no 

líquido amniótico e 6) Crianças com PCR positiva em sangue periférico coletado nos 

primeiros 6 meses de vida. 

 

Quadro 1 Definições de casos de infecções pelo Toxoplasma gondii em gestantes 

 

Fonte: BRASIL ( 2013, p. 114) 
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4.7 Coleta de Sangue 
O sangue periférico dos indivíduos envolvidos na pesquisa foram coletados 

utilizando sistema de coleta a vácuo com EDTA como anticoagulante e sem 

anticoagulante. Após a coleta, o material foi imediatamente centrifugado a 3000 

rotações por minuto (rpm). Alíquotas de soro foram numeradas e armazenadas em 

freezer -20 ° C para posterior análise.   

 

4.8  Obtenção de Amostras de Soro de Gestantes e das Crianças 
 Para a avaliação do método de WB, foram utilizadas amostras dos 99 pares de 

mães e seus filhos atendidos no AEHU e no HU. Destes, foram incluídos 47 pares, 

sendo 15 crianças com toxoplasmose congênita e 32 susceptíveis. Em 52 crianças 

não houve tempo suficiente para definir o diagnóstico de infecção congênita. 

 As amostras de soro de gestantes foram obtidas a partir de um banco de soro 

da rotina de diagnóstico de triagem do pré-natal dentro do “Programa de Vigilância em 

Saúde da Toxoplasmose Gestacional e Congênita”, implantado nas macrorregionais 

de Londrina e Cascavel, Estado do Paraná. 

 Após análise na rotina laboratorial realizada durante o atendimento pré-natal, 

pelo Laboratório Central da Prefeitura (CENTROLAB), as amostras do município de 

Londrina foram encaminhadas ao LAC do HU para realização do teste de avidez da 

IgG, conforme orientação da Secretaria Municipal de Saúde de Londrina. As amostras 

de soro provenientes de Cascavel, Paraná, foram encaminhadas após a análise na 

rotina laboratorial realizada durante o atendimento pré-natal, pela Divisão de Apoio 

Diagnóstico e Terapêutico do Laboratório Municipal de Cascavel.  

 No total, foram armazenadas 600 amostras de gestantes. Porém, destas foram 

incluídas no estudo 236 amostras nas quais foi possível a realização dos três métodos 

sorológicos (IFI, QL e ELISA rROP2). As amostras das gestantes foram separadas em 

quatro grupos de acordo com o perfil sorológico (Tabela 1). 
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Tabela 1 Distribuição das 236 amostras de soro de gestantes segundo perfil 

sorológico obtido nos testes convencionais de rotina para toxoplasmose para 

avaliação do enzimaimunoensaio indireto com proteínas recombinantes de roptrias 2 

(ELISA rROP2) do Toxoplasma gondii para detecção de anticorpos IgG contra este 

antígeno 

   

Grupo 
no. de 

amostras 

IgG 

anti-T.gondii 

IgM 

anti-T.gondii 

Avidez da IgG 

anti-T.gondii 

Diagnóstico de 

toxoplasmose 

A 65 Não reagente Não reagente NA Susceptível 

B 48 Reagente Reagente 
Fraca ou 

Intermediária 

 

Infecção há 

menos de  

4 meses 

C 58 Reagente Reagente Forte 

 

Infecção há 

mais  

de 4 meses 

 

I 65 Reagente Não reagente NA Imunidade 

      

 

IgG anti-T. gondii: realizado por imunofluorescência indireta (Biolab-Merieux, Imunoblot, 

Jacarépaguá, Rio de Janeiro, Brasil) e por imunoensaio de micropartículas por 

quimioluminescência IgM e IgG anti-T. gondii: (Architect, System Abbott, Wiesbaden, 

Alemanha); amostras com reatividade para os anticorpos IgG e IgM anti-T. gondii foram 

submetidas ao teste de avidez da IgG por imunoensaio de micropartículas por 

quimioluminescência (Architect, System Abbott, Wiesbaden, Alemanha); NA: não se aplica. 

Fonte: a própria autora 
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4.9  Reações Sorológicas para Detecção de IgM e IgG anti T. gondii 
 A triagem sorológica pré-natal foi realizada por meio da pesquisa de anticorpos 

IgG anti-T. gondii pelos métodos de IFI (Biolab-Merieux, Imunoblot, Jacarepaguá, 

Rio de Janeiro, Brasil) com diluições do soro a partir de 1:16 em solução fisiológica 

(usou-se a razão 4 até a diluição 1:4096 e posteriormente a razão 2). Pacientes com 

títulos de IgG anti-T. gondii na IFI  1:16 foram considerados expostos ou imunes ao 

parasita e as com resultados < 1:16, não expostos ou susceptíveis (CAMARGO, 

1973).  Anticorpos IgG anti-T. gondii também foram determinados por QL (Architect, 

System Abbott, Wiesbaden, Alemanha) e expressos em UI/mL. Anticorpos IgM anti-T. 

gondii foram determinados pelo método de QL (Architect, System Abbott, Wiesbaden, 

Alemanha) expressos em “reagente” ou “não reagente”. As amostras com reatividade 

simultânea para os anticorpos IgG e IgM  anti-T. gondii foram submetidas ao teste de 

avidez da IgG por método de QL (Architect, System Abbott, Wiesbaden, Alemanha).  

 
4.10 Obtenção de rROP2 e Taquizoítas de T. gondii 

 Foi utilizada a cepa RH de T. gondii, inicialmente isolada por Sabin (1941) de 

uma criança com encefalite. Cinco camundongos suíços Webster albinos, fêmeas, 

com idade entre 45 a 60 dias e peso entre 25 e 40 g, foram inoculados pela via 

intraperitoneal com uma suspensão de taquizoítas vivos (105/mL) em solução 

fisiológica estéril, obtidos por meio de lavagem peritoneal de camundongos 

previamente infectados. Quarenta e oito horas após a inoculação, os taquizoítas foram 

obtidos por lavagem da cavidade peritoneal com 3,0 mL de solução fisiológica estéril. 

Esta suspensão foi passada duas vezes em agulha de 27G, para rompimento de 

células do hospedeiro e centrifugadas a 2.500 rpm durante 10 minutos. O sedimento 

foi ressuspendido em solução fisiológica e padronizado em 109 taquizoítas/mL por 

contagem em câmara de Neubauer (LUNDÉN, 1995).  

 Os taquizoítas foram utilizados para extração do DNA e incorporação no vetor 

Escherichia coli (E. coli) para expressão da proteína rROP2, conforme descrito 

previamente (IGARASHI et al.,  2008; PAGLIARI, 2013). Resumidamente, 1103 pares 

de base (pb), do segmento de nucleotídeos 1022 a 2125, fragmento 196-561 (MARTIN 

et al., 1998; NIGRO et al., 2001) do gene ROP2  (Genbank Accession No. Z36906) 

foram expressos em E. coli e a proteína rROP2 com cerca de 47 kDa foi obtida e 

avaliada em eletroforese em gel de poliacrilamida com dudocil sulfato de sódio (SDS-

PAGE). A concentração de proteína foi determinada pelo método de Lowry (LOWRY et 

al., 1951) que resultou em 2.5 µg/mL. 
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4.11 ELISA-rROP2 para Detecção de IgG anti-T. gondii 
 Microplacas de poliestireno foram sensibilizadas com a proteína rROP2 

(IGARASHI et al., 2008). Estas proteínas foram adicionadas ao tampão carbonato-

bicarbonato 0,1 M,  pH 9,6 na concentração de 2,5 g/mL de proteínas, e adicionado o 

volume de 100 L em cada cavidade das microplacas e posteriormente deixadas em 

repouso a 4°C, overnight. As microplacas foram lavadas com PBS-T (0,05% Tween 

20, pH 7.4).  Posteriormente, os poços foram bloqueados com 200 L de tampão de 

bloqueio (tampão PBS-T) com 8% de leite em pó desnatado por 1 h. Após lavagem 

das microplacas, alíquotas de soro foram diluídas 1:200 em tampão de lavagem 

adicionado com 5 % de leite em pó desnatado. Um volume de 100 L de controles 

positivo, negativo e das amostras foi dispensado nos poços da microplaca, com 

incubação a 37° C por 1 hora. Após nova lavagem da microplaca, 100 L de 

conjugado anti-IgG humano marcado com peroxidase foram utilizados para a detecção 

da presença de anticorpos ligados aos antígenos adsorvidos na microplaca. Após 

nova lavagem, a reação foi revelada pela adição da solução de 100 µL de substrato 

cromogênico (40 mg orto-fenilenodiamina - Sigma, Saint Louis, MO, USA) em 100 mL 

de 0,1 M tampão citrato fosfato, pH 6,0 e 40 µL de H2O2. Após 15 min, a reação foi 

interrompida com 50 L de solução HCl 1 N. A densidade óptica (DO) foi mensurada 

em um espectofotômetro (Spectra II Microplate Reader, Tecan, (Tecan Group, 

Mannedorf, Switzerland) no comprimento de onda de 490 nm. Dos controles 

negativos, calculou-se o ponto de corte (cut-off), considerando a média das DO 

obtidas nos controles negativos acrescida de 2 desvios-padrão (DP) (GATKOWSKA, 

2010; PAGLIARI, 2013). Foram consideras amostras IgG reagente para rROP2 as que 

apresentaram valores  1 na relação entre DO amostra/DO cut-off (GATKOWSKA, 

2010).  

 

4.12 SDS-PAGE e WB 

 Primeiramente, as proteínas obtidas do lisado de T. gondii foram quantificadas 

por método de Lowry et al. (1951). Posteriormente, foram separadas por eletroforese 

de SDS-PAGE vertical em gel a 12% (LAEMMLI, 1970; TOWBIN, 1979). As amostras 

aplicadas foram diluídas em tampão de amostra e como curva de referência foi 

utilizado o marcador BenchMark™ (Pre-Stained Protein Ladder, Invitrogen, Life 

Technologies, Carlsbad, Califórnia, EUA). As proteínas separadas em SDS-PAGE 

foram transferidas eletroforeticamente para membrana de nitrocelulose (iBlot Transfer 

Stacks Nitrocellulose, Mini, Invitrogen, Israel) em sistema de transferência semi-seco 
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(iBlot Gel Transfer System, Invitrogen, Carlsbad, Califórnia, EUA), seguindo as 

orientações do fabricante.  

 Para a realização do WB dos pares mãe-criança, o papel de nitrocelulose foi 

corado com Ponceau por 5 minutos sob agitação, para a avaliação da transferência 

das proteínas. Após lavagem com água destilada, as fitas de nitrocelulose foram 

cortadas e bloqueadas com leite desnatado a 5% + Solução Tris salina tamponada 

(TBS Tween) sob agitação durante 1 hora ou com incubação overnight. Após a 

incubação, foram realizadas três lavagens sob agitação com TBS e leite desnatado a 

5%. Após a lavagem, foi adicionado o soro do paciente diluído em TBS Tween e leite 

desnatado a 5%, e deixado sob agitação por 1 hora e 30 minutos. Após três lavagens, 

sob agitação com TBS Tween e leite desnatado 5%, foi adicionado o conjugado anti-

IgG humano obtido de cabra (Invitrogen TM,  CA, EUA), diluído em TBS Tween e leite 

desnatado a 5%, deixado sob agitação por 1 hora e 30 minutos. Após três lavagens, 

sob agitação com TBS Tween e leite desnatado 5%, foi adicionado o substrato 

cromógeno diaminobenzidina (DAB) e peróxido de hidrogênio. Quando as bandas 

eram observadas, a reação era interrompida com água destilada. Soros controles 

positivo e negativo para o T. gondii foram incluídos em cada teste. A leitura do WB foi 

realizada por duas pessoas com 100,0% de concordância.     

 
4.13  Análise do Perfil de Anticorpos Séricos Contra Proteínas de T.gondii na 
Infecção Aguda 
 Amostras de soro das gestantes agrupadas conforme descrito na Tabela 1 

(Grupos A, B, C e I) foram testadas pelo método de ELISA-rROP2. Posteriormente, 

uma análise qualitativa dos anticorpos contra as proteínas do taquizoíta do T. gondii foi 

realizada pelo método de WB no soro de puérperas com infecção aguda durante a 

gestação e de seus recém-nascidos com suspeita de infecção congênita, 

caracterizando, desta forma, os anticorpos dirigidos contra as principais proteínas 

expressas pela mãe e pelo lactente.  

 

4.14 Determinação da Especificidade dos Métodos de ELISA-rROP2 e WB  
 A especificidade dos métodos sorológicos avaliados foi determinada com o 

emprego de 26 amostras de soro de indivíduos soronegativos para toxoplasmose (IgG 

e IgM anti-T. gondii não reagente) e que apresentaram sororeatividade a outros 

patógenos ou antígenos como Treponema pallidum, Trypanosoma cruzi, Leishmania 

spp., Paracoccidioides brasiliensis e HIV-1. Foram avaliados soros com reatividade a 

marcadores sorológicos de autoimunidade como anticorpos antinucleares e anti-DNA 

dupla hélice.  
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4.15  PCR para Detecção do DNA de T. gondii  

 A amplificação de DNA do T. gondii foi realizada por PCR usando o método 

descrito por Homan et al. (2000). Os primers Tox4 (CGCTGCAGGGAGGAA 

GACGAAAGTTG) e Tox5 (CGCTGCAGACACAGTGCATCTGGATT) foram usados 

para a amplificação de um fragmento com 529 pb (GenBank No. AFI46527) de DNA 

de T. gondii. A PCR foi realizada em um volume final de 22,5 µL, contendo 2,5 µL de 

DNA extraído da amostra; 1 µL de 1,0 mM para cada primer, 100 mM de dNTP 

(Invitrogen, Life Technologies, CA, USA), 60 mM de Tris–HCl (pH 9.0), 15 mM de 

(NH4)2SO4, 2 mM de MgCl2 e 0,25 uL de Taq DNA polimerase (Invitrogen, Life 

Technologies, CA, USA) e 7,75 µL de Água Mili Q. A amplificação do DNA do parasita 

foi realizada com 35 ciclos em termociclador PTC-100 (MJ-Research, CA, USA), 

utilizando a seguinte condição de ciclagem: 7 min a 94 °C para desnaturação no 1º 

ciclo, seguida por 33 ciclos de 1 min a 94 °C para desnaturação, 1 min a 55 °C para 

anelamento e 1 min a 72 °C para extensão; o ciclo 35º foi seguido por uma extensão 

final de 10 min a 72 °C. Alíquota de cada produto de PCR foi submetida a eletroforese 

em gel de agarose a 2%. Taquizoítas da cepa RH (107/mL) tiveram seu DNA extraído 

para serem usados como controle positivo. A água foi considerada o controle negativo. 

Amostras controles positivo e negativo para o T. gondii foram incluídas em cada teste. 

 
4.16 Análise Estatística 
 Um banco de dados foi criado no Programa Microsoft Office Excell 2007 e no 

Programa Epi Info 3.4. (DEAN,1994). A análise estatística foi realizada nos Programas 

GraphPad Prism 5 (GraphPad Software, Inc., San Diego, USA) e SPSS 15.0. Variáveis 

categóricas foram expressas pelo número absoluto (n) e porcentagem (%) e 

analisadas pelos Testes de Qui-quadadro ou Exato de Fisher, quando apropriado. As 

variáveis contínuas foram expressas em mediana e variação interquartil (IQR) de 25%-

75%. Para a análise de variáveis contínuas como a comparação dos níveis de 

anticorpos entre os grupos de pacientes, foi utilizado o teste Kruskall Wallis para três 

ou mais grupos. Para avaliação da concordância entre os resultados obtidos nos 

testes de ELISA- rROP2, IFI e QL, foi determinado o índice Kappa (LANDIS; KOCH, 

1977). Valores de p < 0,05 foram considerados estatisticamente significativos.  
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5 RESULTADOS 
 

 Os resultados obtidos neste trabalho estão apresentados e discutidos em 

quatro artigos científicos descritos a seguir.  

 O primeiro artigo foi a descrição das características epidemiológicas, clínicas e 

laboratoriais dos casos de toxoplasmose congênita avaliados durante o levantamento 

de um período de 10 anos (2000 a 2010) de atendimento de crianças com suspeita de 

toxoplasmose congênita no AEHU da UEL, com o título: Toxoplasmose congênita em 

um serviço de referência do Paraná, no sul do Brasil. O artigo foi publicado na revista 

Brazilian Journal of Infectious Diseases, em 2014: CAPOBIANGO JD, BREGANÓ RM, 

NAVARRO IT, NETO CP, CASELLA AM, MORI FM, PAGLIARI S, INOUE IT, REICHE 

EM. Congenital toxoplasmosis in a reference center of Paraná, Southern Brazil. Braz J 

Infect Dis. 2014; 18 (4):364-71.   

 O segundo artigo relata a experiência da implantação da ficha de notificação da 

toxoplasmose em gestantes e crianças com o título: Toxoplasmose adquirida na 

gestação e congênita : uma abordagem prática na notificação da doença. O artigo será 

submetido à Revista de Epidemiologia e Serviços de Saúde, ISSN 1679-4974. 

 O terceiro artigo apresenta os resultados obtidos com o emprego do WB para 

detecção de IgG anti-T. gondii em amostras de pares mãe-bebê, com o seguinte título: 

Avaliação do método Western Blot para o diagnóstico de toxoplasmose congênita. 

 O quarto artigo descreve os resultados obtidos com o ELISA-rROP2 utilizado 

para a pesquisa de IgG anti-T. gondii em amostras de soro de gestantes com o 

seguinte título: Avaliação do método imunoenzimático com antígeno recombinante 

ROP2 (rELISA ROP2)  para o diagnóstico de toxoplasmose adquirida na gestação. O 

artigo será submetido à Revista Memórias do Instituto Oswaldo Cruz, ISSN 0074-

0276. 

 Também foi apresentado um tema livre em forma de poster no II Simpósio 

Brasileiro de Toxoplasmose, realizado em São Paulo, no período de 31/01/2013 a 

01/02/2013. Perfil dos casos de toxoplasmose congênita em um serviço de referência 

do Paraná, que recebeu menção honrosa e selecionado entre os 12 melhores 

trabalhos apresentados no referido evento científico.  
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 Artigo 1  .Toxoplasmose Congênita em um Serviço de Referência do Paraná, no Sul do Brasil
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Resumo 

Objetivo: demonstrar a experiência de notificação de toxoplasmose durante a gestação 

e toxoplasmose congênita em uma Unidade Sentinela. Métodos: foi implantada uma 

rotina de notificação de todos os casos suspeitos de toxoplasmose na gestante e 

toxoplasmose congênita, em um serviço de referência de toxoplasmose no Estado do 

Paraná, no período de agosto de 2013 a agosto de 2014. Foi utilizada uma ficha de 

notificação específica integrando dados do Núcleo de Epidemiologia do Hospital 

Sentinela e da Vigilância Epidemiológica da Secretaria Municipal de Saúde. 

Resultados: foram notificados 64 casos suspeitos de toxoplasmose adquirida na 

gestação; destes, 63 (98,4%) realizaram atendimento pré-natal e 41 (64,1%) foram 

assintomáticos. O diagnóstico foi realizado no 1º trimestre de gestação em 27 (42,2%) 

gestantes e 50 (78,1%) receberam tratamento durante a gestação. Quarenta e seis 

crianças estão em acompanahmento ambulatorial e destas, 7 (15,2%) tiveram o 

diagnóstico de toxoplamose congênita confirmado. A ficha de notificação foi útil para a 

obtenção dos dados epidemiológicos, diagnósticos e de seguimento dos casos suspeitos. 

Conclusão: a rotina de notificação implantada em uma Unidade Sentinela pode servir 

de modelo para a ampliação da notificação da toxoplasmose durante a gestação e 

congênita para os outros serviços de saúde. 

 Palavras-chave: Toxoplasmose, Toxoplasma, Toxoplasmose congênita, Vigilância 

Epidemiológica, Notificação de Doenças.  

 

Abstract 

Objective: to demonstrate the experience of the notification of toxoplasmosis during 

pregnancy and congenital toxoplasmosis in a Sentinel Unit. Methods: a routine 

reporting of all suspected cases of toxoplasmosis in pregnant women and congenital 
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toxoplasmosis in a reference center of toxoplasmosis in Paraná State, from August 2013 

to August 2014. It was used a specific notification form with integration of the 

Epidemiology Service of the Sentinel Hospital with the Epidemiological Surveillance 

Service of Municipal Health instruments. Results: 64 suspected cases of toxoplasmosis 

acquired during pregnancy were reported; 63 (98.4%) received pre-natal care and 41 

(64.1%) were asymptomatics. The diagnosis was made in the 1st trimester of pregnancy 

in 27 (42.2%) pregnant women and 50 (78.1%) received treatment during pregnancy. 

Forty six children are in clinical monitoring and of them, 7 (15The notification form 

was helpful for obtaining the data of epidemiology, diagnosis and follow-up of 

suspected cases. Conclusion: the routine notification introduced at the Sentinel Unit 

can be a model for the expansion of notification of toxoplasmosis during pregnancy and 

congenital toxoplasmosis for other health services. 

Keywords: Toxoplasmosis; Toxoplasma; Toxoplasmosis, Congenital; Epidemiologic 

Surveillance; Disease Notification. 

 

Introdução 

 A toxoplasmose é uma zoonose cosmopolita causada pelo protozoário 

Toxoplasma gondii (T. gondii) e infectante para diversas espécies de aves e mamíferos, 

incluindo o homem. O gato é o hospedeiro definitivo no qual o protozoário realiza seu 

ciclo sexuado.1,2 A toxoplasmose é considerada uma das cinco infecções parasitárias 

negligenciadas, um grupo de doenças parasitárias que tem sido alvo das ações em saúde 

em outros países, graças a sua elevada incidência, mesmo que de forma assintomática.3 

 A prevalência da soropositividade para toxoplasmose em gestantes na região sul 

do Brasil varia entre 31,0 e 59,9%.4, 5, 6  
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 Em Londrina, norte do Estado do Paraná, a terceira cidade do sul do Brasil, foi 

relatado que 49,2% das gestantes apresentam sororreatividade para anticorpos da classe 

IgG contra o T. gondii.7 Em estudo realizado no interior do Estado de São Paulo, 64,4% 

das gestantes foram expostas ao T. gondii e apresentavam anticorpos IgG contra o 

parasita.8 Portanto, ainda é elevada a frequência de gestantes susceptíveis a esta 

infecção no Brasil. 

 A infecção congênita ou transplacentária do T. gondii ocorre nos casos de 

mulheres que apresentam primoinfecção durante a gestação sendo menos provável 

durante a reativação da infecção, como pode ocorrer nos pacientes imunossuprimidos.2  

 O risco de transmissão vertical é menor no primeiro trimestre da gestação (10 a 

25%) em relação ao segundo (30 a 45%) e terceiro trimestres (60 a 65%) e atinge até 

80% se a infecção ocorrer próximo ao parto1. Há relatos de que 70% dos recém-

nascidos infectados durante a gestação não apresentam sintomas ao nascimento.9 

Todavia, é documentado que a infecção fetal durante o primeiro trimestre gera 

consequências mais graves como o abortamento e malformações fetais.10 Infecções 

durante o segundo trimestre da gestação podem provocar tanto abortamentos como 

nascimentos prematuros, a criança pode nascer assintomático ou sintomática com 

comprometimento ganglionar generalizado, hepatoesplenomegalia, miocardite, anemia, 

trombocitopenia, coriorretinite, calcificações cerebrais, microcefalia e hidrocefalia.1,10 

Já no terceiro trimestre, o recém-nascido aparentemente saudável pode apresentar 

evidências de doença congênita alguns dias ou meses após o nascimento. Portanto, a 

toxoplasmose congênita é uma doença que pode se apresentar com formas graves ou 

com sequelas graves tardias, mesmo em crianças assintomáticas ao nascimento. O 

diagnóstico precoce da infecção permite o tratamento antiparasitário adequado da 

gestante que pode reduzir a gravidade das sequelas da toxoplasmose no feto.11, 12  
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 Um estudo retrospectivo no período de 2000 a 2010 registrou 31 casos de 

toxoplasmose congênita atendidos no Hospital Universitário da Universidade Estadual 

de Londrina (HU/UEL), um serviço de referência para a toxoplamose. Os resultados 

demonstraram que a maioria das gestantes (82,5%) realizaram atendimento pré-natal; no 

entanto somente 4 (13,0%) receberam tratamento para toxoplasmose, o que resultou em 

elevada frequência de crianças com toxoplasmsoe congênita sintomáticas e com 

sequelas.13 Desde a implantação do Programa de Vigilância em Saúde da Toxoplasmose 

Gestacional e Congênita na atenção primária do município de Londrina, em 2006, com 

a investigação do perfil sorológico para toxoplasmose durante o atendimento pré-natal, 

houve uma redução de encaminhamentos desnecessários de gestantes e crianças ao 

HU/UEL.14  

 Porém, faz-se necessária a caracterização epidemiológica da toxoplasmose na 

gestação e congênita, por meio da notificação de todos os casos suspeitos, o que 

fornecerá subsídios para a implantação de medidas de prevenção primária e controle 

dessa infecção. Diante deste cenário, as portarias no 2.472/2010 e no 104/2011 do 

Ministério da Saúde tornaram a notificação de toxoplasmose gestacional e congênita 

obrigatória em Unidades Sentinelas.15,16  

 O presente trabalho tem como objetivo apresentar a experiência adquirida por 

uma Unidade Sentinela com a utilização de uma ficha epidemiológica e de um fluxo de 

notificação para os casos suspeitos de toxoplasmose adquirida durante a gestação e 

toxoplasmose congênita. Até a presente data não há publicações nacionais sobre a 

notificação de toxoplasmose na gestação e congênita, o que justifica e torna relevante o 

presente estudo. 
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Metodologia 

 Trata-se de um estudo descritivo que registra as notificações de toxoplasmose 

adquirida na gestação e congênita em um instrumento de coleta de dados, no período de 

agosto de 2013 a agosto de 2014, seguindo uma hierarquia de fluxo de notificação no 

HU/UEL, um serviço de referência do Estado do Paraná. O HU/UEL é um hospital 

público terciário com 290 leitos, localizado em Londrina, norte do Estado do Paraná, 

Brasil. O HU/UEL é considerado um Hospital Sentinela para a Agência Nacional de 

Vigilância Sanitária (ANVISA) e sua maternidade é considerada referência para 

atendimentos das gestantes de risco.  O atendimento ambulatorial é realizado no 

Ambulatório de Especialidades do Hospital Universitário (AEHU) para pacientes 

referenciados da atenção primária do município de Londrina e região e conta com 

diversos ambulatórios de especialidades, incluindo o Ambulatório de Alto Risco de 

Obstetrícia e Ambulatório de Infecções Congênitas. 

 O HU/UEL possui o Núcleo Hospitalar de Epidemiologia (NHE) responsável 

por identificação de casos de notificação compulsória de acordo com a Portaria no 

104/2011 do Ministério da Saúde e é uma Unidade Sentinela para notificação.16 O NHE 

é um campo de estágio extracurricular não obrigatório e de monitoria acadêmica para 

graduandos dos cursos de Enfermagem e Medicina onde o estagiário auxilia no 

rastreamento de todas os resultados das reações sorológicas realizadas no HU/UEL e no 

AEHU de interesse para a Vigilância Epidemiológica, por meio do sistema 

informatizado do Laboratório de Análises Clínicas (LAC) do HU/UEL . Em agosto de 

2013, iniciou-se o rastreamento específico para toxoplasmose adquirida na gestação, no 

qual a cada dois dias faz-se a busca dos resultados com reatividade para imunoglobulina 

M (IgM) anti-T. gondii em gestantes. Para cada gestante com reatividade para 

anticorpos IgM anti- T. gondii é aberta uma ficha específica de investigação (Figura 1) e 
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uma ficha do Sistema de Informação de Agravos de Notificação (SINAM) com dados 

de identificação da gestante.  

 Na rede de Unidades Básicas de Saúde (UBSs) do município de Londrina, a 

primeira amostra para investigação do perfil sorológico para toxoplasmose é coletada no 

primeiro trimestre de gestação, com repetição trimestral dos exames nas gestantes 

susceptíveis, ou seja, não expostas ao parasita. Nesta fase do atendimento, as amostras 

são processadas no Laboratório Central do Município (CENTROLAB) e o resultado do 

teste de avidez é comunicado à UBS dentro de três dias úteis. As gestantes com 

reatividade para IgM anti-T gondii iniciam tratamento específico com espiramicina e 

são encaminhadas ao AEHU para definição diagnóstica e acompanhamento do 

tratamento, seguindo o protocolo definido no Programa de Vigilância em Saúde da 

Toxoplasmose Gestacional e Congênita.17 Toda amostra de gestante recebida pela 

primeira vez no HU/UEL e AEHU, que apresenta reatividade para IgG e IgM anti-T. 

gondii é avaliada pelo teste de avidez da IgG pelo Setor de Imunologia Clínica do LAC 

do HU/UEL. 

 A ficha de notificação contem os dados da mãe e da criança e os campos foram 

criados seguindo as recomendações de vigilância do Centers for Disease Control and 

Prevention (CDC)18 para responder às seguintes perguntas durante a gestação: Qual o 

provável mecanismo de transmissão? Quais os sinais e sintomas mais frequentes? Qual 

a idade gestacional de aquisição da infecção? Qual o perfil sorológico? Qual o 

tratamento realizado e efeitos colaterais? As perguntas realizadas para o preenchimento 

dos campos relacionadas à criança são: Quais as manifestações clínicas mais frequentes 

no lactente? Qual a frequência de lesão ocular?  Qual a frequência de lesão neurológica? 

Qual o perfil sorológico? Qual o tratamento realizado e efeitos colaterais? Quais as 

sequelas mais frequentes nas crianças acometidas? Qual a taxa de transmissão vertical? 
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 Os médicos do Ambulatório de Alto Risco de Obstetrícia do AEHU realizam o 

preenchimento da ficha da gestante com suspeita de toxoplasmose aguda. O prontuário 

é carimbado para identificar que o caso já foi notificado e a ficha é encaminhada ao 

NHE para acompanhamento do caso. Estes dados são conferidos pelos estagiários por 

meio do sistema informatizado do HU/UEL. Dados incompletos são preenchidos após 

consulta aos prontuários médicos das pacientes acompanhadas no AEHU e por 

entrevista, por telefone com as pacientes (Figura 2). 

 A definição de infecção de todos os casos é realizada após o término da 

gestação, em reuniões mensais com médico infectologista. Utilizam-se os critérios de 

Lebech (1996)19 em relação ao perfil de anticorpos das classes IgG e IgM anti-T. gondii, 

assim como os do Ministério da Saúde, em relação ao teste de avidez da IgG e reação 

em cadeia de polimerase (PCR).20 

 São criadas agendas anuais específicas e um banco de dados no Programa Excel 

utilizando como modelo a rotina de trabalho do NHE. Para a criação da ficha de 

notificação, utiliza-se o programa de desenho vetorial CorelDRAW x4. Com o sistema 

de agendamento e com base na data provável do parto (DPP) organizam-se as datas para 

revisão dos casos, logo após o nascimento da criança. A equipe do NHE registra, 

semanalmente, as informações coletadas sobre todos os casos investigados em um 

banco de dados digital. O NHE encaminha as fichas padronizadas do SINAM de todas 

as gestantes suspeitas à Vigilância Epidemiológica e arquiva a ficha específica de 

toxoplasmose para acompanhamento dos casos.  

 Toda criança com suspeita de toxoplasmose congênita da rede municipal de 

saúde é encaminhada ao Ambulatório de Infecções Congênitas do AEHU para definição 

diagnóstica e acompanhamento do tratamento. 
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 O verso da ficha específica de toxoplasmose direcionada à criança é preenchido 

após o nascimento da mesma, em três momentos: 1) ao nascimento, na Maternidade do 

HU/UEL quando o pediatra preenche a ficha de notificação e encaminha a mesma para 

o profissional do NHE, que completa o preenchimento das informações do prontuário 

do recém-nascido; 2) com um ano de vida, quando o profissional do NHE preenche os 

dados com base no prontuário de acompanhamento ambulatorial pelo Ambulatório de 

Infecções Congênitas e 3) no segundo ano de vida, quando o caso é concluído pelo 

NHE após análise por médico infectologista. Para as crianças provenientes de outras 

maternidades, a ficha de notificação específica é preenchida pelo médico durante a 

primeira consulta de atendimento no Ambulatório de Infecções Congênitas e, após este 

procedimento, a ficha é encaminhada ao NHE. Após 24 meses de vida, a criança com 

toxoplasmose congênita confirmada tem agendamento anual no Ambulatório de 

Infecções Congênitas e agendamento anual de notificação do NHE, para detectar 

possíveis sequelas tardias (Figura 3). 

 Para a troca de informações entre o NHE e a Vigilância Epidemiológica utiliza-

se a rotina semanal de mensagens por correio eletrônico. A busca ativa integrada entre o 

NHE e a Vigilância Epidemiológica permite a convocação dos pacientes que não 

comparecem ao serviço de referência. A Vigilância Epidemiológica notifica, 

semanalmente, os casos suspeitos ao Ministério da Saúde pelo SINAM. 

 No presente estudo, foram analisadas as variáveis demográficas, 

epidemiológicas, clínicas, laboratoriais e de defecho dos casos notificados. As variáveis 

quantitativas foram expressas em mediana e variação interquartil (IQR 25%-75%) e as 

variáveis qualitativas foram expressas em número absoluto (n) e porcentagem (%). Foi 

realizada análise descritiva por meio das distribuições de frequências e proporções. As 

associações entre as variáveis qualitativas foram verificadas mediante o teste do qui-
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quadrado ou teste exato de Fisher, quando apropriado, com nível de significância de 5% 

(p < 0,05). Utilizou-se o programa GraphPad Prism 5 (GraphPad Software, San Diego, 

CA, USA) para os cálculos estatísticos. 

 O presente trabalho foi aprovado pelo Comitê de Ética em Pesquisa Envolvendo 

Seres Humanos da Universidade Estadual de Londrina, com Parecer no 047/05. Foi 

garantido o sigilo das informações individuais. 

 

Resultados  

 De agosto de 2013 a agosto de 2014 foram notificados 64 casos suspeitos de 

toxoplasmose adquirida na gestação (Tabela 1); destes, 32 (50,0%) eram de Londrina e 

32 (50,0%) eram provenientes de outros municípios da região. A idade das gestantes 

variou de 15 a 37 anos, com mediana de 24 anos e IQR 25% e 75% de 18,3 e 24 anos. 

Desta, 63 (98,4%) realizaram atendimento pré-natal e 33 (51,6%) tinham, no mínimo, 

oito anos de escolaridade. A maioria das gestantes não apresentou sintomas de 

toxoplasmose e, entre as manifestações clínicas, a mais relatada foi cefaleia (23,4%). 

Porém, ao excluir este sintoma inespecífico, 49 (76,5%) gestantes foram assintomáticas. 

Entre os fatores de risco associados à aquisição de toxoplasmose, os hábitos de comer 

vegetais crus e beber água não fervida e não filtrada foram os mais frequentes (46,0% e 

49,0%, respectivamente). O diagnóstico foi realizado no 1º trimestre de gestação em 

42,2% das gestantes. 

 Cinquenta (78,1%) gestantes receberam tratamento durante a gestação e em uma 

(1,6%) o tratamento foi suspenso pela presença de exantema. Os efeitos colaterais do 

tratamento relatados por 50 (78,1%) gestantes foram resultantes do uso de sulfadiazina, 

pirimetamina e ácido folínico; no entanto, foram reversíveis em todas. Destas, oito 

(16,0%) gestantes apresentaram sintomas gastrointestinais (náuseas, vômitos, diarreia) e 
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duas (4%) relataram exantema; nenhuma gestante apresentou aplasia de medula. Não 

houve diferença significativa entre a presença de efeitos colaterais apresentados pelas 

gestantes tratadas com sulfadiazina, pirimetamina e ácido fólinico (12/41) e as tratadas 

com espiramicina (0/10) (p = 0,0920).  

 Entre as 14 (21,8%) gestantes notificadas que não foram tratadas, uma (7,1%) 

não realizou pré-natal, 6 (42,9%) não tinham indicação de tratamento pois o diagnóstico 

era improvável e 7 (50,0%) perderam a oportunidade de tratamento; destas duas 

gestantes com IgG anti- T. gondii de avidez fraca ou intermediária não realizaram o 

tratamento, pois apresentaram soroconversão ao final da gestação. 

 Portanto, entre as 29 gestantes com IgG anti-T. gondii com avidez fraca ou 

intermediária 27 (93,1%) foram tratadas e 2 (6,9%) não receberam o tratamento. Entre 

as 27 gestantes com IgG anti-T. gondii com avidez forte, 17 (63,0%) foram tratadas e 10 

(37,0%) não receberam o tratamento. Houve diferença significativa entre as gestantes 

que tiveram avidez de IgG fraca ou intermediária e realizaram tratamento em relação às 

gestantes com forte avidez de IgG que foram tratadas (p = 0,0086).  

 Até a presente data, 46 crianças, sendo 27 (58,7%) do sexo masculino, estão em 

acompanhamento ambulatorial. A idade gestacional mediana foi de 39 semanas (IRQ 

25%-75% de 38 e 39 semanas) e a mediana de peso ao nascimento foi de 3.118 g (IRQ 

25%-75% de 2.686,2 e 3.117,5 g). Em 7 (15,2%) crianças, o diagnóstico de 

toxoplasmose congênita já foi confirmado e em 8 (12,5%) foi descartado, as demais 

crianças continuam em seguimento. Entre as crianças infectadas, 4 (57,1%) eram 

sintomáticas ao nascimento, 4 (57,1%) crianças apresentaram coriorretinite e 3 (42,9%) 

calcificação cerebral. 
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Discussão 

  O presente estudo demonstra uma significativa mudança no cenário da 

toxoplasmose adquirida na gestação e congênita, registrados em Londrina e região e 

atendidos no HU/UEL, comparado com os resultados descritos em estudo prévio.13 

Enquanto que no período de 2000 a 2010, a maioria das gestantes não era avaliada 

sorologicamente para toxoplasmose, a implantação da ficha de notificação dos casos de 

toxoplasmose adquirida na gestação e congênita no período de agosto de 2013 a agosto 

de 2014 demonstrou melhoria no diagnóstico e tratamento da doença na gestante, como 

resultado da implantação do Programa de Vigilância em Saúde da Toxoplasmose 

Gestacional e Congênita.14       

 Durante o processo de implantação da vigilância epidemiológica foram 

identificados alguns fatores dificultadores. O primeiro foi na elaboração da ficha de 

notificação específica para toxoplasmose, conforme o SINAM. O SINAM foi 

desenvolvido pelo Ministério da Saúde com o objetivo de padronizar os conceitos de 

definição de caso e transmitir os dados do município para a unidade federativa e 

Ministério da Saúde, na rotina da Vigilância Epidemiológica do Sistema Único de 

Saúde (SUS).21 Portanto, é um instrumento que auxilia no planejamento de ações de 

saúde para se definir as prioridades em saúde e avaliar o impacto das medidas adotadas.  

 Apesar do instrumento de notificação proposto neste estudo possuir um estilo 

semelhante às demais fichas de notificação do SINAN, a elegibilidade da maioria das 

questões foi determinada pela experiência dos pesquisadores envolvidos no processo. 

Isso ocorreu devido à ausência de um modelo brasileiro de notificação, de 

acompanhamento das notificações e de compilação de dados. O atual modelo de ficha 

de notificação foi testado e modificado durante vários meses e a sua última versão 

mostrou-se mais aceita por ser de mais fácil preenchimento e permitir melhor definição 
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do caso. Porém, ainda existe um certo grau de dificuldade para o preenchimento da 

ficha epidemiológica, devido a complexidade de informações inerentes à toxoplasmose. 

 Ressaltam-se ainda as dificuldades para a realização do diagnóstico da 

toxoplasmose. Em nosso estudo, a maioria das gestantes negou qualquer sintoma. 

Estima-se que 90% das mulheres que adquirem a toxoplasmose durante a gestação são 

assintomáticas22, 23, o que reforça a importância da realização de testes sorológicos para 

confirmação da presença da infecção no período pré-natal. Porém, há dificuldade de 

interpretação dos resultados obtidos nos diferentes métodos sorológicos e, muitas vezes, 

o diagnóstico é inconclusivo ao final da gestação, o que torna necessário o fechamento 

do caso somente após a definição do diagnóstico na criança. Portanto, diferente das 

demais doenças de notificação obrigatória, o fechamento do caso como confirmado ou 

descartado nem sempre pode ser aplicado na gestante com suspeita de toxoplasmose. Os 

critérios de Lebech19 não contemplam os métodos de PCR e de avidez da IgG anti-

T.gondii; por outro lado, os critérios utilizados pelo Ministério da Saúde20 não levam 

em consideração as várias possibilidades de evolução dos títulos de IgG anti-T. gondii. 

 Há ainda algumas dificuldades durante o atendimento pré-natal, como má adesão 

ou início tardio do acompanhamento no pré-natal que dificultam a interpretação dos 

resultados da avaliação sorológica para toxoplasmose quando realizada somente após o 

primeiro trimestre de gestação. Outro problema encontrado foi o preenchimento 

inadequado do cartão de pré-natal, com anotações incompletas dos exames sorológicos 

para toxoplasmose (ausência de dados, tais como métodos laboratoriais utilizados para 

pesquisa de IgG e IgM anti-T. gondii, título de anticorpos e data da realização do 

exame) ou até o preenchimento com letra ilegível. 

 É importante o seguimento ambulatorial a longo prazo das crianças com 

toxoplasmose congênita pela possibilidade de desenvolvimento de dano visual, atraso 
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de desenvolvimento neuropsicomotor, hidrocefalia, convulsões ou surdez, meses ou 

anos após o nascimento, mesmo quando a criança é assintomática no momento do 

nascimento.12, 24, 25 A coriorretinite é a manifestação mais frequente da toxoplasmose 

congênita e ocorre em até 80,0% das crianças infectadas.26, 27  

 Como a toxoplasmose congênita pode causar várias sequelas tardias, nos 

deparamos com a dificuldade de definição do tempo de seguimento da criança com 

diagnóstico confirmado. Portanto, priorizamos na ficha da criança a idade para o 

fechamento do diagnóstico, com seguimento até os dois anos de idade para todos os 

casos suspeitos de toxoplasmose. Os dados clínicos e de imagem obtidos nos primeiros 

dois anos de vida definem o surgimento de lesões precoces para os casos confirmados. 

Porém, deixamos um campo aberto ao final da ficha, para anotação de sequelas mais 

tardias para os casos confirmados, incluindo, principalmente, as lesões oftalmológicas e 

neurológicas, com agendamento de atendimento ambulatorial anual, até os 10 anos de 

idade.  

 Na maioria dos países, a toxoplasmose congênita não é uma doença de 

notificação obrigatória. Em 12 países da Europa, a toxoplasmose sintomática (congênita 

ou não) é de notificação obrigatória e, somente em três países (França, Alemanha e 

Itália) há uma vigilância da toxoplasmose congênita. Na Dinamarca, esta vigilância foi 

interrompida em 2007. A maior parte dos casos é notificada pelos laboratórios; porém, 

vários profissionais de saúde, médicos e epidemiologistas podem notificar os casos. O 

grupo de estudos europeu de prevenção da toxoplasmose acredita que o sistema de 

vigilância e as medidas públicas de prevenção têm que ser melhoradas, pois somente 

com a manutenção da vigilância podem-se obter dados para avaliar a frequência e 

gravidade dos casos, além de definir a tendência epidemiológica da doença no decorrer 

do tempo. 28 
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 A aprovação da Portaria nº 2472 do Ministério da Saúde de 2010, Art. 6º, que 

inclui a toxoplasmose aguda gestacional e congênita na lista de notificação compulsória 

em Unidades Sentinelas foi, sem dúvida, um grande avanço.15 O problema é que ainda 

não há uma rotina de busca ativa na região norte do Estado do Paraná que garanta o 

encaminhamento para o AEHU de todas as gestantes suspeitas atendidas nas UBS, que 

são as principais responsáveis pelo encaminhamento das mesmas. Além disso, o 

instrumento inicial de notificação estabelecido para a Vigilância Epidemiológica foi a 

“Ficha Individual de Notificação” do Ministério da Saúde, que é utilizada para agravos 

que não têm ficha específica, é adequada para notificação de surto, mas insuficiente 

para atender as necessidades técnicas para o acompanhamento dos casos de 

toxoplasmose. 

 Provavelmente, a falta de um modelo de ficha de notificação do Ministério da 

Saúde e de um Programa de Vigilância Nacional justifique a não inclusão da 

toxoplasmose aguda gestacional e congênita entre as doenças de notificação 

compulsória em Unidades Sentinelas nas últimas Portarias nº 1.984 e nº 1.271, do 

Ministério da Saúde, no ano de 2014. 29,30  

 Entre os fatores facilitadores do estudo é possível citar a experiência dos 

pesquisadores na área da epidemiologia na rotina do NHE e da Vigilância 

Epidemiológica, além da disponibilidade de maior número de recursos humanos no 

NHE, com a presença de estudantes de medicina que iniciam a prática extensionista, 

atuando diretamente com a comunidade. 

 Com a rotina de notificação dos casos suspeitos de toxoplasmose na gestação, 

pode ocorrer uma maior busca ativa dos casos suspeitos atendidos na rede municipal de 

saúde, o que facilitará o encaminhamento da gestante e da criança suspeitas aos serviços 

de referência para a confirmação diagnóstica e acompanhamento de tratamento. Este 
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resultado positivo pode explicar, em parte, as diferenças nas características 

epidemiológicas e clínicas de gestantes e seus recém-nascidos registrados em estudo 

prévio nesta mesma população.13   

 A notificação do caso para a vigilância, além de obrigatória, é válida para obter 

dados de incidência da toxoplasmose adquirida na gestação e congênita, obter a taxa de 

transmissão congênita, avaliar a gravidade da doença no binômio mãe-criança e analisar 

a eficácia do tratamento materno na prevenção da transmissão congênita e suas sequelas 

na criança.  

 A possibilidade de utilização de uma ficha específica de notificação pode trazer 

o conhecimento das dificuldades locais e facilitar a discussão de soluções para 

implantação de um fluxo de encaminhamento e acompanhamento dos casos, nos 

diversos serviços do país. Esta caracterização é crucial para o êxito da adesão e sucesso 

na implantação da vigilância da toxoplasmose na gestação e congênita em outras 

localidades do país.  

 No futuro, a ampliação da implantação de uma rede de assistência, referência e 

notificação da toxoplasmose durante a gestação e congênita, nas diversas Regionais de 

Saúde do Brasil, permitirá o acompanhamento sistematizado de todos os pacientes de 

vários municípios brasileiros, minimizando as falhas neste atendimento, com o 

diagnóstico e tratamento mais precoces e redução das sequelas na criança.  

 Conclui-se que a ficha de notificação da toxoplasmose na gestação e congênita 

pode ser utilizada inicialmente pelos locais de referência de notificação e 

posteriormente pelos diversos serviços de saúde, para trazer as informações 

epidemiológicas regionais, que possibilitarão a ampliação do conhecimento da doença 

no país. 
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Figura 1 – Ficha de notificação dos casos suspeitos de toxoplasmose adquirida na 

gestação e toxoplasmose congênita, no município de Londrina, Estado 

do Paraná. Brasil, agosto de 2013 a agosto de 2014 
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Figura 2 - Fluxo de notificação da gestante com toxoplasmose suspeita ou 

confirmada durante a gestação, no município de Londrina, Estado 

do Paraná. Brasil, agosto de 2013 a agosto de 2014  
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Figura 3 – Fluxo da notificação da criança com toxoplasmose congênita suspeita ou 

confirmada, no município de Londrina, Estado do Paraná. Brasil, 

agosto de 2013 a agosto de 2014 
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Tabela 1 - Características demográficas, clínicas e laboratoriais das gestantes 

notificadas com suspeita de toxoplasmose aguda, na cidade de 

Londrina no estado do Paraná. Brasil, no período de agosto de 2013 

a agosto de 2014. 

 

 

 

 

 

 

 

 

Variável n = 64 % 

Procedência   

Zona urbana 

Zona rural                                    

Ignorado 

57 

5 

2 

89,1 

7,8 

3,1 

Escolaridade   

    Analfabeta 0 0,0 

    1 a 8 anos 23 35,9 

    > 8 anos 33 51,6 

    Ignorado 8 12,5 

Sintomas   

    Febre 0 0,0 

    Exantema 1 1,7 

    Mialgia 9 14,1 

    Cefaleia 15 23,4 

    Adenomegalia 4 6,5 

    Ignorado 6 9,4 

    Ausentes 41 64,1 
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a) Imunoensaio de micropartículas por quimioluminescência IgM anti-T. gondii (Architect, System 

Abbott, Wiesbaden, Alemanha).  

b) Teste de avidez da IgG por imunoensaio de micropartículas por quimioluminescência (Architect, 

System Abbott, Wiesbaden, Alemanha).  

c) adaptado de Lebech (1996)19 e do Ministério da Saúde (2013)20. 

 

 
 

Variável n = 64 % 

Hábitos associados à aquisição da 

toxoplasmose   

  

    Limpou fezes de gato 9 14,1 

    Contato com terra ou areia 19 29,7 

    Bebeu água não fervida ou filtrada 46 71,9 

    Comeu vegetais crus 49 76,6 

    Comeu carne crua 24 37,5 

    Contato com gatos 27 42,2 

Trimestre da gestação no diagnósticoa   

    1º trimestre 27 42,2 

    2º trimestre 21 32,8 

    3º trimestre 11 17,2 

    Ignorado 5 7,8 

Teste de Avidez de IgGb   

Fraca Avidez    24 37,5 

Avidez Intermediária     5 7,8 

Forte Avidez 27 42,2 

Avidez não realizada 8 12,5 

Classificaçãoc   

    Confirmado 4 6,2 

    Provável 27 42,2 

    Possível 17 26,6 

    Improvável 15 23,4 

    Susceptível 1 1,6 
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Resumo 
Muitas são as dificuldades na interpretação dos resultados obtidos nos métodos 

sorológicos para o diagnóstico de toxoplasmose congênita, pois a maioria das crianças 

é assintomática ao nascimento e os anticorpos da classe IgM anti-Toxoplasma gondii 

(T. gondii) não são detectados em todos os recém-nascidos. O objetivo do presente 

estudo foi avaliar o método de Western Blot (WB) para a detecção de anticorpos IgG 

anti-T. gondii presentes no soro de crianças de mães com toxoplasmose adquirida na 

gestação para auxiliar no diagnóstico da toxoplasmose congênita. No período de junho 
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de 2011 a junho de 2014, foram acompanhadas 99 mães com toxoplasmose adquirida 

na gestação e suas respectivas crianças. Dados epidemiológicos, clínicos e 

laboratoriais foram coletados das mães e suas crianças. Destas crianças, 15 (15,1%) 

preencheram os critérios para diagnóstico de toxoplasmose congênita, 32 (32,3%) 

tiveram o diagnóstico excluído e nas demais 52 (52,5%), não foi possível definir o 

diagnóstico de infecção congênita no período do estudo e foram excluídas. Os 

sintomas nos primeiros três meses de vida foram observados em 12 (80,0%) crianças 

e os mais frequentes foram calcificação cerebral em 9 (60,0%), coriorretinite em 8 

(53,3%), hidrocefalia em 4 (26,6%) e vitreíte em 2 (13,3%). Anticorpos IgM anti-T. 

gondii foram detectados em 6 (40,0%) crianças e a reação em cadeia da polimerase 

(PCR) para detecção do DNA do T. gondii foi positiva em 5 das 7 realizadas (71,4%). 

No WB, as proteínas reconhecidas com maior frequência pelo soro das crianças 

apresentaram peso molecular (em kDa) de 30 (33,3%), 31 (20,0%), 44 (20,0%), 13 

(13,3%), 58 (13,3%) e 94 (13,3%). A sensibilidade do WB foi 60,0% [intervalo de 

confiança (IC) 95% 32,3 a 83,7%], a especificidade foi 43,7% (IC 95% 26,7 a 62,3%), 

valor preditivo positivo de 33,3% (IC 95% 16,5 a 54,0%) e valor preditivo negativo de 

70,0 % (IC 95% 45,7 a 88,1%), (p=0.05875). Com a associação da presença de 

sintomas clínicos ou WB positivo, verificou-se aumento da sensibilidade para 92,0%. 

Quando associado a outros marcadores de infecção congênita como a pesquisa de 

IgM anti-T. gondii ou da PCR, a sensibilidade do WB aumentou para 76,0 e 89,1%, 

respectivamente. Os resultados confirmam que o WB pode ser útil na avaliação 

sorológica de pacientes com toxoplasmose congênita; no entanto, devido à 

sensibilidade observada, não deve ser utilizado isoladamente, mas em associação 

com outros marcadores de infecção congênita.  

 

Palavras-chave: Toxoplasmose, Toxoplasma gondii, Toxoplasmose congênita, 

Western Blot.  

 
 
Introdução 
 A maior parte das crianças com toxoplasmose congênita não apresenta sinais 

ou sintomas ao nascimento, caracterizando infecção subclínica; mesmo assim, a 

criança apresenta risco de desenvolver sequelas tardias, principalmente oculares e 

neurológicas (BEVERLEY et al., 1973). Para os casos sintomáticos, há maior 

gravidade das manifestações clínicas quando a infecção ocorre no primeiro trimestre 

da gestação; porém, mesmo as crianças infectadas durante o terceiro trimestre da 
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gestação podem ter lesões oculares e no sistema nervoso central (SNC) (FRENKEL; 

BERMUDEZ, 2005; REMINGTON et al., 2011). 

 São consideradas suspeitas todas as crianças, sintomáticas ou não, que são 

filhas de mães com toxoplasmose aguda no curso da gestação ou que nascem com 

sinais ou sintomas da doença que incluem icterícia, hepatoesplenomegalia, 

linfadenopatia, anemia, baixo peso, prematuridade, coriorretinite, estrabismo, 

nistagmo, microcefalia, iridociclite, microcefalia, convulsões, alterações do líquido 

cefaloraquidiano (LCR), hidrocefalia e calcificações cerebrais (REMINGTON et al., 

2011). 

 As crianças suspeitas devem ser submetidas à investigação sorológica com 

pesquisa de anticorpos específicos anti-Toxoplasma gondii (T. gondii). A obtenção de 

reatividade de anticorpos da classe IgM e/ou IgA, ou a persistência de IgG após os 12 

meses de vida, ou aumento dos títulos de anticorpos da classe IgG em amostras 

seriadas são perfis sorológicos que caracterizam a infecção congênita (REMINGTON 

et al., 2011; AMERICAN ACADEMY OF PEDIATRICS, 2009).  

 Porém, o diagnóstico sorológico confirmatório da infecção pelo T. gondii pela 

detecção dos anticorpos da classe IgM contra o parasita não ocorre em todos os 

recém-nascidos (LEBECH et al., 1999; LAGO et al., 2007; REMINGTON et al, 2011; 

CAPOBIANGO et al., 2014). Além disto, a presença de anticorpos IgG anti-T. gondii 

nas amostras dos recém-nascidos não é evidência de infecção, visto que os 

anticorpos IgG maternos são transferidos passivamente e a meia vida destes 

anticorpos é de, pelo menos, 23 dias e podem persistir por até um ano. Portanto, 

deve-se avaliar os anticorpos IgG anti- T. gondii em amostras seriadas de soro para 

confirmar a presença da infecção congênita e até que se possa excluir a infecção 

congênita a criança permanece sob tratamento e acompanhamento ambulatorial. 

(FRENKEL; BERMUDEZ, 2005; RODRIGUES  et al., 2009; REMINGTON et al., 2011). 

 No feto infectado, anticorpos IgG e IgM produzidos contra os determinantes 

antigênicos do T. gondii podem diferir daqueles anticorpos IgG e IgM anti-T. gondii 

detectados no soro materno. Crianças com toxoplasmose congênita com testes 

convencionais de IgM não reagente têm sido diagnosticadas nos primeiros meses de 

vida por meio do método de Western Blot (WB) (REMINGTON; ARAÚJO; DESMONT, 

1985; PINON et al., 2001; DUPONT et al., 2003; REMINGTON; THULLIEZ; 

MONTOYA, 2004). 

Como são muitas as dificuldades na interpretação dos resultados obtidos nos 

testes sorológicos para o diagnóstico de toxoplasmose congênita, os exames 

laboratoriais devem ser definidos por meio da repetição dos testes com a avaliação de 

outra amostra coletada após algumas semanas ou com o emprego de vários testes 
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para a pesquisa de diferentes classes de anticorpos, o que pode levar meses para a 

definição diagnóstica. Assim, torna-se necessário um método de diagnóstico rápido e 

de baixa complexidade, para que os laboratórios de referência para toxoplasmose 

possam diferenciar os resultados duvidosos obtidos pelas técnicas sorológicas 

convencionais de rotina. Portanto, o objetivo do presente trabalho foi avaliar o método 

WB para a detecção de anticorpos IgG anti-T. gondii presentes no soro da criança e 

da mãe com toxoplasmose adquirida na gestação para auxiliar no diagnóstico da 

toxoplasmose congênita.  

 

Materiais e Métodos  
 O estudo foi aprovado pelo Comitê de Ética em Pesquisa Envolvendo Seres 

Humanos da Universidade Estadual de Londrina (UEL) com o Parecer no 043/2011. 

Todas as mães participaram voluntariamente e assinaram o Termo de Compromisso 

Livre e Esclarecido. 

   

Sujeitos 
 A população foi constituída por mulheres com suspeita de toxoplasmose 

adquirida na gestação e seus filhos, atendidos no Ambulatório de Infectologia 

Pediátrica, do Ambulatório de Especialidades do Hospital Universitário (AEHU), da 

UEL, no período de junho de 2011 a junho de 2014. Para o grupo de pacientes, foram 

incluídas as crianças cujas mães tiveram suspeita de toxoplasmose com IgM anti-T. 

gondii reagente durante a gestação. As amostras de sangue das crianças para a 

realização do WB foram coletadas durante os primeiros três meses de vida. Foram 

excluídas as gestantes imunocompetentes com diagnóstico de toxoplasmose prévio à 

gestação e os lactentes com toxoplasmose aguda adquirida, portanto, fora do período 

gestacional. Foram seguidos os seguintes critérios para a definição da infecção na 

criança: elevação dos títulos de IgG em amostras seriadas nos primeiros meses de 

vida e/ou a persistência dos anticorpos IgG anti-T. gondii após os 12 meses de vida 

e/ou IgM anti-T. gondii reagente e/ou coriorretinite e/ou lesão de SNC com IgG 

reagente e/ou PCR para detecção do DNA do T. gondii positiva (BRASIL, 2013; 

AMERICAN ACADEMY OF PEDIATRICS, 2009; LEBECH et al., 1996). O grupo 

controle foi constituído pelas crianças cujas mães tiveram suspeita de toxoplasmose 

com IgM anti-T. gondii reagente durante a gestação, mas não preencheram os critérios 

de infecção congênita descritos anteriormente. 

 Foram acompanhadas 99 crianças e suas mães. Destas, 15 (15,1%) crianças 

tiveram o diagnóstico de toxoplasmose congênita e em 32 (32,3%) crianças foi 

possível excluir o diagnóstico de toxoplasmose. Em 52 crianças (52,5%) não foi 
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possível definir o diagnóstico de infecção congênita no período do estudo, portanto 

não foram incluídas. 

 
Reações sorológicas para detecção de IgM e IgG anti-T. gondii  

 As reações sorológicas realizadas no período pré-natal nas amostras das 

gestantes e, posteriormente, nas amostras das crianças coletadas nos primeiros três 

meses de vida foram realizadas pelos métodos convencionais da rotina laboratorial. 

Anticorpos IgG anti-T. gondii foram determinados pelo método de imunofluorescência 

indireta (IFI) (CAMARGO, 1964, 1973), com reagentes comerciais (Biolab-Merieux 

(Imunoblot, Jacarepaguá, RJ, Brasil), que utiliza T. gondii obtido a partir de líquido 

ascítico de camundongos infectados, e por imunoensaio de micropartículas por 

quimioluminescência (QL) (Architect, System Abbott, Wiesbaden, Alemanha) que 

utiliza antígeno recombinante p30 (SAG1) e p35 (GRA8) do T. gondii. Anticorpos IgM 

anti-T. gondii foram detectados por imunoensaio de micropartículas por QL (Architect, 

System Abbott, Wiesbaden, Alemanha), que utiliza o antígeno p30 e lisado total de T. 

gondii. As amostras das mães com reatividade simultânea para os anticorpos IgG e 

IgM foram submetidas ao teste de avidez da IgG por método de QL (Architect, 

System Abbott, Wiesbaden, Alemanha) para diferenciação entre infecção recente (< 4 

meses) e infecção há mais de 4 meses. 

 

Obtenção dos antígenos de T. gondii 
 Cinco camundongos albinos fêmeas, com idade entre 45 a 60 dias e peso entre 

25 e 40 g foram utilizados para obtenção de taquizoítas da cepa RH do T. gondii a 

serem utilizados no teste de WB. Os animais foram inoculados pela via intraperitoneal 

com uma suspensão de taquizoítas vivos (105/mL) em solução fisiológica estéril. 

Quarenta e oito horas após a inoculação, o exsudato foi obtido por lavagem da 

cavidade peritoneal com 3,0 mL de solução fisiológica estéril. As amostras foram 

passadas duas vezes em agulha de 27G para ruptura de células do hospedeiro. 

Posteriormente, as amostras foram centrifugadas e o sedimento foi padronizado em 

109 taquizoítas/ mL por contagem em câmara de Neubauer (LUNDÉN, 1995).  

 
Método de WB 
 Primeiramente, foram quantificadas as proteínas do T. gondii a serem utilizadas 

no WB por método de Lowry et al (1951).  Foi utilizado gel de poliacrilamida 12% para 

separação eletroforética das proteínas; posteriormente, foi realizada a transferência 

das proteínas para a membrana de nitrocelulose com reagentes comerciais (I BLOT TM 
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Gel Transfer System, CA, EUA), seguindo as instruções do fabricante. O papel de 

nitrocelulose foi corado com Ponceau por 5 minutos sob agitação, para a avaliação da 

transferência das proteínas. Após lavagem com água destilada, as fitas de 

nitrocelulose foram cortadas e bloqueadas com leite desnatado 5% + tampão tris 

salino (TBS) Tween, sob agitação, durante 1 hora ou com incubação overnight. 

Posteriormente, foram realizadas três lavagens, sob agitação, com TBS e leite 

desnatado 5%. Após a lavagem, foi adicionado o soro do paciente diluído em TBS 

Tween e leite desnatado a 5% e deixado sob agitação por 1 hora e 30 minutos. Após 

três lavagens sob agitação com TBS Tween e leite desnatado 5% foi adicionado o 

conjugado anti-IgG humano (InvitrogenTM,  CA, EUA) diluído em TBS Tween e leite 

desnatado 5%, deixado sob agitação por 1 hora e 30 minutos. Após três lavagens, sob 

agitação, com TBS Tween e leite desnatado 5%, foi adicionado o substrato cromógeno 

diaminobenzidina (DAB) e peróxido de hidrogênio. Quando as bandas eram 

visualizadas, a reação era interrompida com água destilada. Soros controles positivo e 

negativo para anticorpos anti-T. gondii foram incluídos em cada teste. 

 A análise qualitativa dos anticorpos contra as proteínas do T. gondii foi 

realizada pelo WB no soro de gestantes com infecção aguda e de seus recém-

nascidos caracterizando, desta forma, os anticorpos dirigidos contra as principais 

proteínas expressas pelo parasita. O teste foi considerado positivo se a criança 

apresentasse anticorpos que reconhecessem, pelo menos, uma banda de proteína 

diferente da mãe ou com intensidade maior que a banda correspondente materna, 

como demonstrado na figura 1 (REMINGTON; ARAÚJO; DESMONT, 1985; 

CHUMPITAZI, 1995; GROSS et al., 2000; RILLING et al., 2003; MACHADO et al., 

2010). Para controlar a subjetividade da leitura, dois avaliadores realizaram a leitura 

dos testes e houve concordância em 100% dos resultados. 

 A especificidade do método WB foi determinada com o emprego de 26 

amostras de soro de indivíduos soronegativos para a toxoplasmose (IgG e IgM anti-T. 

gondii não reagente) e com reatividade para anticorpos contra outros patógenos como 

Treponema pallidum (n=5), Trypanosoma cruzi (n=5), Leishmania spp (n=2), 

Paracoccidioides brasilienses (n=5) ou reatividade aos marcadores sorológicos de 

autoimunidade como anticorpos antinucleares (n=5) e anti-DNA dupla hélice (n=4).  

 
PCR para detecção de DNA do T. gondii 
 A amplificação de DNA do T. gondii foi realizada usando o método descrito por 

Homan et al. (2000). Os primers Tox4 (CGCTGCAGGGAGGAAGACGAAAGTTG) e 

Tox5 (CGCTGCAGACACAGTGCATCTGGATT) foram usados para a amplificação de 

um fragmento com 529 pares de bases (pb) (GenBank No. AFI46527) de DNA de T. 
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gondii. A PCR foi realizada em um volume final de 22,5 µL, contendo 2,5 µL de DNA 

extraído da amostra; 1 µL de 1,0 mM para cada primer, 100 mM de dNTP (Invitrogen, 

Life Technologies, CA, USA), 60 mM de Tris–HCl (pH 9.0), 15 mM de (NH4)2SO4, 2 

mM de MgCl2 e 0,25 uL de Taq DNA polimerase (Invitrogen, Life Technologies, CA, 

USA) e 7,75 µL de água Mili Q. A amplificação do DNA do parasita foi realizada com 

35 ciclos em termociclador PTC-100 (MJ-Research, CA, USA), utilizando a seguinte 

condição de ciclagem: 7 min a 94 °C para desnaturação no 1º ciclo, seguida por 33 

ciclos de 1 min a 94 °C para desnaturação, 1 min a 55 °C para anelamento e 1 min a 

72 °C para extensão e o ciclo 35º foi seguido por uma extensão final de 10 min a 72 

°C. Alíquota de cada produto de PCR foi submetida a eletroforese em gel de agarose 

2%. Taquizoítas da cepa RH (107/mL) tiveram seu DNA extraído para serem usados 

como controle positivo. A água foi considerada o controle negativo. Amostras controles 

positivo e negativo para o T. gondii foram incluídas em cada teste. 

 
Análise Estatística 
 Um banco de dados foi criado no Programa Microsoft Office Excell 2007 e no 

Programa Epi Info 3.4. A análise estatística foi realizada no Programa GraphPad Prism 

5 (GraphPad Software, Inc., San Diego, USA) e no Programa SPSS 15.0. Variáveis 

categóricas foram expressas em número absoluto (n) e porcentagem (%) e analisadas 

pelo Teste de Qui-quadrado ou Exato de Fisher, quando apropriado. Variáveis 

contínuas foram expressas em mediana e variação interquartil (IQR) de 25% e 75%. 

Para o WB foram calculados os parâmetros de sensibilidade, especificidade, valor 

preditivo positivo (VPP) e valor preditivo negativo (VPN), com intervalo de confiança 

(IC) de 95%. Valores de p < 0,05 foram considerados estatisticamente significativos. 

 

Resultados 
 A idade das mães no grupo de crianças infectadas variou de 15 a 36 anos, com 

mediana de 23 anos e IQR (25 e 75%) de 17 e 32 anos. A idade das mães no grupo 

de crianças não infectadas variou de 15 a 37 anos, com mediana de 22,5 anos, IQR 

(25 e 75%) de 18 e 27,8 anos (p=0,187). 

 Segundo os critérios de Lebech et al. (1996) e do Ministério da Saúde 

(BRASIL, 2013) para a definição da infecção congênita obtivemos os seguintes 

resultados: das 15 crianças com toxoplasmose congênita, 12 (80,0%) foram 

sintomáticas e preencheram os critérios clínicos para a definição da doença, 6 (40,0%) 

apresentaram IgM anti-T. gondii reagente, 5 (33,3%) apresentaram elevação de IgG 

anti-T. gondii nos primeiros meses de vida, 1 (6,7%) apresentou persistência dos 
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títulos  de IgG  anti- T. gondii em amostras seriadas e 5 das 7 (71,4%) que realizaram 

PCR apresentaram resultado positivo (Tabela 1). 

 Entre as 15 crianças com toxoplasmose congênita, o teste WB foi positivo em 9 

(60,0%) e entre as 32 crianças sem toxoplasmose o teste foi positivo em 18 (56,3%), o 

que resultou em uma sensibilidade de 60,0% (IC 95% 32,3 a 83,7%), especificidade de 

43,7% (IC 95% 26,4 a 62,3%), VPP de 33,3% (IC 95% 16,5 a 54,0) e VPN de 70,0 % 

(IC 95% 45,7 a 88,1) (p=0,05875). Em 2 crianças com toxoplasmose congênita, o WB 

foi negativo e a IgM anti-T. gondii foi reagente; em 6 crianças, o WB foi positivo e a 

IgM anti-T. gondii não foi detectada e em 4 crianças os dois testes foram negativos. 

 O peso molecular (PM) das proteínas reconhecidas pelos anticorpos presentes 

no soro das crianças com toxoplasmose congênita (casos) variaram de 2 a 94 kDa e 

das proteínas reconhecidas pelos anticorpos presentes no soro das não infectadas 

(controles) variaram de 1 a 160 kDa. Entre as 9 crianças diagnosticadas pelo WB, 7 

apresentaram bandas diferentes das observadas no soro materno e 2 com bandas de 

maior intensidade que as apresentadas pela amostra da mãe. 

 As proteínas reconhecidas com maior frequência pelos anticorpos das 

amostras dos grupos de caso e controle estão demonstradas na Figura 2. A 

comparação das frequências das proteínas reconhecidas pelos anticorpos séricos dos 

dois grupos, em relação à amostra materna, está demonstrada na Tabela 2. Em 

relação às 26 amostras de pacientes com outras doenças, 2 não apresentaram 

reatividade e 24 apresentaram reatividade de anticorpos que reconheceram as 

proteínas de 17 a 118 kDa e as reconhecidas com maior frequência foram p22 

(11/40,7%), p34 (9/33,3%), p38 (8/29,6%), p94 (6/22,2%), p56 (5/18,5%) e p30 

(5/18,5%). 

 Ao analisar o teste de IgM anti T. gondii detectado por método de QL, 

obtivemos a sensibilidade de 40,0% (IC 95% 16,3 a 67,6), especificidade de 100,0% 

(IC 95% 89,1 a 100,0), VPP de 100,0% (IC 95% 54,1 a 100,0), VPN de 78,1% (IC 95% 

62,4 a 89,4) (p = 0,0005).  

 Para a detecção do DNA parasita por PCR, a sensibilidade foi de 71,4 % (IC 

95% 29,0 a 96,3), especificidade de 100,0% (IC 95% 69,2 a 100,0), VPP de 100,0% 

(IC 95% 47,8 a 100,0) e VPN de 83,3% (IC 95% 51,6 a 98,0) (p = 0,0034). 

 A sensibilidade e especificidade do WB quando associadas à presença da IgM 

anti-T. gondii, à PCR e aos sintomas clínicos observados estão demonstradas na 

tabelas 3.  

O WB foi positivo em 6/9 pacientes (66,7%) com coriorretinite e em 3/6 

pacientes (50,0%) sem coriorretinite (p = 0,6224), revelando uma sensibilidade de 

66,7% (IC 95% 29,9 a 92,5), especificidade de 50% (IC 95% 11,8 a 88,2), VPP de 
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66,7% (IC95% 29,9 a 92,5) e VPN de 50% (IC 95% 11,8 a 88,2). As proteínas 

reconhecidas com maior frequência pelos anticorpos das amostras dos pacientes com 

coriorretinite foram: p20 (3/6, 50,0%), p46 (3/6, 50,0%) e p50 (3/6, 50,0%). Para os 

pacientes sem coriorretinite, as proteínas mais frequentemente reconhecidas foram 

p25 (2/3, 67,0%) e p94 (2/3, 67,0%). A proteína p94 não foi reconhecida pelas 

amostras de soro de pacientes com coriorretinite. Considerando as proteínas 

reconhecidas, não houve diferença significativa entre os grupos (p= 0,1494). 

 Em relação aos 9 pacientes com calcificação cerebral, 6 (66,7%) pacientes 

apresentaram WB positivo, enquanto que entre os 6 pacientes sem calcificação 

cerebral, 3 (50,0%) apresentaram WB positivo (p = 0,6224). 

   
Discussão 
 O diagnóstico de toxoplasmose congênita é um desafio na prática clínica, pois 

a sensibilidade da soropositividade da IgM anti T. gondii tem sido relatada entre 50,0% 

e 75,0% das crianças com a doença (LEBECH et al., 1999; LAGO et al., 2007). Em 

estudo prévio, relatamos uma soropositividade de 48,3% para IgM anti-T. gondii em 

pacientes com toxoplasmose congênita (CAPOBIANGO et al., 2013) e no presente 

estudo obtivemos soropositividade de 40,0%. A ausência da IgM anti-T. gondii pode 

ser justificada pelo fato da infecção fetal ter ocorrido no início da gestação ou em 

consequência do tratamento materno precoce para toxoplasmose, realizado nos dois 

primeiros trimestres da gestação, que causaria um bloqueio da resposta imunológica 

ou atraso da mesma (SENSINI, 2006). Outro inconveniente deste marcador é o atraso 

na coleta da amostra da criança, pois Lago, Oliveira e Bender (2014) demonstraram 

que os anticorpos IgM anti-T. gondii não eram detectados em 19,6% das amostras de 

crianças com 30 dias de vida e em 54,9% dos pacientes aos 90 dias de vida. Portanto, 

muitas vezes é necessário o seguimento sorológico para a definição de toxoplasmose 

congênita, com a identificação dos títulos de IgG anti T. gondii estáveis ou em 

ascensão, o que atrasa o diagnóstico e causa insegurança nos familiares (GROSS et 

al., 2000). Neste contexto, o WB pode ser usado para comparar os padrões de 

anticorpos anti-T. gondii nas amostras do soro de mães e suas crianças, o que 

possibilita a determinação se os anticorpos são os transmitidos passivamente ou os 

sintetizados pelo feto ou lactente nos casos de infecção congênita (CHUMPITAZI et 

al., 1995). 

 L´Olliver et al. (2012) observaram maior contribuição do WB para o diagnóstico 

de toxoplasmose congênita que a detecção de IgM anti-T. gondii no primeiro mês de 

vida, com positividade de 45,8% dos casos para IgM e 78,8% para WB. 
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 Em uma coorte de 97 crianças (14 infectadas) em que foram comparados os 

anticorpos IgG da mãe e do recém nascido, a sensibilidade encontrada do WB foi 

82,4%, especificidade 93,0%, VPP 73,7% e VPN 95,7%. Ao associar o WB com a 

presença de IgM e/ou IgA para toxoplasmose determinados por ELISA, a sensibilidade 

aumentou para 85,7% (GROSS et al., 2000).  

 Os resultados da sensibilidade do WB no presente estudo estão mais próximos 

aos encontrados por Machado et al (2010) que relataram sensibilidade de IgG-WB de 

73,5%; porém, estes autores obtiveram especificidade de 97,5%, superior aos nossos 

resultados. Machado et al (2010) também relataram que a combinação de IgG-WB e 

IgM-WB aumentou a sensibilidade do diagnóstico de infecção congênita para 86,5%.  

 A menor sensibilidade obtida no presente estudo pode ser explicada, em parte, 

porque todos os pacientes com toxoplasmose congênita estavam em tratamento com 

sulfadiazina, pirimetamina e ácido folínico. Porém, as crianças com toxoplasmose que 

apresentavam títulos de IgG anti-T. gondii em queda, em amostras seriadas, e teriam 

o diagnóstico excluído, apresentaram WB positivo, o que permitiu confirmar o 

diagnóstico e manter o tratamento adequado. 

 Comparando a sensibilidade da pesquisa de anticorpos séricos IgM anti-T. 

gondii por métodos convencionais (ISAGA e ELISA) e do WB para detecção de IgG e 

IgM, realizados com amostra coletada ao nascimento, um estudo relatou sensibilidade 

de 52,0% e 67,0%, respectivamente, e especificidade de 99,0% e 96,0%, 

respectivamente. Ao combinar os dois métodos, a sensibilidade aumentou para 78,0% 

ao nascimento e para 85,0% aos três meses de vida, com a detecção de 94,0% dos 

casos de toxoplasmose congênita (RILLING et al., 2003). Magi e Migliorini (2011) 

avaliaram a utilidade do WB-IgG e IgM no diagnóstico de toxoplasmose congênita nos 

primeiros meses de vida em 56 pares de mães e crianças. Nenhuma das crianças, 

entre as sete com toxoplasmose congênita, tinha manifestações clínicas e em três 

casos o WB foi capaz de detectar a infecção ao nascimento ou nos primeiros meses 

de vida, pois o ISAGA foi negativo para IgM anti-T. gondii. Nestes casos, o diagnóstico 

poderia ter sido atrasado caso fossem usados apenas os métodos sorológicos 

convencionais.   

 Dupont et al. (2003) demonstraram que a combinação de IgM-WB com IgG-WB 

nos primeiros três meses de vida aumentou a sensibilidade do diagnóstico de 

toxoplasmose congênita. Demonstraram, ainda, que a sensibilidade do método foi 

maior ao se coletar duas amostras, ao nascimento e outra no período dos primeiros 

três meses de vida.  

 No presente estudo, ao longo dos meses, foram analisadas amostras seriadas 

de algumas das crianças e de suas mães de forma concomitante. Entre as crianças 
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infectadas, com 1ª amostra com resultado falso negativo no WB, 2/6 (33,3%) crianças 

reconheceram proteínas diferentes em relação às maternas na segunda coleta, antes 

dos seis meses de vida, caracterizando a neossíntese dos anticorpos IgG anti-T. 

gondii. Em amostra seriada do Paciente 1 foram detectados anticorpos diferentes dos 

maternos contra as proteínas p61, p57, p52, p47, p44, p40, p37, p32, p23 e p8; no 

Paciente 7, detectaram-se anticorpos contra a p40; no Paciente 8, não houve 

diferença entre os anticorpos detectados na 2ª amostra da criança em relação à 

materna; no Paciente 9, não se detectaram anticorpos contra proteínas na 2ª amostra 

da criança; nos Pacientes 12 e 15 não obtivemos 2ª amostra para análise. Portanto, 

um resultado negativo na 1ª amostra de WB não exclui a infecção congênita, 

justificando a necessidade de repetição do exame em 2ª amostra seriada, 

possibilitando a confirmação ou a exclusão da infecção na evolução sorológica, 

preferencialmente, nos primeiros três meses de vida. 

 Em estudo prévio, o tempo de coleta da amostra materna teve influência no 

resultado do teste de WB, pois as mães podem não reagir mais aos antígenos do T. 

gondii no período pós parto tardio, com resultado falso negativo, em decorrência do 

tratamento da infecção até o parto (GROSS et al., 2000). No presente estudo, este 

fenômeno foi observado em uma das mães do grupo de crianças infectadas. Porém, 

outras mães apresentaram um aumento do número de bandas reconhecidas nas 

amostras subsequentes coletadas logo após a suspensão do tratamento específico 

para T. gondii no parto. 

 Machado et al. (2010) relataram que os antígenos reconhecidos pelos 

anticorpos dos recém nascidos variaram o PM de 21 a 116 kDa, sendo mais 

frequentes os que variaram de 45 a 66 kDa e de 97 a 116 kDa. 

 Gross et al. (2000) e Chumpitazi et al. (1995) encontraram, na maioria das 

amostras de crianças com toxoplasmose congênita, anticorpos contra as proteínas 

maiores que 30 kDa. No presente estudo, com exceção da proteína p13, reconhecida 

por duas amostras, as demais proteínas reconhecidas também apresentaram PM 

maiores ou iguais a 30 kDa (p30, p31,p44,p58,p78 e p94).    

 Remington, Araújo e Desmont (1985) relataram que em amostras de crianças 

não infectadas observa-se maior frequência de reação contra as proteínas entre 14 e 

21 kDa. Em comparação com suas mães, no grupo de crianças infectadas, os autores 

ainda encontraram uma maior frequência de IgG anti-T. gondii contra as proteínas 94 

kDa, entre 92 e 66 kDa, entre 66 e 45 kDa, entre 45 e 31kDa e entre 31 e 21kDa. 

Nossos resultados não diferem dos obtidos por estes autores em relação às proteínas 

reconhecidas com maior frequência nas amostras de crianças com toxoplasmose 

congênita. Porém, em relação às proteínas reconhecidas por amostras de crianças 
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não infectadas, os resultados foram discordantes dos autores citados, uma vez que 

anticorpos presentes nestas amostras reconheceram proteínas de baixo e elevado 

PM.  

 As diferenças no PM das proteínas reconhecidas podem ser explicadas por 

diferentes condições metodológicas. Sensini (2006) cita os problemas com a 

padronização do método WB pelas dificuldades de preparo do antígeno, condições do 

gel, diluições do soro e fonte de anticorpos secundários. E ainda sugere que a 

semiautomatização do método, com a utilização de um programa de computador para 

a leitura da intensidade das bandas visualizadas no WB facilitaria a leitura e 

reprodutibilidade dos resultados. 

 É possível que em algumas amostras avaliadas, a presença ou ausência de 

reconhecimento de certas proteínas no WB seja devido a diferenças nas 

concentrações de anticorpos específicos no soro do recém nascido e da sua mãe 

(REMINGTON; ARAÚJO; DESMONT, 1985).  A diversidade genética entre as cepas 

de T. gondii, que pode ocorrer entre as mães infectadas provenientes de diferentes 

áreas geográficas, também poderia levar ao reconhecimento de diferentes proteínas 

nas amostras avaliadas, além do que, o reconhecimento imune dos diferentes 

antígenos de T. gondii pode variar entre os indivíduos; alguns reconhecem múltiplas 

proteínas, enquanto outros uma única proteína (SUN et al., 2013). 

 No presente estudo, o WB também foi útil para demonstrar a síntese ativa de 

IgG anti-T. gondii em um caso (Paciente 4). Neste paciente, o título de anticorpos IgG 

anti-T. gondii foi < 1:16 na IFI na 1ª amostra e não aumentou significativamente nas 

amostras seriadas, atingindo título de 1:64; no entanto, pelo método de WB, foi 

possível demonstrar a síntese ativa de IgG anti-T. gondii que reconheceu as proteínas 

p22 e p46 que estavam ausentes no soro materno. No mesmo paciente, houve 

desaparecimento dos anticorpos IgG anti-T. gondii detectados pelos métodos de QL e 

IFI após o tratamento. Até a presente data, esta criança com 3 anos de idade, 

permanece não reagente para anticorpos IgG anti-T. gondii avaliados pela QL e IFI, 

porém apresenta persistência da positividade no WB. 

 Sensini (2006) também cita a possibilidade de infecção congênita com IgG e 

IgM anti-T.gondii não reagentes em consequência do tratamento da mãe e do recém 

nascido para toxoplasmose. Pinon et al. (2001) também citam que o tratamento da 

criança durante um ano após o nascimento pode causar a negativação dos anticorpos 

no soro dos pacientes. Porém, na maioria destes casos ocorre a detecção da IgG anti-

T.gondii logo após a suspensão do tratamento, denominado efeito rebote (PINON et 

al., 2001; SENSINI, 2006; REMINGTON et al., 2011). 
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 No presente estudo, o Paciente 1 apresentou soronegatividade; porém, voltou 

a apresentar anticorpos anti-T.gondii detectáveis após a suspensão do tratamento. Os 

Pacientes 4, 6, 8 e 9 persistiram com a soronegatividade para anticorpos anti-T. gondii 

após a suspensão do tratamento.  

 O Paciente 9 apresentava títulos de IgG anti-T. gondii > 1:512.000 na IFI, 

valores mais elevados que os obtidos na amostra materna. Como foi iniciado o 

tratamento para toxoplasmose, seus títulos de anticorpos caíram e negativaram nos 

métodos de IFI e QL após os 12 meses de vida. Este paciente não apresentava IgM 

anti-T. gondii detectável e o resultado do WB foi negativo; portanto, o seu diagnóstico 

foi possível somente com a positividade na PCR quando detectou-se DNA do parasita 

em amostra de sangue periférico. 

 O Paciente 8, que também apresentou resultado não reagente nas reações de 

IFI e QL para IgG anti-T. gondii durante a evolução, apresentou na amostra inicial 

reatividade no WB contra as proteínas p79, p73, p58, p44, p42, p40, p39, p33, p30, 

p28, p27, p25, p22, p20, p13, p5 e p2. O Paciente 6 também apresentou anticorpos 

reagentes e negativou somente na QL na evolução da infecção, persistindo com a IFI 

reagente em baixos títulos. No início, apresentou reatividade para as proteínas p94, 

p72, p64, p58, p46, p39, p31, p25, p22, p16 e p11 no WB. Porém, como não havia 

amostra de soro após os 12 meses de vida destes pacientes, não foi possível 

demonstrar o desaparecimento dos anticorpos anti-p30. É possível que estes 

pacientes não reconheçam mais a proteína p30 que está presente no teste de QL, o 

que justifica a não reatividade neste teste com a evolução da infecção. Nenhum destes 

pacientes apresentou reatividade contra a p35 nos primeiros meses de vida e 

poderiam persistir não reativos nas amostras seriadas, também explicando a não 

detecção de anticorpos pela QL. 

 Deste modo, ao invés de avaliar somente a persistência dos anticorpos IgG 

anti-T. gondii pela QL que detecta anticorpos somente contra as proteínas p30 e p35, 

sugere-se que o método de WB seja utilizado na evolução sorológica, uma vez que a 

criança infectada pode produzir anticorpos contra outras proteínas do parasita e assim 

permanecer positivo após os 12 meses de vida. Sendo assim, a negativação de 

anticorpos contra a p30 e p35 por QL pode não excluir a infecção congênita.  

 Atualmente, o método de WB tem sido relatado com maior positividade que a 

detecção de IgM anti-T gondii por métodos convencionais. Questionamos se o WB 

possa ser utilizado como padrão ouro para o diagnóstico da toxoplasmose adquirida 

na gestação e congênita, porém com associação da pesquisa de IgM e IgG anti T. 

gondii pelo WB. Este procedimento poderia descartar a possibilidade de resultado 

falso negativo entre alguns lactentes incluídos no grupo controle deste estudo, e que 
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poderiam apresentar reatividade no WB para detecção de IgM anti-T. gondii, 

aumentando a sensibilidade do método proposto. Estudos futuros poderão avaliar a 

IgM pelo WB nas amostras da presente coorte de pacientes.  

 No presente estudo, muitos pacientes foram sintomáticos ao nascimento, pois 

o ambulatório em que foram atendidos é um centro de referência para toxoplasmose, o 

que pode não acontecer na prática clínica, pois a maioria das crianças é assintomática 

ao nascimento (REMINGTON et al., 2011). Deste modo, o achado de sintomas 

clínicos sugestivos de toxoplasmose congênita aumentou a sensibilidade do 

diagnóstico desta infecção.  

 Machado et al. (2010) relataram que os pacientes com IgM reagente pelo 

método de WB (IgM-WB) apresentaram maior frequência de lesão macular, com risco 

1,4 vezes maior de lesão ativa que os pacientes com IgM-WB negativa. Porém, estes 

autores não encontraram diferença significativa entre a positividade de IgG-WB e a 

presença de lesão macular. No presente estudo foi avaliada a presença de 

coriorretinite, sem considerar a lesão em mácula, e não se observou diferença 

significativa entre a presença de IgG-WB no grupo com coriorretinite em comparação 

ao grupo sem coriorretinite.  

 Machado et al. (2010) também avaliaram a associação entre calcificação 

cerebral e WB positivo (IgG e IgM) e não encontraram diferença significativa entre os 

grupos. No presente estudo não foi encontrando diferença significativa entre os grupos 

analisados quanto a estas duas variáveis. 

 O pequeno número de amostras com WB positivo não permitiu obter resultados 

robustos em relação a coriorretinite e calcificação cerebral.  Portanto, mais estudos 

são necessários para definir se existem proteínas específicas associadas com lesões 

oculares e do SNC. É necessário que estudos realizados em indivíduos brasileiros 

definam estas proteínas, pois as cepas de T. gondii que circulam no Brasil têm 

constituição antigênica diferente das encontradas em outros países, o que também 

poderia explicar as diferenças encontradas entre a positividade de anticorpos contra 

diferentes proteínas relatadas (CHUMPITAZI et al., 1995; MACHADO et al., 2010). 

Além disso é documentado que os pacientes com toxoplasmose congênita no Brasil 

têm maior frequência de lesão ocular que os da Europa e Estados Unidos da América 

(GILBERT et al., 2008; CAPOBIANGO et al., 2013). 

  
Conclusões 
   Os resultados obtidos reforçam a utilidade do método de WB para a avaliação 

sorológica de pacientes com toxoplasmose congênita, com maior sensibilidade que a 

detecção de IgM anti-T. gondii por QL. Embora não deva ser utilizado isoladamente 
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para o diagnóstico de toxoplasmose congênita, quando associado à presença de 

sintomas clínicos compatíveis com toxoplasmose congênita ou com a pesquisa de IgM 

anti-T. gondii ou de PCR para DNA do T. gondii, o WB apresenta aumento na 

sensibilidade. Além disso, o procedimento técnico é de baixa complexidade e custo 

acessível, o que o torna viável na rotina laboratorial. O inconveniente de ser demorado 

para o método in-house poderia ser reduzido com a padronização de um conjunto de 

reagentes de fabricação nacional. Portanto, o WB é um método promissor para o 

diagnóstico de toxoplasmose congênita e merece a continuidade de estudos para 

melhorar a sua eficácia. 
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Figura 1 Padrão de reconhecimento de proteínas do Toxoplasma gondii cepa 

RH, pelo método de Western Blot (WB) realizado com amostras de soro de mães com 

toxoplasmose adquirida na gestação e de suas crianças com toxoplasmose congênita 

 

M           F         M        F       M        F            CP      CN 

 

         A                    B                   C                    D 
 

M: mães; F: filhos  

A – WB positivo: Bandas iguais visualizadas com maior intensidade em amostra da criança em 

comparação com amostra materna  

B – WB positivo: Bandas diferentes visualizadas com amostra da criança em comparação com 

a amostra materna  

C – WB negativo: Bandas iguais visualizadas com amostras da criança e da mãe 

D – CP: controle positivo; CN: controle negativo  
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Figura 2 Distribuição das proteínas do Toxoplasma gondii mais frequentemente 

reconhecidas pelos anticorpos IgG presentes no soro das crianças com toxoplasmose 

congênita e das crianças sem a doença (p>0,05 para todas as proteínas 

reconhecidas)  
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Tabela 1. Caracterização clínica e laboratorial de 15 crianças com toxoplasmose congênita atendidas em Londrina, Paraná, Brasil, no período 

de junho de 2011 a junho de 2014 

 

Caso 
IgM 

anti-T. Gondii 
PCR 

IgG 1ª amostra* IgG  

seguimento** 

 

Western Blot** 
Sinais e sintomas 

clínicos no 1º mês de vida IFI QL 

1  Neg NR 1:512.000 NR  Neg coriorretinite+ 

calcificação+ hidrocefalia 

2 Pos NR 1:32.000 926,8  

 

Pos coriorretinite+ calcificação 

3  Pos NR 1:512.000 NR  Pos vitreíte (depois 

coriorretinite)+calcificação 

+ hidrocefalia 

4  

 

Neg NR <1:16 NR  

 

Pos 

 

coriorretinite 

5  Neg NR 1:1024 162,0  Pos calcificação 

6  Neg Pos NR 200,0   Pos assintomático 

7  Neg Pos 1:32.000 147,5 NR Neg hidrocefalia 

8  Neg Neg 1:8.000 312,0  

 

Neg assintomático 
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Caso 
IgM 

anti-T. Gondii 
PCR 

IgG 1ª amostra* 

___________________ 

IFI                     QL  

IgG 

seguimento** 

 

Western Blot** 
Sinais e sintomas 

clínicos no 1º mês de vida 

9 Neg Pos 1:512.000 175,6  Neg assintomático 

10  Pos Pos 1:512.000 188,1  Pos coriorretinite 

11  Neg Pos 1:32.000 139,8 NR Pos calcificação 

12  Pos Neg NR 84,8  Neg vitreíte + calcificação 

13  Pos NR NR 200,0 NR Pos coriorretinite+ calcificação 

14  Neg NR NR 173,9  Pos coriorretinite+ 

calcificação+ hidrocefalia 

15  Pos NR NR 1655,0  Neg coriorretinite+ calcificação 

PCR: reação em cadeia da polimerase para detecção do DNA do Toxoplasma gondii; IFI: imunofluorescência indireta para detecção de IgG anti-T. gondii; QL: imunoensaio de micropartícula por 

quimioluminescência para detecção de IgG anti-T. gondi, expressa em UI/mL; Pos: positivo; Neg: negativo; NR: não realizado; : aumento dos níveis de anticorpos IgG  anti-T. gondii em amostras 

de soro seriadas;  : persistência dos níveis de anticorpos IgG  anti-T. gondii em amostras de soro durante o seguimento; : declínio dos anticorpos; *amostra coletada no 1º mês de vida;  

**amostra coletada até o 3º mês de vida, com todas as crianças em tratamento.
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Tabela 2 Frequência das proteínas do Toxoplasma gondii reconhecidas por anticorpos 

pelo método de Western Blot presentes em amostras de crianças com toxoplasmose 

congênita e sem infecção congênita e ausentes em suas respectivas mães, atendidos 

em Londrina, Paraná, no período de 2011-2014 

 

proteína (kDa) 

Com toxoplasmose 

congênita 

(n=9) 

Sem toxoplasmose 

congênita 

(n=18) 

 

 n %  n % 

94 2 22,2  - - 

84 - -  3 16,7 

81 1 11,1  - - 

78 1 11,1  - - 

74 1 11,1  - - 

72 - -  4 22,2 

71 1 11,1  - - 

64 1 11,1  - - 

59 1 11,1  - - 

58 2 22,2  - - 

47 - -  3 16,7 

44 3 33,3  2 11,1 

38 1 11,1  - - 

37 - -  4 22,2 

36 1 11,1  - - 

32 - -  6 33,3 

31 3 33,3  - - 

30 5 55,5  - - 

27 - -  3 16,7 

13 2 22,2  - - 

8 - -  4 22,2 

6 - -  4 22,2 

3 1 11,1  - - 
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Tabela 3 Sensibilidade e especificidade do método de Western Blot para detecção de IgG 

anti-Toxoplasma gondii e dos testes IgM anti-Toxoplasma gondii, de reação em cadeia da 

polimerase (PCR) para Toxoplasma gondii e da presença dos sintomas clínicos compatíveis com 

toxoplasmose congênita, avaliados em série e em paralelo, segundo a presença ou ausência de 

toxoplasmose congênita  
       

Teste Sensibilidade Especificidade 

WB + 60,0% 43,7% 

IgM T. gondii + 40,0% 100,0% 

IgM anti-T. gondii ou WB + 76,0% 43,7% 

IgM anti-T. gondii e WB + 24,0% 100,0% 

PCR + 71,7% 100,0% 

PCR + ou WB + 89,1% 43,7% 

PCR + e WB + 42,6% 100,0% 

Clínica + 80,0% 100,0% 

Clínica + ou WB + 92,0% 43,7% 

Clínica + e WB + 48,0% 100,0% 

 

WB: Western Blot para diagnóstico de infecção congênita;  

IgM  anti-Toxoplasma gondii detectada por quimioluminescência; 

PCR: reação em cadeia de polimerase; 

         Clínica+: presença de sintomas e/ou sinais clínicos compatíveis com toxoplasmose congênita;  

+: teste positivo. 
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ABSTRACT  

 The aim of this study was to evaluate the detection of IgG anti- Toxoplasma 

gondii (T. gondii) using the enzyme-linked immunoassay with recombinant rhoptry 

protein 2 (ROP2) as antigen (ELISA-rROP2) in samples from pregnant women. The 

study included 236 samples, divided in groups according to their serological screening 

profile for toxoplasmosis: susceptible (n=65), acute infection (n= 48), infection for more 

than 4 months (n =58), and exposed to the parasite (n=65). When the indirect 

immunofluorescence assay (IFI) for IgG anti-T. gondii was considered as gold standard, 

ELISA-rROP2 presented sensitivity of 61.8 % [confidence interval (CI) 95% 54.0-

69.1], specificity of 62.8% (CI 95% 51.7-73.0), predictive positive value of 76.6% (CI 

95% 68.7-83.4), predictive negative value of 45.4% (IC 95% 36.2-54.8), and kappa 

index 0.224 (p= 0.0002). Considering the chemiluminescence (CML) for IgM anti-

T.gondii with reactivity and low avidity of IgG anti-T. gondii (acute infection) and CML 

IgM anti-T. gondii nonreactive (exposed) as gold-standard,  the ELISA-ROP2 was 

reactive in 30/48 (62.5%) pregnant with acute infection and 26/65 (40.0%) with 

previous exposition (p= 0.0180). The results underscored that T. gondii ROP2 is 

recognized by IgG antibodies presented in both acute and chronic phases of the 

toxoplasmosis during pregnancy, limiting its use to distinguish the phases of the 

infection.  

 

Keywords: Toxoplasmosis, Congenital Toxoplasmosis, Pregnancy, Rhoptry Protein 

ROP2, Recombinant Proteins, Enzyme-Linked Immunosorbent Assay. 
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INTRODUCTION 

 The clinical diagnosis of toxoplasmosis is difficult because there are few signs 

and symptoms and, if present, they are inespecific, mimicking those of other infectious 

diseases. Therefore, serological methods are still an important tool for the diagnosis of 

the disease. Prevention and treatment of toxoplasmosis are possible when sensitive and 

specific methods are used for detection of Toxoplasma gondii (T. gondii) infection 

(Montoya et al. 2010, Remington et al. 2011). The IgM antibodies are not an accurate 

marker of the acute phase of infection and low IgG avidity index not always confirms 

acute infection due to delayed antibody maturation in some infected individuals 

(Kotresha & Noordin 2010). Therefore, it is necessary the development of methods with 

antigens that are adequate and can be produced in large quantity for the diagnosis of 

toxoplasmosis in pregnant women and their children (Wu et al. 2009). 

 T. gondii belongs to the protozoan phylum Apicomplexa that includes 

Plasmodium sp., Cryptosporidium sp., Neospora caninum, and Eimeria sp. These 

parasites have in common the presence of an apical complex with the secretory 

organelles, micronemes, rhoptries (ROPs), and dense granules (GRAs) that are involved 

in host-cell invasion. (Hajj et al. 2006). Therefore, several genes have been cloned and 

expressed to produce recombinant proteins, such as surface antigens (SAGs), ROPs, and 

GRAs, which are presented in T. gondii tachyzoite and bradyzoite (Kotresha & Noordin 

2010). T. gondii tachyzoites possess a bundle of 8–12 ROPs (Dubremetz 2007) and 

ROP2, ROP4, and ROP7 are the major protein members identified of the ROPs family 

highly specific to T.gondii. ROP2 and ROP4 have been shown to be also expressed both 

in bradyzoites and sporozoites (Hajj et al. 2006). 
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 ROPs contain two sets of proteins segregated either in the neck (rhoptry neck 

proteins) that are involved in the initial steps of invasion, or in the posterior bulb 

(rhoptry bulb proteins) involved in later stages of invasion (Bradley et al. 2005, 

Dubremetz 2007). The ROP2 protein is involved in the formation of parasitophorous 

membranes during parasite invasion (Besteiro et al. 2011, Dubremetz 2007).  

 Therefore, the use of ROP2 protein for the diagnosis of the toxoplasmosis at 

different stages of the infection has been evaluated in pregnant women. The aim of this 

study was to evaluate an indirect enzyme-linked immunossay (ELISA) with 

recombinant ROP2 (rROP2) of T. gondii as antigen to detect IgG in serum samples 

from pregnant women, and also to compare the levels of IgG using the ELISA-rROP2 

with those obtained using the conventional serological methods for the toxoplasmosis 

diagnosis in these patients.  

MATERIALS AND METHODS 

Subjects and serum samples - The study included 236 serum samples from pregnant 

women that were evaluated during the routine laboratorial screening of prenatal care 

within the "Surveillance Program Gestational and Congenital Toxoplasmosis of Health" 

of pregnant suspected of acute toxoplasmosis (Lopes-Mori et al 2011). The samples 

were from two cities, Londrina and Cascavel, Paraná State, Southern Brazil.  

The protocol of this study was approved by the Institutional Research Ethic 

Committee of the University of Londrina, Paraná State, Southern Brazil (CEP n. 

043/2011). 

The sample size was determined considering the expected proportion of 50.0% 

infected pregnant women, with confidence interval (CI) of 95.0%, and a total range of 

the CI of 0.25, the number of samples required was 61 for each group analyzed. If the 
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total extent of the CI was 0.30, the number of samples required was 43 (Hulley et al. 

2006).  

Sample groups - The 236 samples included in the study were divided in groups 

according to their serological profile obtained in the conventional serological, as follow: 

Group A: 65 samples from susceptible pregnant with nonreactive IgG and IgM anti-T. 

gondii; Group B: 48 samples from pregnant with acute infection with seroreactivity to 

IgG and IgM anti T.gondi, and IgG with low or intermediate avidity; Group C: 58 

samples from pregnant with infection for more than 4 months, with seroreactivity to 

IgG and IgM anti-T. gondii and IgG with high avidity; Group I: 65 samples from 

pregnant previously exposed to the parasite, reactive to IgG and nonreactive to IgM 

anti-T. gondii.  

Serological tests for toxoplasmosis diagnosis - Prenatal serological screening was 

performed by the determination of IgG anti-T. gondii antibodies using indirect 

immunofluorescence (IFI) with the parasite fixed in slides (IMUNO-COM®, WAMA 

Diagnóstica, Brazil) with the initial serum dilution of 1:16 (Camargo 1973). Value < 

1:16 was considered susceptible and  1:16 was considered exposed or immune to the 

parasite. The IgG anti-T. gondii was also evaluated using immunoassay of 

microparticles by chemiluminescence (CML) (Architect, System Abbott, Wiesbaden, 

Germany) and expressed as IU/mL. The presence of anti-T. gondii IgM was evaluated 

using CML (Architect, System Abbott, Wiesbaden, Germany) e and the values were 

expressed as reactive and non reactive. Samples with concomitant reactivity for IgG and 

IgM anti-T. gondii in these methods were assayed to evaluate the IgG avidity using 

CML (Architect, System Abbott, Wiesbaden, Germany) and was expressed as low, 

intermediate, or high avidity. 
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Obtention of rROP2 antigen - The rROP2 antigen was prepared as previously described 

(IGARASHI et al., 2008). Briefly, a 1103 base-pair (bp) (segment nt 1022-2125, 

fragment 196-561 (Martin et al. 1998, Nigro et al. 2001) of the ROP2 gene (Genbank 

Accession No. Z36906) were expressed in Escherichia coli (E. coli), and the rROP2 

with about 47 kDa obtained was evaluated using the sodium dodecyl sulfate 

polyacrylamide gel electrophoresis (SDS-PAGE). The protein concentration was 

determined using the Lowry method (Lowry et al. 1951) and resulted in 2.5 µg/mL. 

ELISA rROP2 for detecting IgG anti-T. gondii - To detect IgG antibodies against T. 

gondii, ELISA with rROP2 as antigen was performed according to previously described 

(IGARASHI et al, 2008), with some modifications. Optimal ELISA conditions were 

determined using checkerboard titrations with different dilutions of sera samples, 

rROP2 antigen, and peroxidase goat anti-human IgG conjugate. Briefly, microplates 

(Nunc-Immuno Plate, MaxiSorp, Denmark) were coated with rROP2 antigen 

(2.5µg/mL) diluted in 0.1M carbonate buffer (pH 9.6) by incubation overnight at 4º C. 

The plates were washed three times with PBS-T (0.05% Tween 20, pH 7.4). The free 

sites were blocked with 8% non-fat milk in PBS-T by incubation for 1 h at 37ºC. The 

microplates were washed as described above and 100 µL of positive and negative 

controls and the serum samples of all groups of the study were applied in duplicate to 

each well, diluted at 1:200 in PBS–T 5% non-fat milk and incubated for 1h at 37º C. 

After the washing, 100 µL of peroxidase goat anti-human IgG diluted at 1:20.000 in 

PBS-T 5% non-fat milk were added to each well. After the incubation for 1h at 37ºC, 

the microplates were washed tree times and the assay was developed by adding 100 µL 

chromogenic substrate (40 mg ortho-phenilenediamine/100 mL of 0.1 M phosphate 

citrate buffer, pH 6.0 and 40 µL of H2O2). After 15 min, the reaction was stopped with 
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50 µL of 1 N HCl. The optical density (OD) was read at 450 and 620 nm using a 

microplate reader (Spectra II Microplate Reader, Tecan, (Tecan Group, Mannedorf, 

Switzerland). Positive and negative control sera were included on every microplate. All 

samples were run in duplicate and the results were presented as mean OD values. The 

cut-off values were expressed as the mean OD of negative sera (six for of each 

microplate) plus two standard deviations (SD) (Pagliari 2013, Gatkowska et al. 2010). A 

sample was considered positive when the ratio sample/ cut-off was  1.0 (Gatkowska et 

al. 2010).  

 Determination of the specificity of ELISA-rROP2 - Twenty one serum samples from 

patients with unrelated infections, diagnosed with other diseases, such as Chagas’ 

disease (n=4), syphilis (n=2), paracoccidioidomycosis (n=2), autoimmune diseases with 

seropositivity for antinuclear antibody (ANA, n=4 ), and  for double-stranded DNA 

(anti-DNAds, n=4), human immunodeficiency virus type 1 (HIV-1) infection (n=4), and 

leishmaniosis (n= 1). This group was used to evaluate the cross-reactivity with the 

rROP2 antigen. All these samples showed no seropositivity for IgG and IgM anti-T. 

gondii by conventional serological methods used in routine to toxoplasmosis, such as 

IFI and CML. 

Statistical Analysis - A database was created in Microsoft Office Excell 2007 ad Epi 

Info 3.4 programs. Statistical analysis was performed using GraphPad Prism (GraphPad 

Software, Inc., San Diego, USA) and SPSS 15.0 programs. Categorical variables were 

expressed as absolute number (n) and percentage (%) and were analyzed using chi-

square or Fisher Exact test, when appropriate. Continuous variables were expressed as 

median and interquartile range (IQR) of 25% and 75%. For the analysis of continuous 

variables with three groups, such as the comparison of antibody levels between the 
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groups of samples, the Kruskal Wallis test was used. Sensitivity, specificity, positive 

predictive value (PPV), and negative predictive value (NPV) were determined for all the 

serological methods performed. To assess the concordance between the results obtained 

in ELISA-rROP2, IFI and CML methods, the kappa index was determined. The p 

values <0.05 were considered statistically significant. 

RESULTS 

  This study included a total 257 serum samples, from 236 pregnant women and 

21 serum samples of patients with other diseases. The age of the pregnant ranged from 

12 to 48 years, median 26 years, IQR (25 and 75%) of 21 and 32 years, respectively. 

 The 21 samples characterized that were nonreactive for IgG anti T. gondii using 

serological methods employed in the laboratory screening and reactive for other 

unrelated diseases also showed no reactivity for IgG in the ELISA-rROP2. 

 The comparison of the reactivity of IgG anti-T. gondii obtained from the total 

samples when they were assayed using the IFI, CML, and ELISA-rROP2 is shown in 

Tables 1 and 2. 

 The analysis of sensitivity and specificity of the ELISA-rROP2 in comparison 

with CML and with IFI for IgG anti-T. gondii in samples from pregnant women with 

acute infection (group B), with infection for more than 4 months (group C), and 

previously exposed (group I) is shown in Tables 3 and 4.  

 Using the CML method as the gold standard, positive ELISA-rROP2 was 

present in 30/48 (62.5%) pregnant women with acute infection (Group B) and in 26/65 

(40.0%) pregnant women previously exposed (Group I) (p= 0.0180). The frequency of 

IgG reactivity using ELISA-rROP2 in the other groups of pregnant women was also 

evaluated. Among the susceptible pregnant women (Group A) seropositivity was 
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observed in 32/65 (49.2%) patients, and for those with infection for more than 4 months 

(Group C), the seropositivity was observed in 50/58 (86.2%).  

 The levels of IgG anti-T. gondii obtained using ELISA-rROP2 demonstrated  a 

significant difference between the samples of the group A (susceptible) vs C (infection 

for more than 4 months) (p <0.0001), samples of the group B (acute infection) vs group 

C (p <0.0001), and between the group C vs group I (previously exposed) (p <0.0001) 

(Figure 1). 

DISCUSSION 

 The use of recombinant proteins is an alternative source of antigens for 

diagnosis of toxoplasmosis, because it is not necessary to use the T. gondii obtained in 

animal models or in vitro culture, which are expensive, laborious, time-consuming and 

can be hazardous to laboratory staff. The ROP2 antigen has been shown in tachyzoites, 

bradyzoites, and sporozoites (Van Gelder et al. 1993) and is one of the antigens of T. 

gondii that has been expressed by vectors to produce recombinant proteins. This 

parasite protein is efficient to promote humoral and cell immune-mediated responses in 

the infected host. Therefore, it may be used for diagnosis and vaccination against 

toxoplasmosis. The antigen rROP2 expressed in E. coli is able to detect IgA, IgM, and 

IgG anti-T. gondii antibodies in human toxoplasmosis (Chang et al. 2011). 

 An adequate selection of recombinant antigens may also be used in serological 

tests for differentiating recently acquired infections from those acquired in the past. The 

definition of the stage of toxoplasmosis infection on pregnant women during the 

prenatal health care is very important to guide the medical conduct (Buffolano et al. 

2005, Martin et al. 1998, Wu et al. 2009).  
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 An E. coli-expressed rROP2 was used in the ELISA to detect specific IgG anti-

T. gondii antibodies in infected patients and this procedure was able to detect reactivity 

to IgG in 89.0% of serum samples from patients with acute toxoplasmosis and in 78.0% 

of samples from those with chronic infection (Van Gelder et al., 1993). As the present 

study, these authors did not evaluate IgM anti T.gondii by ELISA-rROP2. 

 In samples from pregnant women of the present study, the ELISA-rROP2 

showed the highest positivity for the group with infection for more than 4 months, 

followed by groups B and I. This result demonstrates that the reactivity in the ELISA-

rROP2 for IgG may be present in acute infection during pregnancy, consistent with Van 

Gelder and others (1993). Moreover, the results are consistent with Martin et al (1998) 

reporting that rROP2 antigen induces a humoral immune response involving both 

markers of acute phase, IgM and IgA, as well as IgG, considered marker either of acute 

or chronic stages of the infection. Martin and others (1998) evaluated samples from 

Brazilians and Argentines and detected 62.1% of the reactivity of IgM anti-T. gondii 

using an immunoglobulin-M immunosorbent agglutination assay (ISAGA) and ROP2 as 

antigen. These authors showed sensitivity of 91.0% in detecting IgG and the reactivity 

was higher among the groups of patients with acute infection (97.6%) compared to the 

group of chronic infection (82.8%), and they concluded that the antigen ROP2 is 

recognized by antibodies presented in both chronic and acute infections.  

 Macre et al (2009) evaluated the IgG anti T. gondii by ELISA-rROP2 in 

Brazilian pregnant women with acute infection. Using the conventional ELISA for IgG 

detection as the gold standard, they found excellent concordance between the two 

methods, with sensitivity of 87.0%, specificity of 88.0%, PPV of 98.0%, and NPV of 

43.0% for the ELISA-rROP2. However, when this test was used to investigate the 
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avidity of IgG anti-rROP2, these authors did not obtain good sensitivity and accuracy; 

moreover, they reported that this antigen exhibited good stability to be assessed by 

immunoblotting assay when stored at -70 oC.  

In a previous study, it has been already demonstrated in our laboratory the low 

sensitivity and specificity of ELISA-rROP2 to detect IgG in samples from individuals 

with acute and chronic toxoplasmosis. The detection of IgM anti-rROP2 could increase 

the sensitivity of this method for the diagnosis of acute infection (Pagliari 2013)  

 Serum samples from patients with other diseases did not present reactivity to the 

ELISA-rROP2. These data are partially in agreement with previous study (Martin et al. 

1998), who showed low reactivity of the ELISA-rROP2 in samples of both patients 

seronegative for toxoplasmosis and for other diseases, demonstrating 100.0% of 

specificity. However, the samples of group A assessed in the present study showed low 

specificity, which can be explained, in part, because the genetic diversity of the host 

immune response with no recognition of some antigens by commercial tests. Actually, 

some samples could be considered with false negative results by commercial tests. 

Other explanations could be due the individuals might be recently infected by T. gondii 

at the sample time collection (Sun et al. 2013), and the variability of the rROP2 protein 

lots obtained in different days. All the samples of patients with other diseases were 

evaluated in the same day and using on unique lot of rROP2.                  

 Several serologic commercial tests that are available for the diagnosis of T. 

gondii infection are based on the use of whole extracts of tachyzoites, as IFI, which 

contains a lot of proteins that can influence the result of the test. Some authors have 

described pseudopositivity concordance by these tests, with higher positivity when 

compared to Western Blot (Wu et al. 2009).  
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 The rROP2 was evaluated using Western Blot with human T. gondii seropositive 

and seronegative samples, and samples from patients diagnosed with amebiasis, 

cysticercosis, filariasis, malaria, and toxocariasis  (Chang et al. 2011). These authors 

showed sensitivity of 90.0% and specificity of 95.0% with rROP2 for diagnosis of 

toxoplasmosis. However, it was a better antigen for detection of IgG (91.7%) rather 

than IgM (80.0%) (Chang et al. 2011). In the present study, the Western Blot was not 

evaluated, which could show different sensitivity and specificity compared to ELISA-

rROP2.  

 The use of recombinant antigens to detect IgG anti-T. gondii ELISA shows more 

sensitivity than native parasite antigens, such as T. gondii taquizoites of RH and ME49 

strains. However, due to the genetic diversity of the T. gondii isolates, it is necessary a 

method that can detect most of the different specific antibodies (Sun et al. 2013). 

 Aubert et al. (2000) evaluated the diagnostic utility of eleven T. gondii 

recombinant antigens to detect IgG and IgM using the ELISA and they showed that 

rROP2 was recognized by 58.0% of serum samples from individuals with chronic 

infection and by 80.0% of serum samples from individuals with potential acute 

infection. A combination of three recombinant antigens to detect IgG using ELISA 

(p29, p30, and p35) and three recombinant antigens to detect IgM using ELISA (p29, 

p35, and p66) improved the sensitivity from 93.1% to 98.4% (Aubert et al. 2000). 

 Other recombinant ROPs have been evaluated, such as rROP8 antigen expressed 

in E. coli that presented 94.0% of specificity and 90.0% of sensitivity for early acute 

toxoplasmosis, 92.0% for acute, and 82.0% for chronic infections (Sonaimuthu et al. 

2014). 
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 The antigen SAG1 (major surface antigen) is used in some commercially 

available tests, because it exhibits high antigenicity and immunogenicity (Gatkowska et 

al. 2010). Therefore, the combination of ROP proteins with other T. gondii antigens, 

such as SAG1, may improve their performance. The use of a single antigen in the 

ELISA may fail to recognize all the positive samples, and a probable explanation for 

this false negative result could be that some infected individuals may not produce an 

antibody response against the epitopes present on this recombinant antigen. This fact 

suggests that the combination of different antigens in the same test may be a better 

approach than single antigen (Gatkowska et al. 2010, Aubert et al. 2000, Van Gelder et 

al. 1993).  

 However, Van Gelder et al. (1993) explained that their recombinant antigen was 

unable to detect antibodies in about 10.0% of infected individuals, because the 53 to 54 

kDa ROP2 antigen delays to make IgG response, suggesting that the antibodies against 

this antigen are more present at a chronic stage of infection. In the very early stage of 

toxoplasmosis, antibodies against the ROP2 antigen are not yet detectable. In the 

present study, we also found positivity at acute and chronic stages of infection, with the 

same specificity in the both groups. But, we detected higher sensitivity and NPV for the 

groups with acute infection (B) and infection with more than 4 months (C). 

 Moreover, false negative results could be due the variation in the procedures to 

obtain the rROP2, which can compromise the stability and the conformational structure 

of epitopes, leading to non-recognition by the specific antibodies (Gatkowska et al. 

2010).  

 The false positive results obtained in the samples of susceptible pregnant may be 

explained by the presence of protein fractions not belonging to the rROP2 protein that 
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were viewed using the SDS-PAGE after the step of purification of this protein. This 

result underscores the need to improve the purification procedure to provide greater 

purity for this antigen than the used in the current study. This procedure may reduce the 

noise level obtained of negative controls in the spectrophotometric lectures of the 

rELISA-ROP2 microplates, as reported by Pagliari (2013). 

The expression of rROP2 as a recombinant protein in E. coli is not an easy task. 

The production of the rROP2 protein has shown low expression and solubilization 

techniques have generated high degree of protein degradation (Van Gelder et al. 1993). 

Authors describes low levels of expression or degradation and solubility problems, but 

they have obtained high levels of expression in bacteria growing broth (Nigro et al. 

2001). We encountered some difficulties to obtain the expression and maintenance of 

the stability of rROP2 protein that can be attributed to the rROP2 sensitivity to host 

proteases. The rROP2 obtained in the present study showed low level of expression and 

was always found in the insoluble fraction. High degradability was observed in the 

expression and purification stages, and also during storage of this protein (Pagliari 

2013), which may have contributed to the decreased reactivity of the test. A yeast 

expression system that allowed a production of recombinant antigen in large scale, with 

easily and fast growth and inexpensive media was previously used (Chang et al. 2011).  

 The ELISA rROP was not assessed to detect IgM antibodies in the sample 

groups that may improve the results for the performance of this test for the diagnosis of 

acute toxoplasmosis in pregnant women. 

  Taken together, the results underscore that rROP2 can be recognized by 

antibodies present in samples from patients with both acute and chronic phases of T. 

gondii infection, but the sensitivity of ELISA-rROP2 was higher between the pregnant 
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women with acute infection, mainly among those with high avidity of IgG. Therefore, 

the combination of rROP2 with other recombinant antigens should be investigated to 

differentiate the phases of toxoplasmosis in pregnant women. 
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TABLE 1 

Evaluation of sensitivity, specificity, positive predictive value, negative predictive value and kappa index for the detection of IgG anti-

Toxoplasma gondii using the commercial chemiluminescence method (CML) and enzyme linked immunoassay with recombinant rhoptry 2 

as antigen (ELISA-rROP2) and indirect immunofluorescence (IFI) as the gold standard for the serodiagnosis of toxoplasmosis in serum 

samples from pregnant women 

 

IgG anti-T. gondii (IFI)  

     

IgG anti-T. gondii 

Sensitivity (%) 

(CI 95%) 

Specificity (%) 

(CI 95%) 

PPV (%) 

(CI 95%) 

NPV (%) 

(CI 95%) 

Kappa 

index 

p value 

CML  97.7 

(94.1-99.4) 

98.8 

(93.7-99.8) 

99.4 

(96.7-100.0) 

95.5 

(88.9-98.8) 

0.957 <0.0001a 

ELISA- rROP2 61.8 

(54.0-69.1) 

62.8 

(51.7-73.0) 

76.6 

(68.7-83.4) 

45.4 

(36.2-54.8) 

0.224 0.0002b 

n= 256 samples (1 sample was excluded from group C); a: Fisher Exact test; b: chi-square test  

IFI: indirect immunofluorescence 

CML: microparticle chemiluminescence method 

ELISA: enzyme linked immunoassay  

rROP2: recombinant antigen of rhoptry 2 of Toxoplasma gondii  

PPV: positive predictive value 

NPV: negative predictive value 

CI: confidence interval  
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TABLE 2 

Evaluation of sensitivity, specificity, positive predictive value, negative predictive value and kappa index for the detection of IgG anti-

Toxoplasma gondii using the indirect immunofluorescence (IFI) and enzyme linked immunoassay with recombinant rhoptry 2 as antigen 

(ELISA-rROP2) using the commercial chemiluminescence (CML) method as the gold standard for the serodiagnosis of toxoplasmosis in 

serum samples from pregnant women 
 

IgG anti-T. gondii (CML)  

     

IgG anti-T. gondii 

Sensitivity (%) 

(CI 95%) 

Specificity (%) 

(CI 95%) 

PPV (%) 

(CI 95%) 

NPV (%) 

(CI 95%) 

Kappa 

index 

p value 

IFI 99.4 

(96.7-100.0) 

100.0 

(95.8-100.0) 

100.0 

(97.8-100.0) 

98.8 

(93.7- 99.8) 

0.991 <0.0001a 

ELISA- rROP2 62.3 

(54.5-69.7) 

62.4 

(51.2- 72.6) 

76.5 

(68.4-83.3) 

45.7 

(36.4-55.2) 

0.226 0.0002b 

n= 252 samples (5 samples were excluded: 1 from group A, 2 from group B and 2 from group I);  a: Fisher Exact test; b: chi-square test  

IFI: indirect immunofluorescence 

CML: microparticle chemiluminescence method 

ELISA: enzyme linked immunoassay  

rROP2: recombinant antigen of rhoptry 2 of Toxoplasma gondii  

PPV: positive predictive value 

NPV: negative predictive value 

CI: confidence interval  
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TABLE 3 

Evaluation of sensitivity, specificity, positive predictive value, negative predictive value and kappa index of IgG anti-T. gondii by the 

enzyme linked immunoassay with recombinant rhoptry 2 as antigen (ELISA-rROP2) compared with the commercial chemiluminescence 

(CML) method as the gold standard in serum samples from pregnant women with acute toxoplasmosis, with low avidity (Group B) and 

high avidity (Group C) of IgG anti T. gondii, and previously exposed to T. gondii (Group I) 

 

Groups CML 

R (n)   NR (n) 

Sensitivity (%) 

(CI 95%) 

Specificity (%) 

(CI 95%) 

PPV (%) 

(CI 95%) 

NPV (%) 

(CI 95%) 

Kappa 

index 

 p valuea  

Group B 
 

46 

 

85 
60.9 

(45.4-74.9) 

62.4 

(51.2- 72.6) 

46.7 

(33.7- 60.0) 

74.7 

(62.9-84.2) 

 

0.217 

 
0.0109  

Group C 
 

58 

 

85 
86.2 

(74.6 -93.9) 

62.4 

(51.2- 72.6) 

61.0 

(49.6-71.6) 

86.9 

(75.8- 94.2) 

 

0.456 

 
<0.0001  

Group I 
 

63 

 

85 
41.3 

(29.0-54.4) 

62.4 

(51.2 -72.6) 

44.8 

(31.7-58.5) 

58.9 

(48.0 -69.2) 

 

0.045 

 
0.6553  

 n=  samples; R: reactive; NR: nonreactive; a:  chi-square test 

IFI: indirect immunofluorescence 

CML: microparticle chemiluminescence method 

ELISA: enzyme linked immunoassay  

rROP2: recombinant antigen of rhoptry 2 of Toxoplasma gondii  

PPV: positive predictive value 

NPV: negative predictive value 

CI: confidence interval  
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TABLE 4 

Evaluation of sensitivity, specificity, positive predictive value, negative predictive value and kappa index of IgG anti-T. gondii by the 

enzyme linked immunoassay with recombinant rhoptry 2 as the antigen (ELISA-rROP2) compared with the indirect immunofluorescence 

(IFI) method as the gold standard in serum samples from pregnant women with acute toxoplasmosis, with low avidity (Group B) and high 

avidity (Group C) of IgG anti T. gondii, and and previously exposed to T. gondii (Group I) 

 

Groups IFI 

R (n)   NR (n) 

Sensitivity (%) 

(CI 95%) 

Specificity (%) 

(CI 95%) 

PPV (%) 

(CI 95%) 

NPV (%) 

(CI 95%) 

Kappa 

index 

 p valuea  

Group B 
 

48 

 

86 
62.5 

(47.4-76.1) 

62.8 

(51.7-73.0) 

48.4 

(35.50-61.4) 

75.0 

(63.4-84.5) 
0.238 

 
0.0049  

Group C 

 

57 

 

86 
86.0 

(74.2-93.7) 

62.8 

(51.7-73.0) 

60.5 

(49.0-71.2) 

87.1 

(76.2- 94.3) 

 

0.455 

 

 

<0.0001  

Group I 
 

65 

 

86 
40.0 

(28.0- 52.9) 

62.8 

(51.7-73.0) 

44.8 

(31.7-58.5) 

58.1 

(47.4-68.2) 

 

0.028 

 
0.7270  

n=  samples; R: reactive; NR: nonreactive; a:  chi-square test 

IFI: indirect immunofluorescence 

CML: microparticle chemiluminescence method 

ELISA: enzyme linked immunoassay  

rROP2: recombinant antigen of rhoptry 2 of Toxoplasma gondii  

PPV: positive predictive value 

NPV: negative predictive value 

CI: confidence interval  
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                                                       _________*________ 

                                                                                      _________*________ 

                            

 

 

Fig 1: Levels of IgG anti-Toxoplasma gondii antibodies obtained using enzyme linked 

immunoassay witth rhoptry 2 as antigen (ELISA-rROP2) in samples of pregnant women susceptible 

or non exposed (group A), with acute infection (group B), infection for more than 4 months (group 

C), and previously exposed (group I). The values are expressed in ELISA index  1, obtained with 

the mean optical density (OD) of sample / mean OD for the negative controls plus 2 standard 

deviation. Bars represent the median of the titers obtained for each group (Kruskal-Wallis test with 

Dunn’s post test) *p<0.0001; for comparison with other groups, the difference was not significant 

(p>0.05). 

 

 

 



123 
 

Apresentação de pôster em congresso com pulicação em anais. 
 
Perfil dos casos de toxoplasmose congênita em um serviço de referência do Paraná. 
 
Autores: JD CAPOBIANGO, CP REZENDE, RM BREGANÓ, IT NAVARRO, AMB CASELLA, FMR 

LOPES, S PAGLIARO, IT INOUE, EMV REICHE. 

PO 28, pág 85 dos anais do congresso 

Evento: II Simpósio Brasileiro de Toxoplasmose 

Data: 01/02/2013 

Local: Anfiteatro da Faculdade de Medicina Veterinária e Zootecnia da Universidade de São Paulo 

– SP 

 

Trabalho premiado com Menção Honrosa, entre os 12 melhores trabalhos apresentados no 

congresso. 

 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



124 
 

 



125 
 

 



126 
 

 



127 
 

6       CONCLUSÕES  
 
 Os resultados do presente estudo demonstraram que, de 2000 a 2010, a maioria das 

gestantes cujas crianças apresentaram toxoplasmose congênita e foram acompanhadas no 

Ambulatório de Infectologia Pediátrica do AEHU da UEL não recebeu tratamento específico para 

toxoplasmose durante a gravidez. Nesta coorte retrospectiva de pacientes, a maioria das crianças 

era sintomática no primeiro mês de vida e a coriorretinite foi o dano ocular mais frequente. A alta 

frequência de sequelas também foi observada neste grupo de pacientes. Estes dados reforçam a 

importância do diagnóstico e tratamento da toxoplasmose adquirida durante a gravidez para 

reduzir a ocorrência de toxoplasmose congênita e suas complicações na criança. 

 A implantação do Programa de Vigilância Epidemiológica de Toxoplasmose na Gestação e 

Congênita no município de Londrina, em 2006, mudou esta realidade local, demonstrada com o 

uso de uma ficha de notificação específica, no período de agosto de 2013 a agosto de 2014. 

Nesta coorte prospectiva, o diagnóstico foi realizado com maior frequência no 1º trimestre de 

gestação e a maioria das gestantes recebeu o tratamento durante a gestação.  Não houve 

diferença sobre a presença de efeitos colaterais entre as pacientes que receberam sulfadiazina, 

pirimetamina com ácido folinico e as que receberam espiramicina. A possibilidade de utilização de 

uma ficha específica de notificação pode trazer o conhecimento das dificuldades nos diversos 

serviços de saúde do país e facilitar a discussão de soluções para implantação de um fluxo de 

encaminhamento e acompanhamento dos casos. Além disso, determinar a incidência da infecção 

aguda em gestantes e congênita, a taxa de transmissão congênita, identificar falhas no 

encaminhamento e tratamento das gestantes e crianças e propiciar a busca ativa a fim de reduzir 

as sequelas da toxoplasmose congênita. 

 A detecção de IgG anti-T. gondii com o método de WB mostrou-se útil para o diagnóstico 

de pacientes com toxoplasmose congênita. Anticorpos contra proteínas do T. gondii foram 

detectados em diferentes proporções entre os grupos de crianças infectadas e não infectadas. 

Porém, o WB isoladamente apresentou sensibilidade e especificidades insatisfatórias e deve ser 

utilizado em conjunto com outros marcadores convencionais para o diagnóstico de toxoplasmose 

congênita. Quando associado à presença de sinais e sintomas clínicos de toxoplasmose 

congênita, à presença de IgM anti-T. gondii ou PCR positiva para T. gondii, apresentou aumento 

na sua sensibilidade.  

 O teste de ELISA- rROP2 para detecção de IgG anti T. gondii mostrou baixa sensibilidade, 

especificidade, VPP, VPN e baixa concordância com os teste de QL e IFI, não se mostrando útil 

para a confirmação da infecção aguda, pois foi reagente nas amostras de soro de gestantes com 

infecção aguda e infecção crônica. Porém, a sensibilidade do ELISA- rROP2  foi maior para as 



128 
 

gestantes com infecção aguda e principalmente, para as gestantes com infecção com mais de 4 

meses de evolução, caracterizadas pela presença simultânea de IgG e IgM anti-T. gondii com 

forte avidez de IgG.  

 

7  CONSIDERAÇÕES FINAIS E PERSPECTIVAS FUTURAS 
 

 Há urgência de ampliação da notificação da toxoplasmose adquirida na gestação e da 

toxoplasmose congênita para as Unidades Básicas de Saúde de Londrina e região, e não só nas 

Unidades Sentinelas, a fim de promover um melhor conhecimento dos dados epidemiológicos e 

planejar ações de prevenção da doença na gestante. 

 Com estes resultados fica clara a dificuldade encontrada pelos médicos para o diagnóstico 

da toxoplasmose adquirida na gestação e a congênita. Resultados discordantes nos desafiam 

para a continuidade de estudos de diferentes estratégias para melhorar o diagnóstico desta 

infecção.  O problema da pesquisa não se resolve com este estudo mas continua a merecer nossa 

atenção nos próximos projetos de pesquisa, embora muitos avanços foram conquistados desde a 

implantação do Programa de Vigilância em Saúde da Toxoplasmose Gestacional e Congênita, no 

Município de Londrina.   

 Entre outras estratégias a serem avaliadas incluem a realização dos testes de WB e ELISA 

rROP2 para a detecção de IgM anti-T. gondii  e do teste de ELISA empregando a associação de 

ROP2 com outras proteínas recombinantes, que podem melhorar a acurácia dos resultados.  

 Visualizamos a necessidade de implantação do WB na rotina laboratorial; porém, o ideal 

seria que houvesse a padronização de um conjunto de reagentes de fabricação nacional para 

facilitar a execução do teste. Acreditamos que o WB deva conter a associação das proteínas mais 

frequentemente reconhecidas pelos anticorpos presentes no soro de crianças brasileiras com 

toxoplasmose congênita.  
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APÊNDICES  
APÊNDICE A - Termo de Conscentimento Livre e Esclarecido (TCLE)  

 

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO 

Você está sendo convidado(a) para participar, como voluntário, em uma pesquisa. Após ser 

esclarecido(a) sobre as informações a seguir, no caso de aceitar fazer parte do estudo, assine ao 

final deste documento, que está em duas vias. Uma delas é sua e a outra é do pesquisador 

responsável. Em caso de recusa você não será penalizado(a) de forma alguma. 

INFORMAÇÕES SOBRE A PESQUISA: 

Título do Projeto: Avaliação do método imunoenzimático (ELISA) com proteínas recombinantes e 

do Western Blot para o diagnóstico de toxoplasmose adquirida na gestação e 

congênita.Pesquisador Responsável : Edna ReicheTelefone para contato (inclusive ligações a 

cobrar): (043) 3371-2000 

Pesquisador participante: Jaqueline Dario Capobiango 

Telefones para contato : (043) 3371-2237 

A Toxoplasmose é uma doença transmitida pela ingestão de carne crua contaminada ou de 

alimentos contaminados pelo Toxoplasma gondii. Este protozoário pode causar infecção 

na gestante com risco de transmissão para o feto. A infecção no feto pode causar sérios 

problemas com risco de sequelas. Esta pesquisa tem como objetivo avaliar um novo exame 

para o diagnóstico da toxoplasmose adquirida na gestação e da toxoplasmose congênita 

em recém nascidos cujas mães tiveram toxoplasmose na gestação, o que permitirá o início 

do tratamento o mais precoce possível quando indicado. Portanto, precisamos de sua 

amostra de sangue e da amostra de sangue do seu filho(a) para realizar exames para 

toxoplasmose. A coleta de sangue não acarretará riscos para você e seu filho(a), somente o 

incômodo da picada da agulha.  

Os resultados do estudo serão mantidos em sigilo. Você e seu filho receberão o 

acompanhamento e tratamento necessários. Você tem a liberdade de retirar o 
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consentimento, em qualquer momento, sem prejuízo da continuidade do acompanhamento 

e do tratamento seu e do seu filho(a). 

 

Nome e Assinatura do pesquisador __________________________________________ 

 

CONSENTIMENTO DA PARTICIPAÇÃO DA PESSOA COMO SUJEITO 

 

Eu, _________________________________________________________________________, 

no. CFF ou RG___________________________, RG do HU:_________________ abaixo 

assinado, concordo em participar do estudo: Avaliação do método imunoenzimático (ELISA) com 

proteínas recombinantes e do Western Blot para o diagnóstico de toxoplasmose adquirida na 

gestação e congênita , como sujeito. Fui devidamente informado e esclarecido pelos pesquisador 

Jaqueline Dario Capobiango, sobre a pesquisa, os procedimentos nela envolvidos, assim como os 

possíveis riscos e benefícios decorrentes de minha participação. Foi-me garantido que posso 

retirar meu consentimento a qualquer momento, sem que isto leve à qualquer penalidade  ou 

interrupção de meu acompanhamento e/ou assistência e/ou tratamento.  

 

Local e data ___________________      ________/________/_______ 

Nome do RN: _____________________________________________________________  

RG do HU do RN:____________________ 

 

Assinatura do sujeito ou responsável: ______________________________________ 
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APÊNDICE B - Questionário para Coleta de Dados Demográficos, Clínicos e Terapêuticos dos 

Indíviduos Inseridos no Estudo 
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APÊNDICE B - Questionário para Coleta de Dados Demográficos, Clínicos e Terapêuticos dos 

Indíviduos Inseridos no Estudo (continuação) 
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APÊNDICE B - Questionário para Coleta de Dados Demográficos, Clínicos e Terapêuticos dos 

Indíviduos Inseridos no Estudo (continuação) 
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ANEXOS 
ANEXO A - Parecer do Comitê de Ética em Pesquisa Envolvendo Seres Humanos da UEL 
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ANEXO B - Emenda do Parecer do Comitê de Ética em Pesquisa Envolvendo Seres Humanos da  

UEL 

 




