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congeénita: caracteristicas epidemioldgicas, clinicas e diagndstico laboratorial. 2014.
146 f. Tese (Doutorado em Ciéncias da Saude) — Universidade Estadual de
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RESUMO

Objetivos: Os objetivos deste estudo foram avaliar as caracteristicas
epidemioldgicas e clinicas de criangas com toxoplasmose congénita; implantar a
notificagdo de toxoplasmose adquirida durante a gestagdo e toxoplasmose
congénita; avaliar os métodos de Western Blot (WB) para o diagndstico da
toxoplasmose congénita e de enzimaimunoensaio com proteina recombinante de
roptria 2 do T. gondii (ELISA-rROP2) para deteccdo de IgG anti-T. gondii em
gestantes. Materiais e Métodos: Foi realizado um levantamento dos casos de
toxoplasmose congénita atendidos, no periodo de 2000 a 2010, no Ambulatério de
Infectologia Pediatrica, do Ambulatério de Especialidades do Hospital Universitario,
da Universidade Estadual de Londrina (AEHU/UEL); posteriormente, foi implantada
uma rotina de notificagdo de toxoplasmose na gestante e congénita, no periodo de
agosto de 2013 a agosto de 2014, apds a construgcdo de uma ficha epidemioldgica e
um fluxo de notificagdo dos casos suspeitos e foram avaliados os métodos de WB
com antigeno total de T. gondii em amostras de 99 pares de mées e criangas e de
ELISA- rROP2 para pesquisa de IgG anti-T. gondii em 236 amostras de gestantes,
sendo grupo A: susceptiveis (n=65), grupo B: infeccdo aguda (n= 48), grupo C:
infeccdo ha mais de 4 meses (n =58) e grupo I: imunes (n=65). Dados
epidemioldgicos, clinicos e laboratoriais foram obtidos por consulta aos prontuarios
dos pacientes e no sistema informatizado do Laboratério de Analises Clinicas do
Hospital Universitario da UEL (LABHOS). Todas as amostras foram avaliadas para a
deteccdo de IgG anti-T. gondii por imunofluorescéncia indireta (IFI) e por
quimioluminescéncia (QL) e deteccao de IgM anti-T. gondii por QL. Nas amostras
das gestantes com IgM e IgG reagentes foi realizado o teste de deteccao da avidez
de IgG anti-T. gondii por QL. Resultados: No periodo de 10 anos, 236 criangas
tiveram suspeita de toxoplasmose congénita e 31 (13,1%) tiveram o diagndstico
confirmado. Das 31 gestantes, 23 (85,2%) receberam assisténcia pré-natal, a
infecgdo nao foi diagnosticada em 20 (64,5%) e apenas 4 (12,9%) receberam o
tratamento especifico. Das 31 criangas, 29 foram avaliadas no primeiro més de vida;
destas, 24 (82,8%) apresentaram manifestagbes clinicas ao nascimento. Lesao
ocular foi detectada em 23/31 (74,2%) criangas, sendo a coriorretinite a mais
frequente (58,1%). Sequelas foram detectadas em 20/29 (68,9%) criangas e a
sequela visual foi a mais frequente, em 16/29 (55,2%). Niveis séricos de anticorpos
IgM anti-T. gondii foram detectados em 15/31 (48,3%) criangas. Com a ficha de
notificacdo, foram notificados 64 casos suspeitos de toxoplasmose adquirida na
gestagdo. A maioria realizou atendimento pré natal (98,4%) e 41/58 (70,7%)
gestantes ndo apresentou sintomas de toxoplasmose. O diagnéstico foi realizado no
1° trimestre de gestacao em 27/59 (45,7%) gestantes e 50/64 (78,1%) receberam
tratamento durante a gestagdo. Para a avaliagcdo do método de WB, 15 criangas
(15,5%) preencheram os critérios de toxoplasmose congénita e em 32 (32,2%) foi
excluida a infecgdo congénita. Das 15 criangas com toxoplasmose congénita, 12
(80%) foram sintomaticas, 6 (40%) apresentaram IgM anti- T. gondii reagente, 5



(33,3%) com elevagao de IgG anti-T. gongii nos primeiros meses de vida, um (6,7%)
com persisténcia dos titulos de IgG anti-T. gondii em amostras seriadas e em 5/7
(71,4%) com reacéo em cadeia de polimerase (PCR) positiva. A sensibilidade do WB
foi de 60,0% e a especificidade de 43,7%. A presenca de sintomas ou WB positivo
aumentou a sensibilidade do diagndstico para 92,0% e a associagéo de WB ou PCR
positivo para 89,1%. Considerando a IFI como padrdo ouro, a sensibilidade do
ELISA-rROP2 foi de 61,8 % e a especificidade de 62,8%. Considerando a QL como
padrao 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 infeccao
cronica e em 30/48 (62,5%) gestantes com infeccdo aguda (p= 0,0180). A
positividade encontrada pelo ELISA-rROP2 para o grupo de gestantes com infecgao
ha mais de 4 meses foi de 50/58 (86,2%). Conclusdes: O presente estudo
demonstrou que entre 2000 e 2010, a maioria das gestantes cujos filhos
apresentaram toxoplasmose congénita e foram atendidos no AEHU/UEL, néo
recebeu tratamento para toxoplasmose durante a gravidez. A maioria das criangas
era sintomatica no primeiro més de vida e com elevada frequéncia de sequelas. A
ficha de notificacdo foi utii para a obtengcdo de dados epidemiolégicos, de
diagndstico 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 gestagdo. O WB mostrou-se util na avaliagéo soroldgica de
pacientes com toxoplasmose congénita. Embora ndo deva ser utilizado
isoladamente para o diagnéstico de toxoplasmose congénita, quando associado a
clinica, presenca de IgM ou PCR positiva, apresentou aumento na sensibilidade.
Anticorpos IgG anti-rROP2 foram detectados por ELISA tanto na fase aguda quanto
na crénica da toxoplasmose na gestagdo, com maior sensibilidade em amostras de
gestantes com infeccdo ha mais de 4 meses que apresentaram IgG anti T. gondii de
forte avidez.

Palavras-chave: Toxoplasmose. Toxoplasma. Toxoplasmose congénita. Gravidez.
Notificacdo de doencgas. Proteinas recombinantes. Proteina ROP
2. Ensaio de imunoadsorcdo enzimatica. Western Blotting.
Diagndstico. 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 1gG 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 INTRODUCAO

A toxoplasmose é uma infeccdo de distribuicdo mundial causada pelo
protozoario Toxoplasma gondii (T. gondii), parasita intracelular obrigatério. O T. gondii
existe em trés formas: taquizoita (fase proliferativa), bradizoita (fase latente nos cistos
teciduais) e oocisto, onde os esporozoitas se desenvolvem (AMATO-NETO; BALDY,
1989; MONTOYA; BOOTHROYD; KOVACS, 2010).

Os felinos sdo os hospedeiros definitivos do T. gondii, pois em seu epitélio
intestinal ocorre o ciclo sexuado do parasita, com eliminacdo dos oocistos nas fezes.
O homem, hospedeiro intermediario, se infecta pela ingestdo de tecidos de animais
contendo os cistos (carne crua ou mal passada) ou ingestdo de alimentos (frutas e
vegetais), agua e material do meio ambiente (terra e areia) contaminados pelos
oocistos esporulados. A forma congénita da infeccdo ocorre por transmissao
transplacentaria das formas circulantes do parasita durante a gestagdo (MONTOYA;
BOOTHROYD; KOVACS, 2010).

T. gondii pertence ao filo Apicomplexa, além dos protozoarios Plasmodium sp.,
Cryptosporidium sp., Neospora caninum e Eimeria sp, que tém em comum a presencga
de um complexo apical com organelas secretoras, micronemas, roptrias (ROPs) e
granulos densos (GRAs), que estao envolvidos na invasao da célula hospedeira (HAJJ
et al, 2006).

Nas Américas Central e do Sul, 50,0 a 80,0% da populagdo apresentam
reatividade para os anticorpos da classe IgG especificos contra o T. gondii, o que
caracteriza a exposigao anterior ao parasita (HILL; DUBEY, 2002).

A prevaléncia da infeccdo em gestantes varia de 10,3 a 75,2% nos diversos
paises (ANTONIOU, 2004; ASPOCK, 2003; HUNG, 2007; LIU, 2009; NASH, 2005). No
Brasil, esta prevaléncia varia entre 31,0% e 91,6% (DETANICO; BASSO, 2006;
FIGUEIRO-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 Gestagao

Mais de 90,0% das gestantes que adquirem a infecgao sao assintomaticas.
Quando ha manifestagbes clinicas, em geral sdo inespecificas como febre, cefaleia,
mialgia, adenomegalias e exantema (KRAVETZ; FEDERMAN, 2005). Na Franga,
apenas 5% dos casos sao sintomaticos (DUNN, et al. 2009). Nos Estados Unidos da
América (EUA), 52,0% das mées de 131 criangas com toxoplasmose congénita

negaram sintomas e fatores de risco associados a transmissédo do parasita durante a
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gestacédo. 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 limitacdo do diagnéstico da infeccdo pelo quadro clinico materno, o
rastreamento sorolégico sistematico durante a gravidez é uma ferramenta diagnéstica
e tema debatido principalmente em regides onde a prevaléncia de imunidade pré-
concepcional ndo é elevada e cujo risco de soroconversao durante a gestacao 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%) nao tinham o
diagndstico correto da infecgdo pelo T. gondii durante a gestacdo, por falta de pré-
natal (29,0%), n&o realizacdo do teste (39,0%), falta de documentacédo (26,0%) e
exames soroldgicos incompletos (6,0%).

Entretanto, a interpretacdo dos exames sorolégicos € complexa e é necessario
o conhecimento das limitagdes de cada técnica, a avaliagdo do perfil das classes de
imunoglobulinas presentes e a sua associacdo com a idade gestacional (JONES;
LOPEZ; WILSON, 2003). Sem a interpretacdo correta dos resultados, muitas
gestantes sdo tratadas desnecessariamente e outras, por falha ou auséncia de
diagndstico, ndo sao tratadas. Ambas as situagdes podem ser danosas tanto para mée
quanto para o feto (REMINGTON et al., 2006).

Como auxiliar na determinacédo do tempo da infeccdo utiliza-se a detecgéo de
anticorpos IgM especificos contra o T. gondii; entretanto, a interpretagdo do resultado
IgM reagente ¢é dificil pela persisténcia de anticorpos IgM residuais por mais de 18
meses apds a infecgcdo e pela reacao falso positiva obtida nos testes comerciais
(JONES; LOPEZ; WILSON, 2003; WILSON; MCAULEY, 1999). O teste de avidez de
IgG é recomendado como teste confirmatdrio em mulheres que realizam a primeira
sorologia antes de 16 semanas de gestacdo e apresentam IgM reagente
(LIESENFELD et al., 2001). No entanto, no Brasil, a grande dificuldade de utilizar este
exame como confirmatdrio é que muitas gestantes iniciam o pré-natal tardiamente
(AGUIAR, 2008; CARELLOS; ANDRADE; SPALDING et al., 2003) e, nestes casos, a
deteccgéao de IgG de forte avidez, ndo exclui que a infecgao tenha ocorrido no inicio da
gestacéo.

Bessiéres et al. (2006) relataram as dificuldades da interpretacdo da sorologia
para toxoplasmose em varios casos clinicos como: a) IgM reagente até trés anos apds
infeccdo; b) soroconversdo com niveis de IgM muito baixos; c) presenca de IgM
inespecifica; d) resposta retardada de IgG (dois meses apds detecgéo de IgM); e e)
reativagao soroldgica com aumento do titulo de IgG, aparecimento de IgA, auséncia de
IgM e IgG de forte avidez. Mesmo com estas dificuldades, os autores recomendam o

diagnostico laboratorial, lembrando que podem ocorrer resultados discordantes e que
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estes devem ser definidos por meio da repeticdo dos exames apds algumas semanas
ou com o emprego de varios testes diferentes para a pesquisa de anticorpos.

Os diversos métodos soroldgicos utilizam diferentes antigenos de T. gondii. A
reacdo de imunofluorescéncia indireta (IF) da Biolab-Merieux (Imunoblot®,
Jacarepagud, Rio de Janeiro, Brasil) utiliza o T. gondii obtido a partir de liquido ascitico
de camundongos; o teste de enzimaimunoensaio por fluorescéncia (ELFA) da Bio-
Merieux (Vidas®, Toxo IgG I, Marcy-I'Etoile, Franca) utiliza a cepa RH Sabin de T.
gondii cultivada em camundongos; o método imunoenzimatico com microparticula
revelado por fluorescéncia (MEIA) da Abbott (Abbott-Axsym®, System Toxo IgM,
Abbott Park, IL, EUA) utiliza particulas de T. gondii derivadas de cultura de células
Hela; o imunoensaio de microparticulas por quimioluminescéncia (QL) da Abbott Toxo
IgG e IgG Avidez (Architect®, System Abbott, Toxo IgG e IgG Avidez, Wiesbaden,
Alemanha) utiliza antigeno 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 antigeno p30 do T. gondii e lisado de T. gondii.

Novas metodologias ja foram desenvolvidas como a deteccado de anticorpos
contra proteinas de fragdes de T. gondii por enzimaimunosensaio (ELISA): fragdo 1 -
membranas do parasita (ELISA-MEM), fracdo 3 - roptrias (ELISA-ROP) e fracéo 4 -
granulos densos e micronemas (ELISA-GRA) (GARCIA et al., 2004).

Na Europa, o perfil antigénico predominante do T. gondii € a proteina de
granulo denso 6 (GRA6) tipo I, enquanto na América Latina e na Africa, o que
prevalece é o GRAG tipo | / lll. Portanto, novos peptideos de diferentes marcadores
devem ser identificados, a fim de diferenciar os diversos sorotipos (SOUSA et al.,
2008).

Véarios genes foram clonados e expressos para produzir proteinas
recombinantes, como antigenos de superficie (SAG), ROP e GRA, presentes nos
taquizoitas e bradizoitas do T. gondii (KOTRESHA et al, 2010). Os taquizoitas de T.
gondii possuem um conjunto de 8 a 12 ROPs (DUBREMETZ et al, 2007). As proteinas
ROP2, ROP4 e ROP7 sao os principais membros de proteinas identificadas da familia
ROPs e sao altamente especificos para T.gondii. ROP2 e ROP4 demonstraram ser
expressas também em bradizoitas e esporozoitas (HAJJ et al, 2006).

Golkar et al. (2008) avaliaram o papel dos antigenos recombinantes no
diagnéstico de infeccdo aguda em gestantes e desenvolveram um teste GRAG-ELISA-
IgG e GRAG-ELISA-IgM que apresentaram sensibilidade e especificidade de 87,5 e
94,1%, respectivamente, quando comparado com testes sorologicos de rotina. Os

autores recomendaram que esse antigeno, apesar de promissor, precisa ser melhor
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estudado, para auxiliar na diferenciacédo de infeccao aguda e crénica pelo T.gondii em
gestantes.

Pfrepper et al. (2005) avaliaram anticorpos contra proteinas recombinantes de
roptrias 1 (ROP1) pelo ELISA (rELISA), com 102 soros de gestantes com
toxoplasmose aguda e duas criangas e compararam com 71 soros de individuos com
infeccdo cronica. Em amostras reativas para IgM, os anticorpos anti-ROP1 foram
predominantes, independentemente do estado da infecgdo. Os dados revelaram que o
rELISA fornece informagdes valiosas sobre o estado real da infeccéo, especialmente
durante o inicio da infeccdo. Da mesma forma, os autores Holec-Gasior, Kur e
Hiszczynska-Sawicka (2009) demonstraram que ambos os antigenos recombinantes,
GRA2 e ROP1, sao detectados com maior frequéncia em individuos com infeccao
aguda (100,0% e 94,6%, respectivamente) do que em individuos com infec¢ao crénica
(22,5% e 15,5%, respectivamente), sugerindo que anticorpos IgG anti-GRA2 e anti-
ROP1 sao produzidos durante a fase aguda de toxoplasmose.

A identificacdo de proteinas expressas na fase aguda da toxoplasmose podera
contribuir na padronizagdo de uma técnica de diagnéstico com melhora da
sensibilidade e especificidade para a diferenciacdo de infeccdo aguda e crénica pelo
T. gondii em gestantes (GOLKAR et al., 2007).

O diagnéstico precoce da infecgao pelo T. gondii e o tratamento antiparasitario
adequado nas gestantes sdo medidas que podem reduzir a gravidade das sequelas no
feto (FOULON; NAESSENS; DERDE, 1994). O tratamento durante o primeiro trimestre
de gestacao é realizado com espiramicina, pois a pirimetamina é teratogénica neste
periodo gestacional. O tratamento com espiramicina reduz a incidéncia de transmissao
congénita em 60,0% (HOHLFELD et al, 1989). Apés o primeiro trimestre, o tratamento
de escolha é a combinacao de sulfadiazina, pirimetamina e acido folinico, pois estas
medicagdes atravessam a barreira placentaria e tratam o feto infectado. Os
medicamentos devem ser mantidos até o final da gestagdo (MONTOYA et al., 2010;
REMINGTON et al., 2011).

1.2 Toxoplasmose Congénita

O risco de transmissao fetal varia conforme a resposta imune materna,
viruléncia do parasita e a idade gestacional em que ocorreu a infeccao (DUNN et
al.,1999). No periodo periconcepcional, este risco € de 0 a 2,0%, no primeiro trimestre
€ de 10,0 a 25,0%, no segundo trimestre € de 30,0 a 54,0%, no terceiro trimestre é de
60,0 a 65,0% e préximo ao parto, o risco € de até 80,0% (MONTOYA et al, 2010).
Porém, a gravidade da doenga congénita &€ maior quando a transmissdo ocorrre no

inicio da gestagdo e diminui a medida que a idade gestacional avanga, tendo como
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periodo mais critico de risco de doenca fetal, da 10? a 26® semana de idade
gestacional (DESMONTS,1982; DESMONTS et al, 1985; REMINGTON et al., 2006).

Portanto, a taxa de transmiss&o varia de 20,0 a 70,0% e ocorre em torno de
metade das gestantes sem tratamento (FIGUEIRO-FILHO, 2005). Estudos realizados
no Brasil demonstram esta variabilidade. Em Mato Grosso do Sul, a taxa geral de
transmisséo foi de 3,9% entre 32.512 gestantes avaliadas (FIGUEIRO-FILHO, 2005).
No Rio Grande do Sul, Spalding et al (2003) encontraram taxa total de transmissao
congénita de 6,0%, em uma coorte de 50 pares mée-bebé.

A incidéncia da toxoplasmose congénita no Brasil é de 0,3 a 5,0 para cada
1.000 nascimentos (LAGO et al, 2009; MOZZATTO; PROCIANQY, 2003; NETO et al,
2000; SEGUNDO et al, 2004; SPALDING et al, 2003). Em Minas Gerais, entre 146.307
amostras analisadas, a incidéncia 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 regido analisada (CARELLOS et al, 2014).

A maior parte dos casos de doenca congénita ndo apresenta sinais ou
sintomas ao nascer, caracterizando infecgao subclinica; mesmo assim, a crianga
apresenta risco de desenvolver sequelas tardias, principalmente oculares e
neuroldgicas (BEVERLEY, 1973). Para os casos sintomaticos, a gravidade das
manifestagdes clinicas esta relacionada ao trimestre da gestacdo em que ocorre a
transmissdo, com morte fetal no primeiro trimestre da gestacdo, coriorretinite,
microcefalia e deficiéncia mental no segundo trimestre; adenomegalia,
hepatoesplenomegalia, lesdes oculares e calcificagdes cerebrais no terceiro trimestre
(FRENKEL, 2002; MCAULEY, 2009; REMINGTON et al., 2006).

O risco de a crianga desenvolver manifestagdes clinicas antes dos trés anos de
vida é de até 75,0%, quando a soroconversao de anticorpos maternos ocorre no
primeiro trimestre da gestagdo (DUNN et al, 1999; PINARD; LESLIE; INVINE, 2003).

Sao consideradas suspeitas todas as criangas, sintomaticas ou nao, que sao
filhas de maes com toxoplasmose aguda no curso da gestagdo ou que nascem com
sinais ou sintomas da doenca que incluem ictericia, hepatoesplenomegalia,
linfadenopatia, microcefalia, hidrocefalia, anemia, convulsdes, baixo peso,
prematuridade, coriorretinite, calcificagdes cerebrais, nistagmo, estrabismo,
microcefalia, iridociclite e alteracdes do liquido cefaloraquidiano (LCR) (REMINGTON
etal., 2011)

Em uma coorte de 210 criangas 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 criangas com toxoplasmose congénita, a

frequéncia de meninos infectados varia de 45,5 a 75,0% € 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). Safadi et al (2003) encontraram 84,0% de criangas com toxoplasmose
congénita com peso > 2500 g.

A toxoplasmose congénita pode se manifestar de quatro formas: infecgao
subclinica, doenga manifesta no periodo neonatal, doencga grave ou discreta manifesta
nos primeiros meses de vida, sequela ou reativacdo de infecgcdo prévia nao
diagnosticada (AMERICAN ACADEMY OF PEDIATRICS, 2009; REMINGTON et al.,
2006).

Nos recém-nascidos e lactentes sintomaticos, a apresentacao clinica pode ser
dividida, didaticamente, em forma neurolégica e generalizada. A forma neurolégica,
resultante de infecgdo fetal precoce na gestagdo, caracteriza-se por calcificacbes
intracranianas geralmente difusas, coriorretinite, convulsdes, hidrocefalia ou
microcefalia, caracterizando a tétrade de Sabin (FRENKEL, 2002). A forma
generalizada, resultante de infeccdo mais tardia na gestacao, apresenta coriorretinite,
alteracdes no LCR, hepatoesplenomegalia, ictericia, 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 criangas com toxoplasmose congénita sem tratamento, classificando-as em
doenga neurologica em 108 (71,0%) pacientes e doenga generalizada em 44 (29,0%)
pacientes. Em relacdo ao total de casos, a principal manifestagao foi a coriorretinite
(85,5%), seguida de alteracbes no LCR (63,2%), ictericia (43,4%), esplenomeglia
(41,4%), convulsbées (40,8%), febre (40,1%), calcificagbes (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 congénita cujo
diagndstico foi realizado durante o pré-natal, 81,0% apresentaram infecgao subclinica,
13,0% calcificagdes intracranianas, 6,0% corrioretinite e 2,0% alteragdes no LCR
(HOHFELD et al, 1989). COUVREUR et al. (1984) encontraram 10,0% de criancas
com ictericia, 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 créanio alterada e 34,2% com altera¢des no LCR.

Estudos brasileiros demonstram que as manifestagdes clinicas precoces estao
presentes em 56,0 a 100,0% das criangas analisadas, coriorretinite em 67,0 a 80,0%
das criangas e calcificacdo intracraniana em 11,0 a 100,0% dos casos (BAHIA;
OREFICE; 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 criangas e Vasconcelos—Santos et al. (2010) relataram
hidrocefalia em 6,3% e microcefalia em 5,3% das criangas avaliadas.

As lesdes oculares n&o s&o totalmente dependentes da idade gestacional em
que ocorre a infeccdo materna e podem aparecer casos graves de coriorretinite
mesmo nas infecgdes adquiridas pela mée na segunda metade da gestacdo. Além
disso, a coriorretinite € a mais frequente das sequelas e o risco de sua manifestacao
persiste por muitos anos (GILBERT et al., 2008). Em relagdo as lesbes oculares nas
criangas brasileiras com toxoplasmose congénita, 29,0 a 100,0% apresentaram
coriorretinite na evolugao, 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%, vitreite em 3,0 a 50,0% e prejuizo da visdo em 50,0 a
100,0% dos pacientes (BAHIA; OREFICE; 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 manifestacdes oculares sdo mais graves em estudos brasileiros do que em
criancas europeias e americanas (COUVREUR et al., 1984; GILBERT et al, 2008).
Uma das possiveis explicacbes para este fato seja a presenca de cepas mais
virulentas do T. gondii no Brasil (DUBEY et al., 2012).

Sao0 descritos alguns fatores de risco associados ao desenvolvimento de
coriorretinite como sexo feminino [Odds Ratio (OR) = 2,02; Intervalo de Confianga (IC)
95% 1,01 - 4,1, p = 0,049], a presenca de lesdes calcificadas cerebrais (OR = 4,03 IC
95% 1,9 - 10, p = 0,0006) e o atraso no tratamento materno apds a soroconversao
(OR=2,541C 95% 1,14 - 5,65, p = 0,02) (KIEFFER et al., 2008; MCLEOD, 2009).

Os lactentes podem permanecer sem sequelas da infecgdo ou desenvolver,
além do prejuizo da visdo, outras sequelas como o retardo neuropsicomotor,
hidrocefalia, convulsdes e surdez, meses ou mesmo anos apés 0 nascimento, mesmo
quando sao assintomaticos ao nascimento (MCLEOD, 2009; REMINGTON et al.,
2006).

Resende et al. (2010) verificaram que, entre 178 criangas analisadas, 19 (18%)
apresentaram prejuizo da audi¢ao. Einchenwald (1960) encontrou 12,4% de criangas
com toxoplasmose congénita com surdez (Einchenwald, 1960, apud MCLEOD 2009).

A infecgdo do sistema nervoso central (SNC) pelo T. gondii leva a necrose
celular em areas do parénquima, cerebelo, tronco cerebral e medula espinhal

(REMINGTON et al., 2006). Conforme a idade gestacional em que a infec¢édo ocorre,
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as lesdes tém sido descritas em regides distintas do SNC; lesdes em ganglios da base
ocorrem com maior frequéncia antes da 20% semana de idade gestacional e as lesdes
periventriculares apos a 20% semana (DIEBLER, 1985). Os exames de imagem TC e
ultrassonografia (USG) de cranio tém sido utilizados para o diagndstico das principais
lesbes como ventriculomegalia, hidrocefalia e calcificagdes. Estudos sugerem que a
TC é mais sensivel que a USG para detectar calcificagdes cerebrais (CALABET et al.,
1985; GRANT et al.,1985). Porém, Lago et al. (2007) compararam a TC e o0 USG em
33 criangas com toxoplasmose congénita e encontraram concordancia de 94,0% entre
os dois exames (kappa = 0,88, IC 95% = 0,71-1,0, p < 0,001 ).

Varios sdo os possiveis defeitos endécrinos resultantes de disfungao
hipotalamica e pituitaria acarretadas por lesdes do SNC pela toxoplasmose (NUNES et
al, 2013). A puberdade precoce central ocorre quando disturbios intracranianos como
hidrocefalia, cistos aracnéides e processos inflamatérios podem levar a uma ativagao
prematura do eixo hipotalamo-hipdéfise-gbnadas (BRITO; LATRONICO, 2013).

A transmissao congénita da toxoplasmose em gestantes infectadas pelo virus
da imunodeficiéncia 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).

Ha varios relatos de casos de coinfeccao por citomegalovirus (CMV) e T. gondii
(DEMIAN, 1973; De ZEGHER, 1988; REMINGTON et al.,, 2006), o que reforca a
necessidade de investigagio de coinfec¢des nestes pacientes.

Os casos suspeitos de toxoplasmose congénita devem ser submetidos a
investigagdo soroldgica com pesquisa de anticorpos especificos anti-T. gondii. A
obtengdo de reatividade de anticorpos da classe IgM e/ou IgA, ou a persisténcia ou
aumento dos titulos de anticorpos da classe IgG em amostras seriadas sao perfis
sorolégicos que caracterizam a infeccdo congénita (AMERICAN ACADEMY OF
PEDIATRICS, 2009; REMINGTON et al., 2006).

O diagnéstico soroldgico confirmatério da infecgao pelo T. gondii pela detecgéo
dos anticorpos especificos 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
presenca de anticorpos IgG anti-T. gondii nas amostras do recém-nascido nao é
evidéncia de infecgdo, visto que os anticorpos IgG maternos séo transferidos
passivamente e podem persistir por um ano. Cerca de trés meses sao necessarios
para que ocorra uma queda de 10 diluigdes no titulo 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 presenca da infeccdo na crianca
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(FRENKEL; BERMUDEZ, 2005; REMINGTON et al., 2006; RODRIGUES et al.,
2009).

No feto infectado, os anticorpos 1gG e IgM produzidos contra os determinantes
antigénicos do T. gondii podem diferir daqueles anticorpos IgG e IgM detectados no
soro materno. Casos de toxoplasmose congénita tém sido diagnosticados nos
primeiros meses de vida, utilizando o Western Blot (WB) quando os testes
convencionais de IgM apresentam resultado n&do reagente (PINON et al., 2001,
REMINGTON et al., 1985, 2006; TISSOT DUPONT et al., 2003).

Um dos beneficios do tratamento da toxoplasmose congénita € a redugéo de
sequelas oculares e neurologicas nas criangas infectadas (MCLEOD, 2006, 2009).
Phan et al. (2008a, 2008b) demonstraram o efeito protetor do tratamento precoce das
criangas em relacdo as lesdes oculares em dois estudos longitudinais; estes autores
observaram que 72,0% das criangas n&o tratadas desenvolveram uma nova lesao
ocular durante o seguimento, enquanto que apenas 31,0% das criangas tratadas as
desenvolveram.

Quanto aos efeitos colaterais do tratamento, o mais temido tem sido a
neutropenia decorrente do efeito mielotdxico da sulfadiazina e da pirimetamina, que é
reversivel com ajuste de dose do acido folinico e/ou suspensdo temporaria das
medicacoes (REMINGTON et al.,, 2006). McLeod et al. (2006) também relataram
neutropenia reversivel na coorte de pacientes avaliada no periodo de 1981 a 2004,
com doses diarias de pirimetamina durante dois meses ou com doses diarias durante

seis meses.

2 JUSTIFICATIVA

Muitas sao as dificuldades na interpretacdo dos resultados obtidos nos testes
sorolégicos para diagndstico de toxoplasmose, tanto para a triagem quanto para a
confirmacao; deste modo, os exames laboratoriais devem ser definidos por meio da
repeticdo dos testes com a avaliagdo de outra amostra coletada apos algumas
semanas ou com o emprego de varios testes para a pesquisa de diferentes classes de
anticorpos. Além disso, antigenos especificos derivados do T. gondii podem ser
empregados para determinar a fase da infecgdo, bem como, os que estdo associados
a infecgdes sintomaticas ou assintomaticas.

Assim, torna-se necessaria a padronizacdo de métodos de diagndstico que
utilizem antigenos especificos a fim de aumentar a sensibilidade e especificidade dos
resultados, para que se tornem importantes ferramentas para a diferenciagdo de

infecgdo aguda e crdnica pelo T. gondii em gestantes e para o diagnéstico da infecgao
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congénita. E necessario o desenvolvimento de um método de diagnéstico rapido e de
facil execugao para laboratérios de referéncia para toxoplasmose que possam
diferenciar os casos duvidosos pelas técnicas convencionais empregadas na rotina
laboratorial.

A partir da aprovacéao pelo Ministério da Saude da Portaria n® 2472, Art. 6°, que
inclui a toxoplasmose aguda durante a gestacdo e congénita na lista de notificacao
compulséria em Unidades Sentinelas, justifica-se a implantacdo de uma rotina de
notificagdo dos casos de toxoplasmose adquirida durante a gestagéo e toxoplasmose
congénita. A andlise dos dados coletados sera importante para o planejamento de

acgdes de prevencgéo, diagnostico e tratamento da doenga nas mées e suas criangas.

3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo Geral
Analisar as caracteristicas epidemioldgicas, clinicas e diagndstico laboratorial
da toxoplasmose adquirida na gestacdo e congénita em um servigo de referéncia do

norte do Estado do Parana.

3.2  Objetivos Especificos

3.2.1 Avaliar as caracteristicas clinicas e epidemiolégicas das gestantes com
toxoplasmose adquirida na gestacdo e das criangcas com toxoplasmose
congénita;

3.2.2 Implantar uma rotina de notificacdo de toxoplasmose adquirida durante a
gestacao e toxoplasmose congénita;

3.2.3 Determinar a sensibilidade, especificidade, valor preditivo positivo (VPP) e valor
preditivo negativo (VPN) do método WB para detec¢ao de anticorpos IgG contra
proteinas do T. gondii em soro de gestantes e criangas;

3.2.4 Comparar o perfil de anticorpos IgG anti-T. gondii presentes no soro materno e
no soro da crianga, por meio do método de WB.

3.2.5 Determinar a sensibilidade, especificidade, VPP e VPN do teste ELISA indireto
com os antigenos recombinantes rROP2 do T. gondii (ELISA rROP2) para

deteccgéao de anticorpos IgG anti-T. gondii em soro de gestantes.
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4 METODOLOGIA

41  Aspectos Eticos

O estudo foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa Envolvendo Seres
Humanos da Universidade Estadual de Londrina (UEL) (ANEXOS A e B). As maes
foram convidadas a participar voluntariamente da pesquisa e um termo de
consentimento livre e esclarecido (TCLE) foi obtido de todas as mé&es envolvidas na
pesquisa (APENDICE 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 avaliagdo do desempenho de um teste, descritivo, em
amostras de um banco de soro de gestantes e criangas para os objetivos 3.2.3, 3.2.4 e
3.25

4.3 Populagao

A populagao de casos foi constituida por gestantes e seus filhos com suspeita
de toxoplasmose, atendidos no Ambulatério de Infectologia Pediatrica, do Ambulatério
de Especialidades do Hospital Universitario (AEHU), da UEL.

Na regido de Londrina, Parana, o nimero de nascidos vivos em 2007 foi
13.000 e no ano de 2012 foi 11.022 (GABANI, 2010; DATASUS, 2012).

4.4 Calculo do Tamanho da Amostra

Para calcular o tamanho da amostra foi considerada que a prevaléncia média
de gestantes expostas ao T. gondii no Brasil € de 50,0% (LOPES et al., 2009;
GALISTEU et al., 2007; MOZZATTO; PROCIANOY, 2003; VARELLA et al., 2003;
LAGO et al., 2009), de gestantes ndo expostas ao parasita ou susceptiveis é de
50,0%, de toxoplasmose adquirida na gestagao € em média de 5,0% (AVELINO et al.,
2003; NOBREGA; KARNIKOWSKI, 2005; FIGUEIRO-FILHO et al., 2005), de criangas
infectadas é em média de 2,5% (média de 50% de taxa de transmissdo, somando os
trés trimestres), de lactentes imunes com anticorpos maternos transmitidos
passivamente € de 50,0% e de criangas susceptiveis € de 50,0% (MONTOYA et al.,
2010).

Portanto, para o calculo do tamanho da amostra considerando uma proporgao
esperada de 50,0% de mulheres gravidas infectadas, com IC de 95,0% e uma

variagao do IC de 0,30, o numero de amostras necessario é de 43 para cada grupo.
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Para uma proporgéo esperada de 50,0% de criangas expostas, IC de 95,0% e
uma variacado de IC de 0,35, o numero de amostras necessario € de 31 para cada
grupo. Se considerarmos um IC de 90% e variagdo do IC de 0,4, o numero de

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

4.5 Amostra

Para a avaliagdo dass caracteristicas epidemiologicas e clinicas das gestantes
com toxoplasmose adquirida na gestagdo e das criangas com toxoplasmose
congénita, foram levantados os prontuarios de 236 casos suspeitos de toxoplasmose
atendidos durante o periodo de 2000 a 2010, no HU/UEL.

Para a implantagdo da rotina de notificacdo foram avaliados 64 casos de
suspeita de toxoplasmose adquirida na gestacéo, atendidos no AEHU no periodo de
agosto de 2013 a agosto de 2014, com base nos dados coletados com a ficha de
notificacdo epidemioldgica elaborada para o presente estudo.

Para a avaliagcdo do WB a amostra de casos foi obtida por conveniéncia de
tempo e local, de forma seriada e consecutiva, no periodo de junho de 2011 até junho
de 2014, com a inclusao de todas as criancas atendidas no AEHU e no HU/UEL,
diagnosticadas com suspeita de toxoplasmose e de suas respectivas maes, que
aceitaram participar do estudo. As amostras foram numeradas, processadas e
armazenadas em freezer - 20°C.

Para a avaliacdo do teste de ELISA rROP2 foi utiizado um banco de
amostras de soro de gestantes com suspeita de toxoplasmose aguda atendidas nas
cidades de Londrina, norte do Parana e de Cascavel, noroeste do Parana, no periodo
de janeiro de 2011 até dezembro de 2013. As amostras de soro foram enviadas pelas
Secretarias Municipais de Saude de Londrina e de Cascavel, respectivamente e
também foram numeradas e armazenadas em freezer -20° C.

Os dados demograficos, clinicos, de imagem de TC e USG de cranio,
laboratoriais e terapéuticos dos pacientes inseridos no estudo foram coletados por
meio de um questionario (APENDICE B) e por consulta aos prontuarios do HU/UEL e

sistema de informatizagdo LABHOS do Laboratério de Analises Clinicas (LAC) do HU.

4.6  Critérios de Inclusao e Exclusao

Para o grupo de pacientes, foram incluidas criangas cujas mées tiveram
suspeita de toxoplasmose com IgM anti-T. gondii reagente durante o periodo
gestacional. Foram excluidas as gestantes imunocompetentes com diagnostico de
toxoplasmose prévio a gestacdo e os lactentes com toxoplasmose aguda adquirida,

portanto fora do periodo gestacional. Para a definigdo da infecgdo da gestante foram
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seguidos os critérios de Lebech (1996) e do Ministério da Saude (BRASIL, 2013)
(Quadro 1).

Foram consideradas com toxoplasmose congénita comprovada (AMERICAN
ACADEMY OF PEDIATRICS, 2009; BRASIL, 2013; LEBECH et al, 1996;
REMINGTON et al., 2012): 1) Criangas com IgM anti-T. gondii reagente antes dos 6
meses de idade; 2) Criangas que, durante o acompanhamento, apresentaram
persisténcia de positividade de IgG anti-T. gondii apdés 12 meses de vida,
independentemente da presenga de sinais ou sintomas da doenga; 3) Criangas com
elevagao dos titulos de IgG anti-T. gondii em amostras seriadas, durante os primeiros
meses de vida; 4) Criangas com sinais e/ou sintomas sugestivos de toxoplasmose
congénita, filhas de maes com IgG anti-T. gondii reagente, apds exclusdo de outras
possiveis etiologias (sifilis, citomegalovirose, rubéola); 5) Criangas cujas maes
apresentaram reacao em cadeia de polimerase (PCR) positiva para toxoplasmose no
liquido amnidtico e 6) Criangas com PCR positiva em sangue periférico coletado nos

primeiros 6 meses de vida.

Quadro 1 Defini¢cdes de casos de infecgdes pelo Toxoplasma gondii em gestantes

Comprovada:

» Soroconversao gestacional

» Deteccéo do DNA do Toxoplasma em liquido amniético pela PCR

Provavel:

* |gG+, IgM+, baixo indice de avidez (colhido em qualquer idade gestacional)
» Aumento progressivo nos titulos de IgG, IgM

» lgM+ e historia clinica sugestiva de toxoplasmose aguda gestacional

» lgG+, IgM+, indice de avidez alto (colhido apos 12 semanas de gestagéo) ou indeterminado
» |gG+, IgM+, em amostra tnica colhida em qualquer idade gestacional, sem realizacao de indice de
avidez

Improvavel:
» lgG+, IgM+ ou -, indice de avidez alto (colhido antes de 12 semanas de gestacao)

» IgG- e IgM- durante toda a gestacao
» |gG+ antes da concepgao
» lgM+, sem aparecimento de IgG

+: positiva - negativa

Fonte: BRASIL (2013, p. 114)
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4.7 Coleta de Sangue

O sangue periférico dos individuos envolvidos na pesquisa foram coletados
utilizando sistema de coleta a vacuo com EDTA como anticoagulante e sem
anticoagulante. Apds a coleta, o material foi imediatamente centrifugado a 3000
rotagcdes por minuto (rpm). Aliquotas de soro foram numeradas e armazenadas em

freezer -20 ° C para posterior analise.

4.8 Obtencdo de Amostras de Soro de Gestantes e das Criangas

Para a avaliagao do método de WB, foram utilizadas amostras dos 99 pares de
maes e seus filhos atendidos no AEHU e no HU. Destes, foram incluidos 47 pares,
sendo 15 criangas com toxoplasmose congénita e 32 susceptiveis. Em 52 criangas
nao houve tempo suficiente para definir o diagndstico de infeccdo congénita.

As amostras de soro de gestantes foram obtidas a partir de um banco de soro
da rotina de diagnéstico de triagem do pré-natal dentro do “Programa de Vigilancia em
Salde da Toxoplasmose Gestacional e Congénita”, implantado nas macrorregionais
de Londrina e Cascavel, Estado do Parana.

Apoés andlise na rotina laboratorial realizada durante o atendimento pré-natal,
pelo Laboratério Central da Prefeitura (CENTROLAB), as amostras do municipio de
Londrina foram encaminhadas ao LAC do HU para realizacdo do teste de avidez da
IgG, conforme orientagao da Secretaria Municipal de Saude de Londrina. As amostras
de soro provenientes de Cascavel, Parana, foram encaminhadas apds a analise na
rotina laboratorial realizada durante o atendimento pré-natal, pela Divisdo de Apoio
Diagndstico e Terapéutico do Laboratério Municipal de Cascavel.

No total, foram armazenadas 600 amostras de gestantes. Porém, destas foram
incluidas no estudo 236 amostras nas quais foi possivel a realizagao dos trés métodos
sorolégicos (IFI, QL e ELISA rROP2). As amostras das gestantes foram separadas em

quatro grupos de acordo com o perfil soroldgico (Tabela 1).
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Tabela 1 Distribuicao das 236 amostras de soro de gestantes segundo perfil
sorolégico obtido nos testes convencionais de rotina para toxoplasmose para
avaliacdo do enzimaimunoensaio indireto com proteinas recombinantes de roptrias 2

(ELISA rROP2) do Toxoplasma gondii para detec¢cdo de anticorpos IgG contra este

antigeno
s n°. de IgG IgM Avidez da IgG  Diagndstico de
rupo
P amostras  anti-T.gondii  anti-T.gondii anti-T.gondii toxoplasmose
A 65 Nao reagente Nao reagente NA Susceptivel
Fraca ou Infeccéo ha
B 48 Reagente Reagente o
Intermediaria menos de
4 meses
Infeccéo ha
C 58 Reagente Reagente Forte mais
de 4 meses
65 Reagente N&o reagente NA Imunidade

IgG anti-T. gondii: realizado por imunofluorescéncia indireta (Biolab-Merieux, Imunoblot®,
Jacarépagua, Rio de Janeiro, Brasil) e por imunoensaio de microparticulas por
quimioluminescéncia 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 microparticulas por
quimioluminescéncia (Architect®, System Abbott, Wiesbaden, Alemanha); NA: ndo se aplica.

Fonte: a prépria autora
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4.9 Reagdes Sorolégicas para Deteccgao de IgM e IgG anti T. gondii

A triagem sorolégica pré-natal foi realizada por meio da pesquisa de anticorpos
IgG anti-T. gondii pelos métodos de IFI (Biolab-Merieux, Imunoblot®, Jacarepagua,
Rio de Janeiro, Brasil) com diluigdes do soro a partir de 1:16 em solugao fisiologica
(usou-se a razao 4 até a diluicdo 1:4096 e posteriormente a razdo 2). Pacientes com
titulos de IgG anti-T. gondii na IFl > 1:16 foram considerados expostos ou imunes ao
parasita € as com resultados < 1:16, nao expostos ou susceptiveis (CAMARGO,
1973). Anticorpos IgG anti-T. gondii também foram determinados por QL (Architect®,
System Abbott, Wiesbaden, Alemanha) e expressos em Ul/mL. Anticorpos IgM anti-T.
gondii foram determinados pelo método de QL (Architect®, System Abbott, Wiesbaden,
Alemanha) expressos em “reagente” ou “ndo reagente”. As amostras com reatividade
simultdnea 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).

410 Obtencao de rROP2 e Taquizoitas de T. gondii

Foi utilizada a cepa RH de T. gondii, inicialmente isolada por Sabin (1941) de
uma crianga com encefalite. Cinco camundongos suigcos Webster albinos, fémeas,
com idade entre 45 a 60 dias e peso entre 25 e 40 g, foram inoculados pela via
intraperitoneal com uma suspensdo de taquizoitas vivos (10°’mL) em solugdo
fisiolégica estéril, obtidos por meio de lavagem peritoneal de camundongos
previamente infectados. Quarenta e oito horas apds a inoculagao, os taquizoitas foram
obtidos por lavagem da cavidade peritoneal com 3,0 mL de solugéo fisioldgica estéril.
Esta suspensdo 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 solugéo fisioldgica e padronizado em 10° taquizoitas/mL por
contagem em camara de Neubauer (LUNDEN, 1995).

Os taquizoitas foram utilizados para extragao do DNA e incorporacédo no vetor
Escherichia coli (E. coli) para expressdo da proteina rROP2, conforme descrito
previamente (IGARASHI et al., 2008; PAGLIARI, 2013). Resumidamente, 1103 pares
de base (pb), do segmento de nucleotideos 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 proteina rROP2 com cerca de 47 kDa foi obtida e
avaliada em eletroforese em gel de poliacrilamida com dudocil sulfato de s6dio (SDS-
PAGE). A concentragéo de proteina foi determinada pelo método de Lowry (LOWRY et
al., 1951) que resultou em 2.5 pg/mL.
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411 ELISA-rROP2 para Detecc¢ao de IgG anti-T. gondii

Microplacas de poliestireno foram sensibilizadas com a proteina rROP2
(IGARASHI et al., 2008). Estas proteinas foram adicionadas ao tamp&o carbonato-
bicarbonato 0,1 M, pH 9,6 na concentracao de 2,5 ug/mL de proteinas, e adicionado o
volume de 100 puL 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 pogos foram bloqueados com 200 uL de tampéo de
bloqueio (tampao PBS-T) com 8% de leite em pd desnatado por 1 h. Apds lavagem
das microplacas, aliquotas de soro foram diluidas 1:200 em tamp&o de lavagem
adicionado com 5 % de leite em p6 desnatado. Um volume de 100 uL de controles
positivo, negativo e das amostras foi dispensado nos pogos da microplaca, com
incubacdo a 37° C por 1 hora. Apdés nova lavagem da microplaca, 100 uL de
conjugado anti-lgG humano marcado com peroxidase foram utilizados para a detecgcéo
da presenca de anticorpos ligados aos antigenos adsorvidos na microplaca. Apos
nova lavagem, a reacéao foi revelada pela adicdo da solugcdo de 100 pL de substrato
cromogénico (40 mg orto-fenilenodiamina - Sigma, Saint Louis, MO, USA) em 100 mL
de 0,1 M tampao citrato fosfato, pH 6,0 e 40 yuL de H,O,. Apds 15 min, a reacao foi
interrompida com 50 uL de solu¢gdo HCI 1 N. A densidade 6ptica (DO) foi mensurada
em um espectofotdbmetro (Spectra |l 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-padrédo (DP) (GATKOWSKA,
2010; PAGLIARI, 2013). Foram consideras amostras IgG reagente para rROP2 as que
apresentaram valores > 1 na relagao entre DO amostra/DO cut-off (GATKOWSKA,
2010).

412 SDS-PAGE e WB

Primeiramente, as proteinas 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 diluidas em tampao de amostra e como curva de referéncia foi
utiizado o marcador BenchMark™ (Pre-Stained Protein Ladder, Invitrogen, Life
Technologies, Carlsbad, Califérnia, EUA). As proteinas separadas em SDS-PAGE
foram transferidas eletroforeticamente para membrana de nitrocelulose (iBlot Transfer

Stacks Nitrocellulose, Mini, Invitrogen, Israel) em sistema de transferéncia semi-seco
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(iBlot Gel Transfer System, Invitrogen, Carlsbad, Califérnia, EUA), seguindo as
orientacdes do fabricante.

Para a realizagao do WB dos pares mae-crianga, o papel de nitrocelulose foi
corado com Ponceau por 5 minutos sob agitagdo, para a avaliacdo da transferéncia
das proteinas. Apds lavagem com agua destilada, as fitas de nitrocelulose foram
cortadas e bloqueadas com leite desnatado a 5% + Solugdo Tris salina tamponada
(TBS Tween) sob agitacdo durante 1 hora ou com incubagéo overnight. Apos a
incubacao, foram realizadas trés lavagens sob agitagdo com TBS e leite desnatado a
5%. Apés a lavagem, foi adicionado o soro do paciente diluido em TBS Tween e leite
desnatado a 5%, e deixado sob agitacao por 1 hora e 30 minutos. Apds trés lavagens,
sob agitagcdo com TBS Tween e leite desnatado 5%, foi adicionado o conjugado anti-
IgG humano obtido de cabra (Invitrogen ™, CA, EUA), diluido em TBS Tween e leite
desnatado a 5%, deixado sob agitagéo por 1 hora e 30 minutos. Apds trés lavagens,
sob agitacdo com TBS Tween e leite desnatado 5%, foi adicionado o substrato
cromégeno diaminobenzidina (DAB) e peréxido de hidrogénio. Quando as bandas
eram observadas, a reacado era interrompida com agua destilada. Soros controles
positivo e negativo para o T. gondii foram incluidos em cada teste. A leitura do WB foi

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

4.13 Analise do Perfil de Anticorpos Séricos Contra Proteinas de T.gondii na
Infecgdo 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 analise qualitativa dos anticorpos contra as proteinas do taquizoita do T. gondii foi
realizada pelo método de WB no soro de puérperas com infecgao aguda durante a
gestacdo e de seus recém-nascidos com suspeita de infeccdo congénita,
caracterizando, desta forma, os anticorpos dirigidos contra as principais proteinas

expressas pela mae e pelo lactente.

414 Determinagao da Especificidade dos Métodos de ELISA-rROP2 e WB

A especificidade dos métodos sorolégicos avaliados foi determinada com o
emprego de 26 amostras de soro de individuos soronegativos para toxoplasmose (IgG
e IgM anti-T. gondii ndo reagente) e que apresentaram sororeatividade a outros
patdégenos ou antigenos como Treponema pallidum, Trypanosoma cruzi, Leishmania
spp., Paracoccidioides brasiliensis e HIV-1. Foram avaliados soros com reatividade a
marcadores sorolégicos de autoimunidade como anticorpos antinucleares e anti-DNA

dupla hélice.
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415 PCR para Detecgao do DNA de T. gondii

A amplificacdo 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 amplificagcdo 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 pL, contendo 2,5 L de
DNA extraido da amostra; 1 yL de 1,0 mM para cada primer, 100 mM de dNTP
(Invitrogen, Life Technologies, CA, USA), 60 mM de Tris—HCI (pH 9.0), 15 mM de
(NH4),S04, 2 mM de MgCl, e 0,25 uL de Tag DNA polimerase (Invitrogen, Life
Technologies, CA, USA) e 7,75 uL de Agua Mili Q. A amplificacdo do DNA do parasita
foi realizada com 35 ciclos em termociclador PTC-100 (MJ-Research, CA, USA),
utilizando a seguinte condicdo de ciclagem: 7 min a 94 °C para desnaturagao no 1°
ciclo, seguida por 33 ciclos de 1 min a 94 °C para desnaturagado, 1 min a 55 °C para
anelamento e 1 min a 72 °C para extensao; o ciclo 35° foi seguido por uma extensao
final de 10 min a 72 °C. Aliquota de cada produto de PCR foi submetida a eletroforese
em gel de agarose a 2%. Taquizoitas da cepa RH (107/mL) tiveram seu DNA extraido
para serem usados como controle positivo. A agua foi considerada o controle negativo.

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

4.16 Analise Estatistica

Um banco de dados foi criado no Programa Microsoft Office Excell 2007 e no
Programa Epi Info 3.4. (DEAN,1994). A andlise estatistica foi realizada nos Programas
GraphPad Prism 5 (GraphPad Software, Inc., San Diego, USA) e SPSS 15.0. Variaveis
categodricas foram expressas pelo numero absoluto (n) e porcentagem (%) e
analisadas pelos Testes de Qui-quadadro ou Exato de Fisher, quando apropriado. As
variaveis continuas foram expressas em mediana e varia¢ao interquartil (IQR) de 25%-
75%. Para a analise de variaveis continuas como a comparacdo dos niveis de
anticorpos entre os grupos de pacientes, foi utilizado o teste Kruskall Wallis para trés
ou mais grupos. Para avaliagdo da concordancia entre os resultados obtidos nos
testes de ELISA- rROP2, IFI e QL, foi determinado o indice Kappa (LANDIS; KOCH,

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

Os resultados obtidos neste trabalho estdo apresentados e discutidos em
quatro artigos cientificos descritos a seguir.

O primeiro artigo foi a descrigcdo das caracteristicas epidemioldgicas, clinicas e
laboratoriais dos casos de toxoplasmose congénita avaliados durante o levantamento
de um periodo de 10 anos (2000 a 2010) de atendimento de criangas com suspeita de
toxoplasmose congénita no AEHU da UEL, com o titulo: Toxoplasmose congénita em
um servigo de referéncia do Parana, no sul do Brasil. O artigo foi publicado na revista
Brazilian Journal of Infectious Diseases, em 2014: CAPOBIANGO JD, BREGANO RM,
NAVARRO IT, NETO CP, CASELLA AM, MORI FM, PAGLIARI S, INOUE IT, REICHE
EM. Congenital toxoplasmosis in a reference center of Parana, Southern Brazil. Braz J
Infect Dis. 2014; 18 (4):364-71.

O segundo artigo relata a experiéncia da implantagao da ficha de notificacado da
toxoplasmose em gestantes e criangas com o titulo: Toxoplasmose adquirida na
gestacao e congénita : uma abordagem pratica na notificacdo da doencga. O artigo sera
submetido a Revista de Epidemiologia e Servigos de Saude, ISSN 1679-4974.

O terceiro artigo apresenta os resultados obtidos com o emprego do WB para
deteccao de IgG anti-T. gondii em amostras de pares mae-bebé, com o seguinte titulo:
Avaliacao do método Western Blot para o diagndstico de toxoplasmose congénita.

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 titulo: Avaliacdo do método imunoenzimatico com antigeno recombinante
ROP2 (rELISA ROP2) para o diagnéstico de toxoplasmose adquirida na gestagéo. O
artigo sera submetido a Revista Memodrias do Instituto Oswaldo Cruz, ISSN 0074-
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Também foi apresentado um tema livre em forma de poster no Il Simpdsio
Brasileiro de Toxoplasmose, realizado em Sao Paulo, no periodo de 31/01/2013 a
01/02/2013. Perfil dos casos de toxoplasmose congénita em um servigo de referéncia
do Parana, que recebeu mencdo honrosa e selecionado entre os 12 melhores

trabalhos apresentados no referido evento cientifico.
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Introduction

Toxoplasmosis is a worldwide infection caused by the proto-
zoan Toxoplasma gondii (T. gondii), an obligatory intracellular
parasite.! In Central and South America, 50-80% of individuals
are seropositive for IgG antibodies against T. gondii, indicating
their previous exposure to this parasite.” The prevalence of
this infection acquired during pregnancy ranges from 10.3%
to 75.2% in different countries.’”’ In Brazil, the seroprevalence
of anti-T. gondii IgG antibodies ranges from 49.2% to 91.6%,%°
and the incidence of congenital toxoplasmosis varies from 0.3
to 5.0 per 1000 births.**~**

The risk of fetal transmission depends on factors, such
as the maternal immune response, the gestational age at
infection, and the parasite virulence. The risk of congenital
transmission varies from up to 2% at the periconceptional
period, 10-25% in the first trimester of pregnancy, 30-45% in
the second trimester, 60-65% in the third trimester, and up
to 80% before childbirth." However, the severity of congenital
disease is high when transmission occurs in the beginning of
the pregnancy and decreases with gestational age."**/#

The diagnosis of toxoplasmosis acquired during pregnancy
is based on laboratory tests because more than 90% of infected
pregnant women are asymptomatic. When clinical manifesta-
tions are present, in general, they are nonspecific and include
fever, headaches, myalgia, lymphadenopathy, and rash.*

The majority of children with congenital toxoplasmo-
sis do not exhibit signs or symptoms at birth, presenting
instead as subclinical infections; nevertheless, infected chil-
dren are at risk of developing late sequelae, mainly ocular
and neurological. For the symptomatic children, the severity
of clinical manifestations is related to the trimester of preg-
nancy when transmission occurred, as follows: fetal death in
the first trimester; retinochoroiditis, microcephaly, and men-
tal retardationin the second trimester; and lymphadenopathy,
hepatosplenomegaly, eye injuries, and brain calcifications in
the third trimester.’® All of the children whose mothers pre-
sented acute toxoplasmosis during pregnancy, symptomatic
or not, may have congenital toxoplasmosis. Children born
with signals or symptoms of congenital disease are also atrisk
and should undergo serological investigation to detect specific
anti-T. gondii antibodies.™

The purpose of this study was to describe the demographic,
clinical, and laboratory characteristics of children with con-
genital toxoplasmosis that received treatment for congenital
toxoplasmosis at one medical center in southern Brazil.

Materials and methods
Population and study design

The study included a retrospective cohort of 236 medical
records of suspected congenital toxoplasmosis from the Out-
patient Reference Centre for Pediatric Infectious Diseases,
which is the reference service for congenital toxoplasmosis
at the Outpatient Clinical Hospital, University of Londrina,
Parana State, Brazil. The study identified 31 cases of con-
genital toxoplasmosis that occurred from January 2000 to

December 2010. This study was approved by the Ethical Com-
mittee Involving Humans from the University of Londrina,
Londrina, Parana, Brazil.

Diagnostic criteria

Cases were defined as congenital toxoplasmosis when the
infant exhibited one of the following features: anti-T. gondii
IgM and/or IgA antibodies after 10 days of life, persis-
tently elevated or increasing titers of IgG anti-T. gondii
(after three-week intervals between the samples), seroposi-
tive for IgG after 12 months of life, retinochoroiditis and/or
hydrocephaly/cerebral calcifications, and anti-T. gondii IgG
seropositivity and response to specific treatment.'®

During the period of the study, anti-T. gondii IgG antibod-
ies were detected by indirect immunofluorescence (IFI) with
T gondii fixed on a glass slide.'” For the detection of anti-T
gondii IgM antibodies, the methods varied in the period eval-
uated, but included indirect enzyme immunoassay (ELISA),
chemiluminescence, and IgM capture ELISA.

Statistical analysis

Data were recorded in a database, and the statistical analy-
sis was performed using the Epi Info 3.4.3 and GraphPadPrism
5.00 software. Continuous variables were expressed in mini-
mum and maximum values, mean, standard deviation, and
median. Categorical variables were reported in absolute fre-
quency (n) and percentage (%). Comparisons between groups
of categorical variables were performed by Chi-square analysis
or Fisher’s exact test, when appropriate. An odds ratio (OR) and
95% confidence interval (CI) were also calculated. The results
were considered significant when the p-value was less than
0.05 (5%).

Results
Description of the population

Of the 31 children evaluated, 20 (64.5%) were male and 11
(35.5%) were female. Their birth weights ranged from 1150
to 3800 g (median 2585g), and 11 children (37.9%) had birth
weights < 2500 g. Gestational age at delivery ranged from 26.2
to41 weeks (median 36 weeks). Maternalage ranged from 14 to
42 years (median 26 years), and 23/31 (85.2%) pregnant women
received prenatal care.

Clinical analysis of pregnant women

Among the 31 pregnant women evaluated, 16 (51.6%) did
not have a record of any clinical symptom, eight (25.8%)
were asymptomatic, and seven (22.5%) showed symptoms,
such as fever (6.5%), adenomegaly (6.5%), flu-like symptoms
(6.5%), and myalgia (3.2%). The toxoplasmosis infection was
not diagnosed in 20/31 (64.5%) during pregnancy. Four women
(12.9%) had not received prenatal care, and 16 (51.6%) had a
serology requested. Eleven (35.5%) pregnant women were sus-
pected cases of recent T. gondii infection, indicated by positive
tests for IgM anti-T. gondii. However, this suspicion was not
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Table 1 - Clinical manifestations presented by children with congenital toxoplasmosis attended at the Outpatient Clinic

from January 2000 to December 2010.

Hospital of the State University of Londrina, Londrina, Paran4,

Clinical manifestations At birth (n=20) During the first month of
life (n=29)
n (%) n (%)
Asymptomatic 10 (50.0) 10 (34.5)
Symptomatic 10 (50.0) 19 (65.5)
Hepatosplenomegaly 8 (40.0) 13 (44.8)
Jaundice 0(0.0) 4(13.8)
Esplenomegaly 1(5.0) 3(10.3)
Hepatomegaly 0(0.0) 2 (6.9)
Microcephaly 1(5.0.) 2 (6.9)
Fever 0(0.0) 1(3.4)
Macrocephaly 1(5.0) 1(3.4)
Adenomegaly 0(0.0) 0 (0.0)

confirmed by other tests or serial samples, and they were not
treated for toxoplasmosis. Only four (12.9%) pregnant women
infected with T. gondii received specific treatment (two with
sulfadiazine, pyrimethamine, and folinic acid, and two with
spiramycin). The other 27 (87.0%) pregnant women received
no toxoplasmosis treatment.

Clinical analysis of children

Twenty children (64.5%) were examined at birth, and nine
(29.0%) were evaluated in the first month of life. Two children
(6.5%) were referred without any record of signs or symptoms.
One child (3.2%) was evaluated for the first time after nine
months of life with chorioretinitis, cataract, and microph-
thalmia. One child (3.2%) was first evaluated at five years
of age and presented with sequelae of congenital infection,
such as scars of chorioretinitis, hyperactivity, attention deficit,
and precocious puberty. The frequency of clinical manifesta-
tions of congenital toxoplasmosis at birth and during the first
month of life is shown in Table 1.

The clinical classification of the disease presented by
these 31 children were as follows: 29 (93.5%) were classified
in first month of life; four (13.8%) were subclinical without

signs or symptoms during infancy; 24 (82.8%) exhibited
neonatal disease with clinical manifestations, such as ocu-
lar lesion (chorioretinitis) and/or neurological impairment
(hydrocephaly and/or calcification); and one (3.2%) was ini-
tially asymptomatic but presented fever and splenomegaly
at four months of age without neurological or ophthalmic
impairment. Among the children with subclinical infections,
one (3.2%) had strabismus and convulsions at four years of
age.

The ophthalmic manifestations observed in the children
during the first month of life and after this period are described
in Table 2.

Of all the patients, one (3.2%) child was exposed but
uninfected with HIV-1, and one (3.2%) was co-infected with
HIV-1. One child (3.2%) was co-infected with HIV-1 and
cytomegalovirus (CMV), and three children (9.7%) were co-
infected with CMV. In one infant with persistent hepatitis,
a CMV infection was diagnosed by polymerase chain reac-
tion; out of three infants with anti-CMV IgM antibody, one
presented with giant cell hepatitis.

The frequency of sequelae was elevated among the chil-
dren with congenital toxoplasmosis, as described in Table 3.
Two (6.2%) children presented with endocrine dysfunctions,

Table 2 - Ophthalmologic manifestations observed during the first month and after the first month of life in children

with congenital toxoplasmosis treated at the Outpatient Clinic

Hospital of the State University of Londrina, Londrina,

Parand, from January 2000 to December 2010.

Ophthalmologic manifestations During the first month of After the first month
life (n=29) of life (n=31)
n (%) n (%)
No manifestations® 9 (31.0) 8(25.8)
Chorioretinitis 16 (55.2) 18 (58.1)
Strabismus®: 1(3.5) 10 (323)
Microphthalmia 2 (6.9) 6(19.4)
Vitreitis 5 (17.2) 5(16.2)
Uveitis 3 (10.3) 3(9.7)
Cataract? 1(3.5) 3(9.7)
Nystagmus® 0 (0.0) 3(9.7)

2 In one patient the lesion of chorioretinitis improved without leaving a scar;
> One (3.5%) patient exhibited association of strabismus, cataract, and microphthalmia in the first month of life;
€ Seven (22.6%) patients with strabismus associated with chorioretinitis and three (9.7%) patients presented strabismus associated with cataract

and/or microphthalmia after the first month of life;
4 One (3.5%) patient presented cataract associated with chorioretinitis in

the first month of life.

¢ Three (9.7%) patients presented nystagmus associated with chorioretinitis
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Table 3 - Sequelaes detected in children with congenital
toxoplasmosis attended at Outpatient Clinic Hospital of

the State University of Londrina, Londrina, Parand, from
January 2000 to December 2010.

protein=879mg/dL). Of the two patients (9.5%) with CSF
protein >1g/dL, the erythrocyte count was lower than
35 cells/mm?>. In total, 19 patients (90.4%) who underwent
lumbar puncture for CSF collection also performed imaging
exams. Of these patients, 10 (52.6%) had brain calcifications,

Sequelae Children (n=29)
and two (10.5%) presented with brain calcifications associ-

" % ated with hydrocephaly. There was an association between the
Not detectable® 9 31.1 presence of =200 mg/dL protein in CSF and brain calcifications
Detectable 20 68.9 (p=0.0352) (Table 4).
Visual 16 55.2 Brain computed tomography (CT) and ultrasonography
Delay of psychomotor development 9 310 (USG) results are presented in Table 5.
Sora oL = 273 Fifteen of the 23 (65.2%) patients presented ophthalmic
Motor dysfunction 4 13.8 PR X R 3 Z
Hyperactivity and/or deficit of attention 3 103 injuries and concomitant brain lesions, while 2/17 (11.8%)
Precocious puberty 2 6.9 patients did not present ophthalmic injuries but showed CNS
Hypothyroidism 1 3.4 lesions (p=0.1897, OR: 4.68, 95% CI: 0.73-29.85). There was no
Ventricular peritoneal shunt 1 34 association between the presence of eye injuries and changes
Hearing damage® 3 50.0 in brain imaging (hydrocephaly and calcifications). In 20 male

2 Two children lost the follow-up.

b Four children presented convulsion during the first month of life.

¢ Detected in six children, all of them with hearing damage also
presented concomitant neurological sequelae; 1/31 (3.4%) child
co-infected with HIV-1 who died with 12 months of life due to
herpetic encephalitis and severe sepsis.

one with central precocious puberty and the other with sec-
ondary hypothyroidism.

Laboratory and diagnostic data

Lumbar puncture for cerebrospinal fluid (CSF) collection was
performed on 21 (67.7%) children. In the CSE, leukocytes
ranged from 2 to 149 cells/mm? (median 19 cells/mm?), eryth-
rocytes ranged from 3 to 26,400 cells/mm? (median 56/mm?),
and the protein concentration ranged from 34 to 1594 mg/dL
(median 104mg/dL). Although six (28.6%) CSF samples pre-
sented elevated erythrocyte count (>1000/mm?), high CSF
protein observed could not be explained only by the pres-
ence of these cells. Six patients (28.6%) presented CSF protein
>180mg/dL, but erythrocyte counts were>2500cells/mm?3
in only one patient (erythrocyte=26,400cells/mm? and

patients, 15 (75%) showed eye injuries, while among 11 female
patients, nine (81.8%) showed eye injuries (p=1.00, OR: 0.66,
95% CI: 0.10-4.18).

Overall, 15 (48.3%) children showed detectable serum
levels of anti-T. gondii IgM antibodies. Two patients were
seronegative for anti-T. gondii IgM in the first sample and
seropositive in the second sample. The serum levels of
anti-T. gondii IgG were obtained during the first week and
the first, 3rd, 6th, 9th and 12th months of life. During the
first week of life, the values ranged from 1:16 to 1:128,000
[mode=1:64 (20%) and 1:4000 (20%)]; in the 2nd sample,
the levels ranged from 1:1024 to 1:128,000 [mode =1:8000
(33.3%)]. In the 3rd serial blood sample, the values ranged
from 1:16 to 1:64,000 [mode=1:64,000 (27.3%)], and in the
4th serial blood sample, they ranged from 1:16 to 1:128,000
[mode =1:32,000 (20%)]. In the Sth serial blood sample, the
values ranged from 1:256 to 1: 16,000 [mode = 1:4000 (40%)],
and in the 6th serial sample, they ranged from 1:16 to
1:32,000 [mode=1:16 (33.3%)]. During serological evolution
of the patients, the rebound effect was detected in nine
patients after discontinuing treatment and was detected by
an increased level of serum anti-T. gondii IgG between 15 and
18 months of life, ranging from 1:16 to 1:128,000 [mode =1:1024
(28.6%)).

Table 4 - Results of imaging brain exams from children with congenital toxoplasmosis, according to the cerebrospinal

fluid protein levels, attended at Outpatient Clinic Hospital of the State University of Londrina, Londrina, Parand, from
January 2000 to December 2010.

CSF protein (mg/dL)® Imaging brain exams Odds ratio (95% CI) p value®
With calcification n/total Without calcification
of cases (%) n/total of cases (%)

=200 5/5 (1000) 0/5 (0.0) 19.00 0.0325
<200 5/14 (35.7) 9/14 (64.3) 0.8729-413.6

=180 5/6 (83.3) 1/6 (16.7) 8.00 0.1409
<180 5/13 (38.5) 8/13 (61.5) 0.7107-90.05

=150 6/8 (75.0) 2/8 (25.0) 5.25 0.1698
<150 4/11(36.4) 7/11 (63.6) 0.6979-39.50

CSF, cerebrospinal fluid.

2 The frequencies of imaging brain exams were distributed according the different cut-off values of CSF protein levels; CI: confidence interval.
b Pisher’s exact test.
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Table 5 - Results obtained in brain computed tomography and ultrasonography performed during the first month of life

of children with congenital toxoplasmosis, attended at Outpatient Clinic Hospital of the State University of Londrina,
Londrina, Parand, from January 2000 to December 2010.

Results Brain CT (n=24) Brain USG (n=13) QOdds ratio (95% CI) p value
n (%) n (%)

No changes 11 (45.8) 6(46.1) 1.182 (0.2950-4.735) 0.8134

Hydrocephalus 0(0.0) 6(46.1) 0.02355 (0.00118-0.4688) 0.0007

Calcification 8(33.3) 0(0.0) 13.91(0.7337-263.7) 0.0324

Hydrocephalus and calcification 5(20.8) 0(0.0) 7.615 (0.3877-149.6) 0.1398

CT, computed tomography; USG, ultrasonography; CI, confidence interval.

* Chi-square test, p<0.05.
! Fisher's exact test, p<0.05.

Treatment data

Children’s age for initiation of toxoplasmosis treatment
ranged from one day to nine months (median age, one month).
Among the 29 infants who received specific therapy, 28 (90.3%)
received sulfadiazine, pyrimethamine, and folinic acid, and
one (3.2%) received spiramycin. Ten infants (34.5%) were
treated with corticosteroids (prednisone) associated with spe-
cific therapy when their CSF protein was >1 g/dL and/or when
they presented chorioretinitis with macular injury. Two chil-
dren (6.5%) were not treated. One five-year-old child was
referred to the reference service but the mother of the other
child refused treatment, and the infant had no clinical follow-
up. The infant who was treated with spiramycin for three
months at another health service was switched to put on
sulfadiazine, pyrimethamine, and folinic acid. Among the 29
(93.5%) treated infants, the treatment was temporarily mod-
ified in nine (31.0%): two children (6.9%) were treated with
clindamycin, one (3.5%) with pyrimethamine and folinic acid,
and six (20.7%) were treated with spiramycin.

Regarding the use of associated therapies, three children
were treated with ganciclovir, two with zidovudine (AZT), and
one with ganciclovir associated with AZT.

During the treatment for toxoplasmosis, 16 of the 29
patients (55.2%) presented adverse effects (Table 6). Six
patients (37.5%) received a combination of therapies. Four
patients received AZT, and three patients received ganci-
clovir. One infant treated with spiramycin was presented with
frequent vomiting that improved with the reintroduction of
sulfadiazine, pyrimethamine, and folinic acid. Hematologi-
cal changes, including mild neutropenia and/or mild anemia,
were reversed with an increased daily dose of folinic acid.
When reverted to sulfadiazine, pyrimethamine, and folinic
acid therapy, patients who temporarily received modified
treatment because of adverse effects were treated with a
higher daily dose of folinic acid.

Discussion

As clinical signs and symptoms in pregnancy are limiting
factors for diagnosis, systematic serological screening tests
during pregnancy are important yet controversial tools, par-
ticularly in regions where immunoreactivity before pregnancy
is low and the risk for seroconversion during the pregnancy is

high. However, early diagnosis of T. gondii infection and appro-
priate anti-parasitic treatment are measures that can reduce
transmission and the severity of fetal consequences, which
justifies the screening of all pregnant women with serologi-
cal tests that detect anti-T. gondii IgG and IgM antibodies.™*®

Table 6 - Major adverse effects observed among children
with congenital toxoplasmosis during the treatment
with sulfadiazine, pyrimethamine, and folinic acid,

attended at Outpatient Clinic Hospital of the State
University of Londrina, Londrina, Parand, from January
2000 to December 2010.

Adverse effects

Children (n=29)

n %

Mild neutropenia® (1001-1499 cells/mm?) 4 13.8

Moderate neutropenia ® (501-1000 cells/mm?) 7 241

Severe neutropenia® (<500 cells/mm?) 2 6.9

Mild megaloblastic anemia (Hemoglobin: 1 35
10.1-11.9 g/dL)

Moderate megaloblastic anemia (Hemoglobin: 0 0.0
8.1-10.0 g/dL)

Severe megaloblastic anemia“ (Hemoglobin: 1 35
<8.0g/dL)

Mild thrombocytopenia“ (platelets 1 3.5
101,000-140,000/mm?)

Moderate thrombocytopenia® (platelets 1 35
51,000-100,000/mm?)

Severe thrombocytopenia 0 0.0
(platelets < 50,000/mm?)

Mild hepatitis (AST and/or ALT <two timesthe 3 10.3
reference value)

Moderate hepatitis (AST and/or ALT >two times 1 35
the reference value, and normal protrombine
time test)

Severe hepatitis (protrombine time test<50.0% 0 0.0
or INR>1.3)

AST, aspartate aminotransferase; ALT, alanine aminotransferase;

INR, international normalized ratio.

2 1 patient received zidovudine (AZT) and ganciclovir concomi-
tantly, 1 patient received ganciclovir concomitantly.

b 1 patient received zidovudine concomitantly.

¢ 1 patient that received zidovudine concomitantly presented
severe neutropenia, severe megaloblastic anemia, and mild
thrombocytopenia.

4 1 patient received ganciclovir concomitantly.
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A study from southern Brazil showed that 47.8% of pregnant
women were seropositive for T. gondii, indicating previous
exposure to the parasite, and 27.2% were not correctly diag-
nosed for T. gondii during pregnancy due to some factors, such
as lack of prenatal care or because the serological tests were
not performed.'® Despite the good prenatal care for pregnant
women evaluated in the present study, serological investiga-
tion for toxoplasmosis was not performed in the majority of
pregnant women.

The high frequency of prematurity and the low birth weight
of infants observed in the present study are consistent with
previous Brazilian studies that showed birth weight of infected
children varying from 1290 to 3790 g.}*19-24

Congenital toxoplasmosis may present different clinical
forms, including subclinical infection, disease during the
neonatal period, severe disease, mild disease in the first
month of life, sequelae or reactivation of previously undiag-
nosed infection.”

In newborns and symptomatic infants, clinical presenta-
tion is divided into neurological and generalized forms. One
neurological form, Sabin’s tetrad, results from fetal infection
at the beginning of the pregnancy and produces diffuse cere-
bral calcifications, chorioretinitis, convulsions, hydrocephaly
or microcephaly. The generalized form results from infection
during late pregnancy and is characterized by chorioretinitis,
changes in CSE hepatosplenomegaly, jaundice, lymphade-
nomegaly, thrombocytopenia, and anemia.'***

Brazilian studies carried out between 1990 and 2010
showed that early clinical manifestations were present in
56-100% of the children evaluated. Chorioretinitis was present
in 67-80%, and brain calcifications were observed in 11-100%
of the cases, many of them without prenatal treatment.'%2°
Other studies reported the presence of hydrocephaly in
6.3-21% of children and microcephaly in 5.3% of the evaluated
children.?4%6

Ocular injuries are not totally dependent on the gestational
age of maternal infection; they may result in severe cases of
chorioretinitis, even if the infection is acquired in the second
half of the pregnancy. Furthermore, the risk of chorioretinitis
- the most frequent sequela - persists for many years.” Of the
ocular manifestations among Brazilian children with congen-
ital toxoplasmosis, 29-100% presented chorioretinitis during
the evolution of the disease, with 12-84% presenting bilateral
injuries. Frequent symptoms include microphthalmia (9-25%
of cases), strabismus (12-60%), nystagmus (3-47%), cataract
(1-14%), vitreitis (3-50%), and visual damage (50-100%).'31%-28
Therefore, the results of the present study are in line with
other Brazilian studies; however, it showed higher frequency
of symptomatic children at birth and with ocular manifesta-
tions than other studies carried out with children from Europe
and North America.”” One possible explanation for this result
may be the presence of more virulent strains of T. gondii in
Brazil.”’

The risk factors associated with the development of chori-
oretinitis include female gender, brain calcifications, and
delay of maternal treatment after seroconversion.'®* In the
present study, ocular injuries was neither associated with
child gender nor with the presence of brain calcifications.

In agreement with other studies conducted in the pre-
treatment period among Brazilian and American children,'®

the present study showed that 55.2% of infants exhibited neu-
rological injuries in imaging exams, with calcification in 44.8%
of cases.

Asymptomatic infants at birth may progress with no infec-
tion sequelae, but may also develop visual damage, delayed
neuropsicomotor development, hydrocephaly, convulsions or
deafness months or years after birth.'*'#2% Sequelae were
identified in 68.9% of patients evaluated in this study, and the
most frequent sequelae were visual impairment and neuro-
logical damage.

One of the benefits of treatment is the decrease in ocular
and neurological sequelae in T. gondii-infected children.'®=*
Early treatment prevents ocular damage in children, as shown
in two longitudinal studies where a new lesion during the
follow-up was detectedin 72% of untreated children compared
to 31% of treated children.??*3

Studies suggest that CT is more sensitive than USG for
detecting brain calcifications.* However, a study comparing
brain CT and USG in 33 children with congenital toxoplasmo-
sis found 94% agreement between these imaging exams.>

In the present study, CT was more sensitive for detecting
brain calcifications, and USG was more sensitive for detecting
hydrocephaly. However, specific treatment for toxoplasmosis
provided during the period between USG and CT evaluations
may have been responsible for missing hydrocephaly in CT
that was shown with USG. The majority of USG evaluations
were performed duringthe first month of life. The higher num-
ber of cases with brain calcifications observed by CT compared
to those observed by USG may be explained by the natural
evolution of the CNS lesions.

Congenital toxoplasmosis can be transmitted by pregnant
women infected with HIV-1 who are those chronically infected
with T. gondii;”**° there are also reported cases of CMV and T.
gondii co-infection.'** In the present study, the four infants
co-infected with CMV showed clinical improvement when
ganciclovir was added to the specific therapy for toxoplas-
mosis. This result demonstrates the importance of excluding
other associated infections in patients with congenital toxo-
plasmosis.

Among the adverse effects of toxoplasmosis treatment,
the most harmful is neutropenia caused by the myelotoxic-
ity of sulfadiazine and pyrimethamine."” In the present study,
severe and moderate neutropenia were observed in a few
cases, and the majority of them had been treated with other
myelotoxic drugs associated with toxoplasmosis treatment,
although all adverse effects were reversible with increased
folinic acid doses and temporary interruption of the treat-
ment. Reversible neutropenia was also observed in a cohort of
patients, evaluated from 1981 to 2004 in North America, with
daily doses of pyrimethamine for two or six months.**

In the present study, anti-T. gondii IgM seroprevalence was
lower than observed in previous studies that confirmed T.
gondii infection by the detection of IgM antibodies in 50-75%
of newborns.**?%*% The presence of anti-T gondii IgG antibod-
ies in a newborn serum sample is not evidence of infection
because matemal IgG antibodies are passively transmitted.
The half-life of this immunoglobulin is 23 days and maternal
antibodies may persistin the newborn circulation for one year,
and about three months are necessary for a 10-fold reduc-
tion in titer. Therefore, anti-T. gondii IgG antibodies must be
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assayed in serial samples from the child to confirm a congen-
ital infection.'>?® However, in the present study due to wide
variation (ranging from 1:16 to 1:128,000) serum anti-T. gondii
I1gG was of little help to diagnose congenital disease. Other
serological methods are necessary to identify cases with false
negative results for anti-T. gondii IgM.

Although the quality of prenatal care for suspected cases
of toxoplasmosis in Londrina and northern Parana in 2006
was not ascertained, a robust multi-professional team, with
the support of governmental institutions, started discussions
about this important public health problem, which resulted in
the implementation of the Surveillance Program of Congeni-
tal Toxoplasmosis, first in the Basic Health Units of Londrina,
north of Parang, and afterwards in other locations in Parana
state.”” %" Its objective is to inform, standardize, and guide the
management of medical professionals in caring for pregnant
women with suspected or confirmed toxoplasmosis and chil-
dren with congenital toxoplasmosis. To date, there has been
excellent adherence to the proposed program in the primary
health care units, decreasing the number of pregnant women
and children unnecessarily referred to reference centers for
diagnosis and treatment of toxoplasmosis by 63.9% and 42.6%,
respectively, at the University of Londrina Hospital. Further-
more, the incorrect use of sulfadiazine was decreased by 67.4%
after the program was implemented.**1%

Altogether, the results of the present study demonstrated
that from 2000 to 2010, the majority of pregnant women
whose children presented congenital toxoplasmosis and had
received care at the reference center for Pediatric Infectious
Diseases of the Outpatient Clinical Hospital of State Univer-
sity of Londrina, were given no treatment for toxoplasmosis
during the pregnancy because no diagnostic tests for toxo-
plasmosis had been requested. The majority of children were
symptomatic in the first month of life, and chorioretinitis
was the most frequent ocular damage. A high frequency of
sequelae was also observed in this cohort of patients. These
data reinforce the importance of diagnosis and treatment of
toxoplasmosis acquired during pregnancy toreduce the occur-
rence of congenital toxoplasmosis and its complications in the
child. Continuous assessment, consolidation, and expansion
of the Surveillance Program of Congenital Toxoplasmosis™°
can contribute to the improvement of health care for pregnant
women with suspected toxoplasmosis and for the reduction
of congenital toxoplasmosis in the Brazilian population.
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Resumo

Objetivo: demonstrar a experiéncia de notificagdo de toxoplasmose durante a gestagdo
e toxoplasmose congénita em uma Unidade Sentinela. Métodos: foi implantada uma
rotina de notificagdo de todos os casos suspeitos de toxoplasmose na gestante e
toxoplasmose congénita, em um servigo de referéncia de toxoplasmose no Estado do
Parana, no periodo de agosto de 2013 a agosto de 2014. Foi utilizada uma ficha de
notificagdo especifica integrando dados do Nucleo de Epidemiologia do Hospital
Sentinela e da Vigilancia Epidemiologica da Secretaria Municipal de Saude.
Resultados: foram notificados 64 casos suspeitos de toxoplasmose adquirida na
gestacdo; destes, 63 (98,4%) realizaram atendimento pré-natal e 41 (64,1%) foram
assintomaticos. O diagnostico foi realizado no 1° trimestre de gestagdo em 27 (42,2%)
gestantes ¢ 50 (78,1%) receberam tratamento durante a gestagdo. Quarenta e seis
criancas estdo em acompanahmento ambulatorial e destas, 7 (15,2%) tiveram o
diagnéstico de toxoplamose congénita confirmado. A ficha de notificacdo foi util para a
obtenc¢do dos dados epidemioldgicos, diagnodsticos e de seguimento dos casos suspeitos.
Conclusédo: a rotina de notificagdo implantada em uma Unidade Sentinela pode servir
de modelo para a ampliacdo da notificagdo da toxoplasmose durante a gestacdo e
congénita para os outros servigos de saude.

Palavras-chave: Toxoplasmose, Toxoplasma, Toxoplasmose congénita, Vigilancia

Epidemiologica, Notificagao de Doencas.

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



49

toxoplasmosis in a reference center of toxoplasmosis in Parana 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.

Introducéo

A toxoplasmose ¢ uma zoonose cosmopolita causada pelo protozodario
Toxoplasma gondii (T. gondii) e infectante para diversas espécies de aves e mamiferos,
incluindo o homem. O gato ¢ o hospedeiro definitivo no qual o protozodrio realiza seu
ciclo sexuado.'” A toxoplasmose ¢ considerada uma das cinco infec¢des parasitrias
negligenciadas, um grupo de doencgas parasitarias que tem sido alvo das agdes em satude
em outros paises, gracas a sua elevada incidéncia, mesmo que de forma assintomatica.’

A prevaléncia da soropositividade para toxoplasmose em gestantes na regido sul

do Brasil varia entre 31,0 e 59,9%.4’ >6
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Em Londrina, norte do Estado do Parana, a terceira cidade do sul do Brasil, foi
relatado que 49,2% das gestantes apresentam sororreatividade para anticorpos da classe
IgG contrao T. gondii.7 Em estudo realizado no interior do Estado de Sdo Paulo, 64,4%
das gestantes foram expostas ao T. gondii e apresentavam anticorpos IgG contra o
parasita.® Portanto, ainda ¢ elevada a frequéncia de gestantes susceptiveis a esta
infec¢ao no Brasil.

A infecgdo congénita ou transplacentaria do T. gondii ocorre nos casos de
mulheres que apresentam primoinfec¢do durante a gestagdo sendo menos provavel
durante a reativacio da infecgdo, como pode ocorrer nos pacientes imunossuprimidos.’

O risco de transmissdo vertical ¢ menor no primeiro trimestre da gestacao (10 a
25%) em relacdo ao segundo (30 a 45%) e terceiro trimestres (60 a 65%) e atinge até
80% se a infecgdo ocorrer proximo ao parto'. Ha relatos de que 70% dos recém-
nascidos infectados durante a gestagdo ndo apresentam sintomas ao nascimento.’
Todavia, ¢ documentado que a infec¢do fetal durante o primeiro trimestre gera
consequéncias mais graves como o abortamento e malformagdes fetais.'” Infeccdes
durante o segundo trimestre da gestagdo podem provocar tanto abortamentos como
nascimentos prematuros, a crianca pode nascer assintomatico ou sintomatica com
comprometimento ganglionar generalizado, hepatoesplenomegalia, miocardite, anemia,
trombocitopenia, coriorretinite, calcificacdes cerebrais, microcefalia e hidrocefalia.''°
Ja no terceiro trimestre, o recém-nascido aparentemente sauddvel pode apresentar
evidéncias de doenga congénita alguns dias ou meses apos o nascimento. Portanto, a
toxoplasmose congénita ¢ uma doenga que pode se apresentar com formas graves ou
com sequelas graves tardias, mesmo em crian¢as assintomaticas ao nascimento. O
diagnostico precoce da infeccdo permite o tratamento antiparasitario adequado da

gestante que pode reduzir a gravidade das sequelas da toxoplasmose no feto.'" '
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Um estudo retrospectivo no periodo de 2000 a 2010 registrou 31 casos de
toxoplasmose congénita atendidos no Hospital Universitario da Universidade Estadual
de Londrina (HU/UEL), um servico de referéncia 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 frequéncia de criangas com toxoplasmsoe congénita sintomaticas e com
sequelas.'® Desde a implantagio do Programa de Vigilancia em Saude da Toxoplasmose
Gestacional e Congénita na aten¢do primaria do municipio de Londrina, em 2006, com
a investigacao do perfil soroldgico para toxoplasmose durante o atendimento pré-natal,
houve uma reducdo de encaminhamentos desnecessarios de gestantes e criangas ao
HU/UEL."

Porém, faz-se necessaria a caracterizagdo epidemioldgica da toxoplasmose na
gestacdo e congénita, por meio da notificacdo de todos os casos suspeitos, o que
fornecera subsidios para a implantacdo de medidas de prevengdo primaria e controle
dessa infec¢do. Diante deste cenario, as portarias n° 2.472/2010 e n° 104/2011 do
Ministério da Satde tornaram a notificagdo de toxoplasmose gestacional e congénita
obrigatoria em Unidades Sentinelas.'>'°

O presente trabalho tem como objetivo apresentar a experiéncia adquirida por
uma Unidade Sentinela com a utilizagao de uma ficha epidemiologica e de um fluxo de
notificacdo para os casos suspeitos de toxoplasmose adquirida durante a gestagcdo e
toxoplasmose congénita. Até a presente data ndo hé publicagdes nacionais sobre a
notificacdo de toxoplasmose na gestagdo e congénita, o que justifica e torna relevante o

presente estudo.
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Metodologia

Trata-se de um estudo descritivo que registra as notificacdes de toxoplasmose
adquirida na gestacdo e congénita em um instrumento de coleta de dados, no periodo de
agosto de 2013 a agosto de 2014, seguindo uma hierarquia de fluxo de notificagdo no
HU/UEL, um servi¢o de referéncia do Estado do Parana. O HU/UEL ¢ um hospital
publico terciario com 290 leitos, localizado em Londrina, norte do Estado do Parana,
Brasil. O HU/UEL ¢ considerado um Hospital Sentinela para a Agéncia Nacional de
Vigilancia Sanitaria (ANVISA) e sua maternidade ¢ considerada referéncia para
atendimentos das gestantes de risco. O atendimento ambulatorial ¢é realizado no
Ambulatorio de Especialidades do Hospital Universitario (AEHU) para pacientes
referenciados da aten¢do primaria do municipio de Londrina e regido e conta com
diversos ambulatorios de especialidades, incluindo o Ambulatério de Alto Risco de
Obstetricia ¢ Ambulatorio de Infecgdes Congénitas.

O HU/UEL possui o Nucleo Hospitalar de Epidemiologia (NHE) responsavel
por identificagdo de casos de notificagdo compulséria de acordo com a Portaria n°
104/2011 do Ministério da Satde e é uma Unidade Sentinela para notificacdo.'® O NHE
¢ um campo de estdgio extracurricular ndo obrigatorio e de monitoria académica para
graduandos dos cursos de Enfermagem e Medicina onde o estagidrio auxilia no
rastreamento de todas os resultados das reacdes soroldgicas realizadas no HU/UEL e no
AEHU de interesse para a Vigilancia Epidemiologica, por meio do sistema
informatizado do Laboratério de Analises Clinicas (LAC) do HU/UEL . Em agosto de
2013, iniciou-se o rastreamento especifico para toxoplasmose adquirida na gestacdo, 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 ¢ aberta uma ficha especifica de investigacdo (Figura 1) e
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uma ficha do Sistema de Informacgdo de Agravos de Notificacdo (SINAM) com dados
de identificacdo da gestante.

Na rede de Unidades Bésicas de Saude (UBSs) do municipio de Londrina, a
primeira amostra para investigacao do perfil soroldgico para toxoplasmose ¢ coletada no
primeiro trimestre de gestacdo, com repeticdo trimestral dos exames nas gestantes
susceptiveis, ou seja, ndo expostas ao parasita. Nesta fase do atendimento, as amostras
sdo processadas no Laboratorio Central do Municipio (CENTROLAB) e o resultado do
teste de avidez ¢ comunicado a UBS dentro de trés dias uteis. As gestantes com
reatividade para IgM anti-T gondii iniciam tratamento especifico com espiramicina e
sdo encaminhadas ao AEHU para defini¢do diagnoéstica e acompanhamento do
tratamento, seguindo o protocolo definido no Programa de Vigilancia em Satde da
Toxoplasmose Gestacional ¢ Congénita.'” Toda amostra de gestante recebida pela
primeira vez no HU/UEL e AEHU, que apresenta reatividade para IgG e IgM anti-T.
gondii ¢ avaliada pelo teste de avidez da IgG pelo Setor de Imunologia Clinica do LAC
do HU/UEL.

A ficha de notificagdo contem os dados da mae e da crianga e os campos foram
criados seguindo as recomendagdes de vigilancia do Centers for Disease Control and
Prevention (CDC)'® para responder as seguintes perguntas durante a gestagdo: Qual o
provavel mecanismo de transmissdao? Quais os sinais e sintomas mais frequentes? Qual
a idade gestacional de aquisicdo da infec¢dao? Qual o perfil soroldgico? Qual o
tratamento realizado e efeitos colaterais? As perguntas realizadas para o preenchimento
dos campos relacionadas a crianga sao: Quais as manifestagdes clinicas mais frequentes
no lactente? Qual a frequéncia de lesdo ocular? Qual a frequéncia de lesdo neuroldgica?
Qual o perfil sorolégico? Qual o tratamento realizado e efeitos colaterais? Quais as

sequelas mais frequentes nas criancas acometidas? Qual a taxa de transmissao vertical?
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Os médicos do Ambulatorio de Alto Risco de Obstetricia do AEHU realizam o
preenchimento da ficha da gestante com suspeita de toxoplasmose aguda. O prontuario
¢ carimbado para identificar que o caso ja foi notificado e a ficha ¢ encaminhada ao
NHE para acompanhamento do caso. Estes dados sdao conferidos pelos estagiarios por
meio do sistema informatizado do HU/UEL. Dados incompletos sdo preenchidos apos
consulta aos prontudrios médicos das pacientes acompanhadas no AEHU e por
entrevista, por telefone com as pacientes (Figura 2).

A definicdo de infec¢do de todos os casos ¢ realizada apos o término da
gestacdo, em reunides mensais com médico infectologista. Utilizam-se os critérios de
Lebech (1996)' em relagdo ao perfil de anticorpos das classes IgG e IgM anti-T. gondii,
assim como os do Ministério da Saude, em relagdo ao teste de avidez da IgG e reacgdo
em cadeia de polimerase (PCR).*

Sao criadas agendas anuais especificas e um banco de dados no Programa Excel
utilizando como modelo a rotina de trabalho do NHE. Para a criacdo da ficha de
notificagdo, utiliza-se o programa de desenho vetorial CoreIDRAW x4. Com o sistema
de agendamento e com base na data provavel do parto (DPP) organizam-se as datas para
revisdo dos casos, logo apds o nascimento da criangca. A equipe do NHE registra,
semanalmente, as informagdes 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 a Vigilancia Epidemiolédgica e arquiva a ficha especifica de
toxoplasmose para acompanhamento dos casos.

Toda crianga com suspeita de toxoplasmose congénita da rede municipal de
saude ¢ encaminhada ao Ambulatdrio de Infec¢des Congénitas do AEHU para defini¢ao

diagndstica e acompanhamento do tratamento.
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O verso da ficha especifica de toxoplasmose direcionada a crianga € preenchido
apods o nascimento da mesma, em trés momentos: 1) ao nascimento, na Maternidade do
HU/UEL quando o pediatra preenche a ficha de notificagdo e encaminha a mesma para
o profissional do NHE, que completa o preenchimento das informa¢des do prontuério
do recém-nascido; 2) com um ano de vida, quando o profissional do NHE preenche os
dados com base no prontudrio de acompanhamento ambulatorial pelo Ambulatério de
Infecgdes Congénitas e 3) no segundo ano de vida, quando o caso ¢ concluido pelo
NHE apos analise por médico infectologista. Para as criangas provenientes de outras
maternidades, a ficha de notificagdo especifica ¢ preenchida pelo médico durante a
primeira consulta de atendimento no Ambulatério de Infecgdes Congénitas e, apds este
procedimento, a ficha é encaminhada ao NHE. Apos 24 meses de vida, a crianga com
toxoplasmose congénita confirmada tem agendamento anual no Ambulatorio de
Infecgdes Congénitas e agendamento anual de notificagdo do NHE, para detectar
possiveis sequelas tardias (Figura 3).

Para a troca de informacoes entre o NHE e a Vigilancia Epidemiologica utiliza-
se a rotina semanal de mensagens por correio eletronico. A busca ativa integrada entre o
NHE e a Vigilancia Epidemiologica permite a convocacdo dos pacientes que nao
comparecem ao servico de referéncia. A Vigilancia Epidemioldgica notifica,
semanalmente, os casos suspeitos ao Ministério da Satde pelo SINAM.

No presente estudo, foram analisadas as varidveis demograficas,
epidemioldgicas, clinicas, laboratoriais e de defecho dos casos notificados. As variaveis
quantitativas foram expressas em mediana e variagdo interquartil (IQR 25%-75%) e as
variaveis qualitativas foram expressas em nimero absoluto (n) e porcentagem (%). Foi
realizada analise descritiva por meio das distribui¢des de frequéncias e proporgdes. As

associacoes entre as variaveis qualitativas foram verificadas mediante o teste do qui-
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quadrado ou teste exato de Fisher, quando apropriado, com nivel de significancia de 5%
(p < 0,05). Utilizou-se o programa GraphPad Prism 5 (GraphPad Software, San Diego,
CA, USA) para os calculos estatisticos.

O presente trabalho foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa Envolvendo
Seres Humanos da Universidade Estadual de Londrina, com Parecer n° 047/05. Foi

garantido o sigilo das informacgdes individuais.

Resultados

De agosto de 2013 a agosto de 2014 foram notificados 64 casos suspeitos de
toxoplasmose adquirida na gestagdo (Tabela 1); destes, 32 (50,0%) eram de Londrina e
32 (50,0%) eram provenientes de outros municipios da regido. A idade das gestantes
variou de 15 a 37 anos, com mediana de 24 anos ¢ IQR 25% e 75% de 18,3 e 24 anos.
Desta, 63 (98,4%) realizaram atendimento pré-natal e 33 (51,6%) tinham, no minimo,
oito anos de escolaridade. A maioria das gestantes ndo apresentou sintomas de
toxoplasmose e, entre as manifestacdes clinicas, a mais relatada foi cefaleia (23,4%).
Porém, ao excluir este sintoma inespecifico, 49 (76,5%) gestantes foram assintomaticas.
Entre os fatores de risco associados a aquisi¢do de toxoplasmose, os habitos de comer
vegetais crus e beber d4gua ndo fervida e nao filtrada foram os mais frequentes (46,0% e
49,0%, respectivamente). O diagndstico foi realizado no 1° trimestre de gestagdo em
42,2% das gestantes.

Cinquenta (78,1%) gestantes receberam tratamento durante a gestagdo e em uma
(1,6%) o tratamento foi suspenso pela presenca de exantema. Os efeitos colaterais do
tratamento relatados por 50 (78,1%) gestantes foram resultantes do uso de sulfadiazina,
pirimetamina e acido folinico; no entanto, foram reversiveis em todas. Destas, oito

(16,0%) gestantes apresentaram sintomas gastrointestinais (nauseas, vomitos, diarreia) e
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duas (4%) relataram exantema; nenhuma gestante apresentou aplasia de medula. Nao
houve diferenca significativa entre a presenga de efeitos colaterais apresentados pelas
gestantes tratadas com sulfadiazina, pirimetamina e acido folinico (12/41) e as tratadas
com espiramicina (0/10) (p = 0,0920).

Entre as 14 (21,8%) gestantes notificadas que ndo foram tratadas, uma (7,1%)
ndo realizou pré-natal, 6 (42,9%) ndo tinham indicagdo de tratamento pois o diagndstico
era improvavel e 7 (50,0%) perderam a oportunidade de tratamento; destas duas
gestantes com IgG anti- T. gondii de avidez fraca ou intermediaria ndo realizaram o
tratamento, pois apresentaram soroconversao ao final da gestacao.

Portanto, entre as 29 gestantes com IgG anti-T. gondii com avidez fraca ou
intermediaria 27 (93,1%) foram tratadas e 2 (6,9%) ndo receberam o tratamento. Entre
as 27 gestantes com IgG anti-T. gondii com avidez forte, 17 (63,0%) foram tratadas ¢ 10
(37,0%) nao receberam o tratamento. Houve diferenca significativa entre as gestantes
que tiveram avidez de IgG fraca ou intermedidria e realizaram tratamento em relagdo as
gestantes com forte avidez de IgG que foram tratadas (p = 0,0086).

Até a presente data, 46 criangas, sendo 27 (58,7%) do sexo masculino, estdo 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%) criangas, o diagndstico de
toxoplasmose congénita ja foi confirmado e em 8 (12,5%) foi descartado, as demais
criancas continuam em seguimento. Entre as criangas infectadas, 4 (57,1%) eram
sintomaticas ao nascimento, 4 (57,1%) criangas apresentaram coriorretinite € 3 (42,9%)

calcificagao cerebral.
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Discussao

O presente estudo demonstra uma significativa mudanga no cenario da
toxoplasmose adquirida na gestagdo e congénita, registrados em Londrina e regido e
atendidos no HU/UEL, comparado com os resultados descritos em estudo prévio.'?
Enquanto que no periodo de 2000 a 2010, a maioria das gestantes ndo era avaliada
sorologicamente para toxoplasmose, a implantacao da ficha de notificagdo dos casos de
toxoplasmose adquirida na gestagdo e congénita no periodo de agosto de 2013 a agosto
de 2014 demonstrou melhoria no diagnostico e tratamento da doenga na gestante, como
resultado da implantagdo do Programa de Vigilancia em Saude da Toxoplasmose
Gestacional e Congénita.'*

Durante o processo de implantagdo da vigilancia epidemiologica foram
identificados alguns fatores dificultadores. O primeiro foi na elaboracdo da ficha de
notificagdo especifica para toxoplasmose, conforme o SINAM. O SINAM foi
desenvolvido pelo Ministério da Satide com o objetivo de padronizar os conceitos de
defini¢do de caso e transmitir os dados do municipio para a unidade federativa e
Ministério da Saude, na rotina da Vigilancia Epidemioldgica do Sistema Unico de
Saude (SUS).”! Portanto, ¢ um instrumento que auxilia no planejamento de acdes de
saude para se definir as prioridades em satide e avaliar o impacto das medidas adotadas.

Apesar do instrumento de notificacdo proposto neste estudo possuir um estilo
semelhante as demais fichas de notificagdo do SINAN, a elegibilidade da maioria das
questdes foi determinada pela experiéncia dos pesquisadores envolvidos no processo.
Isso ocorreu devido a auséncia de um modelo brasileiro de notificacdo, de
acompanhamento das notificagdes e de compilacdo de dados. O atual modelo de ficha
de notificagdo foi testado e modificado durante véarios meses e a sua ultima versao

mostrou-se mais aceita por ser de mais facil preenchimento e permitir melhor defini¢ao
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do caso. Porém, ainda existe um certo grau de dificuldade para o preenchimento da
ficha epidemiologica, devido a complexidade de informagdes inerentes a toxoplasmose.

Ressaltam-se ainda as dificuldades para a realizagdo do diagnéstico da
toxoplasmose. Em nosso estudo, a maioria das gestantes negou qualquer sintoma.
Estima-se que 90% das mulheres que adquirem a toxoplasmose durante a gestacao sio

. fes 22,2
assintomaticas™ 3

, 0 que reforca a importancia da realizagdo de testes sorologicos para
confirmagdo da presenca da infeccdo no periodo pré-natal. Porém, ha dificuldade de
interpretagdo dos resultados obtidos nos diferentes métodos sorologicos e, muitas vezes,
o diagndstico ¢ inconclusivo ao final da gestacdo, o que torna necessario o fechamento
do caso somente apds a definicdo do diagnodstico na crianga. Portanto, diferente das
demais doencas de notificagdo obrigatoria, o fechamento do caso como confirmado ou
descartado nem sempre pode ser aplicado na gestante com suspeita de toxoplasmose. Os
critérios de Lebech' ndo contemplam os métodos de PCR e de avidez da IgG anti-
T.gondii; por outro lado, os critérios utilizados pelo Ministério da Saude® ndo levam
em consideragdo as varias possibilidades de evolucdo dos titulos de IgG anti-T. gondii.

Ha ainda algumas dificuldades durante o atendimento pré-natal, como ma adesao
ou inicio tardio do acompanhamento no pré-natal que dificultam a interpretacdo dos
resultados da avaliacdo soroldgica para toxoplasmose quando realizada somente apos o
primeiro trimestre de gestacdo. Outro problema encontrado foi o preenchimento
inadequado do cartdo de pré-natal, com anotagdes incompletas dos exames soroldgicos
para toxoplasmose (auséncia de dados, tais como métodos laboratoriais utilizados para
pesquisa de IgG e IgM anti-T. gondii, titulo de anticorpos e¢ data da realizagdo do
exame) ou até o preenchimento com letra ilegivel.

E importante o seguimento ambulatorial a longo prazo das criangas com

toxoplasmose congénita pela possibilidade de desenvolvimento de dano visual, atraso
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de desenvolvimento neuropsicomotor, hidrocefalia, convulsdes ou surdez, meses ou
anos apos o nascimento, mesmo quando a crianga ¢ assintomatica no momento do
nascimento.'> ** %> A coriorretinite ¢ a manifestagio mais frequente da toxoplasmose
congénita e ocorre em até 80,0% das criangas infectadas.*® %’

Como a toxoplasmose congénita pode causar varias sequelas tardias, nos
deparamos com a dificuldade de defini¢do do tempo de seguimento da crianca com
diagnoéstico confirmado. Portanto, priorizamos na ficha da crianca a idade para o
fechamento do diagnostico, com seguimento até os dois anos de idade para todos os
casos suspeitos de toxoplasmose. Os dados clinicos e de imagem obtidos nos primeiros
dois anos de vida definem o surgimento de lesdes precoces para os casos confirmados.
Porém, deixamos um campo aberto ao final da ficha, para anotacdo de sequelas mais
tardias para os casos confirmados, incluindo, principalmente, as lesdes oftalmoldgicas e
neurologicas, com agendamento de atendimento ambulatorial anual, até os 10 anos de
idade.

Na maioria dos paises, a toxoplasmose congénita ndo ¢ uma doenga de
notificacdo obrigatoria. Em 12 paises da Europa, a toxoplasmose sintomadtica (congénita
ou nao) ¢ de notificacdo obrigatoria e, somente em trés paises (Franga, Alemanha e
Italia) hd uma vigilancia da toxoplasmose congénita. Na Dinamarca, esta vigilancia foi
interrompida em 2007. A maior parte dos casos € notificada pelos laboratorios; porém,
varios profissionais de saude, médicos e epidemiologistas podem notificar os casos. O
grupo de estudos europeu de prevengdo da toxoplasmose acredita que o sistema de
vigilancia e as medidas publicas de prevencao t€ém que ser melhoradas, pois somente
com a manutengdo da vigilancia podem-se obter dados para avaliar a frequéncia e
gravidade dos casos, além de definir a tendéncia epidemiologica da doenga no decorrer

do tempo. **
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A aprovagdo da Portaria n® 2472 do Ministério da Saude de 2010, Art. 6°, que
inclui a toxoplasmose aguda gestacional e congénita na lista de notificagdo compulsoria
em Unidades Sentinelas foi, sem davida, um grande avango."” O problema é que ainda
ndo ha uma rotina de busca ativa na regido norte do Estado do Parand que garanta o
encaminhamento para o AEHU de todas as gestantes suspeitas atendidas nas UBS, que
sdo as principais responsaveis pelo encaminhamento das mesmas. Além disso, o
instrumento inicial de notificagdo estabelecido para a Vigilancia Epidemiologica foi a
“Ficha Individual de Notificagdo” do Ministério da Satde, que ¢ utilizada para agravos
que ndo tém ficha especifica, ¢ adequada para notificagdo 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 notificagdo do Ministério da
Saide e de um Programa de Vigilancia Nacional justifique a ndo inclusdo da
toxoplasmose aguda gestacional e congénita entre as doencas de notificagdo
compulséria em Unidades Sentinelas nas ultimas Portarias n°® 1.984 e n°® 1.271, do
Ministério da Satude, no ano de 2014. 29,30

Entre os fatores facilitadores do estudo ¢ possivel citar a experiéncia dos
pesquisadores na 4area da epidemiologia na rotina do NHE e da Vigilancia
Epidemiologica, além da disponibilidade de maior nimero de recursos humanos no
NHE, com a presenca de estudantes de medicina que iniciam a pratica extensionista,
atuando diretamente com a comunidade.

Com a rotina de notificagdo dos casos suspeitos de toxoplasmose na gestacgao,
pode ocorrer uma maior busca ativa dos casos suspeitos atendidos na rede municipal de
saude, o que facilitard o encaminhamento da gestante e da crianca suspeitas aos servicos

de referéncia para a confirmacdo diagnostica e acompanhamento de tratamento. Este
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resultado positivo pode explicar, em parte, as diferencas nas caracteristicas
epidemioldgicas e clinicas de gestantes e seus recém-nascidos registrados em estudo
prévio nesta mesma populagdo.'

A notificagdo do caso para a vigilancia, além de obrigatoria, ¢ valida para obter
dados de incidéncia da toxoplasmose adquirida na gestagdo e congénita, obter a taxa de
transmissdo congénita, avaliar a gravidade da doeng¢a no bindmio mae-crianca e analisar
a eficacia do tratamento materno na prevencao da transmissdo congénita e suas sequelas
na crianga.

A possibilidade de utilizagdo de uma ficha especifica de notificacdo pode trazer
o conhecimento das dificuldades locais e facilitar a discussao de solucdes para
implantacdo de um fluxo de encaminhamento e acompanhamento dos casos, nos
diversos servicos do pais. Esta caracterizagdo ¢ crucial para o €xito da adesdo e sucesso
na implanta¢do da vigilancia da toxoplasmose na gestacdo e congénita em outras
localidades do pais.

No futuro, a ampliacdo da implantacdo de uma rede de assisténcia, referéncia e
notificacdo da toxoplasmose durante a gestacdo e congénita, nas diversas Regionais de
Satde do Brasil, permitird o acompanhamento sistematizado de todos os pacientes de
varios municipios brasileiros, minimizando as falhas neste atendimento, com o
diagnostico e tratamento mais precoces e reducao das sequelas na crianga.

Conclui-se que a ficha de notificagdo da toxoplasmose na gestacdo e congénita
pode ser utilizada inicialmente pelos locais de referéncia de notificacdo e
posteriormente pelos diversos servicos de saude, para trazer as informagdes
epidemioldgicas regionais, que possibilitardo a ampliacdo do conhecimento da doenca

no pais.
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Figura 1 — Ficha de notificacdo dos casos suspeitos de toxoplasmose adquirida na
gestacdo e toxoplasmose congénita, no municipio de Londrina, Estado

do Parand. Brasil, agosto de 2013 a agosto de 2014
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SINAN - SISTEMA DE INFORMAGAO DE AGRAVOS DE NOTIFICAGAO N

FICHA DE INVESTIGAGAO - TOXOPLASMOSE

CASO SUSPEITO: Gestante que apresenta sorologia para toxoplasmose (ELISA, Imunofluorescéncia, Quimioluminescéncia) IgM reagente em
ualquer fase da gestacéo, independentemente do status sorolégico do IgG.

IlTlpo de notificagéo: 2 - Individual

2 |Agravo/Doengat: GESTANTE COM TOXOPLASMOSE Icédigo (CID10): 5 g _g 'ilDo'Ia do nol*'iﬁwséo:

Codigo (IBGE):

L L " L "

ZIUF Municipio de Notificagao:

EUnidade de Saude (ou outra fonte notificadora): Cédigo (CNES):

1 I " L n n

7 |Nome do paciente: |ID Servigo:prontuario

8 | Data de nascimento: 9 |Idade: 1. Hora 3. Més m Cor: 1.Branca 4. Porda
6] 5] [ b (] o= o=
| l 3. Amarela 9. Ignorado
: PR A

0- Analfobeto 3- Ensino médio incompleto

6- Educagéo superior completa

E Esc:)laridade: D

1- Ensino fundomental incompleto

4- Ensino médio completo

2- Ensino fundamental completo

5- Educagao superior incompleta

ENumero do Cartéo do SUS:

E] Nome da Mae:

Codigo (IBGE):

EUF F’Municipio de Residéncia:

Distrito:
L PR

1 n 1

1
EBairro: Logradouro (rua, avenida...)

@Complemenfo (apto, casa...):

ENUmero:

L L1 1 L

22 |(DDD) Telefone:

¢ .

1. Urbana
2. Rural

3. Periurbana
6. Ignorado

Pais (se residente fora do Brasil):

P

23|Zona: |:|

N R

9- Ignorodo |

0S COMPLEMENTARES DA GESTANTE
IG na 1° sorologia IgM reagente:

1.1° trimestre

Idade Gestacional na data do primeiro USG:

I:‘ semanas Ddias Dayas /. ofi. .

Ocupacao:

O

2.2 trimestre 3. 3° frimestre 9. |G ignorada

DPP (Data Provavel do Parfo):

Data: d 7k

USG fetal: [:l Nao Realizado I:] Normal D Alterado

1.Sim  2.Néo 9. lgnorado Data: /o

Local da realizacao do Pré-natal:
DPanicqur/convénio DOuiro:

[Juss:

Sin|omas na gestacao:

D Febre DMialgiu DCefa[eiu

D Exantema DCorioreiiniie/uveite DEncefuli'e

[JAdenomegalia ~ 1.Sim 2.Nao 9. Ignorado

DOukos:

1. Sim 2. Néo 9. Ignorado

@Hébi"“: D Limpa fezes de gato Contato com gato:
1. Sim [[] contato com terra ou areia [[] ingestao de vegetais crus
2. Nao 1.Sim 2.Néo 9.Ignorado
9. Ignorado D Ingestao de agua nao fervida/torneira/nao filtrada D Consumo de carne crua/mal passada I:l 9

_3__4]Viagem/ou'ra procedéncia 21 dias antes do primeiro resultado de IgM reagente?

D Se sim, qual local:

1.Sim 2. Nao 9. Ignorado

PR [

Sorologia i [J1gM ELIsA ( ) [ 19G ELIsA ) N s 3 R
EDDM da 1° coleta: (Titulos) : DIgM Imunofluorescéncia ( ) I:l 1gG |, fluorescéncia ( )
r B e . ~ .
« 1w b 5 4 = []1gM Quimioluminescéncia ) [] 196 Quimioluminesceéncia ( ) Outros
IgM ELISA ( ) [] 19GELISA ( ) 1. Rea 2.Na
o e L1 - —_—

EDum da 2° coleta: j esru lu o DIgM (i m—— ) D 19G | fluorescéncia ( ) 3. Indeterminado 9. Ignorado

s ey [ s (THulos} [J1gMm Quimiol éncia ( ) [ 19G Quimioluminescéncia ( ) Outros

IgM ELISA ! a
EDG"’ da 3° coleta: Ekesultudo: (oM eus (——.f" [ 19G Euisa (f) i r::::rmnadogz:;:wsseme
ol [J1gM Imunofiuorescéncia ( ) G fluorescéncia ( )

T {Titulos) DIgM"‘ imiolumi éncia ( ) D 1gG Quimioluminescéncia ( )  Outros

EAvidez 1: [42]Avidez 2:
1. Fraca 3. Forte 1. Fraca 3. Forte
2. Intermedidria 4. Néo realizado Data:____ /_ / D 2. Intermediaria 4. Nao realizado Data:___/___ /
s o Observacaes:
EDuvu do inicio do tratamento: Medicamentos ufilizados: ¢
| | 1. Sim 2. Nao 9. Ignorado
L L PR
D Sulfadiazing; Pirimetamina; Acido Folinico
EDmu do final do tratamento: l:l Espiramicina. Efeitos
DCIindumicinu; Pirimetamina; Acido Folinico  Colaterais:

Nome: Fungao: Assinatura:

EXCLUSIVO PARA PREENCHIMENTO PELA VIGILANCIA

[46]Classificacéo final da gestagdo: [47]Aborto na gestagdo atual:  [48]Evolugdo: Data do Obito: [50]Data do encerramento:,
. ; 1. Sttt IG: semanas 5
1. Confirmado 3. Possivel 9. Ignorado Dz' Nao : 1. Natural 2. Obito
I:l 2.Provével 4. Improvével 5. Descorlado o e adoData: 7/ 9. Ignorado , N I
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CASO SUSPEITO: Crianca com IgM reagente para Toxoplasmose e/ou com hidrocefalia/calcificagdes cerebrais e/ou com corioretinite e/ou cuja |
mae teve toxoplasmose suspeita ou confirmada na gestacéo
51|Agravo/Doenga: % Cédigo (CID10):
3 TOXOPLASMOSE CONGENITA P 37-1
]
% 52 |Nome do paciente: ID Servigo:prontudrio Sexo:AFA-FMus;u[ino 54|Data de nascimento:
£ -Feminino
= I-lgnorado R (T
'g' 55 |Data de investigaggo: 56 [Idade Gestacional ao nascer (semanas): Peso ao nascer (em gramas): [58|Natimorto:
g | | 1. Sim 2. Nao 9. Ignorado
3 L L Lo Lo N
59|UF: Municipio de nascimento: Loccll de nascimento (maternidade/hospital):
1
Sorologia D' M ELISA ( ) D 19G ELISA 1.Reagente 2. Ndo reagente
. 63|Resultado: 9 9f | O | 3. Indeterminado 9. Ignorado
Dota da 1° coleta: - (Titulos) D IgM Imunofluorescéncia ( ) D 1gG Imunofluorescéncia ( )
i) itulos] wcy & o
2 i s g g5 [1gm Quimioluminescéncia ( ) [ 196 Quimioluminescéncia ( ) ——
B
2 []'aM ELISA ( ) [ 19G ELISA ( ) 1. Reogente  2.No !
- 4]Dat 29 coleta: Resultado: S - Reagente . Néo reagente
g [64]pata da 2¢ coleta l: | [[]1gM Imunofluoresceéncia ( ) [ '9G Imunofiuorescéncia ) Sindgteminode’?, Jonoids
g s e I3 5 s (Thylos) D IgM Quimioluminescéncia ( ) D IgG Quimioluminescéncia ( ) Outros
g [B8octcdoscoleio: [G7lResultade: LM ELSA () LlisGeusa () sl B i o
- e D IgM Imunofluorescéncia ( ) D 1gG Imunofluorescéncia ( )
g s 1w | 5 5 = {Tgles) []1gM Quimioluminescéncia ( ) [] 1gG Quimioluminescéncia ( )  Outros
[68]Sorologia com 12 meses de vida:
58] Cigm G [Joutres 1.Reagente 2.NGo reag 3. Indeterminado 9. | d |
° ED"W do inicio do tratamento: | Medicamentos utilizados: 1. Sim 2. Nao 9. Ignorado  Obs:
£ "
g P R I [ ]svtfod Pirir ; Acido Folinico
_E EDam do final do tratamento: D Espiramicina. Efeitos
e | | | DCIindomicinc; Pirimetamina; Acido Folinico Colaterais:
N L Lo
§ i INome: Funcao: |Assinatura: |
= EXCLUSIVO PARA PREENCHIMENTO PELA VIGILANCIA
Munifesmqées clinicas no 1° ano de vida: |
) X a
’ Adenomegalia Convulsao
= 1. Sim D omeg '4 D . nvu @ D Déficit auditivo
2. Nao [] Hepatomegalia [C]Déficit motor

9. Ignorado [_] Esplenomegalia

[ Ictericia colestatica

Exuma oftalmolégico até 30 dias:

[JMicrocefalia [C] Atraso DNPM
I:l Macrocefalia El Outro:

74|Exame oftalmolégico do 1° ao 24° més de vida:

X Normal T Normal e
' EI orme |:| Corioretinite direita EI orme |:| Corioretinite direita
D Alterado [ corioretinite esquerda (] Alterado [ corioretinite esquerda
'S 1. Sim Uveite 1. Sim Uveite
b 2. Nao D Microftalmia 2. Nao |:| Microftalmia
£ 9. Ignorado D Catarata 9. Ignorado D Catarata
é D Outro: [:] Outro:
|Exame de i no SNC no 1° ano de vida:
” USG cranio: [_|Nao realizado 1. Sim 2. Nao 9.Ignorado TC eranio: []Nao redlizado 1-Sim 2. N&o 9.Ignorado
2 Idade (meses): ] Realizado —> Normal \dade (meses): [CJRealizado —» Normal
o " " e o .
© Hidrocefalia Hidrocefalia
g [Ccalcificagao [Ccalcificagao
2 [77]FxomedelCR:  Data: __ /__/
"
o -
§ Linfécitos % Mondocitos |:| % Eosinéfilos |:| %
e |
é Glicose mg Proteinas mg Cloreto :] mg
Lactato mmol/L Proteina C mg/L
Reativa
78|Classificaggo final: 79 |Critério de confirmagao/descarte: 80| Evolugdo:
o X 1. Laboratorial 2. Clinico/epidemiolégico 1. Cura sem sequelas 2. Cura com sequelas
‘§ |:] 1. Confirmado 2. Descartado 9. Ignorado D 3. Clinico 4. Sorologia Inconclusiva 3. Obito pela doenca 4. Obito por outras causas 9. Ignorado
g 81|Se clunta com sequela, D Ociilar D Neurolégica: Dq'a do Obito: Data do encerramento:
qual tipo: s ;
1. Sim 2. Néao 9.lgnorado D sttt D Oiros; A A T
.g‘
i
o AGENDAMENTO: 1¢ Revisao: /. /. 2¢ Revis@o: 7 /. | SEQUELAS: () N légica () Oftalmolégi Obs:
Nome: Funcgao: Assinatura: Municipio: Codigo da Unidade de Saude

Investi-
gador
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Unidade Basica de Outros
a Salde \ / Servicos
i i Ambulatdrio de Patologia
Obstétrica (AC)
I Pré-notificacio I l
: 2 (icl lar d
. F Nucleo Hospitalar de
Vi . p

(VE)

Vigildncia Epidemioldgica |+ |+

Epidemiclogia (NHE)

a) em fase de implantacao

|

Notificacdo do caso para VE
e acompanhamento

|

Encerramento da ficha apas
definicao do caso da crianca

|

I Vigilancia Epidemioldgica I

Rastreamento do Sistema
Informatizado do
Laboratdrio (HU)

Requerimento do Prontuario I

Busca Fonada I

Figura 2 - Fluxo de notificacdo da gestante com toxoplasmose suspeita ou

confirmada durante a gestacdo, no municipio de Londrina, Estado

do Parana. Brasil, agosto de 2013 a agosto de 2014
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I Unidade Basica de Satde I I Maternidades Municipais I Qutros Servigos I
a | , \ .
’ Ambulatdrio de InfeccBes
v Congenitas (AC) Rastreamento do Sistema
- Informatizado do
I Pré-natificacio I Laboratdrio (HU)
NUcleo Hospitalar de
a 3 Epidemiologia (NHE) Reguerimento do Prontuario I
v Jh
Vigildncia Epidemioldgica | &" Busca Fonada |
E
VE) Notificacao do caso para VE
e acompanhamento

a - em fase de implantacao

{

Encerramento da ficha apds
definicdo do caso da crianca

|

Seguimento anual de
sequelas tardias

Figura 3 — Fluxo da notificacdo da crianca com toxoplasmose congénita suspeita ou

confirmada, no municipio de Londrina, Estado do Parana. Brasil,

agosto de 2013 a agosto de 2014
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Tabela 1 - Caracteristicas demograficas, clinicas e laboratoriais das gestantes

notificadas com suspeita de toxoplasmose aguda, na cidade de

Londrina no estado do Parana. Brasil, no periodo de agosto de 2013

a agosto de 2014.
Variavel n =064 %
Procedéncia
Zona urbana 57 89,1
Zona rural 5 7,8
Ignorado 2 3,1
Escolaridade
Analfabeta 0 0,0
1 a 8 anos 23 359
> § 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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Variavel n =64 %

Haébitos  associados &  aquisicdo da

toxoplasmose
Limpou fezes de gato 9 14,1
Contato com terra ou areia 19 29,7
Bebeu agua nao 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 gesta¢do no diagnostico®

1° trimestre 27 42,2
2° trimestre 21 32,8
3° trimestre 11 17,2
Ignorado 5 7,8
Teste de Avidez de IgG®
Fraca Avidez 24 37,5
Avidez Intermediaria 5 7.8
Forte Avidez 27 422
Avidez ndo realizada 8 12,5
Classificagio®
Confirmado 4 6,2
Provavel 27 422
Possivel 17 26,6
Improvavel 15 23,4
Susceptivel 1 1,6

a) Imunoensaio de microparticulas por quimioluminescéncia IgM anti-T. gondii (Architect®, System
Abbott, Wiesbaden, Alemanha).

b) Teste de avidez da IgG por imunoensaio de microparticulas por quimioluminescéncia (Architect®,
System Abbott, Wiesbaden, Alemanha).

¢) adaptado de Lebech (1996)" e do Ministério da Satde (2013)*.
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Avaliagcdo do método Western Blot para o diagnéstico de toxoplasmose

congeénita.
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Resumo

Muitas sédo as dificuldades na interpretacdo dos resultados obtidos nos métodos
sorolégicos para o diagnéstico de toxoplasmose congénita, pois a maioria das criangas
€ assintomatica ao nascimento e os anticorpos da classe IgM anti-Toxoplasma gondii
(T. gondii) ndo sdo detectados em todos os recém-nascidos. O objetivo do presente
estudo foi avaliar o método de Western Blot (WB) para a detecg¢édo de anticorpos IgG
anti-T. gondii presentes no soro de criancas de maes com toxoplasmose adquirida na

gestacao para auxiliar no diagndstico da toxoplasmose congénita. No periodo de junho
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de 2011 a junho de 2014, foram acompanhadas 99 maes com toxoplasmose adquirida
na gestagdo e suas respectivas criangas. Dados epidemiolégicos, clinicos e
laboratoriais foram coletados das maes e suas criangas. Destas criancgas, 15 (15,1%)
preencheram os critérios para diagnéstico de toxoplasmose congénita, 32 (32,3%)
tiveram o diagnéstico excluido e nas demais 52 (52,5%), ndo foi possivel definir o
diagnéstico de infecgdo congénita no periodo do estudo e foram excluidas. Os
sintomas nos primeiros trés meses de vida foram observados em 12 (80,0%) criangas
e o0s mais frequentes foram calcificacdo cerebral em 9 (60,0%), coriorretinite em 8
(563,3%), hidrocefalia em 4 (26,6%) e vitreite em 2 (13,3%). Anticorpos IgM anti-T.
gondii foram detectados em 6 (40,0%) criangas e a reagdo em cadeia da polimerase
(PCR) para detec¢ao do DNA do T. gondii foi positiva em 5 das 7 realizadas (71,4%).
No WB, as proteinas reconhecidas com maior frequéncia pelo soro das criancas
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
confianga (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 associagdo da presenca de
sintomas clinicos ou WB positivo, verificou-se aumento da sensibilidade para 92,0%.
Quando associado a outros marcadores de infecgdo congénita como a pesquisa de
IgM anti-T. gondii ou da PCR, a sensibilidade do WB aumentou para 76,0 € 89,1%,
respectivamente. Os resultados confirmam que o WB pode ser util na avaliacao
sorolégica de pacientes com toxoplasmose congénita; no entanto, devido a
sensibilidade observada, ndo deve ser utilizado isoladamente, mas em associacao

com outros marcadores de infecgdo congénita.

Palavras-chave: Toxoplasmose, Toxoplasma gondii, Toxoplasmose congénita,
Western Blot.

Introducao

A maior parte das criangas com toxoplasmose congénita ndo apresenta sinais
ou sintomas ao nascimento, caracterizando infeccido subclinica; mesmo assim, a
crianga apresenta risco de desenvolver sequelas tardias, principalmente oculares e
neurolégicas (BEVERLEY et al.,, 1973). Para os casos sintomaticos, ha maior
gravidade das manifestagdes clinicas quando a infecgdo ocorre no primeiro trimestre

da gestagao; porém, mesmo as criangas infectadas durante o terceiro trimestre da
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gestacao podem ter lesdes oculares e no sistema nervoso central (SNC) (FRENKEL,;
BERMUDEZ, 2005; REMINGTON et al., 2011).

Sao consideradas suspeitas todas as criangas, sintomaticas ou nao, que sao
filhas de maes com toxoplasmose aguda no curso da gestagdo ou que nascem com
sinais ou sintomas da doengca que incluem ictericia, hepatoesplenomegalia,
linfadenopatia, anemia, baixo peso, prematuridade, coriorretinite, estrabismo,
nistagmo, microcefalia, iridociclite, microcefalia, convulsdes, alteragdes do liquido
cefaloraquidiano (LCR), hidrocefalia e calcificacbes cerebrais (REMINGTON et al.,
2011).

As criangas suspeitas devem ser submetidas a investigagdo soroldgica com
pesquisa de anticorpos especificos anti-Toxoplasma gondii (T. gondii). A obtencao de
reatividade de anticorpos da classe IgM e/ou IgA, ou a persisténcia de IgG apés os 12
meses de vida, ou aumento dos titulos de anticorpos da classe IgG em amostras
seriadas sao perfis sorolégicos que caracterizam a infecgao congénita (REMINGTON
et al., 2011; AMERICAN ACADEMY OF PEDIATRICS, 2009).

Porém, o diagnodstico sorolégico confirmatoério da infecgao pelo T. gondii pela
detecgdo dos anticorpos da classe IgM contra o parasita ndo 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 presenca de anticorpos IgG anti-T. gondii
nas amostras dos recém-nascidos nao €& evidéncia de infeccdo, visto que os
anticorpos IgG maternos s&o 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 presencga da infeccdo congénita e até que se possa excluir a infeccao
congénita a crianga 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
antigénicos do T. gondii podem diferir daqueles anticorpos IgG e IgM anti-T. gondii
detectados no soro materno. Criangas com toxoplasmose congénita com testes
convencionais de IgM n&o reagente tém sido diagnosticadas nos primeiros meses de
vida por meio do método de Western Blot (WB) (REMINGTON; ARAUJO; DESMONT,
1985; PINON et al.,, 2001; DUPONT et al., 2003; REMINGTON; THULLIEZ;
MONTOYA, 2004).

Como sao muitas as dificuldades na interpretagdo dos resultados obtidos nos
testes sorologicos para o diagnostico de toxoplasmose congénita, os exames
laboratoriais devem ser definidos por meio da repeticao dos testes com a avaliagao de

outra amostra coletada apds algumas semanas ou com o emprego de varios testes
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para a pesquisa de diferentes classes de anticorpos, 0 que pode levar meses para a
definicdo diagndstica. Assim, torna-se necessario um metodo de diagnéstico rapido e
de baixa complexidade, para que os laboratérios de referéncia para toxoplasmose
possam diferenciar os resultados duvidosos obtidos pelas técnicas sorologicas
convencionais de rotina. Portanto, o objetivo do presente trabalho foi avaliar o método
WB para a detecgéo de anticorpos IgG anti-T. gondii presentes no soro da crianga e
da mae com toxoplasmose adquirida na gestacdo para auxiliar no diagndstico da

toxoplasmose congénita.

Materiais e Métodos

O estudo foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa Envolvendo Seres
Humanos da Universidade Estadual de Londrina (UEL) com o Parecer n° 043/2011.
Todas as maes participaram voluntariamente e assinaram o Termo de Compromisso

Livre e Esclarecido.

Sujeitos

A populacdo foi constituida por mulheres com suspeita de toxoplasmose
adquirida na gestagdo e seus filhos, atendidos no Ambulatério de Infectologia
Pediatrica, do Ambulatério de Especialidades do Hospital Universitario (AEHU), da
UEL, no periodo de junho de 2011 a junho de 2014. Para o grupo de pacientes, foram
incluidas as criangas cujas maes tiveram suspeita de toxoplasmose com IgM anti-T.
gondii reagente durante a gestagcdo. As amostras de sangue das criangas para a
realizacdo do WB foram coletadas durante os primeiros trés meses de vida. Foram
excluidas as gestantes imunocompetentes com diagnéstico de toxoplasmose prévio a
gestacao e os lactentes com toxoplasmose aguda adquirida, portanto, fora do periodo
gestacional. Foram seguidos os seguintes critérios para a definicdo da infecgdo na
crianca: elevagao dos titulos de IgG em amostras seriadas nos primeiros meses de
vida e/ou a persisténcia dos anticorpos IgG anti-T. gondii apds os 12 meses de vida
elou IgM anti-T. gondii reagente e/ou coriorretinite e/ou lesdo de SNC com IgG
reagente e/ou PCR para deteccdo do DNA do T. gondii positiva (BRASIL, 2013;
AMERICAN ACADEMY OF PEDIATRICS, 2009; LEBECH et al., 1996). O grupo
controle foi constituido pelas criangas cujas maes tiveram suspeita de toxoplasmose
com IgM anti-T. gondii reagente durante a gestagdo, mas ndo preencheram os critérios
de infec¢do congénita descritos anteriormente.

Foram acompanhadas 99 criangas e suas maes. Destas, 15 (15,1%) criangas
tiveram o diagndstico de toxoplasmose congénita e em 32 (32,3%) criancas foi

possivel excluir o diagnostico de toxoplasmose. Em 52 criancas (52,5%) né&o foi
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possivel definir o diagnéstico de infecgdo congénita no periodo do estudo, portanto

nao foram incluidas.

Reacgodes sorolégicas para deteccao de IgM e IgG anti-T. gondii

As reagbes soroldgicas realizadas no periodo pré-natal nas amostras das
gestantes e, posteriormente, nas amostras das criangas coletadas nos primeiros trés
meses de vida foram realizadas pelos métodos convencionais da rotina laboratorial.
Anticorpos IgG anti-T. gondii foram determinados pelo método de imunofluorescéncia
indireta (IFI) (CAMARGO, 1964, 1973), com reagentes comerciais (Biolab-Merieux
(Imunoblot®, Jacarepagud, RJ, Brasil), que utiliza T. gondii obtido a partir de liquido
ascitico de camundongos infectados, e por imunoensaio de microparticulas por
quimioluminescéncia (QL) (Architect®, System Abbott, Wiesbaden, Alemanha) que
utiliza antigeno recombinante p30 (SAG1) e p35 (GRAS8) do T. gondii. Anticorpos IgM
anti-T. gondii foram detectados por imunoensaio de microparticulas por QL (Architect®,
System Abbott, Wiesbaden, Alemanha), que utiliza o antigeno p30 e lisado total de T.
gondii. As amostras das maes com reatividade simultdnea para os anticorpos 1gG e
IgM foram submetidas ao teste de avidez da IgG por método de QL (Architect®,
System Abbott, Wiesbaden, Alemanha) para diferenciagdo entre infeccido recente (< 4

meses) e infeccdo ha mais de 4 meses.

Obtencgao dos antigenos de T. gondii

Cinco camundongos albinos fémeas, com idade entre 45 a 60 dias e peso entre
25 e 40 g foram utilizados para obtengao de taquizoitas da cepa RH do T. gondii a
serem utilizados no teste de WB. Os animais foram inoculados pela via intraperitoneal
com uma suspensdo de taquizoitas vivos (10°/mL) em solugdo fisioldgica estéril.
Quarenta e oito horas apés a inoculagdo, o exsudato foi obtido por lavagem da
cavidade peritoneal com 3,0 mL de solucao fisiolégica 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

10° taquizoitas/ mL por contagem em camara de Neubauer (LUNDEN, 1995).

Método de WB

Primeiramente, foram quantificadas as proteinas do T. gondii a serem utilizadas
no WB por método de Lowry et al (1951). Foi utilizado gel de poliacrilamida 12% para
separagao eletroforética das proteinas; posteriormente, foi realizada a transferéncia

das proteinas para a membrana de nitrocelulose com reagentes comerciais (I BLOT ™
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Gel Transfer System, CA, EUA), seguindo as instru¢cdes do fabricante. O papel de
nitrocelulose foi corado com Ponceau por 5 minutos sob agitagcéo, para a avaliacéo da
transferéncia das proteinas. Apds lavagem com agua destilada, as fitas de
nitrocelulose foram cortadas e bloqueadas com leite desnatado 5% + tampéo tris
salino (TBS) Tween, sob agitacdo, durante 1 hora ou com incubagédo overnight.
Posteriormente, foram realizadas trés lavagens, sob agitacdo, com TBS e leite
desnatado 5%. Apos a lavagem, foi adicionado o soro do paciente diluido em TBS
Tween e leite desnatado a 5% e deixado sob agitacdo por 1 hora e 30 minutos. Apds
trés lavagens sob agitagdo com TBS Tween e leite desnatado 5% foi adicionado o
conjugado anti-lgG humano (Invitrogen™, CA, EUA) diluido em TBS Tween e leite
desnatado 5%, deixado sob agitagédo por 1 hora e 30 minutos. Apés trés lavagens, sob
agitacéo, com TBS Tween e leite desnatado 5%, foi adicionado o substrato cromégeno
diaminobenzidina (DAB) e peréxido de hidrogénio. Quando as bandas eram
visualizadas, a reagao era interrompida com agua destilada. Soros controles positivo e
negativo para anticorpos anti-T. gondii foram incluidos em cada teste.

A analise qualitativa dos anticorpos contra as proteinas do T. gondii foi
realizada pelo WB no soro de gestantes com infeccdo aguda e de seus recém-
nascidos caracterizando, desta forma, os anticorpos dirigidos contra as principais
proteinas expressas pelo parasita. O teste foi considerado positivo se a crianca
apresentasse anticorpos que reconhecessem, pelo menos, uma banda de proteina
diferente da mae ou com intensidade maior que a banda correspondente materna,
como demonstrado na figura 1 (REMINGTON; ARAUJO; 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 concordancia em 100% dos resultados.

A especificidade do método WB foi determinada com o emprego de 26
amostras de soro de individuos soronegativos para a toxoplasmose (IgG e IgM anti-T.
gondii ndo reagente) e com reatividade para anticorpos contra outros patégenos como
Treponema pallidum (n=5), Trypanosoma cruzi (n=5), Leishmania spp (n=2),
Paracoccidioides brasilienses (n=5) ou reatividade aos marcadores sorolégicos de

autoimunidade como anticorpos antinucleares (n=5) e anti-DNA dupla hélice (n=4).

PCR para detecgcao de DNA do T. gondii

A amplificagao 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 amplificagdo de
um fragmento com 529 pares de bases (pb) (GenBank No. AF146527) de DNA de T.
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gondii. A PCR foi realizada em um volume final de 22,5 uL, contendo 2,5 uL de DNA
extraido da amostra; 1 yL de 1,0 mM para cada primer, 100 mM de dNTP (Invitrogen,
Life Technologies, CA, USA), 60 mM de Tris—HCI (pH 9.0), 15 mM de (NH4),SO,, 2
mM de MgCl, e 0,25 uL de Taq DNA polimerase (Invitrogen, Life Technologies, CA,
USA) e 7,75 pL de agua Mili Q. A amplificacdo do DNA do parasita foi realizada com
35 ciclos em termociclador PTC-100 (MJ-Research, CA, USA), utilizando a seguinte
condigéo de ciclagem: 7 min a 94 °C para desnaturagao no 1° ciclo, seguida por 33
ciclos de 1 min a 94 °C para desnaturacdo, 1 min a 55 °C para anelamento € 1 min a
72 °C para extensao e o ciclo 35° foi seguido por uma extenséo final de 10 min a 72
°C. Aliguota de cada produto de PCR foi submetida a eletroforese em gel de agarose
2%. Taquizoitas da cepa RH (10’/mL) tiveram seu DNA extraido para serem usados
como controle positivo. A agua foi considerada o controle negativo. Amostras controles

positivo e negativo para o T. gondii foram incluidas em cada teste.

Analise Estatistica

Um banco de dados foi criado no Programa Microsoft Office Excell 2007 e no
Programa Epi Info 3.4. A analise estatistica foi realizada no Programa GraphPad Prism
5 (GraphPad Software, Inc., San Diego, USA) e no Programa SPSS 15.0. Variaveis
categoricas foram expressas em numero absoluto (n) e porcentagem (%) e analisadas
pelo Teste de Qui-quadrado ou Exato de Fisher, quando apropriado. Variaveis
continuas foram expressas em mediana e variagao interquartil (IQR) de 25% e 75%.
Para o WB foram calculados os parametros de sensibilidade, especificidade, valor
preditivo positivo (VPP) e valor preditivo negativo (VPN), com intervalo de confianga

(IC) de 95%. Valores de p < 0,05 foram considerados estatisticamente significativos.

Resultados

A idade das maes no grupo de criangas 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 maes no grupo
de criangas nao 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 Saude
(BRASIL, 2013) para a definicdo da infeccdo congénita obtivemos os seguintes
resultados: das 15 criangcas com toxoplasmose congénita, 12 (80,0%) foram
sintomaticas e preencheram os critérios clinicos para a definigdo da doenga, 6 (40,0%)
apresentaram IgM anti-T. gondii reagente, 5 (33,3%) apresentaram elevacao de IgG

anti-T. gondii nos primeiros meses de vida, 1 (6,7%) apresentou persisténcia dos
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titulos 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 criangas com toxoplasmose congénita, o teste WB foi positivo em 9
(60,0%) e entre as 32 criangas 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 criangas com toxoplasmose congénita, o WB
foi negativo e a IgM anti-T. gondii foi reagente; em 6 criancas, o WB foi positivo e a
IgM anti-T. gondii ndo foi detectada e em 4 criangas os dois testes foram negativos.

O peso molecular (PM) das proteinas reconhecidas pelos anticorpos presentes
no soro das criangcas com toxoplasmose congénita (casos) variaram de 2 a 94 kDa e
das proteinas reconhecidas pelos anticorpos presentes no soro das nao infectadas
(controles) variaram de 1 a 160 kDa. Entre as 9 criancas 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 mae.

As proteinas reconhecidas com maior frequéncia pelos anticorpos das
amostras dos grupos de caso e controle estdo demonstradas na Figura 2. A
comparacgao das frequéncias das proteinas reconhecidas pelos anticorpos séricos dos
dois grupos, em relacdo a amostra materna, esta demonstrada na Tabela 2. Em
relacdo as 26 amostras de pacientes com outras doengas, 2 nido apresentaram
reatividade e 24 apresentaram reatividade de anticorpos que reconheceram as
proteinas de 17 a 118 kDa e as reconhecidas com maior frequéncia 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 detecgdo 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 a presenga da IgM
anti-T. gondii, a PCR e aos sintomas clinicos observados estdo 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 proteinas
reconhecidas com maior frequéncia 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 proteinas mais frequentemente reconhecidas foram
p25 (2/3, 67,0%) e p94 (2/3, 67,0%). A proteina p94 nao foi reconhecida pelas
amostras de soro de pacientes com coriorretinite. Considerando as proteinas
reconhecidas, ndo houve diferenga significativa entre os grupos (p= 0,1494).

Em relagdo aos 9 pacientes com calcificacdo cerebral, 6 (66,7%) pacientes
apresentaram WB positivo, enquanto que entre os 6 pacientes sem calcificacido
cerebral, 3 (50,0%) apresentaram WB positivo (p = 0,6224).

Discussao

O diagnostico de toxoplasmose congénita € um desafio na pratica clinica, pois
a sensibilidade da soropositividade da IgM anti T. gondii tem sido relatada entre 50,0%
e 75,0% das criangcas com a doenca (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 congénita (CAPOBIANGO et al.,, 2013) e no presente
estudo obtivemos soropositividade de 40,0%. A auséncia da IgM anti-T. gondii pode
ser justificada pelo fato da infeccao fetal ter ocorrido no inicio da gestagdo ou em
consequéncia do tratamento materno precoce para toxoplasmose, realizado nos dois
primeiros trimestres da gestagdo, que causaria um bloqueio da resposta imunoldgica
ou atraso da mesma (SENSINI, 2006). Outro inconveniente deste marcador é o atraso
na coleta da amostra da crianga, pois Lago, Oliveira e Bender (2014) demonstraram
que os anticorpos IgM anti-T. gondii ndo eram detectados em 19,6% das amostras de
criancas com 30 dias de vida e em 54,9% dos pacientes aos 90 dias de vida. Portanto,
muitas vezes é necessario o seguimento sorolégico para a definicao de toxoplasmose
congénita, com a identificagdo dos titulos de IgG anti T. gondii estaveis ou em
ascensao, o que atrasa o diagnéstico e causa inseguranga nos familiares (GROSS et
al., 2000). Neste contexto, o WB pode ser usado para comparar os padrbes de
anticorpos anti-T. gondii nas amostras do soro de maes e suas criangas, 0 que
possibilita a determinacédo se os anticorpos sdo os transmitidos passivamente ou os
sintetizados pelo feto ou lactente nos casos de infeccdo congénita (CHUMPITAZI et
al., 1995).

L Olliver et al. (2012) observaram maior contribuicdo do WB para o diagndstico
de toxoplasmose congénita que a deteccao de IgM anti-T. gondii no primeiro més 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 criancas (14 infectadas) em que foram comparados os
anticorpos IgG da mae 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
presenca 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 estdo mais proximos
aos encontrados por Machado et al (2010) que relataram sensibilidade de 1IgG-WB de
73,5%; porém, estes autores obtiveram especificidade de 97,5%, superior aos nossos
resultados. Machado et al (2010) também relataram que a combinacdo de IgG-WB e
IgM-WB aumentou a sensibilidade do diagnéstico de infecgdo congénita para 86,5%.

A menor sensibilidade obtida no presente estudo pode ser explicada, em parte,
porque todos os pacientes com toxoplasmose congénita estavam em tratamento com
sulfadiazina, pirimetamina e acido folinico. Porém, as criancas com toxoplasmose que
apresentavam titulos de IgG anti-T. gondii em queda, em amostras seriadas, e teriam
o diagnéstico excluido, apresentaram WB positivo, o que permitiu confirmar o
diagnostico 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 deteccao 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 trés meses de vida, com a deteccao de 94,0% dos
casos de toxoplasmose congénita (RILLING et al., 2003). Magi e Migliorini (2011)
avaliaram a utilidade do WB-IgG e IgM no diagndstico de toxoplasmose congénita nos
primeiros meses de vida em 56 pares de maes e criancas. Nenhuma das criangas,
entre as sete com toxoplasmose congénita, tinha manifestagbes clinicas e em trés
casos o WB foi capaz de detectar a infeccao ao nascimento ou nos primeiros meses
de vida, pois o ISAGA foi negativo para IgM anti-T. gondii. Nestes casos, o diagndstico
poderia ter sido atrasado caso fossem usados apenas os métodos soroldgicos
convencionais.

Dupont et al. (2003) demonstraram que a combinag¢ao de IgM-WB com IgG-WB
nos primeiros trés meses de vida aumentou a sensibilidade do diagnostico de
toxoplasmose congénita. Demonstraram, ainda, que a sensibilidade do método foi
maior ao se coletar duas amostras, ao nascimento e outra no periodo dos primeiros
trés meses de vida.

No presente estudo, ao longo dos meses, foram analisadas amostras seriadas

de algumas das criangas e de suas méaes de forma concomitante. Entre as criangas
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infectadas, com 12 amostra com resultado falso negativo no WB, 2/6 (33,3%) criangas
reconheceram proteinas diferentes em relagdo as maternas na segunda coleta, antes
dos seis meses de vida, caracterizando a neossintese dos anticorpos IgG anti-T.
gondii. Em amostra seriada do Paciente 1 foram detectados anticorpos diferentes dos
maternos contra as proteinas p61, p57, p52, p47, p44, p40, p37, p32, p23 e p8; no
Paciente 7, detectaram-se anticorpos contra a p40; no Paciente 8, ndo houve
diferenca entre os anticorpos detectados na 22 amostra da criangca em relagcao a
materna; no Paciente 9, ndo se detectaram anticorpos contra proteinas na 22 amostra
da crianga; nos Pacientes 12 e 15 ndo obtivemos 22 amostra para analise. Portanto,
um resultado negativo na 12 amostra de WB ndo exclui a infecgdo congénita,
justificando a necessidade de repeticio do exame em 22 amostra seriada,
possibilitando a confirmacdo ou a exclusdo da infeccdo na evolugdo soroldgica,
preferencialmente, nos primeiros trés meses de vida.

Em estudo prévio, o tempo de coleta da amostra materna teve influéncia no
resultado do teste de WB, pois as maes podem nao reagir mais aos antigenos do T.
gondii no periodo poés parto tardio, com resultado falso negativo, em decorréncia do
tratamento da infeccdo até o parto (GROSS et al.,, 2000). No presente estudo, este
fendmeno foi observado em uma das maes do grupo de criangas infectadas. Porém,
outras maes apresentaram um aumento do numero de bandas reconhecidas nas
amostras subsequentes coletadas logo apdés a suspensao do tratamento especifico
para T. gondii no parto.

Machado et al. (2010) relataram que os antigenos 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 criangas com toxoplasmose congénita, anticorpos contra as proteinas
maiores que 30 kDa. No presente estudo, com exce¢ao da proteina p13, reconhecida
por duas amostras, as demais proteinas reconhecidas também apresentaram PM
maiores ou iguais a 30 kDa (p30, p31,p44,p58,p78 e p94).

Remington, Araujo e Desmont (1985) relataram que em amostras de criancas
nao infectadas observa-se maior frequéncia de reagéo contra as proteinas entre 14 e
21 kDa. Em comparagao com suas maes, no grupo de criangas infectadas, os autores
ainda encontraram uma maior frequéncia de IgG anti-T. gondii contra as proteinas 94
kDa, entre 92 e 66 kDa, entre 66 e 45 kDa, entre 45 e 31kDa e entre 31 e 21kDa.
Nossos resultados nao diferem dos obtidos por estes autores em relagao as proteinas
reconhecidas com maior frequéncia nas amostras de criancas com toxoplasmose

congénita. Porém, em relagcdo as proteinas reconhecidas por amostras de criangas
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nao infectadas, os resultados foram discordantes dos autores citados, uma vez que
anticorpos presentes nestas amostras reconheceram proteinas de baixo e elevado
PM.

As diferengas no PM das proteinas reconhecidas podem ser explicadas por
diferentes condigcbes metodoldgicas. Sensini (2006) cita os problemas com a
padronizagdo do método WB pelas dificuldades de preparo do antigeno, condigdes do
gel, diluicbes do soro e fonte de anticorpos secundarios. E ainda sugere que a
semiautomatizacdo do método, com a utilizagdo de um programa de computador para
a leitura da intensidade das bandas visualizadas no WB facilitaria a leitura e
reprodutibilidade dos resultados.

E possivel que em algumas amostras avaliadas, a presenca ou auséncia de
reconhecimento de certas proteinas no WB seja devido a diferengas nas
concentracoes de anticorpos especificos no soro do recém nascido e da sua mae
(REMINGTON; ARAUJO; DESMONT, 1985). A diversidade genética entre as cepas
de T. gondii, que pode ocorrer entre as maes infectadas provenientes de diferentes
areas geograficas, também poderia levar ao reconhecimento de diferentes proteinas
nas amostras avaliadas, além do que, o reconhecimento imune dos diferentes
antigenos de T. gondii pode variar entre os individuos; alguns reconhecem multiplas
proteinas, enquanto outros uma unica proteina (SUN et al., 2013).

No presente estudo, o WB também foi util para demonstrar a sintese ativa de
IgG anti-T. gondii em um caso (Paciente 4). Neste paciente, o titulo de anticorpos IgG
anti-T. gondii foi < 1:16 na IFl na 1 amostra e ndo aumentou significativamente nas
amostras seriadas, atingindo titulo de 1:64; no entanto, pelo método de WB, foi
possivel demonstrar a sintese ativa de IgG anti-T. gondii que reconheceu as proteinas
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 apds o tratamento. Até a presente data, esta crianca com 3 anos de idade,
permanece nao reagente para anticorpos IgG anti-T. gondii avaliados pela QL e IFI,
porém apresenta persisténcia da positividade no WB.

Sensini (2006) também cita a possibilidade de infeccdo congénita com IgG e
IgM anti-T.gondii ndo reagentes em consequéncia do tratamento da mae e do recém
nascido para toxoplasmose. Pinon et al. (2001) também citam que o tratamento da
crianga durante um ano apos o nascimento pode causar a negativagdo dos anticorpos
no soro dos pacientes. Porém, na maioria destes casos ocorre a detecgao da IgG anti-
T.gondii logo apods a suspensao 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 detectaveis apos a suspensao do tratamento. Os
Pacientes 4, 6, 8 e 9 persistiram com a soronegatividade para anticorpos anti-T. gondii
apo6s a suspensdo do tratamento.

O Paciente 9 apresentava titulos 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 titulos de anticorpos cairam e negativaram nos
métodos de IFl e QL apds os 12 meses de vida. Este paciente ndo apresentava IgM
anti-T. gondii detectavel e o resultado do WB foi negativo; portanto, o seu diagndstico
foi possivel somente com a positividade na PCR quando detectou-se DNA do parasita
em amostra de sangue periférico.

O Paciente 8, que também apresentou resultado ndo reagente nas reagdes de
IFI e QL para IgG anti-T. gondii durante a evolugdo, apresentou na amostra inicial
reatividade no WB contra as proteinas 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 evolugao da infecgéo, persistindo com a IFl
reagente em baixos titulos. No inicio, apresentou reatividade para as proteinas p94,
p72, p64, p58, p46, p39, p31, p25, p22, p16 e p11 no WB. Porém, como ndo havia
amostra de soro apds os 12 meses de vida destes pacientes, nao foi possivel
demonstrar o desaparecimento dos anticorpos anti-p30. E possivel que estes
pacientes nao reconhecam mais a proteina p30 que esta presente no teste de QL, o
que justifica a n&o reatividade neste teste com a evolugao da infecgdo. Nenhum destes
pacientes apresentou reatividade contra a p35 nos primeiros meses de vida e
poderiam persistir ndo reativos nas amostras seriadas, também explicando a nao
detecgao de anticorpos pela QL.

Deste modo, ao invés de avaliar somente a persisténcia dos anticorpos 1gG
anti-T. gondii pela QL que detecta anticorpos somente contra as proteinas p30 e p35,
sugere-se que o método de WB seja utilizado na evolugdo soroldgica, uma vez que a
crianga infectada pode produzir anticorpos contra outras proteinas do parasita e assim
permanecer positivo apds os 12 meses de vida. Sendo assim, a negativagao de
anticorpos contra a p30 e p35 por QL pode nao excluir a infecgdo congénita.

Atualmente, o método de WB tem sido relatado com maior positividade que a
deteccao de IgM anti-T gondii por métodos convencionais. Questionamos se o WB
possa ser utilizado como padrdo ouro para o diagnéstico da toxoplasmose adquirida
na gestacao e congénita, porém com associagdo da pesquisa de IgM e IgG anti T.
gondii pelo WB. Este procedimento poderia descartar a possibilidade de resultado

falso negativo entre alguns lactentes incluidos no grupo controle deste estudo, e que
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poderiam apresentar reatividade no WB para deteccdo de IgM anti-T. gondii,
aumentando a sensibilidade do método proposto. Estudos futuros poderédo avaliar a
IgM pelo WB nas amostras da presente coorte de pacientes.

No presente estudo, muitos pacientes foram sintomaticos ao nascimento, pois
o0 ambulatério em que foram atendidos € um centro de referéncia para toxoplasmose, o
que pode nao acontecer na pratica clinica, pois a maioria das criancas é assintomatica
ao nascimento (REMINGTON et al.,, 2011). Deste modo, o achado de sintomas
clinicos sugestivos de toxoplasmose congénita aumentou a sensibilidade do
diagnostico desta infeccao.

Machado et al. (2010) relataram que os pacientes com IgM reagente pelo
método de WB (IgM-WB) apresentaram maior frequéncia de lesdo macular, com risco
1,4 vezes maior de lesdo ativa que os pacientes com IgM-WB negativa. Porém, estes
autores nao encontraram diferenca significativa entre a positividade de IgG-WB e a
presenca de lesdo macular. No presente estudo foi avaliada a presenca de
coriorretinite, sem considerar a lesdo em macula, e ndo se observou diferenca
significativa entre a presenca de IgG-WB no grupo com coriorretinite em comparagao
ao grupo sem coriorretinite.

Machado et al. (2010) também avaliaram a associacdo entre calcificacdo
cerebral e WB positivo (IgG e IgM) e nao encontraram diferenga significativa entre os
grupos. No presente estudo nao foi encontrando diferencga significativa entre os grupos
analisados quanto a estas duas variaveis.

O pequeno numero de amostras com WB positivo ndo permitiu obter resultados
robustos em relagdo a coriorretinite e calcificacdo cerebral. Portanto, mais estudos
sao0 necessarios para definir se existem proteinas especificas associadas com lesdes
oculares e do SNC. E necessario que estudos realizados em individuos brasileiros
definam estas proteinas, pois as cepas de T. gondii que circulam no Brasil tém
constituicdo antigénica diferente das encontradas em outros paises, 0 que também
poderia explicar as diferencas encontradas entre a positividade de anticorpos contra
diferentes proteinas relatadas (CHUMPITAZI et al., 1995; MACHADO et al., 2010).
Além disso é documentado que os pacientes com toxoplasmose congénita no Brasil
tém maior frequéncia de lesdo ocular que os da Europa e Estados Unidos da América
(GILBERT et al., 2008; CAPOBIANGO et al., 2013).

Conclusodes
Os resultados obtidos reforgam a utilidade do método de WB para a avaliagao
sorolégica de pacientes com toxoplasmose congénita, com maior sensibilidade que a

detecgao de IgM anti-T. gondii por QL. Embora ndo deva ser utilizado isoladamente
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para o diagndstico de toxoplasmose congénita, quando associado a presencga de
sintomas clinicos compativeis com toxoplasmose congénita 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
acessivel, 0 que o torna viavel na rotina laboratorial. O inconveniente de ser demorado
para o método in-house poderia ser reduzido com a padronizagdo de um conjunto de
reagentes de fabricagdo nacional. Portanto, o WB é um método promissor para o
diagnodstico de toxoplasmose congénita e merece a continuidade de estudos para

melhorar a sua eficacia.
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Figura 1 Padrdo de reconhecimento de proteinas do Toxoplasma gondii cepa
RH, pelo método de Western Blot (WB) realizado com amostras de soro de maes com

toxoplasmose adquirida na gestacao e de suas criangas com toxoplasmose congénita
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Figura 2 Distribuicao das proteinas do Toxoplasma gondii mais frequentemente
reconhecidas pelos anticorpos 1gG presentes no soro das criangas com toxoplasmose
congénita e das criangas sem a doenca (p>0,05 para todas as proteinas

reconhecidas)
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Tabela 1. Caracterizagdo clinica e laboratorial de 15 criangas com toxoplasmose congénita atendidas em Londrina, Parana, Brasil, no periodo

de junho de 2011 a junho de 2014

Caso ‘oM PCR 196 1" amostre” seguilrgn(Znto** Western Blot** Sinals e sintomas
anti-T. Gondii IFl QL clinicos no 1° més de vida
1 Neg NR 1:512.000 NR \s Neg coriorretinite+
calcificagao+ hidrocefalia
2 Pos NR 1:32.000 926,8 0 Pos coriorretinite+ calcificagao
3 Pos NR 1:512.000 NR d Pos vitreite (depois
coriorretinite)+calcificacao
+ hidrocefalia
4 Neg NR <1:16 NR 0 Pos coriorretinite
5 Neg NR 1:1024 162,0 o Pos calcificagcao
6 Neg Pos NR 200,0 0 Pos assintomatico
7 Neg Pos 1:32.000 147,5 NR Neg hidrocefalia
8 Neg Neg 1:8.000 312,0 0 Neg assintomatico




IgG 12 amostra* IgG o .
IgM _ Sinais e sintomas
Caso B PCR seguimento*™  Western Blot**
anti-T. Gondii clinicos no 1° més de vida
IFI QL
9 Neg Pos 1:512.000 175,6 d Neg assintomatico
10 Pos Pos 1:512.000 188,1 N Pos coriorretinite
11 Neg Pos 1:32.000 139,8 NR Pos calcificacao
12 Pos Neg NR 84,8 ) Neg vitreite + calcificacao
13 Pos NR NR 200,0 NR Pos coriorretinite+ calcificagao
14 Neg NR NR 173,9 J Pos coriorretinite+
calcificagao+ hidrocefalia

15 Pos NR NR 1655,0 N Neg coriorretinite+ calcificagao

PCR: reacdo em cadeia da polimerase para detecgdo do DNA do Toxoplasma gondii; IFI: imunofluorescéncia indireta para detecgéo de IgG anti-T. gondii; QL: imunoensaio de microparticula por
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quimioluminescéncia para detecgdo de IgG anti-T. gondi, expressa em Ul/mL; Pos: positivo; Neg: negativo; NR: nao realizado; T: aumento dos niveis de anticorpos IgG anti-T. gondii em amostras

de soro seriadas; <»: persisténcia dos niveis de anticorpos IgG anti-T. gondii em amostras de soro durante o seguimento; : declinio dos anticorpos; *amostra coletada no 1° més de vida;

**amostra coletada até o 3° més de vida, com todas as criangas em tratamento.
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Tabela 2 Frequéncia das proteinas do Toxoplasma gondii reconhecidas por anticorpos
pelo método de Western Blot presentes em amostras de criancas com toxoplasmose
congénita e sem infeccdo congénita e ausentes em suas respectivas maes, atendidos

em Londrina, Parana, no periodo de 2011-2014

Com toxoplasmose Sem toxoplasmose
proteina (kDa) congénita congénita
(n=9) (n=18)
% 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 - -
- - 4 22,2
- - 4 22,2

1 11,1




Tabela 3 Sensibilidade e especificidade do método de Western Blot para detecgdo de 1gG
anti-Toxoplasma gondii e dos testes IgM anti-Toxoplasma gondii, de reacdo em cadeia da
polimerase (PCR) para Toxoplasma gondii e da presenga dos sintomas clinicos compativeis com

toxoplasmose congénita, avaliados em série e em paralelo, segundo a presenca ou auséncia de

toxoplasmose congénita

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%
Clinica + 80,0% 100,0%
Clinica + ou WB + 92,0% 43,7%
Clinica + e WB + 48,0% 100,0%

WB: Western Blot para diagnéstico de infec¢do congénita;

IgM anti-Toxoplasma gondii detectada por quimioluminescéncia;

PCR: reagdo em cadeia de polimerase;

Clinica+: presenca de sintomas e/ou sinais clinicos compativeis com toxoplasmose congénita;

+: 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, Parana State, Southern Brazil.

The protocol of this study was approved by the Institutional Research Ethic
Committee of the University of Londrina, Paranid 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
Diagnostica, 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 [lU/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 pg/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
(2.5pg/mL) diluted in 0.1M carbonate buffer (pH 9.6) by incubation overnight at 4° 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 37°C. The
microplates were washed as described above and 100 uL 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 37° C.
After the washing, 100 pL 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 37°C,
the microplates were washed tree times and the assay was developed by adding 100 pL
chromogenic substrate (40 mg ortho-phenilenediamine/100 mL of 0.1 M phosphate

citrate buffer, pH 6.0 and 40 uL of H,O,). After 15 min, the reaction was stopped with
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50 uL of 1 N HCI. 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
IFT 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 °C.

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 I[gM 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 SAGI, 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 I[gM 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 (IFT)

Sensitivity (%) Specificity (%) PPV (%) NPV (%) Kappa p value
IgG anti-T. gondii (CI195%) (CI195%) (CI195%) (CI195%) index
CML 97.7 98.8 99.4 95.5 0.957 <0.0001*
(94.1-99.4) (93.7-99.8) (96.7-100.0) (88.9-98.8)
ELISA- rROP2 61.8 62.8 76.6 45.4 0.224 0.0002°
(54.0-69.1) (51.7-73.0) (68.7-83.4) (36.2-54.8)

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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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)

Sensitivity (%) Specificity (%) PPV (%) NPV (%) Kappa p value
IgG anti-T. gondii (CI95%) (CI195%) (CI95%) (CI195%) index
IF1 99.4 100.0 100.0 98.8 0.991 <0.0001*
(96.7-100.0) (95.8-100.0) (97.8-100.0) (93.7- 99.8)
ELISA-rROP2 62.3 62.4 76.5 45.7 0.226 0.0002°
(54.5-69.7) (51.2-72.6) (68.4-83.3) (36.4-55.2)

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 Sensitivity (%)  Specificity (%) PPV (%) NPV (%) Kappa p value®
R (n) NR (n) (C195%) (C195%) (C195%) (C195%) index
G B 60.9 62.4 46.7 74.7 0.0109
rou :
P 46 85 (45.4-74.9) (512-72.6)  (33.7-60.0)  (62.9-842) 0217
86.2 62.4 61.0 86.9
Group C 58 85 0.456 <0.0001
(74.6 -93.9) (51.2-72.6) (49.6-71.6) (75.8-94.2)
41.3 62.4 44.8 58.9
Group I 63 85 0.045 0.6553
(29.0-54.4) (51.2-72.6) (31.7-58.5) (48.0-69.2)

n= samples; R: reactive; NR: nonreactive; a: chi-square test
IFT: 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
(IFT) 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 Sensitivity (%)  Specificity (%) PPV (%) NPV (%) Kappa p value®
R (n) NR (n) (CI95%) (C195%) (CI 95%) (CI 95%) index
62.5 62.8 48.4 75.0
Group B 0.238 0.0049
48 86 (47.4-76.1) (51.7-73.0)  (35.50-61.4)  (63.4-84.5)
86.0 62.8 60.5 87.1
Group C 57 86 0.455 <0.0001
(74.2-93.7) (51.7-73.0) (49.0-712)  (76.2-94.3)
Grows | 40.0 62.8 44.8 58.1 01270
TOu .
P 65 86 (28.0- 52.9) (51.7-73.0)  (31.7-58.5)  (47.4-682)  0-028

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).
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Apresentacao de péster em congresso com pulicagao em anais.

Perfil dos casos de toxoplasmose congénita em um servigo de referéncia do Parana.

Autores: JD CAPOBIANGO, CP REZENDE, RM BREGANO, IT NAVARRO, AMB CASELLA, FMR
LOPES, S PAGLIARO, IT INOUE, EMV REICHE.

PO 28, pag 85 dos anais do congresso

Evento: Il Simpdsio Brasileiro de Toxoplasmose

Data: 01/02/2013

Local: Anfiteatro da Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia da Universidade de Sao Paulo
- SP

Trabalho premiado com Menc¢édo Honrosa, entre os 12 melhores trabalhos apresentados no

congresso.
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Ndmero Titulo do trabalho Autores
do
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PO 01 | VERIFICACAO DA REAGCAO CRUZADA DOS ANTICORPOS MONOCLONAIS, ANTI - Neospora caninum NC-1, PRODUZIDOS PELO | Devens et al.
CLONE 1E1 E12 A11, COM O Toxoplasma gondii
PO 02 | ANTICORPOS CONTRA Toxoplasma gondii EM GATOS APREENDIDOS PELO CENTRO DE CONTROLE DE ZOONOSES DE LAGES, | Trevisani et al.
SC
PO03 | TOXOPLASMOSE CONGENITA EM MINAS GERAIS - ASSOCIACAO COM CONDIGCOES SOCIOECONOMICAS ADVERSAS E | Carellos et al.
FATORES DE RISCO RELACIONADOS A INGESTAO DE OOCISTOS
PO 04 | ASSOCIATION BETWEEN IgG SUBCLASSES AGAINST Toxoplasma gondii AND CLINICAL SIGNS IN NEWBORNS WITH | Souza-e-Silva et al.
CONGENITALTOXOPLASMOSIS
PO 05 | REPRODUCTIVE ALTERATIONS IN EXPERIMENTALLY REINFECTED GOATS BY Tt [ gondii OOCYSTS da Silva et al.
PO 06 | ANALISE DE CELULAS DE PANETH EM RATOS WISTAR INFECTADOS COM T I gondii CEPA ME-49 Vicentino et al.
PO 07 | CORRELATION BETWEEN Toxoplt gondii INFECTION AND RECURRENT MISCARRIAGES IN HUMANS Ferreira et al.
PO 08 | DETECTION OF MOLECULAR AND SEROLOGICAL Toxopl gondii INFECTION IN BLOOD DONORS Nakashima et al.
PO09 | OCORRENCIA DE ANTICORPOS ANTI-Toxopl gondii EM ANIMAIS SILVESTRES RECEBIDOS EM UM CETAS Fournier et al.
PO 10 | SEROPREVALENCE AND VARIABLES ASSOCIATED TO Toxoplasma gondii INFECTION IN CATS AND DOGS ATTENDED BY THE | Caldart et al.
BIRTH CONTROL PROJECT OF THE UNIVERSIDADE ESTADUAL DE LONDRINA (UEL) - PR
PO 11 | CONCEITOS DE MORADORES DO MUNICIPIO DE ARAGATUBA, SP SOBRE A INFECCAO POR T¢ I gondii Viol et al.
PO 12 | PREVALENCE OF TOXOPLASMOSIS IN A RURAL AREA OF SANTA TERESA, ESPIRITO SANTO Buery et al.
PO 13 | ISOLAMENTO DE T¢ I gondii EM GESTANTES DO MUNICIPIO DE MARINGA, PARANA, BRASIL Higa et al.
PO14 | RELAGAO ENTRE A VULNERABILIDADE DE AQUIFEROS E A PREVALENCIA DA TOXOPLASMOSE HUMANA E ANIMAL EM | Vieira et al.
CAMPOS DOS GOYTACAZES - RJ
PO15 | EFEITO DA PIRIMETAMINA E SULFADIAZINA, ISOLADAMENTE E EM ASSOCIAGAO, SOBRE CEPAS RECOMBINANTES DE | Fernandes et al.
Toxoplasma gondii OBTIDAS DE CASOS HUMANOS DE TOXOPLASMOSE CONGENITA: RESULTADOS PRELIMINARES.
PO 16 | TOXOPLASMOSE EM ESCOLARES DE JATAIZINHO, PARANA, BRASIL Cezar et al.
PO 17 | ABSENCE OF TOXOPLASMIC RETINOCHOROIDITIS IN MBYA ABORIGINES WITH POSITIVE SEROLOGY AGAINST TOXOPLASMA | Meyer et al.
GONDII FROM MISIONES, ARGENTINA
PO 18 | BILATERAL OCULAR TOXOPLASMIC RETINOCHOROIDITIS IN YOUNG HIV NEGATIVE PATIENTS FROM MISIONES, ARGENTINA Rudzinski e Couto
PO 19 | INVESTIGACAO PARASITOLOGICA E SOROLOGICA DE Toxoplasma gondii EM GESTANTES COM SUSPEITA LABORATORIAL DE | Zangari et al.
TOXOPLASMOSE AGUDA, PARANA, BRASIL
PO20 | PERFIL IMUNOLOGICO EM RECEM-NASCIDOS COM TOXOPLASMOSE CONGENITA NO ESTADO DE MINAS GERAIS: | Machado et al.
RESULTADOS PRELIMINARES
PO21 | OCORRENCIA DA INFECCAO POR T. gondii EM GALINHAS-D’ANGOLA CRIADAS EXTENSIVAMENTE NO ESTADO DO RIO DE | Ferreira et al.
JANEIRO, BRASIL
PO 22 | MEAT AND TRANSMISSION OF Toxopl. gondii: WHAT IS THE RISK FROM BEEF, PORK, AND SHEEP? Ewald et al.
31 de janeiro de 2013 - 17h00 - 18h00
Nimero Titulo do trabalho
do
paster
PO 23 | VIABILITY OF T I gondii IN RAM SEMEN AFTER FREEZING Silva et al.
PO 24 | Toxopl gondii IN HORSES FROM RIO DE JANEIRO STATE, BRAZIL Venturi et al.
PO 25 | PERDAS EMBRIONARIAS EM CABRAS EXPERIMENTALMENTE INFECTADAS COM SEMEN CONTAMINADO COM TAQUIZOITOS Wanderley et al.
DE Tt I gondii
PO 26 | A MULTIPROFISSIONALIDADE NO CUIDADO AO BINOMIO MAE-FILHO EXPOSTOS A TOXOPLASMOSE gahama etal.
PO27 |INDUCTION OF TH2 IMMUNE RESPONSE IN IMMUNIZED A/SN MICE WITH Toxoplasma gondii EXCRETED/SECRETED | Costa-Silva et al.
ANTIGENS (ESA)
PO 28 [ PERFIL DOS CASOS DE TOXOPLASMOSE CONGENITA EM UM SERVICO DE REFERENCIA DO PARANA Capobiango et al.
PO 29 | TAND B CELLS MEMORY OF IMMUNIZED BALB/C MICE WITH IRRADIATED TACHYZOITES OF Tc I gondii Zorgi et al.
PO 30 [ INVESTIGAGAO DE PROVAVEL SURTO DE TOXOPLASMOSE HUMANA EM ANGRA DOS REIS, RIO DE JANEIRO, BRASIL, 2012 Barroso et al.
PO 31 | DINAMICA DA INFECCAO TOXOPLASMICA EM FELINOS INFECTADOS PELO VIRUS DA IMUNODEFICIENCIA FELINA. Zanutto et al.
PO32 | TRANSMISSAO CONGENITA DE Toxoplasma gondii EM CABRA EXPERIMENTALMENTE INFECTADA COM SEMEN Wanderley et al.
CONTAMINADO COM TAQUIZOITOS DA CEPA “CPG”
PO 33 |[5,7,8-TRIMETHYL-1,4-BENZOXAZINE ANALOGUES ARREST Tt I gondii PROLIFERATION IN VITRO Martins-Duarte et al.
PO 34 | IDENTIFICATION OF Toxoplasma gondii IN LIVER OF OVINE DESTINED FOR HUMAN CONSUMPTION IN RIO DE JANEIRO, | Silva et al.
BRAZIL
PO35 | LINFADENOPATIA ASSOCIADA A TOXOPLASMOSE AGUDA: DIAGNOSTICO SOROLOGICO EM UM GRUPO DE PACIENTES | Mota et al.
ATENDIDOS NO INSTITUTO EVANDRO CHAGAS, ANANINDEUA, PARA — RESULTADOS PRELIMINARES
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TOXOPLASMOSE CONGENITA EM MINAS GERAIS REVELAM ISOLADO INCOMUM
PO 37 | SOROPREVALENCIA DE TOXOPLASMOSE HUMANA NO MUNICIPIO DE NOVO REPARTIMENTO ESTADO DO PARA, BRASIL. Carmo et al.
PO 38 | IgG AND SUBCLASSES EVALUATION IN CEREBRAL TOXOPLASMOSIS/AIDS USING TWO Toxoplasma gondii ANTIGENS Motoie et al.
PO 39 | EVALUATION OF NESTED PCR FOR MOLECULAR DIAGNOSIS OF TOXOPLASMOSIS Gavaetal.
PO 40 | EPIDEMIOLOGY OF TOXOPLASMOSIS IN CHILDREN AND THE RESPSCTIVE MOTHER IN HIGHLY ENDEMIC AREAS IN BRAZIL Mangiavacchi et al.
PO 41 | CANINE TOXOPLASMOSIS ON THE BORDER OF BRAZIL, ARGENTINA AND PARAGUAY: SEROPREVALENCE IN DOMICILED DOGS | Dias et al.
FROM FOZ DO IGUAGU CITY, BRAZIL
PO 42 | OCORRENCIA DE ANTICORPOS CONTRA Toxoplasma gondii EM EQUINOS DAS MESORREGIOES SERRANA E LITORANEA DO | Silva et al.
ESTADO DE SANTA CATARINA
PO 43 | VIGILANCIA DA TRANSMISSAO VERTICAL DA TOXOPLASMOSE Castilho-Peres et al.
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PO 28
PERFIL DOS CASOS DE TOXOPLASMOSE CONGENITA EM UM SERVICO DE
REFERENCIA DO PARANA.
J.D. Capobiango, C. P. Rezende Neto, R. M. Bregano, L. T. Navarro, A. M. B. Casella, F. M. R.
Lopes, S. Pagliari, I. T. Inoue, E. M. V. Reiche.

Universidade Estadual de Londrina, Parana. Email: jaquedc@sercomtel.com.br

Foram descritas as caracteristicas clinicas e laboratoriais dos pacientes com toxoplasmose
congénita, atendidos no Ambulatério do Hospital de Clinicas da Universidade Estadual de
Londrina, de janeiro de 2000 a dezembro de 2010. Foram avaliados, retrospectivamente, 236
prontuérios e os casos foram definidos pela classificagio de Lebech (1996). De 31 criangas com
toxoplasmose congénita, 20 eram do sexo masculino (64,5%) e 11 feminino (35,5%); o peso de
nascimento variou de 1.150g a 3.800g e 37,9% apresentaram < 2.500g. A idade gestacional variou
de 26,2 a 41,0 semanas; 85,2% das gestantes realizaram pré-natal e o diagnéstico de toxoplasmose
ndo foi realizado em 20 (64,5%) gestantes. Entre 11 gestantes (35,5%) que apresentaram IgM anti-
Toxoplasma gondii reagente durante a gestagdo, o tratamento foi realizado em quatro (13%)
gestantes; portanto 27 (87,0%) néo foram tratadas. Em 10/29 criangas (34,5%), o exame fisico foi
normal no primeiro més de vida. As principais manifestagdes encontradas no primeiro més de vida
foram hepatomegalia e/ou esplenomegalia (58,1%), ictericia (13,8%), microcefalia (6,9%),
macrocefalia (3,4%) e febre (3,4%). Na avaliagdo oftalmolégica inicial, 67,7% das criangas
apresentaram lesdes, sendo 48,4% corioretinite, 25,8% estrabismo, 12,9% vitreite, 12,9%
microftalmia e 9,7% catarata. Anticorpos IgM anti-Toxoplasma gondii foram demonstrados em
48,3% dos casos. Na 1* amostra de sangue coletada, os niveis séricos de IgG anti-Toxoplasma
gondii variaram de 1:16 a > 1:128.000. No liquido cefalorraquidiano, os leucécitos variaram de 2 a
149 células/mm’ e as proteinas de 34 a 1.594 mg/dL. Os exames de imagem de cranio foram
normais em 44,8% das criangas, calcificagdes difusas em 27,6%, hidrocefalia em 10,3% e
hidrocefalia com calcificagdes em 17,2%; 31,0% apresentaram atraso do desenvolvimento
neuropsicomotor, com sequela motora em 13,8%, convulsdo em 27,5%, déficit de atenc@o e/ou
hiperatividade em 10,3%, puberdade precoce em 6,9% e hipotireoidismo em 3,4%. Houve sequela
visual em 55,2% dos casos. Duas criangas eram co-infectadas por HIV e trés por CMV. Todos os
pacientes foram tratados com sulfadiazina, pirimetamina e 4cido folinico. Os dados reforgam a
importancia do diagndstico e tratamento da toxoplasmose adquirida na gestagéo para a redugdo dos
casos de toxoplasmose congénita e suas conseqiiéncias para a crianga.

Palavras-chave: Toxoplasma gondii, Toxoplasmose Congénita, diagnéstico, crianca.
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6 CONCLUSOES

Os resultados do presente estudo demonstraram que, de 2000 a 2010, a maioria das
gestantes cujas criangas apresentaram toxoplasmose congénita e foram acompanhadas no
Ambulatério de Infectologia Pediatrica do AEHU da UEL nao recebeu tratamento especifico para
toxoplasmose durante a gravidez. Nesta coorte retrospectiva de pacientes, a maioria das criangas
era sintomatica no primeiro més de vida e a coriorretinite foi o dano ocular mais frequente. A alta
frequéncia de sequelas também foi observada neste grupo de pacientes. Estes dados reforcam a
importancia do diagndstico e tratamento da toxoplasmose adquirida durante a gravidez para
reduzir a ocorréncia de toxoplasmose congénita e suas complicagbes na criancga.

A implantacao do Programa de Vigilancia Epidemioldgica de Toxoplasmose na Gestacao e
Congénita no municipio de Londrina, em 2006, mudou esta realidade local, demonstrada com o
uso de uma ficha de notificacao especifica, no periodo de agosto de 2013 a agosto de 2014.
Nesta coorte prospectiva, o diagndstico foi realizado com maior frequéncia no 1° trimestre de
gestacdo e a maioria das gestantes recebeu o tratamento durante a gestacdo. N&o houve
diferenca sobre a presenca de efeitos colaterais entre as pacientes que receberam sulfadiazina,
pirimetamina com acido folinico e as que receberam espiramicina. A possibilidade de utilizagcao de
uma ficha especifica de notificacdo pode trazer o conhecimento das dificuldades nos diversos
servicos de saude do pais e facilitar a discussao de solugdes para implantacdo de um fluxo de
encaminhamento e acompanhamento dos casos. Além disso, determinar a incidéncia da infec¢ao
aguda em gestantes e congénita, a taxa de transmissdo congénita, identificar falhas no
encaminhamento e tratamento das gestantes e criangas e propiciar a busca ativa a fim de reduzir
as sequelas da toxoplasmose congénita.

A deteccgdo de IgG anti-T. gondii com o método de WB mostrou-se util para o diagndstico
de pacientes com toxoplasmose congénita. Anticorpos contra proteinas do T. gondii foram
detectados em diferentes propor¢des entre os grupos de criangas infectadas e nao infectadas.
Porém, o WB isoladamente apresentou sensibilidade e especificidades insatisfatérias e deve ser
utilizado em conjunto com outros marcadores convencionais para o diagndstico de toxoplasmose
congénita. Quando associado a presenga de sinais e sintomas clinicos de toxoplasmose
congénita, a presenga de IgM anti-T. gondii ou PCR positiva para T. gondii, apresentou aumento
na sua sensibilidade.

O teste de ELISA- rROP2 para deteccao de IgG anti T. gondii mostrou baixa sensibilidade,
especificidade, VPP, VPN e baixa concordancia com os teste de QL e IFl, ndo se mostrando util
para a confirmagao da infec¢gado aguda, pois foi reagente nas amostras de soro de gestantes com

infeccao aguda e infeccao crénica. Porém, a sensibilidade do ELISA- rROP2 foi maior para as
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gestantes com infecgdo aguda e principalmente, para as gestantes com infeccdo com mais de 4
meses de evolugdo, caracterizadas pela presenga simultanea de IgG e IgM anti-T. gondii com

forte avidez de IgG.

7 CONSIDERAGOES FINAIS E PERSPECTIVAS FUTURAS

Ha urgéncia de ampliacdo da notificacdo da toxoplasmose adquirida na gestacao e da
toxoplasmose congénita para as Unidades Basicas de Saude de Londrina e regidao, e ndo s6 nas
Unidades Sentinelas, a fim de promover um melhor conhecimento dos dados epidemiolégicos e
planejar agdes de prevencido da doencga na gestante.

Com estes resultados fica clara a dificuldade encontrada pelos médicos para o diagnéstico
da toxoplasmose adquirida na gestagdo e a congénita. Resultados discordantes nos desafiam
para a continuidade de estudos de diferentes estratégias para melhorar o diagndstico desta
infeccdo. O problema da pesquisa nao se resolve com este estudo mas continua a merecer nossa
atencdo nos préximos projetos de pesquisa, embora muitos avangos foram conquistados desde a
implantacao do Programa de Vigilancia em Saude da Toxoplasmose Gestacional e Congénita, no
Municipio de Londrina.

Entre outras estratégias a serem avaliadas incluem a realizagdo dos testes de WB e ELISA
rROP2 para a deteccéo de IgM anti-T. gondii e do teste de ELISA empregando a associagao de
ROP2 com outras proteinas recombinantes, que podem melhorar a acuracia dos resultados.

Visualizamos a necessidade de implantagdo do WB na rotina laboratorial; porém, o ideal
seria que houvesse a padronizagdo de um conjunto de reagentes de fabricagdo nacional para
facilitar a execucao do teste. Acreditamos que o WB deva conter a associacido das proteinas mais
frequentemente reconhecidas pelos anticorpos presentes no soro de criangas brasileiras com

toxoplasmose congénita.
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APENDICES
APENDICE A - Termo de Conscentimento Livre e Esclarecido (TCLE)

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

Vocé esta sendo convidado(a) para participar, como voluntario, em uma pesquisa. Apds ser
esclarecido(a) sobre as informagdes a seguir, no caso de aceitar fazer parte do estudo, assine ao
final deste documento, que estd em duas vias. Uma delas é sua e a outra é do pesquisador
responsavel. Em caso de recusa vocé nao sera penalizado(a) de forma alguma.

INFORMACOES SOBRE A PESQUISA:

Titulo do Projeto: Avaliagdo do método imunoenzimatico (ELISA) com proteinas recombinantes e
do Western Blot para o diagnostico de toxoplasmose adquirida na gestacédo e
congénita.Pesquisador Responsavel : Edna ReicheTelefone para contato (inclusive ligagdes a
cobrar): (043) 3371-2000

Pesquisador participante: Jaqueline Dario Capobiango

Telefones para contato : (043) 3371-2237

A Toxoplasmose é uma doenga transmitida pela ingestdao de carne crua contaminada ou de
alimentos contaminados pelo Toxoplasma gondii. Este protozoario pode causar infecg¢ao
na gestante com risco de transmissao para o feto. A infeccdo no feto pode causar sérios
problemas com risco de sequelas. Esta pesquisa tem como objetivo avaliar um novo exame
para o diagnéstico da toxoplasmose adquirida na gestacao e da toxoplasmose congénita
em recém nascidos cujas maes tiveram toxoplasmose na gestagao, o que permitira o inicio
do tratamento o mais precoce possivel 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 nao acarretara riscos para vocé e seu filho(a), somente o
incomodo da picada da agulha.

Os resultados do estudo serdo mantidos em sigilo. Vocé e seu filho receberdo o

acompanhamento e tratamento necessarios. Vocé tem a liberdade de retirar o
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consentimento, em qualquer momento, sem prejuizo da continuidade do acompanhamento

e do tratamento seu e do seu filho(a).

Nome e Assinatura do pesquisador

CONSENTIMENTO DA PARTICIPACAO DA PESSOA COMO SUJEITO

Eu, )

n°. CFF ou RG , RG do HU: abaixo

assinado, concordo em participar do estudo: Avaliagdo do método imunoenzimatico (ELISA) com
proteinas recombinantes e do Western Blot para o diagnéstico de toxoplasmose adquirida na
gestacao e congénita , como sujeito. Fui devidamente informado e esclarecido pelos pesquisador
Jaqueline Dario Capobiango, sobre a pesquisa, os procedimentos nela envolvidos, assim como os
possiveis riscos e beneficios decorrentes de minha participacdo. Foi-me garantido que posso
retirar meu consentimento a qualquer momento, sem que isto leve a qualquer penalidade ou

interrupcado de meu acompanhamento e/ou assisténcia e/ou tratamento.

Local e data / /

Nome do RN:

RG do HU do RN:

Assinatura do sujeito ou responsavel:
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APENDICE B - Questionario para Coleta de Dados Demograficos, Clinicos e Terapéuticos dos

Individuos Inseridos no Estudo

File Edit Options Help

Casoro. [ GESTANTE

[ Data de nascimenta e Idade [ RG da HU o

Mome

Profizzdo - | Ezcolaridade = Enderego

Municipio | Fone .- Fone 2 .- Conzultas pré-natal =
DUM .- IG pela DUM |G pela USG [em semanas] Tipa de parto -

Sintamas - Outros Aleraglie: 4 USG = Datada USG -

[Drata do diagndstico soraldgica . |G do Diagndstico [pela DUM - em semanas| K |G do diagnéstica [pela USG - em semanas| K
PCR de liquido amnidtico = Epidemiclogia - Epidemiclogia 3 -
[rata do PCR de Liguido Amnidtico o
PCR TO=0 positivo 1 [gestagso] Epidemiologiaz - Contato com gato

Medicacio inicial - Uso de medicamento ) Inicio do Tratamento - Témnino do Tratamento .-

Inicio da tm A G < Trocado tratamento = IG troca tratamento = Temning dottm / 1G =

Suspensao do Ttm. por efeitoz colateraiz = Coinfecgdo HIV = Obs Mae |

Diagnostico - Categoria da infecgdo Materna o Anotagles Mae |

PCR TOX0 positivo [puerpério)
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APENDICE B - Questionario para Coleta de Dados Demograficos, Clinicos e Terapéuticos dos

Individuos Inseridos no Estudo (continuagao)

File Edit Options Help

CRIANGCA

Rg da Crianga - Seno -

Maome crianga

Data de Mascimento crianga o |G an nascimento [semanas) K Apgar de 1o min ’_ Apgar 5o min ’_
Peso ao Nascer [gramag] E statura [cm) Perimetro Cefélico

Huospital de Mascimento =

Cidade de Nascimento |
Medicagdes - Inicia tratamenta - - TErmmina tratamento - -
Tratamento altemnativo = Inicio do Tratamento altemativo .- Suspensdo do Tratamento altemativo .-
Cauza troca tratamento - Uso de corticides -
Exame fizsico 10, més = Alteraciies laboratoiiaiz primeira semana = Coinfecgao =
Convulzdo ) AwaliagEo Meurologica Inicial ) Déficit motor no periodo neonatal -
USG de crénio - TC de Crénio = Fundo de Otho -
Teste Da Oelinha - (Obita - |dade do dbita [meses)
Obs | Outro tratamento/Diagnostico Alteragdo dos exames durante tto. |

[Drata alta ambulatorial .- aiz anotagies |
Toxo Congénita - Classificagio do Dx da crianga = PCA TOXO pasitiva 1 FCR TOX0
positivo 2

PCR TOXO positivo 3
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APENDICE B - Questionario para Coleta de Dados Demograficos, Clinicos e Terapéuticos dos

Individuos Inseridos no Estudo (continuagao)

DIAGNOSTICO SOROLOGICO NA CRIANCA
Titulo Quimio B1 l—
TaColeta Bebe ,— IgG IFI B1 ,—;l lgG ELISA BT ’—Ll IgG QUIMIO B1 ’—;l VR ’7

Idade Bebe 1 [sem] Igh ELISA B1 = Byidez B1 = lgh GQUIMIO B1 -

Z2aColeta Bebe - - 1gG IFl B2 - lgG ELIS& B2 - laG QUIMIO B2 - Titulo Quimio B2|
Idade Bebe 2 [zem] Ighd ELISA B2 = Awidez B2 = Ig QUIMIO B2 = VR 2

3a Coleta Bebe - IgG IFI B3 - lalG ELISA B2 +| 1gG QUIMID B3 - Titulo Quimio B3 R
Idade Bebe 3 Ighd ELISA B2 = Awidez B2 = IgM QUIMIO B3 = VR 3

43 Coleta Bebs - IaG IFI B4 - lalG ELISA B4 - lgG GUIMIO B4 - Titulo Quimio B4[
Idade Bebe 4 Ighd ELISA B4 .| Avidez B4 = Ighd QUIMIO B4 = Wh 4

a Coleta Bebe - IG IFI BS = I ELISA BS - | oG GUIMIO BS - | Titula Quimio BS R
Idade Bebe 5 Ighd ELISA BS - | Avidez BS = Igtd QUIMIC BS = VYR G

Ba Coleta Bebs - IaG IFI BG - lalG ELISA BR .| 1gG QUIMID BE | Titulo Quirio BE R
|dade Bebe B Igtd ELISA BE - Avidez BE .| lgtd QUIMIO BE - WRE

7a. Coleta Bebé . I9G IFI B lgM Quimia B7 | Obs2 |

0 Bebe possul autras coletas |
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ANEXOS
ANEXO A - Parecer do Comité de Etica em Pesquisa Envolvendo Seres Humanos da UEL
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COMITE DE ETICA EM PESQUISA ENVOLVENDO SERES HUMANOS
Universidade Estadual de Londrina
Registro CONEP 268

Parecer de Aprovagao n° 043/2011

CAAE n° 0042.0.268.000-11 . .
Folha de Rosto n° 411776 Londrina, 05 de abril de 2011.

Processo n° 2687/2011

. Edna Maria Vissoci Reiche
PESQUISADOR(A): CCS - Departamento de Patologia, Analises Clinicas e Toxicologicas

Prezado(a) Senhor(a):

O “Comité de Etica em Pesquisa Envolvendo Seres Humanos da Universidade
Estadual de Londrina” (Registro CONEP 268) — de acordo com as orientacdes da Resolucédo 196/96
do Conselho Nacional de Satide/MS e Resolugées Complementares, avaliou o projeto:

“Avaliagao do Método Imunoenzimatico (Elisa) com Proteinas Recombinantes e do Western
Blot para o Diagnéstico de Toxoplasmose Adquirida na Gestacgédo e Congénita”

Situacdo do Projeto: APROVADO

Informamos que devera ser comunicada, por escrito, qualquer modificacdo que ocorra no
desenvolvimento da pesquisa, bem como devera apresentar ao CEP/UEL relatério final da pesquisa.

Atenciosamente,

Profa. Dra. Alexandrina Aparecida Maciel Cardelli
Coordenadora do Comité de Etica em Pesquisa Envolvendo Seres Humanos
Universidade Estadual de Londrina

Campus Universitirio: Rodovia Celso Garcin Cid (PR 445), ki 380 - Fone (043) 3714000 PABX - Fax 3284430 - Cuiva Postal 6.001 - CEP S6031.990 — Tntermet him e wom wel by
Hospital Universitirio/Centro de Ciéncias da Saidde: Av. Robert Koch, 60 - Vila Operiria - Fone (043) 3812000 PABX - Fux 3374041 ¢ 3377495 - Caixa Postal

- CEP 86038440
LONDRINA - PARANA - BRASIL

om Cadiga 11761 Formate A% (21020 Tmm)
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ANEXO B - Emenda do Parecer do Comité de Etica em Pesquisa Envolvendo Seres Humanos da

UEL

= =
T 1N Univinsidade
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ATk, = Fsiadual de Londrina
COMITE DE ETICA EM PESQUISA ENVOLVENDO SERES HUMANOS
Universidade Estadual de Londrina
Registro CONEP 268

Parecer CEP/UEL.: 043/2011

CAAE: 0042.0.268.000-11

Processo: 15973/2011

Folha de Rosto: 402445

Pesquisador(a): Edna Maria Visssoci Reiche
Unidade/Orgao: CCS - Departamento de Medicina

Prezado(a) Senhor(a):

O “Comité de Etica em Pesquisa Envolvendo Seres Humanos da Universidade
Estadual de Londrina” (Registro CONEP 268) — de acordo com as orientagdes da Resolugzo
196/96 do Conselho Nacional de Saude/MS e Resolugdes Complementares, avaliou o projeto:

“Avaliagdo do método imunoenzimatico (ELIZA) com proteinas recombinantes e do western
blot para o diagnéstico de toxoplasmose adquirida a gestacdo e congénita.

Emenda: realizagéo de levantamento, a partir dos prontuarios médicos do Hospital universitario e
do Ambulatério do hospital de Clinicas, das caracteristicas clinicas, laboratoriais e
epidemiol6gicos das gestantes com toxoplasmose adquirida na gestacdo e de criangas com
toxoplasmose congénita, atendidas no Ambulatério de infectologia Pediatrica do Hospital de
Clinicas de Londrina, no periodo de 2000 a 2010.

Situagdo do Projeto: Aprovado.

Informamos que devera ser comunicada, por escrito, qualquer modificagdo que ocorra no
desenvolvimento da pesquisa, bem como devera apresentar ao CEP/UEL relatério final da
pesquisa.

Londrina, 02 de agosto de 2011.

j& lw~‘b~‘~ am E,A_t& A AN C‘I'L"; R

/ R TN
Profa. Dra. Paula Mariza Zedu Alllpr?andlnl
Vice-coordenadora do Comité de Etica em Pesquisa Envolvendo Seres Humanos
Universidade Estadual de Londrina

Campus Universitario: Rodovia Celso Garcia Cid (PR 445), ki 380 - Fone (043) 3714000 PABX - Fax 3284440 - Caixa Posial 6,001 - CEP 88057990 = Intemet i, velBr
Hospital Universitario/Centro de Ciéncias da Saude: Avenida Robert Koch, 60 - Vila Operaria — Fone (043) 3812000 PABX - Fax 3374041 e 337.7495 - Caixa Postal 791 - CEP 86038440
LONDRINA - PARANA - BRASIL






