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APRESENTACAO

A toxoplasmose congénita ndo ¢ uma doenca de notificagdo compulsoéria e a
sua freqliéncia tem sido estimada através de estudos de triagem pré-natal ou neonatal,
com utilizacdo de diversos testes laboratoriais e/ou critérios clinicos, nem sempre
comparaveis (Petersen et al, 2001). Estimativas de prevaléncia variam desde um caso por
10.000 nascidos vivos em algumas regides da Europa e dos Estados Unidos até valores
cerca de 10 vezes maiores na Franga e no Brasil (Neto et al, 2000; Gilbert & Peckham,

2002; Mozzatto & Procianoy, 2003; Signorell et al, 2006).

Sao controversos os resultados das avaliagdes sobre a eficacia da triagem para
toxoplasmose, em diferentes cenarios epidemiologicos. Revisdo sistematica, publicada no
final da década de 90, ndo foi conclusiva sobre a eficicia do tratamento de gestantes
infectadas na redugdo do risco de transmissdo congénita ou na redugdo dos danos fetais
(Wallon et al, 1999). Alguns paises com baixa prevaléncia de toxoplasmose congénita,
como por exemplo, os Estados Unidos e o Reino Unido consideram que a triagem pré-
natal ndo ¢ custo-efetivo. Porém, outros paises, também com baixa prevaléncia, como por
exemplo, a Dinamarca e Suiga, incluiram a triagem neonatal obrigatdria na rotina dos

servigos de saude, na ultima década.

No Brasil, ndo existe recomendagdo oficial de triagem para toxoplasmose
congénita. Estudos conduzidos em diferentes regides brasileiras indicam prevaléncias
elevadas, variando de 0,3 até 6,6 casos por 1.000 nascidos vivos (Neto et al, 2000;
Petersen et al, 2001; Mozzatto & Procianoy, 2003; Carvalheiro et al, 2005; Lago, 2006;
Rodrigues, 2006). Embora a eficicia do tratamento ndo tenha sido adequadamente
comprovada, este provavelmente ndo seja um argumento suficiente para nao fazer triagem

para toxoplasmose em regides de alta prevaléncia. Pressupde-se que a triagem pré-natal



seja freqlientemente realizada, porém de forma ndo sistematica em varios servicos de

saude, no Brasil.

Estudo realizado na regiao metropolitana de Goiania, no final da década de
90, detectou uma elevada freqiiéncia de infec¢do aguda por T. gondii em gestantes
(Avelino et al, 2003), indicando um cenario de alto risco para toxoplasmose congénita.
Em Goias, triagem para toxoplasmose foi incluida de forma sistematica e gratuita para as
gestantes da rede publica, a partir de 2003. Os exames sdo realizados pelo Instituto de
Diagnostico e Prevencao (IDP) da Associagao de Pais e Amigos dos Excepcionais (Apae)
de Goiania (SES, 2005). Avaliagdes sobre a magnitude da toxoplasmose congénita e o
impacto da recente implantagdo da triagem pré-natal compulsoria das gestantes em Goias,

ainda ndo estdo disponiveis.

A triagem neonatal para toxoplasmose foi incluida na rotina de programa de
triagem para doengas genéticas, em estudo de abrangéncia nacional conduzido em Porto
Alegre. Foi evidenciada uma elevada prevaléncia de toxoplasmose congénita, com a
deteccdo de um caso para cada trés mil recém-nascidos. Essa estratégia mostrou ser
operacionalmente pratica, possibilitando identificar e tratar precocemente neonatos

infectados (Neto et al, 2000).

Em Goids, o Programa de Triagem Neonatal para doencgas genéticas
(hemoglobinopatias, fenilcetontiria, hipotireoidismo congénito, hiperplasia adrenal
congénita) em papel filtro, foi implantado em 1994. Este programa apresenta ampla
cobertura nos municipios do Estado. A triagem para toxoplasmose, em um programa de
triagem neonatal, jA4 bem estabelecido ¢ com ampla cobertura regional, possibilitaria

estimar a magnitude dessa infec¢do de forma rapida e logistica simplificada.

A experiéncia do programa de triagem neonatal para doencas genéticas nos



incentiva a pesquisar o diagnoéstico laboratorial da toxoplasmose e sua prevaléncia em
recém-nascidos rastreados pelo Servico de Referéncia em Triagem Neonatal —
Laboratério da APAE Anépolis em parceria com o Instituto de Patologia Tropical e Saude

Publica da Universidade Federal de Goias.

A pesquisa intitulada Rastreamento para Toxoplasmose Congénita em Recém
Nascidos do Estado de Goids tem como objetivo estimar a prevaléncia de toxoplasmose
congénita no Estado de Goids, utilizando como estratégia de diagnostico a triagem

neonatal.

A presente dissertacdo de mestrado ¢ apresentada em duas partes. A
primeira, denominada REVISAO, aborda aspectos relevantes da infec¢o pelo T. gondii
e triagem laboratorial. A segunda parte ¢ apresentada na forma de ARTIGO
CIENTIFICO, intitulado: Rastreamento para Toxoplasmose Congénita em Recém-

nascidos do Estado de Goias.
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REVISAO

1. Agente etiologico e ciclo bioldgico

A toxoplasmose ¢ uma antropozoonose causada pelo protozodrio
Toxoplasma gondii - protozoario intracelular do filo Apicomplexa, pertencente a familia
Sarcocystidae, da classe Sporozoa, subclasse Coccidia. O T. gondii consiste de trés
linhagens clonais designadas I, II e III as quais diferem em viruléncia e em padrdes

epidemioldgicos de ocorréncia (Montoya & Liesenfeld, 2004).

A infeccdo pelo T. gondii ¢, na grande maioria das vezes, assintomatica ou
oligossintomatica em individuos normocompetentes. Entretanto, quando a infecgio ocorre
durante a gravidez, pode haver transmissdao congénita do T. gondii, acarretando
principalmente seqiielas oculares e neuroldgicas para o recém-nascido (Lopez et al, 2000;
Montoya & Liesenfeld, 2004). O conhecimento a respeito do ciclo do T. gondii pelos
profissionais da saude ¢ importante para saber como orientar as gestantes sobre os riscos

de infecc¢ao primaria por toxoplasmose (Kravetz & Federman, 2005).

O T. gondii se apresenta de trés formas no seu ciclo de vida: oocisto,
bradizoito e taquizoito. O ocisto ¢ produto de reproducao sexuada, produzido nas células
intestinais dos felideos ndo imunes e previamente expostos a alimentos infectados; sdo
eliminados ndo esporulados junto com as fezes aproximadamente duas semanas apos a
primeira exposicdo a alimentos contaminados (Markell et al, 1999). Sao esféricos,
medindo cerca de 12,5 x 11 pm e esporulam no meio ambiente onde passam a conter dois

esporocistos, cada um com quatro esporozoitas (Frenkel, 1997). Possuem uma parede
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dupla bastante resistente as condi¢cdes do meio ambiente e resistem a agdo do suco

gastrico (Kawazoe, 2002).

O bradizoito, presente no cisto tecidual, ¢ a forma encontrada em varios
tecidos, geralmente durante a fase cronica da infec¢do; os bradizoitos se multiplicam
lentamente e sdo controlados pela resposta imune. Esta forma ¢ mais arredondada e
menos suscetivel a destruicao péptica e triptica quando comparado com o taquizoito. Os
cistos teciduais desenvolvem dentro do citoplasma da célula hospedeira. O ntcleo da
célula permanece fora do cisto e pode degenerar ap6s algum tempo. Os cistos crescem e
permanecem intracelulares a medida que os bradizoitos dividem-se por endodiogenia. A
membrana do vacuolo citoplasmatico transforma-se em capsula do cisto. A parede do
cisto tecidual ¢ elastica e resistente, arginofilica, composta por material do parasito ¢ da
célula hospedeira (Frenkel, 1997). O tamanho do cisto ¢ varidvel e depende da célula
parasitada e do numero de bradizoitos contidas no seu interior. Os cistos mais novos sao
pequenos com 5 um e contém dois bradizoitos em seu interior, enquanto os mais velhos
podem atingir 200 um, contendo centenas ou milhares de organismos (Kawazoe, 2002). A
forma cistica do toxoplasma ¢ mais frequentemente identificada em tecidos musculares
esquelético e cardiaco, tecido nervoso e retina. Os cistos teciduais intactos, geralmente,
ndo causam danos ao hospedeiro e podem persistir por toda a vida do individuo infectado

(Frenkel, 1997; Calvao, 2002).

Os taquizoitos sdo encontrados durante a fase aguda da infeccdo durante a
fase assexuada; ¢ uma forma moével de divisdo rapida do T. gondii antes de uma adequada
resposta imune. Os parasitas penetram na célula hospedeira de forma ativa ou por
fagocitose e multiplicam-se dentro do vacuolo citoplasmatico de varias células. Esta
multiplicagdo destroi a célula hospedeira, mas o aparecimento de lesdes ira depender da

capacidade de regeneracdo das células. Essas formas podem ser encontradas nos liquidos
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organicos, excrecoes e secregoes, células hepaticas, pulmonares, nervosas ¢ musculares.
Apresentam-se como forma de meia lua, com uma das extremidades afilada e a outra
arredondada, medindo cerca de 4-9 x 2-4 um, com o nucleo em posi¢do mais ou menos

central (Frenkel, 1997; Calvao, 2002).

Os hospedeiros definitivos para a forma sexuada do T. gondii sdo os gatos e
outros felideos, os quais sdo os principais disseminadores da infec¢do. Os hospedeiros

intermediarios sdo os homens e mamiferos nao felinos (Kawazoe, 2002).

Felideos ndo imunes infectam-se pela ingesta de oocistos, cistos ou
taquizoitos, e assim, desenvolvem o ciclo sexual. Essas formas penetram no epitélio
intestinal dos felideos e passam por um processo de multiplicagdo dando origem a
varios merozoitos. O rompimento da célula parasitada libera os merozoitos que
penetram em novas células epiteliais e se transformam nas formas sexuadas masculinas
e femininas. Apds processo de maturagdo forma-se o ovo ou zigoto, que evolui dentro
de epitélio, formando uma parede externa dupla, dando origem ao oocisto. Apds alguns
dias, a célula epitelial rompe-se liberando o oocisto imaturo. Essa forma, presente nas
fezes dos felideos, alcanga o meio externo e, apds um periodo de cerca de quatro dias,
amadurece e apresenta dois esporocistos contendo quatro esporozoitos (Kawazoe,

2002).

Um hospedeiro suscetivel, por exemplo, o homem ingerindo oocisto,
taquizoito ou cistos contendo bradizoitos na carne crua pode desenvolver a fase
assexuada do T. gondii. Essas formas sofrem intensa multiplicagdo e penetram no
vacuolo citoplasmatico de varias células do organismo. O rompimento das células
parasitadas libera novos taquizoitos, que invadem novas células. Essa fase proliferativa
caracteriza a fase aguda da infec¢do, cuja gravidade depende da quantidade de formas

infectantes adquiridas, cepa do parasita, ¢ da resisténcia do hospedeiro. Com
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aparecimento da imunidade, os parasitas extracelulares desaparecem do sangue, linfa e
orgdos viscerais, ¢ ha uma diminuicdo da multiplicagdo intracelular. Os parasitas
resistentes evoluem para a formacdo de cisto. Em fase cistica, juntamente com a

diminui¢do de sintomas caracteriza a fase cronica (Kawazoe, 2002).

A figura 1 representa o ciclo bioldgico do T. gondii e suas formas de

transmissao (Jones et al, 2003).

Tissue cysks oomtaining
Bradyzoites In prey

Coeyals | ngested by
Darysts contaminating anirmaks
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2. Aspectos clinicos e epidemiol6gicos

A infecgdo pelo T. gondii pode ser transmitida para o homem pelo consumo

de alimentos de origem animal, especialmente de carnes cruas ou mal cozidas contendo
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cistos (bradizoitos) do parasita especialmente na carne de porco e carneiro ou pela
ingestao inadvertida de oocistos eliminados pelas fezes de gatos ou de outros felideos na
agua ou no solo (Camargo, 2001; Kawazoe, 2002). A via oral ¢ a principal rota de
infecgdo pelo T. gondii ¢ varios surtos de toxoplasmose, em humanos, foram relacionados
com a ingestdo de agua ou alimentos (Bowie et al, 1997; Bahia-Oliveira et al, 2003;

Moura et al, 2006).

No final de 2005 ocorreu um surto de toxoplasmose em Anapélis e Goiania,
no Estado de Goias. O principal fator de risco para aquisi¢ao da infecg¢do foi a ingestao
de alimentos a base de carne, servidos em duas festas de confraternizacao no final de
ano. Nos dois eventos a carne servida era procedente de um mesmo agougue em

Goiania (MS, 2006a; MS, 2006b).

Mulheres infectadas durante a gestagdo podem transmitir o toxoplasma por
via transplacentdria. O risco de transmissdo para o feto varia consideravelmente, de
acordo com a época da gestacdo em que a mulher adquiriu a infecgdo. O risco de
transmissao € maior quando a infec¢@o ocorre no terceiro trimestre. Estima-se em 30% a
taxa de transmissdo materno-fetal, variando de 10% nas primeiras semanas até cerca de
75% no final da gestagdo. Entretanto, a freqiiéncia de transmissdo ¢ inversamente
proporcional a gravidade das manifestagdes clinicas no neonato (Dunn et al, 1999).
Infecgdo materna no inicio da gestagdo pode resultar em toxoplasmose congénita grave,
com risco de dbito fetal e abortamento espontaneo. Em contrapartida, quando a infec¢ao
ocorre no final da gestacdo, 85% dos recém-nascidos sdo oligo ou assintomaticos,
entretanto, se nao tratados, podem desenvolver graves lesdes oculares ou neurologicas

tardias (Lebech et al, 1999).
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A figura 2 representa o risco de infec¢dao congénita de acordo com o periodo

gestacional (Dunn et al, 1999).
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A tabela 1 mostra as manifestacdes clinicas da toxoplasmose congénita de
acordo com o periodo gestacional de aquisi¢do da infeccdo (Montoya & Liesenfeld,

2004).

Periodo de aquisi¢ao da infecgao

1° trimestre  2° trimestre  3° trimestre

Toxoplasmose congénita 9% 27% 59%
Subclinica 22% 74% 90%

Cinica 78% 16% 10%

Abortos e natimortos 5% 2% 0%
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Os oocistos podem permanecer viaveis no solo por longo tempo, resistindo a
variagOes de temperatura e a dessecacdo, ao que torna possivel a infec¢ao por inalagao de
poeiras contaminadas. T. gondii, eventualmente, pode ser transmitido por transplante de
orgdos e por via sanguinea, incluindo acidentes com perfuro-cortante (Montoya &

Liesenfeld, 2004).

2.1  Toxoplasmose adquirida em hospedeiro imunocompetente

A toxoplasmose ¢ uma das infec¢des parasitarias mais freqiientes no mundo.
Diferengas de prevaléncia estdo relacionadas com fatores geograficos tais como clima e
aridez do solo; fatores socio-econdmicos e culturais, incluindo condigdes de higiene e
habitos alimentares. A soropositividade da toxoplasmose aumenta com a idade
(Montoya & Liesenfeld, 2004). A prevaléncia elevada na Franca tem sido relacionada a
habitos alimentares enquanto que na América Central tem sido relacionada a grande

dispersao de gatos em um clima que favorece a sobrevivéncia de oocistos (CDC, 2004).

Nos Estados Unidos, estudo conduzido pelo National Health Nutritional
Assessment Survey (NHANHES III), no final da década de 90, estimou a
soroprevaléncia de toxoplasmose em 23% na populagao geral e em 14% em mulheres

em idade fértil (Jones et al, 2003).

No Brasil, varios estudos evidenciam elevada positividade para T. gondii, em
adultos, variando de 23% a 80% em diferentes grupos populacionais (Cantos et al,
2000; Camargo, 2001; Bahia-Oliveira et al, 2003). Inquéritos soroepidemiologicos t€ém
mostrado taxas de infec¢do aguda durante a gestagdo de 0,4% na regido Centro Oeste,
0,6% no Distrito Federal e 2,0% no Rio grande do Sul (Spalding et al, 2003; Figueiro-

Filho et al, 2005; Nobrega & Karnikowski, 2005). Estudo realizado na regido
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metropolitana de Goiania detectou uma elevada taxa de soro-conversdo para
toxoplasmose em gestantes. Infeccdo aguda por toxoplasmose, definida por critérios
sorologicos, foi identificada em 8,6% (45/522) das gestantes vulneraveis estudadas
(Avelino et al, 2003), indicando um cenario de alto risco para toxoplasmose congénita,

em Goias.

Na maioria das vezes, a infec¢do pelo T. gondii ¢ assintomatica em individuos
imunocompetentes. Aproximadamente 10% dos infectados podem apresentar
manifestagdes clinicas inespecificas, auto-limitadas e raramente necessitam tratamento
(Montoya & Liesenfeld, 2004). Apresenta-se na forma de sindrome gripal, podendo
cursar com linfadenopatia, de evolu¢ao benigna. Em alguns casos, a infec¢do pode
generalizar-se e ser acompanhada, por pneumonia difusa, miocardite, miosite, hepatite,
encefalite e exantema maculo-papular. Na linfadenite toxoplasmica o quadro se
caracteriza por linfadenopatia localizada, em geral, envolvendo os nodulos linfaticos
cervicais posteriores ou, mais raramente, linfadenopatia generalizada. Este quadro ¢
capaz de persistir por varias semanas e assemelhar-se a mononucleose infecciosa

acompanhada por linfécitos atipicos no sangue periférico (MS, 2004).

A coriorretinite ¢ a lesdo ocular mais freqlientemente associada a
toxoplasmose. Estima-se que o T. gondii seja o agente etiologico de 30 a 60% de todas
as coriorretinites. Essas lesdes podem ser decorrentes de infeccdo congénita ou pos-
natal como resultado de infec¢do aguda ou reativacdo. Em adultos é frequentemente
imputada como manifestacdo tardia ou reativacdo de infec¢do congénita. Entretanto,
mais recentemente essa lesdo tem sido associada com infec¢do aguda pés-natal (Jones et
al, 2006). Dois tipos de lesdes de retina podem ser observados: retinite aguda, com
intensa inflamacdo e retinite cronica com perda progressiva de visdo, algumas vezes

chegando a cegueira.
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2.2  Toxoplasmose congénita

Quando a infecg¢do ocorre no periodo gestacional, o protozoario pode atravessar
a placenta e alojar-se nos tecidos fetais, afetando principalmente o sistema nervoso
central do feto. Sérias lesdes podem acontecer em qualquer fase do desenvolvimento
fetal e, as vezes, se completam apdés o nascimento. Os achados comuns sao
prematuridade, baixo peso, coriorretinite pds-maturidade, estrabismo, ictericia e
hepatomegalia. Se a infeccdo ocorreu no ultimo trimestre da gravidez, o recém-nascido
pode apresentar, principalmente, pneumonia, miocardite ou hepatite com ictericia,
anemia, plaquetopenia, coriorretinite, auséncia de ganho de peso ou pode permanecer
assintomatico. Se ocorrer no segundo trimestre, o bebé pode nascer prematuramente,
mostrando sinais de encefalite com convulsdes, pleocitose do liquor e calcificagdes
cerebrais. Pode apresentar a Tétrade de Sabin: microcefalia com hidrocefalia,

coriorretinite, retardo mental e calcificagdes intracranianas (MS, 2004).

Estima-se uma taxa geral de transmissdo materno-fetal do T. gondii de 20 a
50%, sendo que a probabilidade de transmissdo congénita aumenta com o avango da
gestacdo, variando de 10 a 20% quando a infec¢do ocorre no primeiro trimestre,
chegando até 60 a 90% no final do terceiro trimestre (Jones et al, 2001). Estudo
multicéntrico europeu mostrou risco de transmissdo vertical de toxoplasmose de até
72% em gestantes ndo tratadas, enquanto no grupo de mulheres que receberam

tratamento pré-natal o risco de transmissdo vertical foi de 39% (Foulon et al, 1999).

4

A gravidade da doenga ¢ inversamente proporcional a idade gestacional.
Desta forma, as lesdes fetais sdo tanto mais graves quanto mais precocemente o feto for
atingido, praticamente nio sendo detectados formas graves ap0s a 25 semana de gestagdo

(Montoya & Liesenfeld, 2004). De acordo com os resultados de estudo multicéntrico
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europeu o tratamento adequado das gestantes pode reduzir o aparecimento de formas

graves de 20% para 3,5% (Foulon et al, 1999).

As manifestagdes clinicas podem se apresentar no periodo neonatal ou nos
primeiros meses de vida ou ainda na infancia e adolescéncia tendo como sintomas:
hidrocefalia, convulsdes, calcificagdes cerebrais e atrofia cerebral, hepatoesplenomegalia,
anemia hemolitica ¢ finalmente alteragdes oculares (Frenkel, 1997; Kawazoe, 2002). A
infecgdo pelo T. gondii no inicio da gestagdo pode resultar em Obito fetal ou doenga grave.
Ao contrario, quando a infeccdo ocorre em fase mais avangada da gestacdo os recém-
nascidos podem ser aparentemente saudaveis. Estimativas apontam que até 85% das
infecgdes congénitas possam ser subclinicas, no entanto, se os recém-nascidos infectados
ndo forem adequadamente tratados poderdo desenvolver graves seqiielas neurologicas

(Lebech et al, 1999; Calvao, 2002; Kawazoe, 2002).

O risco geral de anormalidades clinicas devido a infec¢do congénita por
toxoplasmose estd em torno de 15% (Lebech et al, 1999). Pratlong e colaboradores (1994)
encontraram 8,4% com sinais clinicos ou subclinicos; Villena e colaboradores (1998)
encontraram sinais clinicos em 23% dos recém-nascidos de mulheres diagnosticadas e
tratadas durante a gestagdo. Esses dados mostram que a maioria das criancas infectadas
ndo apresenta manifestagdes clinicas ao nascimento e, portanto nio seria diagnosticada

sem uma triagem laboratorial.

Cerca de 10 a 15% dos recém-nascidos infectados congenitamente tem
sintomas ao nascimento (Desmonts & Couvreur, 1974). O diagnostico de infecg¢do por T.
gondii ¢ baseado principalmente por testes sorologicos. A presenca de anticorpos IgM,
IgA e/ou IgE no sangue fetal é altamente sugestivo de toxoplasmose congénita, embora
erro de interpretacdo devido uma possivel contaminagdo de sangue materno durante os

primeiros dias de vida possa ser considerado. Por outro lado, auséncia de anticorpos IgM
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e/ou IgA tem sido descritos em 33% dos recém-nascidos infectados prematuramente. Essa
situacao pode especialmente ocorrer: a) quando o feto foi infectado precocemente durante
a gestagdo; b) quando o sistema imunologico do recém-nascido ¢ imaturo devido a
gravidez de curto prazo; ou ¢) quando os anticorpos IgG maternos, que podem atravessar

a barreira placentaria, suprimem a resposta dos anticorpos IgM no feto (Gross et al, 2000).

3. Triagem para toxoplasmose congénita

A toxoplasmose congénita ndo ¢ uma doenga de notificacdo compulsoria,
sendo dificil estimar a magnitude do problema em diferentes regides (Gerber & Hohlfeld,
2003). Estimam a ocorréncia de 10 a 30 casos de toxoplasmose congénita por 100.000
nascidos. Nos EUA, extrapolacdo de resultados de diferentes estudos aponta para uma

estimativa de 400 a 4000 casos de Toxoplasmose Congénita por ano (Lopez et al, 2000).

Atualmente, duas estratégias sdo utilizadas para a prevengdo secundaria da
toxoplasmose congénita. Alguns paises europeus adotaram a triagem sistematica de todas
as gestantes, desde a década de 70 (Lopez et al, 2000; Jones et al, 2001). Outra estratégia
baseia-se na triagem neonatal com intuito de identificar recém-nascidos infectados e
oferecer tratamento precoce, com uma estimativa de que 80% dos casos de infec¢io
congénita seriam detectados com essa abordagem (Lebech et al, 1999). Entretanto, dados
sobre a eficacia dessas duas estratégias - triagem pré-natal ou neonatal - sdo ainda
escassos. Varios fatores dificultam essas avaliagdes, como por exemplo, o
desconhecimento da freqiiéncia de mulheres em idade fértil susceptiveis a infec¢ao pelo
T. gondii, taxas de transmissao congénita em diferentes populagdes, bem como questdes
relacionadas a sensibilidade e especificidade dos testes diagnosticos e eficacia do

tratamento antiparasitario durante a gestagao (Jones et al, 2001).
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3.1  Triagem pré-natal

Desde 1976, a Franga implantou um programa para detectar e tratar a
infecgdo por T. gondii durante a gestacdo. O objetivo desse programa foi instituir medidas
preventivas para mulheres soro-negativas, acompanhamento soroldgico, diagnostico
precoce e tratamento para as gestantes infectadas (Jones et al, 2001). As gestantes nao
imunes a infeccdo sdo testadas mensalmente durante a gravidez para detectar a soro-
conversdao por T. gondii (Thulliez, 1992) e recebem orientagdo sobre medidas de
prevengao para evitar a toxoplasmose (Lopez et al, 2000). Estudo realizado com gestantes
tratadas para infec¢ao aguda por toxoplasmose detectou um risco de transmissao materno

fetal da infec¢ao de 29% (Dunn et al, 1999).

O programa de triagem pré-natal para toxoplasmose na Austria, implantado
em 1975, relata a diminuigdo na taxa de soropositividade em gestantes nas ultimas duas
décadas, acompanhada de uma queda ainda maior na incidéncia de casos de
toxoplasmose congénita. Antes da implantagdo do programa estimava-se em 50 a 70
casos de toxoplasmose congénita por 10.000 nascidos vivos. Desde a década de 90
houve uma reducdo do nimero de casos, sendo estimadas freqiiéncias de um caso por

10.000 nascidos (Aspock & Pollak, 1992).

Tradicionalmente, a triagem para toxoplasmose congénita tem sido realizada
durante o pré-natal. Entretanto, as dificuldades de abordagem sistematizada nessa fase e
a escassez de estudos que comprovem a eficacia do tratamento durante a gestagao,
estimulam outras propostas e reforcam a necessidade de avaliagdo da triagem neonatal.
Na Franga e na Austria a investigagdo da toxoplasmose é rotina no pré-natal, porém a
eficacia do programa ¢ dificil de ser estimada, devido a falta de grupos controles e de

estudos de custo (Lopez et al, 2000; Gilbert & Peckham, 2002; Schmidt et al, 2006).
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No Brasil, ndo existe recomendagdo oficial de triagem pré-natal para
toxoplasmose. Entretanto, algumas investigacoes foram conduzidas em diferentes
regides do pais. Entre 2002 e 2003, o Programa de Protecao a Gestante de Mato Grosso
do Sul, avaliou 32.512 gestantes com investigacao sorologica para 10 infec¢des (HIV,
hepatite B, hepatite C, toxoplasmose, HTLV, doencas de chagas, herpes simples, sifilis,
citomegalovirus, e rubéola) em amostras de papel filtro. Para a toxoplasmose aguda o
método sorologico utilizado foi o ELISA, com pesquisa de anticorpos IgM e IgG. A
prevaléncia encontrada foi de 92% das gestantes expostas previamente a infec¢do por
toxoplasmose, 8% suscetiveis e 0,4% das gestantes com infeccdo aguda para T. gondii

(Figueiro-Filho et al, 2005).

Recentemente em Brasilia, foi realizado um estudo sobre a incidéncia da
toxoplasmose realizada com um grupo selecionado de 2.636 gestantes assistidas pelo
sistema publico de satde do Guara, Cidade-satélite de Brasilia. Nesta investigacao,
foram detectados dezessete casos de toxoplasmose gestacional; sendo quinze dos casos
diagnosticados com infec¢do materna primaria, € os dois restantes consistentes com
infeccdo materna secundaria. Estes resultados sugerem uma taxa de soro-conversdao

anual da ordem de 0,6 % (Nobrega & Karnikowski, 2005).

Em Ribeirdo Preto (S3o Paulo), 112 gestantes foram investigadas
sorologicamente utilizando a técnica de imunofluorescéncia indireta (IFI) para a
pesquisa de anticorpos IgM e IgG anti-T. gondii. Nenhuma amostra foi reagente para o
anticorpo IgM. Foram encontradas 30 amostras positivas (26,8%) considerando como
critério de doenca aguda a titulagdo IgG igual ou superior a 1/1024 (Marinzeck et al,

2005).
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3.2  Triagem neonatal

Nos estados de Massachusetts e de New Hampshire (EUA) a toxoplasmose
congénita foi incluida na lista de agravos do programa de triagem neonatal. No periodo de
1986 a 1992, um total de 52 dos 635.000 neonatos avaliados apresentou toxoplasmose
congénita; 50 recém-nascidos ndo apresentavam alteragcdes no exame neonatal rotineiro.
Exames mais detalhados possibilitaram evidenciar alteragdes neuroldgicas ou na retina
em 19 (40%) dos 48 infantes avaliados. Ap6s um ano de tratamento, somente uma em 46
criancas (2.2%) apresentava comprometimento neuroldgico, e quatro de 39 (10.3%)

tiveram lesoes oftalmoldgicas (Guerina et al, 1994).

O programa de triagem neonatal estimou a prevaléncia de um caso de
toxoplasmose congénita para dez mil nascidos vivos em Massachusetts e New Hampshire
- EUA. Avaliagdes deste programa demonstraram que a triagem de neonatos para
toxoplasmose congénita ¢ viavel e que os custos sdo relativamente baixos considerando
que o sistema utiliza amostras de sangue em papel filtro rotineiramente coletadas e

processadas para doencgas genéticas (Lopez et al, 2000).

Entre dezembro 1998 a abril de 2000, 17.653 recém-nascidos da Polonia
foram rastreados para toxoplasmose congénita em amostras de sangue seco em papel
filtro, pela detec¢do dos anticorpos IgA e IgM anti T. gondii por ELISA. Os resultados
mostraram uma prevaléncia alta, 1,1 para 1.000 nascidos vivos, quando comparados a

outros programas de triagem neonatal (Paul et al, 2001).

Investigadores na Dinamarca conduziram um estudo com o objetivo de
avaliar a triagem neonatal para toxoplasmose congénita. Nessa regido, a soro-prevaléncia
de anticorpos contra o toxoplasma entre as mulheres foi de 28%. Os resultados deste

estudo indicaram que um programa de triagem neonatal que usa, exclusivamente, um
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teste Toxoplasma-especifico do anticorpo IgM poderia identificar aproximadamente 75%

das infec¢des nas criancas de maes ndo tratadas (Lopez et al, 2000).

Desde 1999 a Dinamarca incluiu a investigagdo de toxoplasmose no
Programa Nacional de Triagem Neonatal, com base na detec¢do de anticorpos IgM em
amostras de papel filtro pela metodologia enzima imunoensaio fluorimétrico (FEIA). A
partir de 2001 o diagnoéstico foi realizado pela deteccao de anticorpos IgM e IgA por
imunofluorometria por tempo resolvido (TRIFMA). A prevaléncia encontrada foi de 2,1
para 10.000 recém-nascidos, em um total de 262.912 recém-nascidos analisados

(Schmidt et al, 2006).

Lebech et al. (1999) mostraram que o programa para triagem neonatal
baseado somente na deteccdo de anticorpos IgM para toxoplasma especifico extraidos
em papel filtro podem identificar mais de 75% de recém-nascidos infectados de maes
ndo tratadas. Baixas taxas de falso-negativo e positivo mostraram que o método pode
ser utilizado em larga escala em rastreamento neonatal para infec¢do por toxoplasmose

congénita.

A identificacdo de toxoplasmose congénita na triagem neonatal identifica
muitos neonatos assintomaticos que nao sdo detectados nas rotinas pedidtricas. O
principal beneficio ¢ o tratamento para prevenir lesdes oculares e reduzir o risco de

complicagdes neurologicas (Gilbert & Peckham, 2002).

Estudo realizado por Bessiéres et al (2001) tinha como objetivo determinar
o desempenho de métodos usados para o diagnodstico neonatal de toxoplasmose
congénita. O diagnostico neonatal teve resultado positivo em 88% dos casos. Parasitas
foram isolados da placenta ou sangue de corddo umbilical de 61% dos recém-nascidos

infectados, mas frequentemente da placenta (60%) do que do sangue do corddo
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umbilical (43%). Esse método foi o tnico critério de infeccdo em 18% das criancas
infectadas. A detec¢do de anticorpos especificos IgM e IgA realizados em 42 soros de
bebés infectados permitiu o diagnostico de infeccdo congénita em 81% dos casos.
Anticorpos IgA foram mais frequentemente detectados (60%) do que os IgM
especificos (50%). A triagem neonatal e pré-natal combinadas diagnosticou 98% das
criangas infectadas. O diagnostico pré-natal identificou 75% dos casos; nove casos
foram diagnosticados somente na triagem neonatal ¢ um caso com o acompanhamento

neonatal.

No Rio Grande do Sul, na cidade de Passo Fundo, foram analisadas 1.250
amostras de cordao umbilical para triagem de anticorpos IgM anti-toxoplasma por ELFA.
A incidéncia encontrada de toxoplasmose congénita ao nascimento foi de oito casos para
10.000 nascidos vivos (Mozzatto & Procianoy, 2003). Outro estudo, nessa mesma regido,
envolvendo gestantes com o diagnostico de toxoplasmose e seus neonatos, ressaltou a
importancia do acompanhamento dos recém-nascidos, ainda que ndo apresentem sinais e

sintomas ao nascimento (Spalding et al, 2003).

Em Porto Alegre, programa de triagem neonatal, realizado no periodo de trés
anos, detectou uma prevaléncia de um caso de toxoplasmose congénita para cada trés mil
recém-nascidos (Neto et al, 2000). Lago (2006) realizou rastreamento em dez mil
neonatos através da pesquisa de IgM em papel filtro e encontrou seis pacientes com
infeccao congénita. Um caso ja havia sido identificado antes do nascimento. Trés casos
também ja haviam sido descobertos por ocasido do parto, com sorologia das parturientes
anteriormente negativas no pré-natal. E dois casos foram detectados somente pelo

rastreamento neonatal.

Inquérito populacional realizado em Campos de Goytacazes, Rio de Janeiro,

identificou no periodo de abril de 1999 a junho de 2000 uma prevaléncia de 1,9 casos
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para 1.000 (5/2550) recém nascidos triados para toxoplasmose congénita através da

deteccao de anticorpos IgM em amostras de papel filtro (Petersen et al, 2001).

Em 2001, 15.162 recém-nascidos inseridos no programa de triagem neonatal
de Ribeirdo Preto foram rastreados para toxoplasmose congénita em amostras de sangue
em papel filtro. Foi utilizada a pesquisa de anticorpos IgM, por FEIA, e as amostras
positivas foram confirmadas com sorologia do recém-nascido ¢ mae por ELISA ¢ IFI;
exames clinicos complementares também foi realizado no neonato. O diagnostico foi
confirmado pela persisténcia de anticorpos IgG no periodo de 12 meses ou presenca de
titulos elevados ap6s o término do tratamento. As criangas com queda nos titulos dos
anticorpos IgG foram consideradas nao infectadas. Seguindo esses critérios a prevaléncia

encontrada foi 3,3 em 10.000 recém-nascidos (Carvalheiro et al, 2005).

Estudo realizado em maternidade de referéncia para gestantes de alto risco,
em Goiania — Goias, para doengas de transmissao vertical, estimou uma prevaléncia de
6,6 casos de toxoplasmose congénita para 1.000 nascidos vivos, ao analisar sangue de
corddo umbilical de 1.514 recém-nascidos através da técnica MEIA e ELFA. A
sensibilidade encontrada entre as técnicas foi de 35,7% e quando associado a técnica de

IFT obteve sensibilidade de 42,9% (Rodrigues, 2006).

A triagem neonatal oferece uma opgao aparentemente atrativa para prevenir
seqiielas da toxoplasmose congénita. Evita a inconveni€ncia na repeti¢do de testes
durante a gravidez, diminui o risco de técnicas invasivas como a amniocentese e
administracao prolongada de antibidticos na gestagdo. Entretanto, ndo ha evidéncias de

qual estratégia, pré-natal ou neonatal é mais efetiva (Gilbert & Dezateux, 2006).
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4. Diagnostico clinico e laboratorial

A infecgdo pelo T. gondii pode ser diagnosticada indiretamente por métodos
soroldgicos e diretamente pelo PCR, hibridizagdo e isolados do parasita. O diagnostico
diferencial para a toxoplasmose congénita ¢ importante, pois 0s sinais € sintomas
clinicos da toxoplasmose podem ser confundidos com outras patologias incluindo
citomegalovirus, malformacdes congénitas, sifilis, rubéola, herpes, aids, kernicterus,

neurocisticercose e outras doengas febris (Montoya & Liesenfeld, 2004).

O diagndstico ¢ baseado na associagdo das manifestagdes clinicas com a
confirmagdo através de estudos soroldgicos, ou da demonstragao do agente em tecidos
ou liquidos corporais por bidpsia ou necropsia, ou pela identificagdo em animais ou em
cultivos celulares. A detec¢do de anticorpos IgM especificos ou aumento dos niveis de
anticorpos da classe IgG acima de 1:2048 por IFI indica a presenga de infec¢do ativa

(MS, 2004).

A infecgdo congénita pode ainda ser definida pela persisténcia ou aumento
de anticorpos IgG por mais de 12 meses de idade, embora natimorto ou fetos abortados
com achados positivos pela PCR ou inoculagdo em ratos de fluido amnidtico, sangue
fetal ou tecido fetal sdo também aceitos. O critério de exclusdo da infec¢do pode ser
definido por valores de anticorpos IgG inferiores as concentragdes detectadas antes do

tratamento (Dunn et al, 1999; Gross et al, 2000; Gilbert & Peckham, 2002).

Os anticorpos IgM especificos sdo mais frequentemente detectados quando
a soro-conversao materna ocorre no terceiro trimestre (75%) seguido por 35% nos
segundo trimestre. Por outro lado, os anticorpos IgA sdo mais frequentemente
encontrados quando a soro-conversdo ocorre no segundo trimestre (72%) seguido do

primeiro trimestre (36%) (Bessieres et al, 2001).
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A triagem neonatal ¢ baseada na detec¢do do IgM especifico, € em alguns
centros por IgA (Paul et al, 2001), em amostra de sangue seco dos recém-nascidos. A
detec¢do de anticorpos IgM tem sido relatada em 85% das criangas nascidas de maes
ndo tratadas e em 73% das criancas de maes tratadas no pré-natal (Lebech et al, 1999).
Entretanto, a triagem neonatal pode perder alguns neonatos infectados com IgM
negativo ao nascimento, devido, provavelmente, a infec¢ao ter sido adquirida no inicio
da gestagdo. Porém, muitos desses neonatos sdo identificados por manifestagdes clinicas

(Gilbert & Peckham, 2002).

As anomalias ultra-sonograficas podem ser observadas em 30% dos fetos
contaminados, principalmente no primeiro (76%) e segundo trimestre (22%). Os fetos
assintomaticos (sem alteragdes clinicas) parecem apresentar prognostico favoravel.
Entretanto, a freqiiéncia de Obito neonatal e seqiiela s3o elevadas nos fetos que
apresentam alteragdes ultra-sonograficas compativeis com a toxoplasmose congénita

(Couto & Leite, 2004).

4.1  Exames especificos diretos

Na identificagdo do parasita podem ser utilizadas amostras de cordao
umbilical e de placenta. A placenta é macerada e enriquecida com tripsina; depois de
filtrada e centrifugada o sedimento ¢ lavado e suspenso com solucdo de NaCl. A
inoculagdo ¢ feita em camundongos. O sedimento do corddo umbilical também ¢
injetado nas mesmas condi¢des. O sangue do camundongo ¢ colhido de quatro a seis
semanas depois da inoculagdo; os especificos anticorpos podem ser detectados pela
imunofluorescéncia indireta usando o antigeno toxoplasma e o anticorpo marcado com

fluoresceina. Os camundongos com sorologia positiva podem ser mortos e confirmados
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a presenca do cisto do toxoplasma no cérebro (Hitt & Filice, 1992; Bessieres et al,

2001).

Na Reacao em Cadeia da Polimerase (PCR) varia segmentos caracteristicos
do DNA do toxoplasma podem ser amplificados para identificagdo, correspondentes a
diferentes genes, como P30, TRGI1, B1l, SAGI, que tém sido preferidos pela maior
sensibilidade, assim como o DNA ribossomal. Ainda que presente em numero
extremamente reduzido, ou mesmo quando lisado, o toxoplasma pode ser identificado
pela deteccdo de segmentos caracteristicos de seus acidos nucléicos, depois de
ampliados pela PCR (Camargo, 2001). Por razdes praticas a avaliagdo de toda a
placenta e a extracdo do DNA de tecidos ¢ mais dificil que de liquidos; mesmo que a
placenta seja um material bioldgico de facil obtencdo, ela ndo ¢ o mais indicado para a
identificagdo do genoma parasitario pela baixa sensibilidade. Amostras de sangue da
gestante sao mais sensiveis que a inoculagdo em camundongos e menos invasivo do que
o exame do liquido amniodtico cuja coleta apresenta riscos minimos de perda fetal,
porém, maior sensibilidade e confirmagdo de que o parasita estd invadindo. E
importante salientar, porém, que uma PCR negativa ndo exclui a infec¢do recente

(Spalding et al, 2002).

4.2  Exames especificos indiretos

No teste de Imunofluorescéncia Indireta (IFI) os soros reagentes sao titulados
ensaiando-se diluigdes crescentes, incubadas sobre toxoplasmas fixados em laminas de
microscopia. Depois de lavadas, estas sdo novamente incubadas com conjugado
fluorescente, anticorpos anti-IgG ou anti-IgM humanos, marcados com fluoresceina.

Observados ao microscopio de fluorescéncia, os toxoplasmas mostram-se fluorescentes
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para os soros reagentes. Os resultados quantitativos sdo expressos pela maior diluicao

reagente (Camargo, 2001).

Os testes imunoenzimaticos (Enzyme-Linked Immunosorbent Assay —
ELISA e o Enzyme linked Fluorescent Assay — ELFA) sdo processados em cavidades
de placas plasticas recobertas com extratos antigénicos do toxoplasma. Nessas
cavidades incubam-se dilui¢des dos soros a testar e, em seguida, um conjugado
enzimatico anti-IgM. Segue-se a incubacdo com produto capaz de, sob a acdo da
enzima, desenvolver cor (ou fluorescéncia) cuja intensidade, lida em espectrofotometro
(ou fluorometro), é diretamente proporcional a quantidade de anticorpos anti-

toxoplasma na amostra (Camargo, 2001; Calvao, 2002).

No teste de avidez de anticorpos IgG a afinidade com que esses anticorpos
ligam-se a seus respectivos antigenos pode ser avaliada pela maior ou menor facilidade
de quebra dessa ligagdo. Mede-se no teste imunoenzimatico ELISA-IgG modificado,
pela dissociagdo e liberagao de anticorpos IgG obtida por uma solugdo caotrdpica, por
exemplo, de uréia 6M (Elisa-Uréia). Para este fim, ap6s a incubacdo do soro na placa,
esta ¢ lavada com solugdo de uréia e, em seguida, prossegue-se a reagao pela incubagao
com o conjugado enzimatico. Uma baixa avidez ¢ indicada por acentuada diminui¢do do
titulo com relagdo ao titulo original obtido sem o tratamento pela uréia. Teste de avidez
¢ indicado em gestantes com suspeita de toxoplasmose, nos primeiros meses de
gestacdo. Baixa avidez indica infec¢do adquirida entre trés e cinco meses (Camargo,

2001; Remington et al, 2004).

Nos ensaios de p-captura ou Fluorometric Enzyme Immunocapture (FEIA)
o anticorpo IgM ¢ eluido e imbolizado por um anti-IgM humano. Os anticorpos IgM
toxoplasma especifico sdo detectados com o rompimento dos taquizoitos, seguidos pelo

anticorpo monoclonal especifico para o antigeno SAG1. SAGI1 é o maior antigeno de
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superficie da fase taquizoito do T. gondii (Velge-Roussel et al, 1997). O passo final para
o ensaio de p-captura envolve a adi¢do de um conjugado marcado seguido pelo
substrato ¢ medido por espectrofotometria em 405 nm. A medida no FEIA ¢ por

fluorometria (Sorensen et al, 2002).

Nos testes de captura as cavidades plasticas sdo recobertas por anticorpo
anti IgM, incubando-se o soro. Uma amostra de suas IgM prende-se a cavidade. Segue-
se nova incubacao com antigeno do toxoplasma, que ai ird se fixar na eventualidade de
existir, em meio as IgM, aquelas especificas para o toxoplasma. Utilizando-se o
antigeno marcado por enzima, nos testes positivos, obtém-se desenvolvimento de cor.
Entretanto, de grande sensibilidade, estes testes de captura podem detectar niveis
diminutos de anticorpos IgM “naturais” em pacientes ndo infectados pelo toxoplasma

(Camargo, 2001).

O ImmunoSorbent Agglutination Assay (ISAGA) ¢ um teste de captura e
os anticorpos IgM anti-toxoplasma, podem ser revelados pela aglutinagdo de suspensao
de toxoplasmas, incubados sobre as cavidades da placa em que foram capturadas as
amostras de IgM. A intensidade da aglutinagdo observada com diferentes quantidades
de toxoplasma permite uma avaliagdo quantitativa, exprimindo-se os resultados em

indices correspondentes (Sorensen et al, 2002).

A metodologia por imunofluorometria por tempo resolvido, AutoDelfia,
captura anticorpos IgM e IgA eluido de sangue seco em papel filtro. O antigeno SAGI
marcado ¢ usado para detectar anticorpos IgM e IgA especificos para o toxoplasma.
Nesse ensaio utilizamos microplacas marcadas com anticorpos anti-IgM. As amostras e
controles sdo eluidos com tampdo e reagem com esses anticorpos. Posteriormente,
somente os IgM especificos para o T. gondii sd3o detectados pela incubagdo com

Europium, marcado com o antigeno T. gondii. A adi¢do da solugdo Enhancement
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provoca alta fluorescéncia que ¢ medida em cada pogo da placa. A fluorescéncia em
cada amostra ¢ proporcional a concentragdo de IgM especifico para T. gondii. O
complexo antigeno anticorpo ¢ medido por fluorometria por tempo resolvido. Esse
ensaio mostra uma sensibilidade de 72% quando comparado com o ensaio de p-captura.
A deteccao simultanea do anticorpo IgA ndo aumenta sua sensibilidade (Sorensen et al,

2002).

O diagnostico de toxoplasmose congénita ¢ dificil de ser feito quando os
anticorpos IgM e IgA estdo ausentes no sangue do recém nascido. A determinagdo dos
anticorpos IgG ndo pode ser usada rotineiramente no diagnostico da infec¢do congénita,
pois podem atravessar a barreira placentaria. O ensaio imunoblot comparara o perfil
IgG, direcionado contra o T. gondii, entre mae e seus respectivos bebés para o
diagnostico da infecgdo. O imunoblot utiliza células lisadas de taquizoitas T. gondii que
sdo separadas eletroforeticamente em gel de poliacrilamida e transferidos para uma
membrana de nitro-celulose. As amostras dos recém-nascidos e suas maes sao
incubadas overnight em nitro-celulose marcada com antigeno, seguidos por incubagdo
com conjugado de fosfatase alcalina anti IgG humano. No final, bandas protéicas IgG
reativa sdo visualizadas pelo uso de 5-bromo4-cloro3-indolfosfato. O comparativo do
perfil de anticorpo IgG entre mde e crianca tem uma sensibilidade de 82,4% e
especificidade de 93% e pode ser util como um método adicional para um rapido
diagnéstico de toxoplasmose congénita (Gross et al, 2000). A diferenciacdo entre a
resposta do anticorpo IgG para T. gondii pela mae e seu recém-nascido ¢ util na
elucidagdo diagndstica da infec¢do congénita por toxoplasmose; e a demonstragdo do
anticorpo IgG toxoplasma especifico com diferentes especificagdes no soro da mae e
crianga mostra que a crianga sintetiza seu proprio anticorpo IgG e confirma que a

crianga foi infectada por T. gondii (Nielsen et al, 2005).
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Assim como o imunoblot, o Like Enzyme-linked Immunofiltration Assay
(ELIFA) distingue os anticorpos maternos de anticorpos sintetizados pelo feto ou
neonato e pode ser aplicado em amostras coletadas ao nascimento ou durante os dez
primeiros dias de vida (Chumpitazi et al, 1995). Quando usado juntamente com
métodos padrdes para detecgdo das imunoglobulinas esses novos métodos podem
melhorar o diagnostico de toxoplasmose congénita durante o primeiro més de vida e

posteriormente (Pinon et al, 2001).

5. Prevencdo primaria e tratamento

O tratamento especifico nem sempre ¢ indicado nos casos em que o
hospedeiro ¢ imunocompetente, exceto em infeccdo aguda durante a gestagdo ou na
vigéncia de comprometimento de outros 6rgdos como olhos e coragdo (MS, 2004).
Criancas com toxoplasmose congénita, mesmo que assintomaticas devem ser tratadas
tdo precocemente quanto possivel, a fim de prevenir sérias lesdes oculares e do sistema
nervoso central. Em crianga com sintomas compativeis com toxoplasmose, o tratamento
deve comegar mesmo que ndo tenha havido tempo para diagnostico sorolégico ou
inoculagdo em animais. Se os resultados dos exames laboratoriais ndao forem
confirmatorios, suspende-se o tratamento. A finalidade da terapéutica ¢ manter o
nimero de toxoplasmas em um nivel minimo, até que seja adquirida uma imunidade

celular e humoral eficaz (Frenkel, 1997).

A prevengdo da toxoplasmose congénita ou de suas seqiielas repousa sobre
quatro eixos: 1- identificar as mulheres suscetiveis e limitar o risco de contaminagdo
durante a gestagdo (prevengdo primaria); 2- identificar o mais precocemente possivel a

toxoplasmose gestacional, evitando ou limitando a transmissao placentaria do T. gondii,
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pelo tratamento da gestante (prevencdo secundaria); 3- sendo detectada a soro-
conversao materna, realizar o diagndstico da infecgdo fetal e tratar o feto; 4- identificar,
diagnosticar e tratar os recém-nascidos com toxoplasmose congénita, mesmo o0s

assintomaticos (Ambroise-Thomas, 2003).

Como medida de controle ¢ importante evitar o uso de produtos animais
crus ou mal cozidos (porco, carneiro, galinha e gado) e ndo ingerir frutas ou vegetais
sem lava-los (Kravetz & Federman, 2005). Isso porque o cozimento total da carne a
uma temperatura acima de 66°C mata o toxoplasma, mas o seu congelamento apesar de
causar nitida redugdo da viabilidade do toxoplasma na carne, ndo ¢ suficiente para

destruir todos os microorganismos (Frenkel, 1997).

Os gatos s3o infectados primariamente pela ingestdo de carne crua e,
portanto a prote¢ao mais eficaz contra a contaminagdo ambiental dependera do controle
de sua dieta. Além disso, as fezes dos gatos devem ser atiradas em vasos sanitarios,
tratadas com agua fervida ou incineradas. Isso porque a areia e o solo contaminados por
fezes de gato representam fontes de infeccdo duradouras, sendo de dificil erradicagdo. O
habito dos felinos de defecar proximos de seu habitat natural e cobri-las aumentam sua

umidade e propicia a sobrevivéncia dos oocistos (Frenkel, 1997).

As moscas e Dbaratas tém servido adequadamente como vetores
experimentais de oocistos, devendo ser controlados. Conviria que mulheres gravidas
evitassem comer carne crua ou mal cozida. Além disso, elas devem lavar as maos apos
manipular carne crua, ndo devem manipular fezes de gatos, cies, terra ou areia, e
sempre lavar as maos antes das refei¢des. Deveriam usar luvas, ao trabalhar com o solo,
e nunca cuidar de gatos. Nos Estados Unidos possuir gatos tem aumentado a freqiiéncia
de anticorpos anti-toxoplasmaticos, embora alimentos secos ¢ enlatados sejam

freqlientemente dados aos animais domésticos. Na Inglaterra, conviver em domicilio
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com gatos e caes se associa a uma prevaléncia aumentada de anticorpos nos
proprietarios que manipulam carne crua para dar aos seus animais domésticos (Frenkel,

1997).

Varias vacinas experimentais para seres humanos estdo sendo testadas em
camundongos. As vacinas atenuadas do taquizoito do T. gondii t€ém sido utilizadas com
sucesso, mas vacinas com organismos vivos nao podem ser utilizadas com seguranca
em seres humanos. A maioria dos trabalhos utiliza os antigenos de superficie do
taquizoito, especialmente o SAGI. Outras vacinas candidatas utilizam antigenos
presentes no bradizoito. Essas vacinas candidatas tém demonstrado boa protecdo

quando utilizadas em animais (Bhopale, 2003).
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ARTIGO: Rastreamento para toxoplasmose congénita em
recém-nascidos do Estado de Goias



RESUMO

A triagem neonatal para toxoplasmose congénita ¢ considerada uma
estratégia simples, de baixo custo e efetiva para o diagndstico e prevencao da
toxoplasmose congénita, entretanto, essa triagem nao integra a rotina dos servigos de
saude, no nosso meio. Objetivo: estimar a prevaléncia da toxoplasmose congénita no
Estado de Goias, utilizando como estratégia de diagndstico a triagem neonatal.
Metodologia: Recém-nascidos inseridos na rede de triagem de doencgas ndo infecciosas,
do Servigo de Referéncia em Triagem Neonatal do Estado de Goias, Laboratério da
APAE Anapolis. Foram rastreados 3.828, em um periodo de oito dias, em 2005 ¢ 2006.
Utilizou-se Imunofluorometria por Tempo Resolvido AutoDelfia® para a detecgio de
anticorpos IgM especificos para o T. gondii em amostras de sangue seco. A metodologia
ELISA foi usada paralelamente, em 538 amostras, como padrdo ouro. Resultados:
Cinco recém-nascidos apresentaram critérios laboratoriais compativeis com o
diagnéstico de toxoplasmose congénita, resultando em um uma estimativa de
prevaléncia de 1,3 (IC95% 0,5 — 3,2) casos de toxoplasmose congénita a cada 1.000
recém-nascidos, em Goias. Nenhum dos cinco casos havia sido diagnosticado durante a
gestacdo. Conclusdo: A utilizagdo de amostras de sangue seco para triagem de doencas
infecciosas mostrou ser uma ferramenta simples, nos estados onde o Programa de
Triagem Neonatal esta bem estabelecido. O estudo evidenciou uma elevada prevaléncia
de toxoplasmose congénita e possibilitou identificar infecgdes que ndo haviam sido

diagnosticadas durante a gestagao.
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SUMMARY

Neonatal screening for congenital toxoplasmosis is considered a simple
strategy, of low cost and effective for the diagnosis and prevention of congenital
toxoplasmosis; however, this screening strategy is not routinely offered in health
centers, in Brazil. Objective: to estimate the prevalence of congenital toxoplasmosis in
the State of Goias, through neonatal screening. Methodology: newborns inserted in the
screening program for genetic disease at the Reference Center for Neonatal Screening of
the State of Goias, Laboratory of the APAE Andpolis. In an eight days period, 2005 e
2006, 3 828 had been screened. Time-resolved fluoroimmunoassay AutoDelfia® was
used for the detection of specific IgM antibodies for the T. gondii in samples of dry
blood spot. ELISA methodology was used parallel, in 538 samples, as gold standard.
Results: Five newborns had presented compatible laboratories criteria with the
diagnosis of congenital toxoplasmosis, resulting in a prevalence of 1.3 (CI95% 0.5 —
3.2) cases of congenital toxoplasmosis per 1,000 newborns, in Goias. None of the five
cases had been diagnosed during the pregnancy. Conclusion: The use of samples of dry
blood spots for screening of infectious disease showed to be a simple tool, in the states
where the Program of Neonatal Screening is well established. The study disclosed high
prevalence of congenital toxoplasmosis and made possible to identify infections that

had not been diagnosed during the pregnancy.
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RASTREAMENTO PARA TOXOPLASMOSE CONGENITA EM RECEM-

NASCIDOS DO ESTADO DE GOIAS

INTRODUCAO:

A toxoplasmose ¢ uma das infecgdes parasitarias mais freqlientes na
populagdo mundial, sendo, na maioria das vezes, assintomatica ou oligossintomatica em
individuos normocompetentes. Quando a infec¢do ocorre durante a gravidez, pode haver
transmissdo congénita do Toxoplama gondii, acarretando Obito fetal/neonatal ou graves
seqiiclas neurologicas para o recém-nascido (Montoya & Liesenfeld, 2004). A
toxoplasmose congénita ndo ¢ uma doenga de notificagdo compulsoria, sendo dificil
estimar a magnitude do problema. Nos EUA, extrapolacdo de resultados de diferentes
estudos apontam para uma estimativa de 400 a 4000 casos de toxoplasmose congénita por

ano (Lopez et al, 2000).

Duas estratégias de triagem tém sido preconizadas para a prevengdo
secundaria da toxoplasmose congénita: triagem pré-natal e triagem neonatal. Franca e
Austria adotaram a triagem sistematica de todas as gestantes, desde a década de 70
(Lopez et al, 2000; Jones et al, 2001). No inicio da década de 90 foi instituida a rede
européia de pesquisa em toxoplasmose com a finalidade de avaliar intervencdes de satde
publica para prevengdo da toxoplasmose congénita. Resultados desses estudos sugerem
que a triagem pré-natal possa ser eficaz tanto em areas de baixa como de alta incidéncia
de toxoplasmose congénita. Entretanto, as evidéncias de custo-efetividade dessa estratégia
sdo ainda insuficientes e poucos paises adotaram oficialmente essa abordagem (Lopez et

al, 2000; Gilbert & Peckham, 2002; Gilbert & Dezateux, 2006).
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A triagem neonatal tem como objetivo identificar recém-nascidos infectados e
oferecer tratamento precoce. Estudo realizado na Dinamarca, utilizando teste especifico
para detecgdo de IgM anti-toxoplasma em papel filtro evidenciou que, aproximadamente,
80% dos casos de infeccao congénita seriam detectados com essa abordagem (Lebech et
al, 1999). Na regido de New England (EUA) a toxoplasmose congénita foi incluida na
lista de agravos do programa de triagem neonatal, desde 1986 (Guerina et al, 1994; Lopez
et al, 2000). No final da década de 90, Dinamarca, regides da Suica e Polonia propuseram
a inclusdo da pesquisa da toxoplasmose na rotina da triagem neonatal (Paul et al, 2001,

Schmidt et al, 2006; Signorell et al, 2006).

Até o presente, ndo existe consenso na literatura quanto a estratégia de
triagem ou de tratamento mais adequados para a prevencdo da toxoplasmose congénita
(Gilbert & Peckham, 2002). Avaliagdes sobre a efetividade da triagem pré-natal ou
neonatal sdo ainda limitados. Varios fatores dificultam essas avaliagdes, como por
exemplo, o desconhecimento da freqiiéncia de mulheres em idade fértil susceptiveis a
infecgdo pelo T. gondii, taxas de transmissdo congénita, bem como questdes relacionadas
a sensibilidade e especificidade dos testes diagnosticos e eficacia do tratamento

antiparasitario durante a gestagao (Jones et al, 2001).

No Brasil, ndo existe recomendag¢o oficial para a triagem de toxoplasmose,
na rotina dos servicos de saude, sendo escassas as estimativas de prevaléncia desta
infeccdo em recém-nascidos. Na ultima década, alguns estudos brasileiros incluiram a
deteccdo de toxoplasmose, em papel filtro, no programa de triagem para doencas
metabolicas e hemoglobinopatias dos recém-nascidos. Avaliagdo de abrangéncia
nacional, porém com predominio de amostras do Rio Grande do Sul, evidenciou uma
prevaléncia de toxoplasmose congénita de um caso para 3.000 nascidos vivos (Neto et al,

2000). Estudo realizado em Ribeirdo Preto - Sao Paulo, estimou em 3,3 casos/10.000
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nascidos vivos (Carvalheiro et al, 2005) e em Campos dos Goytacazes - Rio de Janeiro
esta freqiiéncia foi cerca de seis vezes maior com a deteccdo de 1,9 casos de
toxoplasmose congénita por 1.000 nascidos vivos (Petersen et al, 2001). Em Goiéania,
Goias, estudo conduzido em maternidade de referéncia para gestantes de alto risco,
incluindo para doengas de transmissao vertical, estimou uma prevaléncia de 6,6 casos de
toxoplasmose congénita/1.000 nascidos vivos, ao analisar sangue de corddo umbilical de

1.514 RN (Rodrigues, 2006).

O Programa de Triagem Neonatal no Estado de Goids, Brasil, foi implantado
em 1994 ¢ oferece um painel de testes de triagem para doengas genéticas (fenilcetonuria,
hipotireoidismo congénito, hiperplasia adrenal congénita ¢ hemoglobinopatias) em papel
filtro. Este programa apresenta ampla cobertura nos municipios do Estado com inclusdo
de, aproximadamente, 92% dos recém-nascidos vivos de Goids. Nos ultimos anos, testes
de triagem em papel filtro tem sido utilizados e validados para o diagndstico de doencas
infecciosas, incluindo a toxoplasmose (Sorensen et al, 2002; Neto et al, 2004; Toledo et
al, 2005). Desta forma a inclusdo da triagem para toxoplasmose, em um programa de
triagem neonatal, j4 bem estabelecido ¢ com ampla cobertura, possibilitaria estimar a

magnitude dessa infeccao de forma rapida e logistica simplificada.

O presente estudo tem por objetivo estimar a prevaléncia de toxoplasmose
congénita no Estado de Goias, entre os recém-nascidos atendidos pelo programa de
triagem neonatal, bem como identificar e tratar precocemente os recém-nascidos

infectados, reduzindo o risco de danos neurologicos.
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MATERIAIS E METODOS
Area e populacéo de estudo:

O Estado de Goias esta localizado na regiao centro-oeste do Brasil, 5.619.917
habitantes (IBGE, 2006) e aproximadamente 91.231 nascidos vivos por ano (DATASUS,
2006). O Programa de Triagem Neonatal no Estado de Goias rastreia aproximadamente
92% dos recém-nascidos vivos de Goids, correspondendo a cerca de 7.000 recém-
nascidos por més. As amostras de sangue do calcaneo dos recém-nascidos sao coletadas,
por profissionais treinados, até o trigésimo dia de nascido, preferencialmente do terceiro
ao décimo dia de vida, em papel filtro (S&S 903) conforme protocolo padronizado. Essas
amostras, procedentes dos servigos de saude da rede publica e privada de todos os
municipios de Goias, sdo encaminhadas ao Laboratorio da Associacdo de Pais e Amigos

do Excepcional (APAE), localizado no municipio de Anépolis.

No presente estudo, a triagem para toxoplasmose foi incluida na rotina do
Programa de Triagem Neonatal do Estado de Goiés, no periodo de 20 a 24 de junho de
2005 e 30 de janeiro a dois de fevereiro de 2006. Foram colhidas sequencialmente 3.828
amostras de sangue em papel filtro de recém-nascidos procedentes de todas as regides de

Goias, encaminhadas e processadas no Laboratorio da APAE em Anépolis.
Triagem Neonatal:

Amostras de sangue seco em papel filtro, foram utilizadas para a deteccao de
anticorpos IgM contra T. gondii, utilizando a metodologia de imunofluorometria por
tempo resolvido (TRIFMA) AutoDelfia Neonatal Toxoplasma-Screen (PerkinElmer Life

and Analytical Sciences, Wallac Oy, Mustionkatu 6, Turku, Finland).

TRIFMA ¢ um fluoroimunoensaio em fase sdlida, cuja finalidade ¢ a

determinac@o de anticorpos IgM para o T. gondii em amostras de sangue seco em papel
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filtro. O ensaio pode ser dividido em duas fases separadas: a captura de todos os
anticorpos IgM e a detecgdo do IgM especifico para o T. gondii. Na primeira fase, o
tampao de caseina elui anticorpos IgM dos controles e das amostras testes, que reagem
com anticorpos policlonais imoblizados, direcionados contra a cadeia pu de IgMs
humanos. Na segunda fase, os anticorpos IgM especificos anti T. gondii sdo detectados
pela incubagdo das moléculas de IgM imobilizadas com a preparagdo do T. gondii
marcado com eurdpio. A solucdo intensificadora dissocia os ions de eurdpio do anticorpo
marcado e em seguida formam quelatos altamente fluorescentes com componentes da
solucdo intensificadora. A fluorescéncia em cada poco ¢ medida. A fluorescéncia de cada
amostra ¢ proporcional a concentragdo de anticorpos IgM especificos do T. gondii na
amostra (Hemmila et al, 1984; Sorensen et al, 2002). As amostras foram consideradas
normais se a contagem fosse menor que 11,5 IU/mL; limitrofe entre 11,5 — 23,1 IU/mL e

positivas se a contagem fosse maior que 23,1 IU/mL.

Todas as amostras positivas ou limitrofes no TRIFMA e 523 (13,7%)
amostras negativas para TRIFMA foram retestadas utilizando a metodologia de ensaio
imunoenzimatico (ELISA Q-Preven, Bio-Rad Laboratories). Nas cavidades das
microplacas sensibilizadas com anticorpo monoclonal anti-IgM humana, adicionou-se
picotes das amostras e o tampao de elui¢do. Durante a primeira incubagdo o anticorpo
monoclonal sensibilizado na microplaca captura especificamente anticorpos IgM
presentes nas amostras. ApoOs aspiracdo e lavagem os picotes e outros componentes da
amostra ndo ligados foram removidos. Em uma segunda incubagdo as ligagdes de IgM
anti-toxoplasma, foram detectados pela adicdo de antigeno do toxoplasma purificado e
inativado, ligado a um anticorpo monoclonal especifico (imunocomplexo), conjugado
com peroxidase. A atividade enzimatica fixada nessa fase solida, agindo com uma solugado

cromoégeno-substrato, gerou um sinal Optico que foi proporcional a quantidade de
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anticorpos IgM presentes na amostra. A intensidade da cor desenvolvida foi medida por
meio da leitura espectrofotométrica a 405 nm (Naot & Remington, 1980; Paul et al, 2001;
Giraldo et al, 2002). A leitura foi feita em densidade optica (DO) de 405 nm; o valor do
cutt-off (CO) foi estabelecido pela DO do controle negativo acrescido de 0,25 para cada
reacao e os resultados foram interpretados com relagao ao valor da DO e o valor de cutt-
off (S/CO). Valores da relagdo S/CO menores que 0,90 foram considerados negativos,
entre 0,91 e 1,10 limitrofes e maiores que 1,10 foram considerados positivos, de acordo

com as instrugdes do fabricante.
Confirmacao Laboratorial:

Todos os recém-nascidos com resultados positivos ou limitrofes na triagem
com papel de filtro (TRIFMA e/ou ELISA), bem como suas respectivas maes, foram
convocados para coleta de sangue para a determinagao quantitativa de anticorpos IgM e
IgG anti T. gondii por imunfluorescéncia indireta (IFI). A primeira coleta de sangue
para detec¢do de anticorpos por IFI nos pares maes-lactentes foi realizada entre 15 ¢ 30

dias apds a triagem neonatal.

Na IFI os soros reagentes foram titulados ensaiando-se dilui¢des crescentes,
incubadas sobre toxoplasmas fixados em laminas de microscopia. Depois de lavadas,
estas foram novamente incubadas com conjugado fluorescente, anticorpos anti-IgG ou
anti-IlgM humanos, marcados com fluoresceina. Observados ao microscopio de
fluorescéncia, os toxoplasmas mostram-se fluorescentes para os soros reagentes. Os

resultados quantitativos foram expressos pela maior dilui¢do reagente (Camargo, 2001).

Para os lactentes que apresentavam apenas anticorpos IgG por IFI, foram
solicitadas novas amostras de sangue, com quatro a cinco semanas de intervalo entre as

coletas, para acompanhamento dos titulos de IFI.
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Para o diagndstico de toxoplasmose congénita foi utilizado um dos
seguintes critérios: a) IFI positivo, com titulos de anticorpos especificos [gM no lactente
e IgM e/ou IgG na respectiva mae; b) aumento ou persisténcia do titulo de IgG no
lactente e anticorpos especificos IgM e/ou IgG positivos na sorologia materna. Foram
considerados ndo infectados os lactentes que ndo apresentavam anticorpos IgM e que
apresentaram queda nos titulos de anticorpos IgG, em pelo menos duas amostras de

sangue colhidas em intervalos de quatro a cinco semanas.
Acompanhamento clinico:

As criangas com suspeita diagnostica de toxoplasmose congénita foram
encaminhadas para acompanhamento clinico, avaliagdo oftalmoldgica, exames
complementares de imagem e tratamento especifico, quando indicado. Os pacientes foram
inicialmente atendidos por infectologista no servigo publico da Secretaria de Saude de
Anépolis. O seguimento clinico das criangas foi concluido na cidade de origem,

supervisionado pelo servigo de Vigilancia de cada municipio.
Processamento e Analise de Dados:

O tamanho da amostra foi estabelecido para detectar uma prevaléncia de 0,2%
de toxoplasmose congénita com uma precisao de 0,15% e intervalo de confianca de 95%,
resultando em 3.397 recém-nascidos. Levando-se em conta o nimero de nascidos
vivos/més em Goids, estimou-se um periodo de 10 dias para captacdo dos casos

necessarios.

Informagdes sobre a cidade de origem, idade, prematuridade e peso do recém
nascido sdo coletadas na rotina pelo Programa de Triagem Neonatal do Estado de Goias e
foram disponibilizadas para a presente pesquisa (Microsoft Access 1997). Procedeu-se a

criagdo de arquivo informatizado (Microsoft Office Excel 2003) contendo dados socio-
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demograficos, resultados de exames sorologicos dos neonatos ¢ de suas maes, bem como

dados de evolugao clinica das criangas.

Apoés digitacdo e conferéncia os dados foram analisados utilizando os
programas Epi-Info 6.04 CDC, Atlanta, GA, USA e Statistical Packagem for Social
Science (SPSS/PC) versao 13.0. Foram utilizadas medidas de tendéncia central e
dispersdo para varidveis continuas; distribui¢do percentual para varidveis categorias e
intervalo interquartilico. Estimou-se a prevaléncia de toxoplasmose congénita tendo como
numerador os casos que preencheram os critérios diagnostico de infeccdo e como
denominador o total de neonatos testados. O célculo do IC95% desta proporgdo foi
baseado na distribuicdo binomial. Diagrama de dispersao foi construido para avaliar a
correlagdo entre os valores de densidade optica (DO) do ELISA e os titulos da TRIFMA
para a detecgdo de toxoplasmose congénita. Utilizou-se o teste de Spearman para estimar
o coeficiente de correlagdo entre os valores da DO - ELISA e os titulos da TRIFMA

(Kirkwood, 1988). Estabeleceu-se como nivel de significancia estatistica p<0,05.
Consideracdes Eticas:

Projeto aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa Médica Humana e
Animal do HC/UFG. O termo de consentimento escrito para seguimento clinico e
laboratorial das criangas foi obtido de todas as criangas com resultados positivos ou
limitrofes na triagem neonatal. Orientado tratamento especifico, de acordo com as
recomendagdes atuais (MS, 2004), para todas as criangas com diagnostico de

toxoplasmose congénita.
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RESULTADOS

Foram rastreados 3.828 recém-nascidos para toxoplasmose congénita,
procedentes de 211 municipios do estado de Goias, atendidos pelo Servigo de Referéncia
em Triagem Neonatal - APAE Anapolis-GO. A tabela 1 apresenta a distribuicdo das
amostras coletadas na rotina do servico de triagem da APAE em 2005 e das amostras
rastreadas para toxoplasmose durante o periodo de estudo, em comparagdo com o nimero

de nascidos vivos por macroregiao em Goids (SINASC).

A quase totalidade (98,6%) das amostras foi colhida até o 30° dia de vida. O
tempo médio decorrido entre o nascimento e a coleta de sangue foi de 8,3 dias com cinco
a dez dias de intervalos interquartilicos (25 ¢ 75%). O peso médio dos recém-nascidos foi

de 3.214 gramas (dp=490 g) e 3,5% foram classificados como prematuros.

Entre as 3.828 amostras rastreadas por TRIMFA, 16 (0,42%) apresentaram
resultados positivos ou limitrofes e foram repetidas pela mesma técnica. Apds a dupla
testagem por TRIFMA foram identificados 12 neonatos com resultados positivos e quatro
com resultados limitrofes para IgM anti T. gondii (Figura 1). A pesquisa de anticorpos
IgM pela metodologia de ELISA foi realizada em 15 das 16 amostras positivas ou
limitrofes pelo TRIFMA e em 523 amostras negativas. Foram identificadas seis amostras
positivas e uma limitrofe por ELISA, das quais cinco também eram positivas pelo
TRIFMA. A Figura 2 apresenta a correlacdo entre os resultados de triagem neonatal para
anticorpos IgM especificos para T. gondii por ELISA ¢ TRIFMA em 538 neonatos. O
coeficiente de correlacdo de Spearman entre os valores da DO do ELISA e os titulos da

TRIFMA foi de 0,99 (p<0,001).

Dezoito recém-nascidos apresentaram resultados de triagem indicativos de

infecgdo congénita pelo T. gondii, sendo que cinco amostras eram TRIFMA e ELISA
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positivas, sete amostras TRIFMA positivas e ELISA negativas, uma amostra ELISA
positiva e TRIFMA negativa e quatro TRIFMA limitrofes € uma ELISA limitrofe. Em 17
pares de mae-lactentes foi realizado pesquisa de IgM e IgG por IFI, resultando em cinco
recém-nascidos com diagnostico soroldgico compativel com toxoplasmose congénita. A
tabela 2 mostra os principais aspectos demograficos, laboratoriais e clinicos dos lactantes
com suspeita diagnostica de toxoplasmose congénita. Em trés casos o critério diagnostico
foi a presenca de IgM e IgG no lactente e na mae; em dois casos houve
persisténcia/aumento de titulos de IgG no lactente ¢ a detec¢ao de IgM e IgG na mae. Os
cinco recém-nascidos identificados com toxoplasmose congénita foram diagnosticados
somente pela triagem neonatal. Quatro maes fizeram exames no pré-natal e a investigagao
de toxoplasmose foi realizada apenas uma vez no primeiro trimestre de gestacdo, com

valores ndo reagentes; uma mae nao fez pré-natal.

Considerando que cinco criangas de um total de 3.828 foram identificadas
como infectadas a prevaléncia de toxoplasmose congénita foi estima em 1,3 (IC95% 0,5
- 3,2) casos para 1.000 nascidos vivos. A figura 3 mostra a distribuicdo espacial por

municipio dos casos de toxoplasmose congénita rastreados no estado de Goias.

DISCUSSAO

No presente estudo, a prevaléncia de toxoplasmose congénita foi estimada em
1,3 (IC95% 0,5 - 3,2) casos por 1.000 nascidos vivos em Goids. Esta prevaléncia ¢ muito
elevada quando comparada com resultados obtidos em locais onde a triagem neonatal
para toxoplasmose foi implantada ha quase duas décadas, tais como Massachusetts e New
Hampshire nos EUA (Guerina et al, 1994). No Brasil, estudos que incluiram a detecc¢ao

de IgM anti T. gondii em papel filtro, na rotina de programas oficiais de triagem neonatal
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para doencas metabolicas, de forma semelhante ao nosso estudo, também detectaram
prevaléncias elevadas de toxoplasmose congénita, variando de 0,3 a 1,9 casos por 1.000
nascidos vivos (Petersen et al, 2001; Neto et al, 2004; Carvalheiro et al, 2005). A andlise
desses resultados dimensiona a importancia da toxoplasmose congénita no nosso meio e

reforca a necessidade de estratégias oficiais de prevengao.

A estratégia de triagem neonatal para toxoplasmose, utilizada no presente
estudo, teve como vantagem operacional o fato de ter sido incorporada a rotina de um
Programa de Triagem Neonatal para doengas metabdlicas, implantando e bem
estabelecido no nosso meio, garantindo a representatividade da amostra populacional, a

padronizagdo de procedimentos de coleta e de processamento das amostras.

A triagem neonatal para toxoplasmose, baseada na deteccio de IgM
especifico, pressupde a identificagdo de recém-nascidos infectados, muitas vezes
assintomaticos, que ndo seriam diagnosticados por avaliacdo clinica de rotina nos
servicos de saude. No presente estudo, a triagem neonatal seguida de teste confirmatorio
identificou cinco casos de toxoplasmose congénita (1,3 casos/1.000 neonatos), dos quais
metade era assintomatica. Criangas infectadas e ndo tratadas apresentam risco de graves
seqiielas neurologicas e/ou oftalmoldgicas. Cabe destacar, também, que quatro das cinco
maes referiam triagem pré-natal com resultados ndo reagentes para toxoplasmose. Esses
resultados corroboram a indicagdo para o acompanhamento sorologico das gestantes

soronegativas, conforme preconizado em alguns paises (Gilbert et al, 2001).

Sabe-se que um teste pré-natal negativo nao exclui infeccao fetal pelo T.
gondii (Bessieres et al, 2001). Em contrapartida, a triagem neonatal ndo detecta abortos ¢
nem natimortos causados pela toxoplasmose congénita. Estima-se, também, que cerca de
15% dos neonatos infectados nao sejam diagnosticados na triagem neonatal (Lebech et al,

1999). Anticorpos IgM anti T. gondii podem néo ser detectados quando a infecgdo ocorre
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no inicio da gestacdo ou quando as gestantes recebem medicagdo especifica no pré-natal.
(Guerina et al, 1994; Paul et al, 2001; Rodrigues, 2006). A utilizacdo seqiiencial de
triagem pré-natal e neonatal possibilitaria identificar a maioria dos casos de toxoplasmose
congénita (Bessieres et al, 2001), entretanto nao existe avaliagdao de custo-efetividade para

triagem seqiiencial.

A triagem neonatal pode ser utilizada como vigilancia sentinela para
toxoplasmose congénita, sendo que estudos de prevaléncia em série poderiam indicar
tendéncias epidémicas. No presente estudo, foram identificados 1,3 casos de
toxoplasmose congénita a cada 1.000 neonatos. Considerando que aproximadamente
85.000 recém-nascidos sdo rastreados anualmente no programa de triagem neonatal, esse
programa poderia identificar em torno de 399 recém nascidos com suspeita de
toxoplasmose congénita, com necessidades de outros testes confirmatorios. Estima-se que
cerca de 111 casos de toxoplasmose congénita seriam confirmados e necessitariam de

acompanhamento clinico, exames complementares e tratamento especifico.

A metodologia utilizada, no presente estudo, imunofluorometria por tempo
resolvido IgM especifico do sistema Autodelfia para triagem neonatal de toxoplasmose
congénita, tem como vantagem ser uma técnica totalmente automatizada e poder ser
realizada juntamente com outras doengas congénitas (Hipotireoidismo Congénito,
Hiperplasia Adrenal Congénita e Fibrose cistica) rastreadas por Programa de Triagem
Neonatal ja estabelecido. O desempenho da metodologia TRIFMA (IgM e IgA) para
detec¢do da toxoplasmose na triagem neonatal em papel filtro em comparagdo com
ELISA e FEIA mostrou que o TRIFMA pode ser utilizado como método de triagem
neonatal e que a detecg¢do simultanea do anticorpo IgA ndo aumenta a sensibilidade do
teste (Sorensen et al, 2002). Programa nacional de triagem neonatal para toxoplasmose

na Dinamarca utiliza desde 2001 a metodologia TRIFMA considerando uma das
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principais vantagens dessa técnica ser automatizada e realizada simultaneamente com

outros testes de triagem neonatal (Schmidt et al, 2006).

No presente estudo, o percentual de falso-positivos na triagem com TRIFMA
foi alto (68,7%). Outros investigadores utilizando testes com principio semelhante
(TRIFMA e/ou FEIA) na triagem e critérios laboratoriais e clinicos para confirmagao
diagnostica encontraram percentuais de falso-positivos variando de 43,0 a 92,0% (Neto et
al, 2000; Carvalheiro et al, 2005; Schmidt et al, 2006). Embora percentuais elevados de

falso-positivos aumentem custos, sao considerados aceitaveis em programas de triagem.

A triagem neonatal para toxoplasmose, em amostras de sangue seco colhidas
em papel filtro, mostrou ser uma ferramenta simples, provavelmente de baixo custo e
facilmente incluida no Programa de Triagem Neonatal para doengas metabdlicas. Outros
estudos sdo necessarios para avaliar a sensibilidade e especificidade de testes de triagem e
confirmatdrios na rotina de servicos de saude, além de estudos para avaliar custo-
efetividade da triagem neonatal em regides de alta prevaléncia de toxoplasmose

congénita.
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FIGURA 1: Triagem para toxoplasmose congénita nos recém-nascidos inseridos no
Programa de Triagem Neonatal do Estado de Goias
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TRIFMA — imunofluorometria por tempo resolvido
ELISA — ensaio imunoenzimatico
IFI — imunofluorescéncia indireta

Lactentes com resultados positivos ou limitrofes para anticorpos IgM anti T. gondii na
triagem em papel filtro, TRIFMA ou ELISA, (n=18) foram convocados para coleta de
soro (média de 15 dias) para pesquisa de anticorpos IgM e IgG por IFI.

* Uma amostra ndo testada — perda de seguimento.
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FIGURA 2: Correlagdo entre os resultados de triagem neonatal para anticorpos IgM
especificos para T. gondii por ensaio imunoenzimatico (ELISA) e imunofluorometria
por tempo resolvido (TRIFMA) em amostras de 538 recém-nascidos
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Cada ponto pode representar mais de uma amostra para valores sobrespostos
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FIGURA 3: Distribui¢do espacial por municipio dos casos de toxoplasmose congénita
triados no estado de Goias
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Linhas brancas delimitam as macroregioes do Estado de Goiéas
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Tabela 1: Distribuicdo por macroregido do nimero de nascidos vivos (SINASC 2004) em Goidas e do nimero de recém-nascidos triados para
toxoplasmose congénita em relacdo a triagem neonatal na APAE em 2005.

Macroregido, GO SINASC 2004 (%) Triados na APAE em 2005 (%) Triados para toxoplasmose congénita (%)

Centro Oeste 41.599 (45,60) 37.161 (43,83) 1.598 (41,75)

Nordeste 19.178 (21,02) 17.553 (20,70) 1.004 (26,23)
Centro Norte 15.409 (16,89) 15.136 (17,85) 661 (17,27)
Sudoeste 8.338 (9,14) 8.158 (9,62) 285 (7,44)
Sudeste 6.677 (7,32) 6.659 (7,85) 278 (7,26)

Ignorado - GO 30 (0,03) 124 (0,15) 2(0,05)
Total 91.231 (100,0) 84.791 (100,0) 3.828 (100,0)
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Tabela 2: Informacdes demograéficas, laboratoriais e clinicas dos recém-nascidos com amostras positivas na triagem neonatal (TRIFMA ou ELISA) para
toxoplasmose congénita.

TRIAGEM NEONATAL

CONFIRMATORIO (Sorologia - IFI)

Interpretacéo

IgM (Papel FlltrO) Recém Nascido Mae dos resultados Macr;:fegtagoes
L - Inicas
s Idade  Peso ao
Municipio ; Sexo TRIFMA ELISA | IgM 1gG  IgM  1gG | IgM 1gG  IgM IgG | Sorologicos
(Dias) Nascer
JOVIANIA 20 3000 Masculino 1394 Positivo 1024 4096 - - 128 2048 - - Infectado Assintomatico
APARECIDA DE GOIANIA 8 3150 Masculino 1089 Positivo 256 2048 - - 64 2048 - - Infectado Coriorretinite
Estrabismo,
AGUAS LINDAS DE GOIAS 22 3630 Feminino 1032 Positivo 64 8192 - - 64 8192 - - Infectado retardo psicomotor,
hepatomegalia
ITABERAI 4 2640 Masculino 245,8 Positivo 0 4096 0 2048 16 4096 16 2048 Infectado Estrabismo,
corlorretinite
LUZIANIA 10 2470 Feminino 88,1 * 0 0 - - 0 0 - - Nao infectado
COCALZINHO 5 3320 Masculino 69,9 Positivo 0 2048 0 1024 0 8192 - - Nao infectado
AGUAS LINDAS DE GOIAS 19 3200 Masculino 54,6 Negativo 0 128 0 64 0 256 - - Nao infectado
BELA VISTA 7 2950 Feminino 41,3 Negativo 0 256 0 512 128 2048 64 8192 Infectado Assintomatico
MARA ROSA 5 3400 Masculino 37.4 Negativo 0 256 0 128 0 512 - - Nao infectado
IPAMERI 7 3200 Masculino 36,2 Negativo 0 2048 0 1024 0 2048 - - Nao infectado
DAMIANOPOLIS 33 2550 Feminino 28 Negativo 0 64 0 0 0 512 - - Naio infectado
GOIANIA 26 2980 Masculino 242 Negativo 0 0 - - 0 0 - - Nao infectado
CIDADE OCIDENTAL 28 3960 Masculino 19,2 Negativo 0 1024 0 512 0 8192 - - Naio infectado
APARECIDA DE GOIANIA 11 3350 Masculino 17,5 Negativo 0 0 - - 0 0 - - Nao infectado
FORMOSA 11 2450 Feminino 12,1 Negativo 0 256 - - 0 1024 - - Naio infectado
VALPARAISO DE GOIAS 5 4240 Masculino 8,9 Limitrofe 0 512 0 256 0 1024 - - Nao infectado
ARAGUAPAZ 3 4050 Masculino 0,3 Positivo 0 1024 0 512 0 4096 - - Nao infectado

* Material Insuficiente. As concentragdes do TRIFMA sdo expressas em Ul/mL. ELISA ¢ expresso em DO. IFI ¢é expressa em titulos; quando necessario, as amostras de soro, primeiro e ltimo titulo, foram repetidas em intervalos de 4 a 5

s€manas
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CONCLUSOES E RECOMENDACOES

No presente estudo, evidenciou-se uma alta prevaléncia (1,3/1.000
nascidos vivos) de toxoplasmose congénita no Estado. A triagem neonatal para
toxoplasmose em papel filtro, mostrou-se viavel, operacionalmente simples e facil de
ser implantada no Servigo de Referéncia em Triagem Neonatal para doengas genéticas,
em Goids. Porém, sdo necessarios outros estudos para avaliar o custo/beneficio da

triagem neonatal para toxoplasmose congénita, no nosso meio.

O programa de triagem neonatal para doencas genéticas ja estd bem
estabelecido no Estado de Goias, com ampla cobertura de municipios e inclusdo de
aproximadamente 85.000 recém-nascidos por ano. Estima-se que a inclusdo de teste
para detecgdo de anticorpos anti-T. gondii, na rotina de programa de triagem neonatal,
em Goias, possibilitaria detectar aproximadamente 399 casos suspeitos de
toxoplasmose congénita a cada ano. Para efeito de estimativa, mantida a mesma
propor¢do de falso-positivos encontrados no presente estudo, aproximadamente 111
casos de toxoplasmose congénita seriam diagnosticados em Goids anualmente. Desta
forma, torna-se necessario estabelecer protocolo para investigacdo dos casos suspeitos
e protocolo de investigagdo, tratamento ¢ acompanhamento dos casos confirmados de

toxoplasmose congénita.

O presente estudo utilizou como método de triagem a pesquisa de
anticorpos IgM especificos contra o T. gondii, em papel filtro, por TRIFMA ¢ ELISA,
com alto coeficiente de correlagio entre os valores obtidos por essas duas
metodologias. A pesquisa associada dos anticorpos IgA especificos para o T. gondii

tem sido utilizada, em alguns programas de triagem neonatal, como estratégia para
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aumentar a sensibilidade desse método. Cabe ressaltar a necessidade de mais estudos
para avaliar beneficios e custos da pesquisa associada de anticorpos IgA e IgM na

triagem neonatal para toxoplasmose.

O Programa de Protecdo a Gestante do Estado de Goias, realiza triagem
pré-natal, para dez doengas infecciosas, incluindo a toxoplasmose, desde 2003. No
presente estudo, através da triagem neonatal, identificou-se casos de toxoplasmose
congénita em filhos de maes submetidas a exames de triagem pré-natal rotineira.
Considerando que o Estado de Goids ¢ uma regido de alta prevaléncia para
toxoplasmose, esses resultados reforcam a necessidade de adequacdo de protocolos
para acompanhamento de gestantes de risco (soro-negativas) e de seus conceptos. A
vinculagdo sistematica dos resultados da triagem pré-natal e da triagem neonatal para
toxoplasmose representaria uma importante ferramenta para a vigilancia da
toxoplasmose congénita. A triagem pré-natal e a triagem neonatal combinadas
permitiriam estimar a magnitude do problema e identificar as melhores estratégias para
reduzir a transmissdo e as seqiielas da toxoplasmose congénita. Entretanto, outros
estudos sdo necessarios para avaliar o custo-efetividade de triagens seqiienciais (pré-

natal e neonatal) em Goiés.
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ANEXOS

Fluxograma da coleta e processamento das amostras
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TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

Pesquisa: Rastreamento laboratorial para toxoplasmose congénita em recém-

nascidos do Estado de Goias

Vocé e seu filho (a) estdo sendo convidados (as) para participarem, como
voluntérios, na pesquisa intitulada Rastreamento laboratorial para toxoplasmose congénita
em recém-nascidos do Estado de Goias. Apds ser esclarecidos (as) sobre as informagdes a
seguir, no caso de aceitar fazer parte do estudo, assine ao final deste documento, que esta
em duas vias. Uma delas ¢ sua e outra ¢ do pesquisador. Se aceitar participar e decidir
retirar seu consentimento, ndo sera prejudicado em seu tratamento. Em caso de davida
sobre a pesquisa, voc€ podera entrar em contato com a pesquisadora responsavel Tais

Pires Terra Araujo no telefone (62) 3098 — 2525.

Pesquisadora: Tais Pires Terra Araijo. Assinatura:

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

Pesquisa: Rastreamento laboratorial para toxoplasmose congénita em recém-nascidos do

Estado de Goias

Eu bl RG b

CPF , responsavel pelo (a) menor

permito a admissdo no Estudo de Prevaléncia Laboratorial para Toxoplasmose
Congeénita que esta sendo realizado pela Associacdo de Pais e Amigos dos Excepcionais
de Anépolis e pela Universidade Federal de Goids. Fui devidamente informada e
esclarecida pela pesquisadora sobre a pesquisa, os procedimentos nela envolvidos,
assim como os possiveis riscos e beneficios decorrentes de minha participagdo. Foi me
garantido que posso retirar meu consentimento a qualquer momento, sem que isto leve a

qualquer penalidade ou interrup¢do de meu acompanhamento/tratamento.



O estudo realizara a triagem laboratorial através da coleta rotineira do teste
do pezinho para exame de toxoplasmose congénita nos recém-nascidos atendidos no
Servico de Referéncia em Triagem Neonatal do Estado de Goias. O exame
confirmatorio serd realizado nos recém-nascidos com suspeita laboratorial e suas

respectivas maes.

Um profissional envolvido no trabalho me informou que esse estudo devera

esclarecer algumas questdes sobre a doenga, tais como:

(1) a quantidade de recém-nascidos que adquirem essa infecgdo. Sabe-se
que nem toda crianga infectada pelo Toxoplasma apresenta manifesta¢des clinicas como
as alteracdes oculares, neuroldgicas e cardiacas. Por isso ¢ importante fazer exame de
sangue para verificar quais criangas estdo infectadas e encaminha-las ao devido

tratamento.

(2) se foi diagnosticado doenga/infeccdo aguda pelo T. gondii na mae

durante a gestante e se houve tratamento.

Autorizo a equipe a fazer algumas perguntas sobre as condi¢des em que
vivo e sobre alguns habitos e comportamentos. Permito que seja coletado sangue da
minha veia ¢ da veia do meu filho (a), usando agulha e tubo de coleta (material
descartavel), perfurando a pele até alcangar a veia do brago, a fim de colher 5 a 10 ml.
Este procedimento pode causar um leve desconforto, como dor no local da puncio, e,
raramente, pode levar ao aparecimento de uma mancha roxa ao redor da picada, causada
pelo extravasamento de pequena quantidade de sangue (hematoma). Em caso de

necessidade permito a coleta de nova amostra.

Estou ciente que o resultado dos exames serd entregue através de carta, ou

pessoalmente no servigo de saude. Esses resultados ndo serdo passados para outras



pessoas € 0 meu nome ou do meu filho também nao serdo revelados. Caso o exame
indique suspeita de toxoplasmose congénita no recém-nascido ele sera encaminhado ao
Ambulatorio Multidisciplinar Especializado da APAE de Anapoélis, com data e hora
marcada para o devido atendimento. Caso seja necessdrio atendimento mais

especializado serd feito novo encaminhamento para o Hospital das Clinicas da UFG.

Permito que o Laboratorio da APAE de Anapolis conserve, sob sua guarda,
qualquer material coletado para exame laboratorial. Autorizo ainda a utilizar as
informagdes clinicas e laboratoriais de minha pessoa ou filho em reunides, congresso e

publicagdes cientificas sem que nosso nome aparega.

Finalmente, estou ciente que caso eu deseje mais esclarecimentos ou caso eu
tenha qualquer duvida sobre a pesquisa, a equipe que trabalha com triagem neonatal me
responderd a qualquer duvida pelo telefone (62) 3098 2525 com Tais Pires Terra
Aratijo. Caso eu ndo queira participar ou se quiser desistir em qualquer momento, isso
ndo vai implicar em nenhum prejuizo de qualquer natureza para minha pessoa ou de

meus familiares.

Eu concordo em participar deste estudo, assinando esse termo em duas vias,

ficando uma copia comigo.
Local, data.

Nome e assinatura do paciente (e responsavel pelo menor de 18 anos):

Testemunha:

Nome: Assinatura:

Nome: Assinatura:
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