FUNDACAO FACULDADE FEDERAL DE CIENCIAS MEDICAS
DE PORTO ALEGRE

POS-GRADUACAO EM PATOLOGIA

MYRIAN MORUSSI REIS

IgM E AVIDEZ DE IgG PODEM DETERMINAR
O RISCO DE TRANSMISSAO MATERNO-FETAL EM AREAS

COM ALTA PREVALENCIA DA INFECCAO PELO T. GONDII

Porto Alegre

2006



Livros Gratis

http://www.livrosgratis.com.br

Milhares de livros gratis para download.



MYRIAN MORUSSI REIS

IgM E AVIDEZ DE IgG PODEM DETERMINAR
O RISCO DE TRANSMISSAO MATERNO-FETAL EM AREAS

COM ALTA PREVALENCIA DA INFECCAO PELO T. GONDII.

Tese apresentada ao Programa de Pos-
Graduacio em Patologia da Fundacio Federal de
Ciéncias Médicas de Porto Alegre, visando a
obtencdo do grau de Doutor em Patologia
Experimental.

Orientador: Dr. Pedro Alves d’Azevedo

Porto Alegre

2006



R3751 Reis, Myrian Morussi
IgM e avidez de IgG podem determinar o risco de transmissao materno-

fetal em areas com alta prevaléncia da infeccao pelo T. gondii / Myrian
Morussi Reis; orient. Pedro Alves d’Azevedo. Porto Alegre: FFFCMPA,

2006.

f.: 178 tab. 5 fig.20
Tese (Doutorado) — Fundacao Faculdade Federal de Ciéncias

Meédicas. Faculdade de Medicina. Programa de Pos - Graduagdo em
Patologia. Area de concentracdo: Patologia Experimental.

1. Toxoplasmose congénita / diagndstico. 2. Sorologia . 3. IgG / Avidez.
I. d’Azevedo, Pedro Alves. II. Titulo.

C.D.D. 616.936

Ruth Oliveira / Bibliotecéaria
CRB10/501




DEDICATORIA
A meu esposo Gilberto Bohrer Simdes e a minha mae,
Emilia Morussi Reis, a quem privei de atengdo em tantos
momentos.
A meu sogro, Ruy Lauer Simodes, Professor de

Histologia, pela dedicacdo ao ensino na Faculdade de Medicina.



AGRADECIMENTOS

Como esta tese foi construida ao longo de 30 anos, existem pessoas e instituigdes que

contribuiram de forma significativa para a sua realizagdo. A estas um agradecimento especial:

Ao Professor Pedro d’Azevedo, meu orientador, agradeco por permitir que eu
percebesse a imagem interna que guarda de mim e a forca desta imagem em nosso

relacionamento profissional.

Ao Doutor Rudi Hemb, em memoria, por confiar em minha capacidade quando eu era

apenas um “projeto” e pelos valiosos conselhos.

A colega Maria Madalena Tessaro, do Setor de Imunologia do Servi¢o de Patologia
Clinica do Hospital Materno-Infantil Presidente Vargas, pelo apoio incondicional,

disponibilidade e perseveranga, apesar das dificuldades.
A colega Helena Meneghetti, pelo apoio ao Setor de Imunologia quando na chefia do
Servico de Patologia Clinica do Hospital Materno-Infantil Presidente Vargas, sem o qual esta

tese ndo teria sido concluida.

A sobrinha e afilhada Natascha Costa Pinto pelas valiosas dicas na formatacio e

apresentagdo da tese.

Ao filho de “coragd@o” Ruy Andrade Simdes pelos pacientes socorros em informatica.



Aos colegas das areas de Obstetricia e Pediatria/Neonatologia, especialmente a Flavio
Uberti, Hospital Materno-Infantil Presidente Vargas, e a Eleonor Lago, Hospital Sdo Lucas da

Pontificia Universidade Catoélica, pelas longas conversas em busca de solugdes.

A colega Rosangela Agne, pelo incentivo permanente.

Aos professores da Pos-Graduacdo que enriqueceram esta caminhada com a sua
cultura e experiéncia, especialmente o Prof. José Geraldo Taborda, da Disciplina Bioética, a
Profa Arlete Hilbig, da Disciplina Neuroanatomia Funcional, os Profs Marcia Graudenz,

Ligia Coutinho e Claudio Galleano Zettler da Disciplina Patologia Geral.

Aos colegas da Pos-Graduacdo que tornaram esta caminhada leve e agradavel pelo

companheirismo, especialmente a Laura Meyer da Silva.

A bibliotecaria e amiga Ruth Borges Fortes de Oliveira e a Eleonora Liberato

Petzhold, pela paciéncia e auxilio na busca das referéncias.

Aos alunos da FFFCMPA por manterem acesa a curiosidade ¢ a busca permanente de
crescimento pessoal e fundamentalmente, aos pacientes que me presentearam com seu

desprendimento, mesmo que nao se tenham beneficiado com os resultados desta pesquisa.

Existem, no entanto, pessoas a quem devo muito, muito mais: Plutarco ha dois mil

anos, escreveu sobre elas:



“Visto que nosso inimigo observa curiosamente nossas agdes, ¢ necessario que
estejamos atentos a nds mesmos, ¢ essa vigilancia transforma-se insensivelmente em habito de

virtude. A emulacdo é uma conten¢do moral”.

Como tirar proveito de seus inimigos, Sdo Paulo: Martins Fontes, 2003.



- Aos inimigos mais poderosos de um homem, seus

fei‘ls_;’f"" s-amigos, agradeco com os versos de Quintana,

~ este notavel observador da alma humana:
“Meu saco de ilusdes, bem cheio tive-o.
Com ele ia subindo a ladeira da vida.

E, no entanto, apos cada ilusao perdida...

F

.;E".
g
%

Que extraordinaria sensacdo de alfvio!”

.......

e A

“Nao te irrites, por mais que te

4cao alheio.

Antologia Poética, Porto Alegre: L&PM Pocket, p. 35 ¢ 37, 1997.



“Ao longo da minha vida
testemunhei varias revolucdes tecnoldgicas.
Nenhuma eliminou a necessidade de carater nas

pessoas, ou a capacidade de pensar.”

Bernard Baruch



RESUMO

A avidez de IgG anti-Toxoplasma foi realizada em 168 amostras IgG e IgM positivas de
gestantes, coletadas em qualquer periodo da gestacdo, para avaliar o valor preditivo do risco de
transmissdo materno-fetal em amostra Gnica. A IgM neonatal foi considerada o marcador
sorologico de  transmissdo. Testes fluorométricos foram realizados para IgG, IgM
(imunocaptura) e avidez de IgG. Cinqiienta e uma das 128 gestantes testadas tiveram os partos
realizados na instituicdo e a IgM neonatal foi obtida. Os resultados mostraram 32 (62.75%)
gestantes com avidez alta, indices de IgM entre 0,6 ¢ 2,4 ¢ nenhum recém-nascido infectado.
Dezenove (37.25%) tiveram avidez baixa ou inconclusiva, indices de IgM entre 0,6 € 11,9, cinco
recém-nascidos infectados e um natimorto. Em dois recém-nascidos infectados € no natimorto,
os indices maternos de IgM foram baixos e em um recém-nascido infectado, o inico pardmetro
materno que sugeriu risco para o feto foi a avidez de IgG. No presente estudo, a avidez de IgG
realizada em amostras isoladas de gestantes IgM positivas auxiliou a determinar o risco de
transmissdo durante toda a gestagdo, especialmente quando os indices dos dois testes foram
analisados em relagdo a idade gestacional. Este modelo pode ser menos oneroso para paises em
desenvolvimento com alta prevaléncia da infec¢do e cria uma nova perspectiva para o
diagndstico da toxoplasmose congénita.

Palavras-chave:
Toxoplasmose congénita - sorologia para toxoplasmose - avidez de IgG



SUMMARY

Anti-Toxoplasma IgG-avidity was determined in 168 serum samples from IgG- and IgM-
positive pregnant women at various times during pregnancy, in order to evaluate the predictive
value for risk of mother-to-child transmission in a single sample. The neonatal IgM was
consider the serologic marker of transmission. Fluorometric tests for IgG, IgM
(immunocapture) and IgG-avidity were performed. Fifty-one of the 128 pregnant women tested
gave birth at the hospital and neonatal IgM was obtained. The results showed 32 (62.75%)
pregnant women having high avidity, IgM indexes between 0.6 and 2.4, and no infected
newborn. Nineteen (37.25%) had low or inconclusive avidity, IgM indexes between 0.6 and
11.9, and five infected newborns and one stillbirth. In two infected newborns and the stillbirth
maternal IgM indexes were low and in one infected newborn the only maternal parameter that
suggested fetal risk was IgG-avidity. In the present study, IgG-avidity performed in single
samples from positive IgM pregnant women helped to determine the risk of transmission at any
time during pregnancy, especially when the indexes of the two tests were analysed with respect
to gestational age. This model may be less expensive in developing countries where there is a
high prevalence of infection than the follow-up of susceptible mothers until childbirth with
monthly serology, and it creates a new perspective for the diagnosis of congenital
toxoplasmosis.

Key-words:
Congenital toxoplasmosis - serology for toxoplasmosis - IgG-avidity



LISTA DAS ABREVIATURAS DOS TESTES LABORATORIAIS

AC/HS: acetone (AC) and formalin (HS)-fixed tachyzoites / differential agglutination test
CGMC: Comparative Immunoglobulin G Antibody Profiles between Mother and Child
DA: direct agglutination

DT: Sabin-Feldman dye test

EIA: enzymeimmunoassay

ELFA: enzyme-linked immunofluorescent assay

ELIFA: enzyme-linked immunofiltration assay

ELISA: enzyme-linked immunosorbent assay

IB: immunoblot

IC: immunocapture

IFA: immunofluorescent assay

ISAGA: immunosorbent agglutination assay

MEIA: microparticle enzyme immunoassay

PCR: polymerase chain reaction

TSP- PAMFRI: TSL-PAMFRI (Toxoplasma Serological Profile-Palo Alto Medical
Foundation Research Institute)

WB: Western blotting
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INTRODUCAO

1 TOXOPLASMOSE CONGENITA

O termo toxoplasmose ¢ utilizado para descrever a doenca clinica ou patologica
causada pelo Toxoplasma gondii, infecgdo aguda ou infec¢do primaria assintomatica, ¢ a

persisténcia do mesmo nos tecidos, infeccao latente ou cronica (REMINGTON et al, 2001).

A toxoplasmose congénita ocorre quando o feto ¢ infectado por taquizoitas que
cruzam a placenta a partir da circulagdo materna durante a infec¢@o primaria. A transmissao
placentaria foi a primeira forma conhecida de transmissdo do T. gondii, sendo o risco de
transmissdo relacionado a idade gestacional em que ocorre a infec¢do materna (DESMONTS
& COUVREUR, 1974). Alguns casos de transmissdo tém sido observados em gestantes
imunocompetentes infectadas antes da concepg¢do (A-MARTY et al, 1991; DOLFFUS et al,
1998; PONS et al, 1995; HENNEQUIN et al, 1997; VOGEL et al, 1996) ¢ em
imunodeprimidas ou imunossupressas (DESMONTS, COUVREUR & THULLIEZ, 1990;

MARTY et al, 1994; RUSKIN & REMINGTON, 1976).

A presenca de infeccao prévia a gestacao significa que a gestante nao esta em risco de
ter uma crianga infectada, exceto em reinfec¢do, base para as medidas preventivas adotadas

em varios paises e que provaram ser efetivas (REMINGTON et al, 2001).

1.1 HISTORICO

No inicio do século passado, o Toxoplasma gondii foi encontrado no roedor africano



Ctenodoctylus gondii por Charles Jules Henri Nicole, diretor do Instituto Pasteur de Tunis, e
por seu colega Louis Herbert Manceaux, recebendo esta denomina¢do (NICOLE &
MANCEAUX apud MOREIRA DE SA, BRONCHINI JUNIOR & CHAVES NETO, 1997).
No mesmo ano foi descrito no Brasil por Splendore (SPLENDORE apud MOREIRA DE SA,
BRONCHINI JUNIOR & CHAVES NETO, 1997).

Em 1923, o oftalmologista tcheco Josef Janku, mais tarde professor da Universidade
de Praga e diretor do hospital oftalmologico da cidade, relatou o primeiro caso no ser humano
em um lactente que apresentava hidrocefalia congénita, microftalmia e lesdo na macula, onde
encontrou o patégeno identificado como esporozoario (JANKU apud MOREIRA DE SA,
BRONCHINI JUNIOR & CHAVES NETO, 1997). Em 1948 foi introduzido o teste do
corante de Sabin e Feldman para o diagnostico da infec¢ao (SABIN & FELDMAN, 1948) e
em 1965 foi descoberto o hospedeiro definitivo e compreendido o ciclo vital do protozoario,

segundo MOREIRA DE SA et al. (1997).

1.2 ASPECTOS EPIDEMIOLOGICOS

A infecgdo pelo T. gondii é a zoonose mais difundida no mundo, com prevaléncias
sorologicas que variam de 1% em esquimés a 95% em taitianos (GUARDIOLA & CERON,
1981). A prevaléncia da infeccdo em gestantes ¢ de 10,9% na Noruega (JENUN et al, 1998);
cerca de 15% nos Estados Unidos (JONES, LOPEZ & WILSON, 2003); 6,8 a 17,8% na
Inglaterra (ALLAIN et al, 1998); entre 14% (EVENGARD et al, 1999) e 24,9% na Suécia
(PETERSSON et al, 2000); 21,7% na Tailandia (SUKTHANA, 1999); 23% na Australia
(KARUNAJEEWA, 2001); 27,8% na Dinamarca (LEBECH, 1999); 30% na Austria
(SUKTHANA, 1999); 32% na Argentina (DEL VADO, 1997); 40,2% em Dakar, Senegal

(FAY et al, 1998); 43% na Colémbia (GUARDIOLA & CERON, 1981); mais de 50% na



Franca (BESSIERES et al, 2000); 57% na Jamaica (PRABHAKAR et al, 1986) ¢ 71,2% no

Gabao, Franceville (NABIAS et al, 1998).

Na Franga, a sorologia mensal nas gestantes suscetiveis ou ndo-imunes ao parasita é
determinada por legislagdo especifica. As vezes, este acompanhamento ¢ interrompido antes
do parto e, se a infec¢do materna ¢ tardia, resulta na ndo-detecc¢do da infec¢do na crianga, com

risco de seqiielas tardias potencialmente severas (WALLON et al, 2001).

A prevaléncia da infecg¢do pelo T. gondii é extremamente alta no Brasil, onde se estima
o nascimento anual de 60.000 criangas com toxoplasmose congénita (ALVES NETO &
CORREA apud MOREIRA DE SA, BROCHINI JUNIOR & CHAVES NETO, 1997). Na
cidade do Rio de Janeiro em 1987, a prevaléncia foi de 71% em pessoas de 16 a 20 anos. Em
outras cidades brasileiras, a soropositividade em adultos chega a 50% ou ¢ até maior

(CAMARGO, 2001).

Entre 1997 ¢ 1999, a alta prevaléncia de uveite por toxoplasmose em Campos dos
Goitacazes, no Rio de Janeiro, levou ao estudo da prevaléncia da infec¢do ¢ dos fatores de
risco nesta regido. Em 1.436 pessoas avaliadas, a soropositividade foi de 84%, 62% ¢ 23%
nos grupos de baixo, médio e alto nivel socioeconomico respectivamente, sendo a agua

associada com a transmissao de oocistos (OLIVEIRA-BAHIA et al, 2003).

A diferenga na prevaléncia entre grupos socioecondmicos distintos também foi
observada em Uberlandia, Minas Gerais. O estudo comparativo da toxoplasmose congénita
entre hospitais publicos e privados nesta cidade mostrou diferencas significativas quanto a

prevaléncia, 57,65 e 41,9% respectivamente, ¢ quanto a freqiiéncia de toxoplasmose



congénita, 0,8% e 0%, respectivamente, em 500 amostras de sangue de corddo umbilical
provenientes de hospitais publicos ¢ 305 amostras provenientes de hospitais privados. Os
autores enfatizam a importancia de programas de triagem na gestante, especialmente em
hospitais publicos, devido a taxa elevada de toxoplasmose congénita nestes centros

(SEGUNDO et al, 2004).

Um programa de triagem neonatal para a deteccdo de IgM especifica foi
implementado em Porto Alegre pelo Centro de Triagem Neonatal e Laboratério Nobel,
instituicao particular que analisou 140.914 amostras provenientes de todo o pais, encontrando
47 casos de toxoplasmose congénita confirmados, sendo que oito apresentavam manifestagdes
clinicas. No Rio Grande do Sul, a prevaléncia encontrada foi de aproximadamente um recém-

nascido infectado em 4.800 recém-nascidos (NETO et al, 2000).

O estudo da toxoplasmose ocular levou o Rio Grande do Sul, com uma prevaléncia de
até 86% em algumas regides, a ser dividido em trés regides quanto a prevaléncia da infecgao:
alta (Encosta do Nordeste e Alto Uruguai), menor (Planalto Médio) e mais baixa (Depressao
Central e Campanha). As razdes consideradas para as diferengas foram geograficas,
climaticas, culturais e étnicas, apesar de ter sido considerada também a existéncia de cepas
diferentes do parasita (MELAMED, RAFFIN & AGNES, 1981). Vérias contribui¢des de
MELAMED e colaboradores sobre lesdes oculares na toxoplasmose podem ser encontradas

na literatura (MELAMED et al, 1992; MELAMED et al, 2000; SPADONI et al, 2006).

A prevaléncia de infec¢do em 812 gestantes no pré-natal do Hospital de Clinicas em

Porto Alegre foi de 54,3%, sendo quatro criangas clinicamente infectadas: dois casos de



retardo no crescimento intra-uterino, um caso de infec¢ao clinica e um caso de cisto craniano,

os dois ultimos também associados a retardo no crescimento (NEVES et al, 1994).

A incidéncia mais elevada de toxoplasmose congénita no Estado foi de 2,1% em
Erechim (SILVEIRA, 1997). Em Passo Fundo, 1.250 amostras de sangue de corddo foram
analisadas e um recém-nascido assintomatico foi IgM positivo, apresentando lesdes
cicatriciais de retinocoroidite bilateral na regido temporal ao exame de fundo de olho e
alteracdes na citologia e no exame bioquimico de liquido cefalorraquidiano. A incidéncia de
toxoplasmose congénita foi de 8 /10.000. A distribuicdo quanto ao Status socioecondmico
revelou que 84,5% das gestantes situavam-se em C, D ¢ E (MOZZATTO & PROCIANOY,
2003). Lago et al. (2003) estimaram a incidéncia de toxoplasmose congénita em Porto Alegre

de 6 /10.000 associando a triagem pré-natal e neonatal.

A prevaléncia de toxoplasmose congénita no Estado e, também, no Pais, ¢&,
seguramente maior. A exclusdo de infec¢do congénita quando existe risco de infecgdo
materna aguda deve ser feita pelo acompanhamento clinico e soroldgico da crianga até o final
do primeiro ano de vida. A pesquisa de IgM neonatal, mesmo com técnica de alta
sensibilidade, como critério unico para diagnoéstico de infecgdo fetal, falha na detec¢do de

todos os casos.

1.4 FATORES ETIOLOGICOS

O T. gondii pode ser transmitido por trés vias importantes: (a) ingestdo de carne
infectada crua ou mal cozida. Nos Estados Unidos, a metade das mortes atribuidas a
toxoplasmose por ano, acredita-se ser causada por carne contaminada, o que torna a

toxoplasmose a terceira causa de mortes no pais atribuidas a alimentagdo; (b) ingestdo de



oocistos, uma forma resistente do parasita eliminada pelas fezes do gato infectado, ao qual o
homem se expde quando limpa os dejetos do animal, na jardinagem ou ao se alimentar com
frutas ou vegetais inadequadamente lavados e (¢) infecgdo fetal, na maioria dos casos quando

a gestante faz a infec¢@o primaria durante a gestagao (LOPEZ et al, 2000).

Quando se considera toxoplasmose no diagnoéstico diferencial de um paciente, ¢
importante lembrar que a exposicao a gatos nao deve ser enfatizada. A transmissdo do parasita
ocorre, essencialmente, sem o conhecimento do individuo através da ingestdo de agua ou
vegetais contaminados com oocistos ou de carne mal cozida contaminada com cistos do
parasita. Gatos domésticos que recebem apenas alimentos cozidos ndo estdo em risco de
adquirir a infec¢do e transmiti-la ao homem. A pesquisa de anticorpos no gato para
estabelecer se € uma fonte potencial de infec¢do deve ser desencorajada, ja que a presenga de
anticorpos ndo significa disseminagdo de oocistos. A prevaléncia da infeccdo em gatos em

determinada localidade ¢ similar a humana (MONTOYA, 2002).



2 ASPECTOS RELACIONADOS AO PARASITA

2.1 CLASSIFICACAO

O Toxoplasma gondii, parasita humano intracelular obrigatério, pertence ao reino
Protozoa, filo Apicomplexa, classe Sporozoa, subclasse Coccidia. Os parasitas da classe
Sporozoa possuem um ciclo de vida complexo, com fases reprodutivas alternadas: sexual no
intestino dos hospedeiros definitivos, o gato e outros animais da familia Felidae, e assexual,
em todos os demais hospedeiros (HEYNEMAN, 1998). Infecta virtualmente qualquer tecido

de mamifero e ave examinado (LEKUTIS et al, 2001).

2.2 FORMAS FUNCIONAIS

Ha quatro formas funcionais distintas de T. gondii. Os taquizoitas proliferam e se
disseminam rapidamente no hospedeiro, afetando indiscriminadamente muitos tipos celulares
no processo. Os bradizoitas crescem lentamente dentro dos cistos localizados nos tecidos
cerebral e muscular e podem infectar novos hospedeiros através da ingestdo. Os merozoitas
resultam da divisdo assexual em enterdcitos felinos, necessaria para aumentar a densidade de
parasitas, antes do desenvolvimento sexual. Os esporozoitas sdo o produto da fase sexual e,
como os bradizoitas, podem causar infec¢do através da ingestdo. Assim, ha consideravel

variagao no tropismo celular entre as quatro formas infectantes (LEKUTIS et al, 2001).

2.3 MORFOLOGIA

Quanto a morfologia, os trofozoitas mostram-se em forma de barco, com paredes
finas, medindo 4-7 x 2-4 um no interior das células teciduais, sendo ligeiramente maiores no
espaco extracelular. Coram-se fracamente pelo método de Giemsa. As células fixadas

usualmente aparecem em forma de crescente. Ocasionalmente, observam-se agregados



intracelulares compactos. Os cistos sd@o encontrados no cérebro e em outros tecidos. Contém
muitos milhares de bradizoitas semelhantes a esporos que sdo capazes de iniciar uma nova
infec¢do no animal ou ser humano que ingerir alimento contaminado (Figuras 1 ¢ 2). O T.
gondii pode ser cultivado na presenca de células vivas: em culturas celulares ou em ovos nas

temperaturas de 37 a 39°C, onde se observam microrganismos intra e extracelulares tipicos.

Figura 2 -Taquizoitas em tecido nervoso,www.fcm.unicamp.br/.../anatomia/lamneuro



http://www.fcm.unicamp.br/.../anatomia/lamneuro
http://www.fcm.unicamp.br/.../anatomia/lamneuro

2.4 CICLO DE VIDA

No gato, os esporozoitas provenientes de oocistos ou os bradizoitas provenientes de
cistos teciduais invadem as células da mucosa do intestino delgado, onde formam esquizontes
ou gametocitos. Apos a fusdo sexual dos gametas, os oocistos se desenvolvem, passam das
células para a luz intestinal, sendo eliminados nas fezes. Os oocistos infectantes sao
resistentes. No interior de cada oocisto formam-se dois e, em 48 horas, quatro esporocistos. O
oocisto com oito esporocistos pode repetir o ciclo sexuado se ingerido pelo gato. Se ingerido

por passaros ou outro mamifero, inicia o ciclo assexuado (HEYNEMAN, 1998).

No homem, o oocisto abre-se no duodeno, libera os esporocistos que migram através
da parede intestinal, caem na circulacdo e infectam varias células onde formam trofozoitas
que se multiplicam, causam ruptura celular e disseminam a infec¢do. Os taquizoitas se
multiplicam rapidamente e s3o os responsaveis pelo estagio agudo da doenga. Infectam
células nervosas, sobretudo do cérebro e dos olhos, onde passam a se multiplicar lentamente,
na forma de bradizoitas, formando cistos teciduais quiescentes e iniciando o estidgio cronico

da infec¢io (HEYNEMAN, 1998).

Existe uma consideravel variagdo entre cepas quanto a infecciosidade e a viruléncia,
possivelmente relacionada ao grau de adaptacdo a determinado hospedeiro, todas pertencentes

a uma unica espécie (LYONS, MCLEOD & ROBERTS, 2002).

2.5 ANTIGENOS DE SUPERFICIE
A superficie de taquizoitas e bradizoitas ¢ coberta com antigenos ancorados em
glicosilfosfatidilinositol (GPI), a maioria constituida de membros das familias de antigenos de

superficie SAG1 e SAG2. Estas moléculas foram identificadas primeiro bioquimicamente e



parecem ter um papel na invasdo da célula do hospedeiro, na modulagdo imune e ou
atenuacdo da viruléncia, embora possam também proteger o parasita, garantindo a sua
sobrevivéncia. Por exemplo, o taquizoita no pulmao de uma ave necessita uma cobertura

diferente da necessaria ao bradizoita no trato gastrintestinal do felino (LEKUTIS et al, 2001).

2.5.1 Familia SAG e possiveis funcoes

Existem 21 genes do T. gondii clonados, distribuidos através do genoma, mas muito
pouco se conhece sobre seus padroes de expressdo. Resultados de numerosos estudos sugerem
que as proteinas tém papel na biologia do parasita, como a SAG1, crucial na imunomodulacao

e na atenuacdo da viruléncia e a SAG3, importante para a sua fixagao.

Com exce¢do de SAGI, o perfil completo de expressdo para a maioria dos genes nas
quatro formas do T. gondii ndo ¢ conhecido. Existem cinco principais antigenos de superficie
em taquizoitas: p43, p35, p30, p23 e p22, dois deles, p43 (SAG3) e p23 sdo também expressos
em bradizoitas. A expressao de SRS2 (R-recombinante) ¢ especifica para taquizoitas. Quatro
antigenos especificos de bradizoitas foram definidos: p36, p34, p21 ¢ p18. Recentemente foi
observado que SAGS5A ¢, também, expresso exclusivamente por bradizoitas. Existem
membros da familia SAG2, SAG2A e SAG2B, detectados apenas em taquizoitas, enquanto
SAG2C e SAG2D tém sido detectados apenas em bradizoitas maduros. A relagdo entre genes,

proteinas de superficie e expressdo em taquizoitas e bradizoitas pode ser observada na Tabela

l.

Esporozoitas expressam os dois principais SAGs imunogénicos, de cerca de 67 e 25
kDa, nao clonados, na auséncia dos antigenos imunodominantes do taquizoita, SAGI e

SAG2.



Tabela 1- Genes, proteinas de superficie e expressdo em taquizoitas e bradizoitas (LEKUTIS

et al, 2001).
Gene proteina taquizoita bradizoita
SAG 1 P30 + -
SRS 1 + -
SRS 2 + -
SRS 3 P35 + -
SAG 2A P 22 + -
SAG 5B + -
SAG 5C + -
BSR 4 P 36 - +
SAG 2C - +
SAG 2D - +
SAG 4A P18 - +
SAG 5A - +
SAG 3 P 43 + +
SAG 2B + ?

Nao existem estudos moleculares sobre o merozoita, mas a expressao de SAGI,
SAG2C/D e SRS2 nio foi observada neste estagio (LEKUTIS et al, 2001). Informagdes sobre
a estrutura do cisto iniciaram a aparecer na literatura. Ja existem dois antigenos relacionados
ao cisto, a glicoproteina de parede CST1 e o antigeno relacionado a matriz, (MAG)1

(LYONS, MCLEOD & ROBERTS, 2002).

O desenvolvimento de ferramentas como IFNy (interferon), temperatura elevada e pH
alcalino, usadas para induzir diferenciagdo in vitro, tem permitido o estudo mais

pormenorizado deste estdgio. E importante lembrar, no entanto, que a expressao de antigenos



pode ndo ser adequadamente estimulada em cultura, assim, o que ocorre in Vitro, ndo ¢é

necessariamente o que ocorre in vivo (LEKUTIS et al, 2001).

2.6 INTERCONVERSAO TAQUIZOITAS/BRADIZOITAS

O inicio da infec¢do e a doenga aguda se caracterizam pela presenga de taquizoitas de
replicagdo rapida. Cerca de 10 a 14 dias pods-infec¢do, os taquizoitas diferenciam-se em
bradizoitas que replicam mais lentamente e formam cistos nos tecidos. Os cistos t€ém vida
longa e nao causam doenga. No entanto, em imunodeficientes como pacientes com SIDA
(Sindrome da Imunodeficiéncia Adquirida) ou com doengas malignas, a ruptura de cistos ¢ a
transformagdo de bradizoitas em taquizoitas resulta em reativa¢ao da doenga. Individuos com
infec¢do congénita também té€m risco de reativagdo, notavelmente no cérebro e nos olhos, por

razdes ainda desconhecidas (LYONS, MCLEOD & ROBERTS, 2002).

A interconversdo taquizoitas/bradizoitas ndo tem um papel central somente no
estabelecimento da infec¢do cronica, é também responsavel pela reativacdo. Entender este
processo pode auxiliar no desenvolvimento de drogas mais efetivas, capazes de eliminar
cistos, o que ndo ¢ obtido ainda com as drogas em uso (LYONS, MCLEOD & ROBERTS,

2002).

Mesmo que relatos de estruturas semelhantes a cistos existam desde 1963, s6 a partir
de 1993 tem-se informagdes de sistemas confidveis in vitro para o estudo da interconversao,
sendo o crescimento do T. gondii em meio alcalino que leva a seu encistamento por Stress, o

mais amplamente utilizado (LYONS, MCLEOD & ROBERTS, 2002).



Circunstancias fisiologicas relevantes que podem ter um papel in vivo incluem o NO
(6xido nitrico), também inibidor da funcdo mitocondrial, € o choque térmico causado pela
febre. E dificil, no entanto, demonstrar qualquer papel destes fatores in vivo. Fatores
imunolégicos como o IFNy e o TNF (Fator de Necrose Tumoral) controlam o crescimento de
taquizoitas e poderiam controlar a interconversdo indiretamente, embora ndo se sabe como

isto ocorre. Evidéncias sugerem um efeito indireto causado pelo stress induzido pelo NO

(LYONS, MCLEOD & ROBERTS, 2002).

A diferenca fundamental entre taquizoitas e bradizoitas ¢ a resisténcia a digestdo acida
pela pepsina, mesmo que esta caracteristica ndo seja aceita como critério Unico na
diferenciagdo e in vitro marcadores moleculares sejam utilizados para identificar cistos

maduros (LYONS, MCLEOD & ROBERTS, 2002).

A conversdo taquizoitas/bradizoitas ¢ associada com alteracdes moleculares e
morfoldgicas que incluem a expressdo dos antigenos especificos de estigio e alteragdes
metabolicas (LYONS, MCLEOD & ROBERTS, 2002). Os fatores que afetam a

interconversao podem ser observados na Figura 3.

2.6.1 Metabolismo

Taquizoitas e bradizoitas mostram diferencas relacionadas ao metabolismo de
carbohidratos, provavelmente ligadas a diferencas no ciclo do acido tricarboxilico e na via de
fosforilacdo oxidativa. Bradizoitas possuem uma enzima, a adenosina trifosfatase tipo P,

ausente nos taquizoitas. Enzimas especificas para taquizoitas e bradizoitas tém sido

observadas na sintase do fosfatidilinositol (LYONS, MCLEOD & ROBERTS, 2002).



Conversao de taquizoita em bradizoita

pH elevado, pH baixo, choque térmico

taquizoita inibicdo mitocondrial, presenca de NO bradizoita

i Auséncia de NO, INF vy, TNF a, h
linfocitos T, IL-12 h

Conversao de bradizoita em taquizoita

Figura 3 - Fatores que afetam a interconversao (LYONS, MCLEOD & ROBERTS, 2002)

2.6.2 Novas ferramentas para analisar interconversao

Muitas técnicas sao necessarias nesta analise para identificar genes de interesse e gerar
parasitas em que genes especificos de estagio sofreram knockout, avaliando o efeito de genes
individuais durante a interconversdao. Novas técnicas como a multi-specific, competitor
plasmid, pPSWITCH, associada a competitive reverse transcriptase - PCR (polymerase chain
reaction) em estudos de interconversdo, poderao auxiliar a conhecer a hierarquia da expressao

génica e a monitora-la (LYONS, MCLEOD & ROBERTS, 2002).

A identificagdo dos mecanismos que controlam a transcricdo e a translagao génica
poderd ndo s6 esclarecer a patogénese da toxoplasmose, como sugerir estratégias para
intervengdo terapéutica. A caracterizagdo de moléculas de superficie estagio-especificas
podera auxiliar no desenvolvimento de vacinas, sugerir meios de prevencao e definir alvos
para a intervengdo terapéutica, em especial anti-bradizoitas (LYONS, MCLEOD &

ROBERTS, 2002).



3 ASPECTOS RELACIONADOS AO HOSPEDEIRO HUMANO

3.1 CATEGORIAS CLINICAS

Para propositos clinicos, a toxoplasmose pode ser dividida em cinco categorias: (1%)
adquirida por pessoa imunocompetente, (2*) adquirida durante a gestagdo, (3*) adquirida ou
reativada por pessoa imunodeficiente, (4*) congénita e (5%) ocular. Independentemente da
categoria, a apresenta¢do clinica ndo ¢é especifica para toxoplasmose ¢ no diagnodstico
diferencial deve-se considerar um nimero de condi¢gdes. Além disso, os métodos diagnosticos
e sua interpretagdo podem diferir para cada categoria. Por motivos didaticos, a toxoplasmose
adquirida durante a gestacdo sera discutida considerando o estado imunolégico da gestante

(MONTOYA, 2002).

3.1.1 Adquirida pela gestante imunocompetente

O diagnéstico clinico da infec¢do materna € raro porque a infec¢ao € assintomatica em
pessoas imunocompetentes ou cursa com sintomas inespecificos. A maioria das gestantes
cujos filhos tem infec¢do congénita € assintomatica. Apenas 1 a 5% das pessoas com infec¢ao
aguda tém sintomas como linfadenopatia, principalmente cervical, fadiga sem febre, mialgia e
cefaléia, que podem aparecer isoladas ou combinadas e que resolvem em semanas ou meses

sem tratamento especifico (BOHNE, HOLPERT & GROSS, 1999; LOPES et al, 2000).

O diagnostico diferencial ¢ com mononucleose infecciosa causada pelo Epstein-Barr
virus ou com infec¢do pelo citomegalovirus. A adenomegalia pode permanecer por tempo
indeterminado. Os linfonodos sdo usualmente discretos, firmes e moveis. Por esta razido, toda
gestante com linfadenomegalia deve ser investigada para infec¢do aguda pelo T. gondii.

Manifestacdes mais raras incluem uveite aguda e retinocoroidite, polimiosite, erupgdes



cutaneas, hepatite, envolvimento pulmonar, renal, cardiaco e de Sistema Nervoso Central.

3.1.2 Adquirida ou reativada pela gestante imunodeficiente

A infecgdo pelo T. gondii ¢ controlada principalmente pela imunidade celular do
hospedeiro, tendo o IFNy um papel central. Condigdes que alteram este tipo de resposta
imune, como infeccdo avancada pelo HIV (Human Immunodeficiency Virus) ou terapia
imunossupressora ap6s transplante de 6rgaos, podem induzir a reconversdo de bradizoitas
dormentes em taquizoitas de replicacdo rapida, o que resulta em toxoplasmose cerebral com

alta mortalidade.

Se a infecg¢do primaria ocorre em individuo com comprometimento da imunidade, a
resposta imune nao leva a conversdo de taquizoitas em bradizoitas. Toxoplasmose pulmonar
deve ser considerada no diagnéstico diferencial em pacientes imunodeprimidos ou

imunossupressos com pneumonia (BOHNE, HOLPERT & GROSS, 1999)

Encefalite por toxoplasmose ¢ a infec¢do oportunista de Sistema Nervoso Central mais
comum em individuos HIV positivos. Desenvolve-se quando as contagens de linfocitos T

CD4+ sdo inferiores a 100 células /mm?>

em 20 a 50% dos pacientes com SIDA e IgG anti-T.
gondii. A presenga de anticorpos contra o parasita ¢ um indicador de risco. Pacientes com
encefalite tém niveis muito mais elevados de anticorpos que pacientes sem encefalite.

Presenca de IgG especifica associada a contagens de linfocitos T CD4+ inferiores a 150

células /mm’ é altamente preditiva do desenvolvimento de encefalite (HELFGOTT, 1999).

Toxoplasmose ¢ associada com 5 a 8% de linfadenopatia de origem desconhecida em

pacientes imunocompetentes, mas a incidéncia em pacientes com SIDA ¢ muito maior



(NEWTON, 1999). A transmissdo congénita do T. gondii em gestantes HIV positivas é 400
vezes maior do que em gestantes HIV negativas (HELFGOTT, 1999). A baixa imunidade
materna favorece a transmissao placentaria do T. gondii em gestantes co-infectadas. Nestas, a
infec¢do pelo HIV pode acelerar o desenvolvimento de toxoplasmose fetal e vice-versa. Nas
gestantes HIV positivas, ¢ necessario solicitar a sorologia para toxoplasmose. As
soropositivas devem receber tratamento especifico para reduzir o risco de toxoplasmose
congénita. Além disso, as criangas devem ser avaliadas clinica e sorologicamente ao nascer e
acompanhadas por um longo periodo. As soronegativas devem receber orientacdes para evitar

a infecgdo primaria (THIERMANN, MUNOZ & ATIAS, 1996).

3.1.3 Congeénita

Remington et al. (2001) classificaram a doenca no recém-nascido em quatro formas:
(1%) infecgdo subclinica, (2%) doenga neonatal, (3*) doenga nos primeiros meses de vida e (4%)
seqiielas. A tétrade classica com hidrocefalia, retinocoroidite, calcificagdes intracranianas e

retardo mental ¢ rara.

A maioria dos recém-nascidos € assintomatica ou tem sintomas inespecificos como
crescimento intra-uterino retardado simétrico, hidropsia nao-imune, hepatoesplenomegalia,
ictericia e purpura. Algumas criangas desenvolvem seqiielas tardias oculares ou de Sistema
Nervoso Central. O diagnéstico da doenca ¢ clinicamente dificil devido ao polimorfismo do

quadro clinico.

Uma minoria de recém-nascidos com infecgcdo congénita apresenta manifestagdes
severas ou as desenvolve na infancia. Estas manifestacdes incluem hidrocefalia ou

microcefalia, retinocoroidite bilateral macular ou peri-macular simétrica, calcificagdes



intracranianas e retardo mental. Como a infeccdo ¢ sistémica, figado, coracdo e pulmodes

podem também ser comprometidos.

O prognostico da toxoplasmose congénita estd relacionado as seqiielas presentes no
recém-nascido ou que poderdo surgir nos primeiros anos de vida. A ultra-sonografia na
gestante ¢ um método ndo-invasivo util tanto para o diagnostico de infecg¢ao sist€émica quanto
para o acompanhamento mensal quando ha risco de infec¢do fetal. Calcificagdes, dilatagdo
ventricular, hepatomegalia ou aumento da espessura da placenta indicam mau progndstico
(FARIA COUTO, 1998). Deficiéncia auditiva de origem central também tem sido descrita

(AZEVEDO et al, 2000).

Figura 4: RN com exantema
maculopapular

http://www.dermis.net/doia/diagnose.asp
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Figura 5: RN com exantema maculopapular

http://www.dermis.net/doia/diagnose.asp

Tabela 2 - Possiveis sinais e sintomas da Toxoplasmose Congénita na infincia e mais tardios

Adaptado de JONES, LOPEZ & WILSON, 2003

Possiveis sinais precoces e tardios de Toxoplasmose Congénita*

Anormalidades no liquor Hepatomegalia Retardo mental

Anemia Hidrocefaliat Microcefalia
Retinocoroiditet Calcificagoes intracranianast Espasticidades e paralisias
Convulsoes Ictericia Esplenomegalia

Surdez Dificuldades no aprendizado = Trombocitopenia

Febre Linfadenopatia Dificuldade visual
Retardo no crescimento Exantema maculopapular

* A maioria dos RN com toxoplasmose congénita ¢ assintomatica ao exame neonatal de rotina.

T Sinais da triade classica que sugere a presenga de toxoplasmose congénita.



3.1.4 Ocular

A lesdo ocular causada pelo T. gondii mais freqiiente ¢ a retinocoroidite, que pode ser
uni ou bilateral. Estrabismo e microftalmia estdo associados a infeccdo congénita tardia
(WIRDEN et al, 1999).

Em 530 pacientes com retinocoroidite por toxoplasmose no Rio Grande do Sul, 74%
entre 10 e 39 anos, a regido central da retina foi atingida em 46% das lesdes (MELAMED,
1991). O estudo mostrou as seguintes formas clinicas: (a) cicatricial, bilateral, tinica e central
na infancia, (b) ativa, monocular, Unica e periférica em adolescentes ¢ adultos e (c)
cicatriciais, monoculares, Unicas ¢ periféricas em adultos com mais de 50 anos. As
retinocoroidites cicatriciais predominaram na infincia e apds os 50 anos, as ativas em
adolescentes ¢ adultos jovens. As lesdes foram monoculares em 72% dos pacientes
(MELAMED et al, 1992). O autor considera ser provavelmente adquirida a toxoplasmose
ocular na maioria dos adultos. Em estudo anterior, chamou a atengdo para dois aspectos pouco
usuais da retinocoroidite observada no Estado: (1°) o grande nimero de casos familiares e (2°)
os aspectos morfoldgicos das lesdes que aparecem em pequena zona central, estendem-se
concentricamente em forma tridimensional até a periferia e a esclera, até atingir o grau
maximo, e cicatrizam da periferia ao centro, onde a necrose e os fenomenos inflamatdrios sao
mais intensos ¢ duradouros (MELAMED, 1988).

Lesdo tipica de retinocoroidite congénita antes ¢ apos tratamento pode ser observada

nas figuras 6 e 7.



pré-tratamento

Figura 6: lesdo macular OE grau I, tipica de retinocoroidite congénita aos 12 meses de idade

(SPALDING et al, 2002)

pos-tratamento

Figura 7: aos 24 meses (SPALDING et al, 2002)



4 IMUNIDADE AO PARASITA

O T. gondii tem sido reconhecido como importante patdgeno oportunista de fetos,
recém-nascidos e pacientes imunodeprimidos. Durante a fase aguda, os taquizoitas sdo
capazes de invadir, residir e replicar em vacuolos especializados, os vacuolos parasitéforos,
em qualquer tipo celular. A infecgdo, tanto de células fagociticas quanto de células nao-
fagociticas, faz-se através de um processo de penetragdo ativo potencializado pelo proprio
parasita. A membrana dos vactolos contém tanto proteinas de membrana da célula do

hospedeiro, como proteinas do proprio parasita (LUDER & SEEBER, 2001).

A resposta imune adequada faz com que os taquizoitas se diferenciem em bradizoitas
formadores de cistos latentes que persistem predominantemente em tecidos musculares e
neurais. A parede do cisto é semelhante mas mais especializada que a membrana do vacuolo.
A composi¢do e, portanto, a apresentacdo de antigenos, pode variar consideravelmente entre
taquizoitas e bradizoitas. Os aspectos relacionados aos taquizoitas t€ém sido mais estudados.
Pouco se sabe sobre a apresentagdo de antigenos durante a resposta imune ao bradizoita,

assim como quanto aos mecanismos celulares envolvidos (LUDER & SEEBER, 2001).

Assim que o parasita encontra o sistema imune, induz rapidamente a produgado de IL-
12 (interleucina), provavelmente a partir de células dendriticas. Células NK (natural killers,
imunidade inata) e linfocitos T sdo ativados e induzidos a sintetizar IFN-y, o maior mediador
da resisténcia do hospedeiro durante as fases aguda e cronica da infec¢do. A IL-12 parece
mais importante para estabelecer do que para manter a resisténcia dependente de IFN- v.
Durante a fase aguda, a producdo concomitante de IL-10 regula a produgdo sistémica de

citocinas tipo-1 e evita lesdes potencialmente letais. As citocinas IFN-y e TNF-oa e ndo



fungdes efetoras baseadas em citotoxicidade sdo criticas para imunidade protetora, tanto na

fase aguda quanto na cronica (YAP & SHER, 1999).

Indug¢do de forte resposta IFN-y serve para suprimir a replicacdo aguda e
descontrolada de taquizoitas, assim como para estabelecer e manter a laténcia durante
infec¢do cronica. Ja que o T. gondii infecta muitos tipos celulares, é possivel que o efeito
protetor ocorra através do modelo CIS, via receptor sobre a célula infectada (Figura 8). Uma
alternativa possivel ¢ que IFN-y ative principalmente macrofagos a secretar metabolitos que
atuariam em células vizinhas ou sobre parasitas liberados de células infectadas lisadas por

células NK ou CTL (linfocitos T citoliticos), modelo TRANS (YAP & SHER, 1999).

Célula dendritica
NK CD4 C_D8

s @ ®®
Toxoplasma * PPN ik
¢ citocinas
v Receptor de IFN-y &
¢ IFN-y . in ”
@3 Toxoplasma 2
Modelo CIS hematopoiética nao-hematopoiética

Figura 8 - Analise das vias indutoras e efetoras da resisténcia mediada pelo INF-y ao T. gondii

(YAP & SHER, 1999)




4.1 IMUNIDADE CELULAR

Os mecanismos mais importantes levando a infec¢do benigna no hospedeiro
imunocompetente sdo mediados por linfocitos T. Tanto linfocitos T CD4+ quanto T CD8+
parecem cruciais no desenvolvimento de uma resposta imune eficiente durante infeccao.
Estudos in vitro mostram que ap6s estimulagdo com antigenos do parasita, tanto linfocitos T
CD4+ quanto T CD8+ produzem grandes quantidades de IFNy, o maior mediador de
resisténcia contra o parasita, seja em infec¢do aguda ou cronica (GAZZINELLI et al, 1992;

LUDER & SEEBER, 2001; SUZUKI et al, 1988).

O aumento no sangue periférico dos nimeros absolutos de linfocitos T CD8+, células
NK, mondcitos, e de uma subpopulacio de linfocitos T considerada supressora em individuos
sintomaticos com infec¢do aguda, ndo sdo observados em individuos com infec¢do cronica

assintomatica (SKLENAR et al, 1986).

Estudos in vivo tém mostrado, no entanto, que linfocitos T CD8+ representam a maior
populagdo de linfocitos T com atividade microbicida. Durante a infeccdo aguda, observa-se
que os linfécitos T CD4+ sdo menos eficientemente expandidos que os T CD8+ (LUDER &

SEEBER, 2001).



Figura 9: Fagocitose de taquizoitas de T. gondii

www.fcm.unicamp.br/.../anatomia/lamneuro

4.2 APRESENTACAO DE ANTIGENOS

Um passo crucial na geracdo de resposta imune mediada por célula a patégenos
intracelulares é a apresentagdo de antigenos microbianos no contexto MHC (Complexo de
Histocompatibilidade Maior) classe I e II. Este tipo de apresentagdo de antigenos € necessario
tanto para iniciar quanto para expandir linfocitos T imaturos e, assim, eliminar eficientemente
patogenos intracelulares por mecanismos efetores microbicidas desencadeados pela ativagdo
da imunidade celular. Tanto linfocitos T CD4+ quanto T CD8+ reconhecem antigenos
apresentados por APCs (células apresentadoras de antigenos) através da interagdo do TCR
(receptor de linfocitos T) com moléculas MHC carregadas de peptideos estranhos. Em
imunologia, antigenos apresentados via MHC classe I sdo classificados como “enddgenos” ou
“citosolicos” e via MHC classe II sdo classificados como “exogenos” ou de “derivagdo

extracelular” (LUDER & SEEBER, 2001).


http://www.fcm.unicamp.br/.../anatomia/lamneuro

As proteinas do T. gondii que obtém resposta T CD4+ foram caracterizadas como
proteinas secretadas pelos parasitas extracelulares, particularmente dos granulos densos ou
dos antigenos de superficie SAGI. Estas proteinas sdo encontradas em abundancia no soro de
hospedeiros agudamente infectados. Podem ter acesso as vias de apresentagdo de antigenos
apos fagocitose de antigenos do parasita associados com restos de células do hospedeiro
infectadas lisadas ou apos degradagdo de parasitas mortos. Diferentes vias de apresentacao de
antigeno via MHC classe II parecem operar in vivo (LUDER & SEEBER, 2001). Antigenos
excretados-secretados (ESA) pelo T. gondii sdo importantes na estimulagdo do sistema imune
do hospedeiro, tanto em infeccdo aguda, quanto em infecgcdo cronica. Linfocitos T CD4+
especificos para ESA (GRA2) ou SAG1 podem estar envolvidos na manuten¢ao da imunidade

de longa duragdo, observada em individuos cronicamente infectados (PRIGIONE et al, 2000).

Para que linfocitos T CD8+ possam ser ativados, ¢ usualmente necessario que
macrofagos semelhantes a APCs profissionais ou células dendriticas processem o antigeno. O
contato destas células com linfécitos T é capaz de gerar o segundo sinal, co-estimulatorio,
admitido como necessario para iniciar a divisao celular rapida e a producao de citocinas por
linfocitos T. Acredita-se que este estimulo esteja primeiramente restrito a 6rgdos linféides,
onde a maioria das células T imaturas usualmente residem a espera de estimulo por APCs

profissionais.

Existem, no entanto, evidéncias de que APCs ndo-profissionais também s3o capazes
de induzir uma resposta T CD8+, se forem capazes de alcangar o tecido linféide secundario. A
produgdo de IFNy, ndo a atividade citolitica de linfoécitos T CD8+ tem papel predominante,

pelo menos na infecg¢do aguda. No entanto, ¢ obvio que a apresentagdo de antigenos via MHC

classe I é crucial para a sobrevida do hospedeiro (LUDER & SEEBER, 2001).



4.2.1 Células apresentadoras de antigenos

O papel do macrofago como célula efetora na geracdo de citocinas protetoras contra a
infec¢do tem sido reconhecido hé quase uma década, mas ¢ surpreendente que pouco se saiba
sobre seu papel in vivo como célula apresentadora de antigenos do parasita (BOGDAN &

ROLLINGHOFF, 1999).

Células dendriticas s3o infectadas e prontamente lisadas durante infec¢do aguda. Em
geral, a destrui¢@o celular pode aumentar o acesso de antigenos exogenos a via MHC classe I,
0 que necessita participagdo de linfocitos T CD4+. Como os linfonodos mesentéricos € o bago
sdo os primeiros 6rgaos infectados no curso da infecg¢do oral, é possivel que a infec¢do de
APCs nao-profissionais, junto as profissionais, possam contribuir, em parte, para a rapida
inducdo da resposta T. As APCs nido-profissionais, estando no micro-ambiente adequado,

dispensariam sinais co-estimulatérios (BOGDAN & ROLLINGHOFF, 1999).

A elucidagdo in vitro dos mecanismos pelos quais antigenos do parasita entram na via
MHC classe I e quais s3o as APCs responsaveis pela ativagdo de linfocitos T CD8+ podem
ser definidos num futuro préoximo, com a manipulagdo genética do parasita e o auxilio de

técnicas moleculares (LUDER & SEEBER, 2001).



4.3 IMUNIDADE HUMORAL

O papel de linfocitos B na resisténcia foi estudado em camundongos deficientes em
linfocitos B. Estes animais morreram trés a quatro semanas apos terem sido infectados com
cistos, indicando a importancia da produ¢do de anticorpos especificos na resisténcia de
camundongos a taquizoitas, especialmente em cérebro e pulmio (KANG, REMINGTON &

SUZUKI, 2000).

Na obtencao de resisténcia a taquizoitas virulentos induzida pela vacina, os linfocitos
B foram necessarios para a producdo de anticorpos que parecem bloquear a infeccdo de

células do hospedeiro conferindo protecdo (SAYLES, GIBSON & JOHNSON, 2000).

Estudos recentes sugerem que os linfécitos B podem ter um papel crucial mais
tardiamente na infecgdo, possivelmente inibindo a invasdo celular através de anticorpos
especificos. A observacdo de forte resposta tipo Ty2 (subpopulagdo de linfocitos
cooperadores) estd relacionada com a liberagdo de IL-12 e de TNFa por macréfagos, células
NK, eosinofilos e células dendriticas, o que leva a producdo de quantidades suficientes de
IFNy por células NK ou T ativadas, cujo objetivo ¢ controlar a infec¢do aguda. O ajuste da

atuacdo de diversas citocinas € necessario para preservar o delicado balango entre protegdo e

dano causado pela resposta inflamatéria (LUDER & SEEBER, 2001).

4.4 IMUNIDADE NO FETO E NO RECEM-NASCIDO

Tanto feto quanto recém-nascido respondem ao parasita produzindo anticorpos, sendo
IgM e IgA essenciais ao diagnostico neonatal, especialmente quando a gestante fez a infecg¢ao
aguda durante a gestagdo e o pré-natal é negativo. A detec¢do das duas classes de anticorpos

identificou 81% dos casos de toxoplasmose congénita, sendo IgA mais freqiientemente



detectada que IgM no nascimento. A presenca destes isotipos depende do tempo de
soroconversao materna, sendo IgM detectada mais freqiientemente no recém-nascido quando
a infec¢do ocorre no ultimo trimestre. IgM especifica € o primeiro anticorpo a ser produzido
intra-utero, seguido de IgG e IgA, portanto a IgM pode ter desaparecido e a IgA, produzida
mais tardiamente, estar ainda presente no periodo neonatal. Como reagdes falso-positivas
podem ser observadas no sangue do cordao, a repeticao dos testes deve ser feita 10 dias apds

0 nascimento para confirmar a produgio de anticorpos pela crianga (BESSIERES et al, 2001).

Os niveis de IgG especifica foram mais elevados nas criangas infectadas do que nas
ndo-infectadas e os niveis mais elevados ocorreram quando as mdes se infectaram no 2°
trimestre. Os niveis de IgG neonatal, no entanto, ndo sdo suficientes para o diagnostico de
infec¢do congénita. A analise qualitativa da especificidade da IgG por IB e ELIFA pode ser
usada para distingiiir anticorpos maternos dos fetais. A concentragdo de IgM total foi
significativamente mais elevada nas criangas infectadas, onde foram comuns dosagens
superiores a 20 mg/dl. A combinagdo detec¢do do parasita e sorologia no periodo neonatal ¢
melhor do que a utilizacdo isolada das técnicas para Bessiéres et al (2001).

E necessario continuar o acompanhamento de criangas no poés-natal quando os
diagnosticos pré-natal e neonatal sdo negativos e a mae fez soroconversao durante a gestagao.
Os anticorpos maternos usualmente desaparecem entre seis e doze meses de vida. A
persisténcia de IgG apos o primeiro ano ¢ sindnimo de infec¢do congénita (BESSIERES et al,

2001).



4.5 MODELO EXPERIMENTAL DE TOXOPLASMOSE CONGENITA

Em um modelo experimental para estudar toxoplasmose congénita no rato, observou-
se que infecgdo cronica esta associada com imunidade altamente especifica, tanto humoral
quanto celular, que inicia 10 dias ap6s a infecgdo. A proliferagao de linfocitos T é obtida tanto
com extratos crus quanto com antigenos excretados-secretados (ESA), com liberacdo de 1L-2

e INFy por linfocitos ativados.

Imunizagdo de ratos com extratos crus do toxoplasma ou ESA antes da gestagdo,
desencadeia resposta humoral que confere altos niveis de prote¢do aos recém-nascidos. Este
modelo experimental pode auxiliar a identificar vacinas que previnam toxoplasmose
congénita (YAP & SHER, 1999). O camundongo BALB/c pode ser modelo para estudos

sobre novos agentes terapéuticos (FUX et al, 2000).

4.6 MECANISMOS DE “ESCAPE” DO PARASITA

4.6.1 Fusao incompetente do vactolo parasitéforo

Os vactolos parasitoforos contendo T. gondii viavel ndo fundem com lisossomos e
nao acidificam, evitando a degradagdo do parasita pelas proteases lisossomiais e a geragdo de
peptideos antigénicos. Como os taquizoitas sdo suscetiveis ao pH, escapam da morte pela

reducdo do pH intra-vacuolar.

A ingestdo de parasitas mortos leva a fusdo do fagossoma com o lisossoma e a
eficiente degradagdo do parasita. As vesiculas fagociticas sdo claramente capazes tanto de
fusdo quanto de acidificagdo quando o T. gondii opsonizado, recoberto por anticorpos, ¢é

ingerido via receptor (fagocitose mediada por receptor), enquanto que a entrada de parasita



vidvel, ndo opsonizado, resulta em bloqueio completo da fusdo. Uma fusdo incompetente do
vacuolo parasitéforo contendo parasitas viaveis pode prejudicar a apresentagdo de peptideos
antigénicos derivados do parasita a linfocitos T CD4+ por APCs infectadas. Pensa-se ser o
vacuolo parasitoforo um compartimento especializado, a base molecular para a incompeténcia

da fusdo (LUDER & SEEBER, 2001).

4.6.2 Regulagdo negativa das moléculas MHC classe II pelo parasita

O proprio T. gondii diminui a expressdo de moléculas MHC classe II em algumas
APCs experimentalmente infectadas que se tornam incompetentes para interagir e ativar
linfocitos T CD4+. A expressdo de moléculas MHC classe II e moléculas relacionadas ao
parasita ndao parece estar relacionada a um aumento da sintese de IL-10, TGF-j,
prostaglandina E2 ou NO, citocinas moduladoras ou antagonistas desta expressao. Apesar da
interferéncia do T. gondii com a via de apresentagdo de antigenos MHC classe 11, a infecgdo
de individuos imunocompetentes induz ativagdo e expansdao de linfocitos T CD4+. A
habilidade de evitar a apresentacao de antigenos via MHC classe II representa uma vantagem

consideravel do parasita para a manter a infeccio (LUDER & SEEBER, 2001).

4.6.3 Alteracio na apresentacio de antigenos via moléculas MHC classe I

A apresentacdo de antigenos via MHC classe I pode, também, ser alterada pelo T.
gondii que prontamente replica em macrofagos ou células dendriticas através do seqiiestro de
antigenos, protegidos pela membrana vacuolar, uma barreira fisica potencial de acesso de

antigeno ao citosol (LUDER & SEEBER, 2001).

4.6.4 Seqiiestro antigénico

Nao se sabe como os bradizoitas escapam da vigilancia imunologica por periodos de



tempo tdo longos. Este estdgio persiste em cistos derivados da membrana do parasitoéforo,
com certeza no espago intracelular. E possivel que o seqiiestro antigénico através da parede do
cisto muito mais espessada, se comparada com a membrana do parasitoforo, ¢ o maior
responsavel pela evasio de bradizoitas da resposta imune (LUDER & SEEBER, 2001). As
estratégias e mecanismos de sobrevivéncia do parasita em macrofagos podem ser observados

na tabela 3.

Tabela 3 - Estratégias e mecanismos de sobrevivéncia do parasita em macréfagos (Adaptada

de BODGAN & ROLLINGHOFF, 1999)

ESTRATEGIAS DE SOBREVIVENCIA MECANISMOS
Geracdo de ou abrigo em compartimento Inibicao da acidificacdao do vactiolo
intra-celular seguro parasitéforo
Modulagao da apoptose Redugao da sobrevida apds infec¢ao
Modulacao da produgdo de citocinas Inducdo de citocinas inibidoras,

desativadoras de macrofagos, como IL-10,
TGF-B e supressao ou auséncia de indugdo
de citocinas ativadoras (IL-12)
Inibi¢do da apresentagdo de antigeno e Reducao da expressao de MHC classe II por
estimulo de linfocito T macréfago
Reducao da expressdao de moléculas co-
estimuladoras por macrofago

5 METODOS DIAGNOSTICOS



O diagnéstico da infeccdo pode ser feito por testes soroldgicos, por amplificagdo de
seqiiéncias especificas de acidos nucléicos, por demonstragdo histoldgica do parasita ou de
seus antigenos e por isolamento. Outros métodos raramente utilizados incluem demonstragao
de antigenemia, de hipersensibilidade ao parasita (toxoplasmina) e transformacao blastica de

linfocitos (MONTOYA, 2002).

5.1 TESTES SOROLOGICOS

Sado testes que dependem da ligagdo de antigenos com anticorpos especificos,
entendendo-se como antigeno toda a substancia capaz de interagir com anticorpo produzido
especificamente contra ela. A interagdo antigeno-anticorpo ¢ um tipo especial de reagdo
quimica e, como tal, sujeita a varios tipos de forca. H4, no entanto, caracteristicas como
especificidade, afinidade e diversidade que permitem caracterizd-la como um tipo particular

de reagdo quimica (REIS, 1998).

Os testes podem diferir em relacdo a varios fatores: (a) ao sistema indicador
(radiois6topo, fluorescente, quimiluminescente, enzimatico com substrato cromogénico,
fluorescente ou quimiluminescente), (b) ao modo de fazé-los (artesanal, semi-automatizado
ou automatizado), (c¢) ao tipo de antigeno (fonte e pureza), (d) ao tipo de anticorpo
(monoclonal ou policlonal), (e) ao que se pretende identificar (antigeno ou anticorpo, a classe
do anticorpo: IgG, IgA, IgM ou IgE), ao modelo técnico (direto, indireto, competitivo, de
captura, etc) (REIS, 1998). Testes diferentes freqiientemente medem anticorpos diferentes que
possuem padrdes proprios de aumento e queda ao longo do tempo ap6s infeccio (ASHBURN

et al, 1998).



Os primeiros testes solicitados visam a identificacdo da classe de anticorpos
especificos (MONTOYA, 2002) com o objetivo de saber se um individuo ja foi infectado pelo

parasita e, se possivel, quando a infec¢do ocorreu.

5.1.1 Imunoglobulina M especifica

A IgM ¢ a primeira classe de anticorpos detectada apos infecgcdo primaria e o declinio
ao longo dos anos ¢ mais rapido do que o da IgG. A pesquisa de IgM iniciou pela IFA
indireta, que é subjetiva, pobremente padronizada, depende de equipamento e experiéncia
para interpreta-la. A simples presenca de IgM pela IFA era relacionada a infeccdo aguda, mas
as dificuldades quanto a sensibilidade e especificidade da técnica tornam dificil interpretar

resultados entre laboratorios (GORGIEVSKI-HRISOHO, GERMANN & MATTER, 1996).

Atualmente existem inumeros Kits comerciais para detectar I[gM e a sensibilidade é
proxima de 100% (ROBERTS et al, 2001). A especificidade em relacdo a tempo de infecgio
continua a ser uma preocupacao, especialmente na gestante, sendo a maioria dos resultados
positivos em indices baixos, "residual", detectada durante a fase cronica da infec¢do. Além
disso, existem Kits no mercado com um ntmero elevado de resultados falso-positivos. Um
resultado positivo em amostra Unica pode ser interpretado como: (1°) realmente positivo em
infec¢do aguda, (2°) realmente positivo em infec¢do cronica, (3°) falso-positivo (MONTOYA,

2002).

Os indices de IgM relacionados a infec¢do aguda sdo significativamente maiores do
que os residuais (WILSON, SCHANTZ & TSANG, 1997), mas medidas quantitativas de

diferentes fabricantes ndo podem ser comparadas por falta de um padriao-ouro. Com o ELFA,



indices crescentes de IgM ou superiores a 3,5 foram observados em infec¢ao aguda, indices

entre 3,0 e 3,5 na fase de transi¢do e entre 0,65 e 3,0 em infecgdo latente (CAMARGO, 2001).

A pesquisa de IgM deve ser feita com um método que apresente reagdes inespecificas
minimas como o EIA de captura (CAMARGO, 2001; FERREIRA & CAMARGO, 2002;
WILSON, SCHANTZ & TSANG, 1997). Os imunoensaios de captura foram desenvolvidos
para solucionar os problemas dos imunoensaios indiretos causados pelo fator reumatoide e
pela competi¢ao entre IgG e IgM pela ligagdo aos antigenos do T. gondii presos na fase
solida. Os testes de captura, no entanto, também apresentam interferéncias imunoldgicas,
como: (1%) o fator reumatoide, usualmente IgM anti-IgG, pode ser “capturado” pela fase
solida e fixar o complexo Ag-Ac pelo fragmento Fc, ocasionando resultados falso-positivos,
(2%) IgG humana especifica pode se ligar ao fator reumatdide “capturado” e fixar o complexo
antigeno-anticorpo pelo antigeno, (3%) fatores anti-nucleares, (4%) auto-anticorpos naturais
tanto da classe IgG quanto IgM que possuem um espectro amplo de reatividade, (5%) presenga
de IgM anti-HRP por imunizagdo provavelmente de origem alimentar, (6%) anticorpos

heterofilos da classe IgM poli-reativos (anti-Ig e anti-HRP) (TUUMINEN et al, 1999).

A analise dos resultados do kit Platelia Toxo IgM revela um nimero elevado de
resultados falso-positivos ¢ assinala a importancia de avaliar apropriadamente os Kits
comerciais com testes confirmatorios para determinar se a presenga de IgM estd associada

com infecgdo recentemente adquirida (LIESENFELD et al, 1996, LIESENFELD et al, 1997).

O algoritmo para o diagnodstico sorologico da toxoplasmose nos Estados Unidos
determina a solicitacdo da IgM quando se precisa definir tempo de infec¢do. Se os indices de

IgM sdo elevados, a infec¢do provavelmente ocorreu nos ultimos trés a seis meses. Se forem



baixos, podem ser: (a) falso-positivos, (b) relacionados a infec¢ao adquirida nos tltimos dois
anos ou (c) relacionados a reinfec¢cdo. Se forem negativos, a infec¢do ocorreu ha mais de dois

anos (WILSON, SCHANTZ & TSANG, 1997).

Para individuos com indices baixos de IgM, os autores sugerem a coleta de uma
segunda amostra, processando-as simultaneamente para detectar um aumento dos niveis de
anticorpos com seguranca (WILSON, SCHANTZ & TSANG, 1997). Na gestante com indices
baixos de IgM, ¢ dificil determinar tempo de infeccdo e excluir a possibilidade de

transmissao.

A analise do desempenho de Kits de diferentes fabricantes por Naessens et al. (1993),
mostrou que para IgM, cinco EIAs: (a) Abbott, (b) Behring, (¢) Biomérieux, (d) Organon e (¢)
Pasteur, tiveram bom desempenho, ao contrario dos kits do laboratorio Hybritech e, em menor

extensdo, do laboratério Clark.

A Fundagdo Médica de Palo Alto ¢ o Center for Disease Control and Prevention
examinaram o desempenho de Kits comerciais para a detec¢do de IgM especifica anti-T. gondii
utilizando como padrdao-ouro uma bateria de testes (ELISA-M duplo sanduiche e EIA de
captura para IgM; Sabin-Feldman DT e IFA indireta para IgG). Os Kits comerciais analisados
e os resultados obtidos quanto a sensibilidade e especificidade foram: Abbott-M IMx versao 1:
100% e 77,5% e versao 2: 93,3% e 97,3%, Abbott Toxo-IgM EIA: 100% e 84,2%,
BioM¢érieux Vitek VIDAS IgM: 100% e 98,6%, BioWhittker Toxo-cap IgM: 100% e 95,9%,

Gull Toxo IgM: 97% e 85,6% e Sanofi Toxo IgM: 100% ¢ 96,8% (WILSON et al, 1997).



A definicdo do antigeno a ser usado para detectar anticorpos presentes apenas na
infec¢do aguda poderia melhorar a especificidade dos testes para IgM. Um ELISA-IgM que
utiliza o antigeno de superficie p35 presente em taquizoitas foi testado em trés grupos de
gestantes classificadas pela historia clinica e pelo perfil sorolégico: (1°) infecgdo recente: 20
gestantes, (2°) infeccdo passada: 33 gestantes e (3°) persisténcia de IgM: 16 gestantes. O
ELISA foi positivo em 18 gestantes do primeiro grupo, em quatro gestantes do segundo

grupo, sendo negativo nas gestantes do terceiro grupo (SUZUKI et al, 2000).

O acompanhamento de 446 gestantes infectadas pelo T. gondii para determinar a
média e a duragdo da IgM positiva pela IFA indireta e pelo ISAGA mostrou que uma minoria
de mulheres permanece positiva por dois anos, 9,1% pela IFA e 27,1% pelo ISAGA.
Variagdes na duracao da resposta I[gM para precisar tempo de infec¢do limitam o seu uso em

gestantes (GRAS et al, 2004).

5.1.2 Imunoglobulina G especifica

Inicia a ser detectada usualmente duas semanas apods infec¢do quando niveis baixos,
entre 6 ¢ 20 Ul/ml podem ser observados no teste do corante de Sabin Feldman. Os niveis
mais elevados sdo detectados em um a dois meses, seguindo-se um longo declinio ao longo
dos anos. Alguns individuos nunca atingem, no entanto, niveis de IgG iguais ou superiores a
300 Ul/ml durante infeccao aguda, e podem ser erroneamente diagnosticados como tendo
infeccdo cronica (JENUM, STRAY-PEDERSEN & GUNDERSEN, 1997). Soros com IgG
especifica reconhecem um numero maior de determinantes antigénicos do parasita do que os
que apresentam tanto IgG quanto IgM, indicando um amadurecimento desta classe de

anticorpos ao longo do tempo (SUSANTO & MULJONO, 2001).



Existem diferentes métodos para detectar [gG. O DT descrito por Sabin ¢ Feldman em
1948 é considerado referéncia para IgG. E artesanal e utiliza trofozoitas livres, o que levou a
sua substitui¢do pela IFA indireta em 1964. A IFA expressa os resultados pela maior diluigao
do soro positiva ou em Ul/ml em relagdo a soro-padrao da Organizacdo Mundial da Satde
Este avanco permitiu a identificacdo das diferentes classes de imunoglobulinas. (CAMARGO,

2001).

As limitagdes da IFA indireta, de leitura subjetiva, s3o consideraveis em grandes
rotinas. As medidas quantitativas de IgG sdo pobremente comparaveis em resultados de
diferentes laboratorios e, mesmo, do mesmo laboratorio, apesar de rigoroso controle interno.
Para que os aumentos de titulos possam ser valorizados, é necessario que as duas amostras do

paciente sejam processadas simultaneamente (WILSON, SCHANTZ & TSANG, 1997).

IgG especifica por ELISA tem oOtima sensibilidade, sendo especialmente util na
triagem. Produz tipicamente resultados mais elevados do que o DT, do que a aglutinacao
direta ou do latex, o que reflete diferengas quanto ao perfil de antigenos utilizados em cada

teste (HOLLIMAN et al, 1994).

A analise do desempenho de Kits de diferentes fabricantes por Naessens et al. (1993),
mostrou, que para IgG, todos os testes tiveram bom desempenho quando usados para definir
imunidade e auséncia de imunidade, mas variaram quando a imunidade era questionavel. IgG
pelo Axsym® (Abbott) mostrou-se mais sensivel que o VIDAS® (bioMérieux) em

soroconversao quando comparado a IFA indireta e ao ISAGA (GOUBET et al, 1999).



Poucos antigenos do T. gondii tém sido caracterizados molecularmente ¢ expressos
como proteinas recombinantes (REDLICH & MULLER, 1998). Quatro antigenos
recombinantes, P22, rP25, rP29 e rP35, foram utilizados no “Com. ELISA”, para melhorar a
distin¢do entre infe¢do recém-adquirida e passada. Dezoito de 20 (90%) mulheres com perfil
de infeccdo aguda foram positivas e 69 de 70 (98,6%) com perfil de infeccao cronica foram
negativas com o teste (LI, MAINE, SUZUKI et al., 2000). O antigeno recombinante Rop 2
obtém forte resposta humoral no inicio da infec¢do podendo ser util em sistemas diagnosticos
em combinagdo com outros antigenos do parasita para detectar anticorpos das classes IgG,

IgA e IgM (MARTIN et al, 1998).

O antigeno recombinante do granulo denso do taquizoita, GRA6-GST mostra
especificidade de 99,6% para descriminar infec¢do recente de infeccdo passada. O antigeno
GR6 esta presente apenas durante a fase de divisdo de taquizoitas e de invasdo das células do
hospedeiro, portanto, anticorpos contra este antigeno devem atingir niveis elevados no inicio
da resposta imune. Desaparecem, em média, em oito semanas, trazendo informagdes

adicionais em pacientes com persisténcia de IgM (REDLICH & MULLER, 1998).

A busca de anticorpos presentes apenas na infec¢ao aguda pode melhorar os testes
diagnosticos, levando a utilizacao de diferentes antigenos, sozinhos ou em combinag¢des, como
p35, p38, P22, rP25, rP29, rP3, Rop 2 ¢ GRA6 (LI, MAINE, SUZUKI et al., 2000; LI,
GALVAN, ARAUIJO et al, 2000; MARTIN et al, 1998; MARCOLINO et al, 2000).
Anticorpos da classe IgG contra p35 s3o produzidos durante infeccdo aguda, mas sdo
incomuns na fase latente ou cronica e podem ser um marcador sorologico ttil para diferenciar

infecgdo recente, de adquirida em passado distante (LI, MAINE, SUZUKI et al).



Antigenos recombinantes foram utilizados por Buffolano et al. (2005) para melhorar o
diagnoéstico soroldgico da toxoplasmose congénita em 104 criangas cujas maes tiveram
toxoplasmose aguda durante a gestacdo, das quais 35 foram infectadas e destas 22 foram
assintomaticas no periodo neonatal. IgM, IgG e subtipos de IgG contra epitopos dos
fragmentos do MIC2, MIC3, MIC4, A2AP, AMAI e produtos do gene SAG, foram medidos
por ELISA. Criangas infectadas reconheceram um repertoério de antigenos maior do que
criangas nao infectadas. Com duas coletas seriadas obtidas nos trés primeiros meses de vida,
foi possivel demonstrar neossintese de IgG anti-MIC2 e anti-SAG1, principalmente de IgG2
em 13 das vinte criangas com toxoplasmose congénita. A IgM das criangas infectadas reagiu,
pelo menos, com um antigeno recombinante, a partir dos dois meses. Para os autores, o uso de

antigenos recombinantes pode melhorar o diagndstico da toxoplasmose congénita.

5.1.3 Imunoglobulina A especifica
A pesquisa de IgA especifica por diferentes métodos foi considerada uma alternativa
ou complemento a pesquisa de IgM no diagnostico de infecgdo aguda ou de infecgdo

congénita.

Bessiéres et al. (1992) quantificaram IgA e IgM especificas por teste de captura em
260 casos de toxoplasmose adquirida, 94 fetos com suspeita de toxoplasmose congénita ¢ 30
criangas infectadas, encontrando IgA em 95% dos casos de toxoplasmose adquirida e em 75%
dos casos de toxoplasmose congénita. Em alguns casos, a IgA persistiu por mais de 24 meses
apos o nascimento. A sensibilidade da IgM foi de 61%. Nos fetos infectados, IgA e IgM

foram detectadas no sangue fetal a partir da 24 * semana.



Se realizada por imunocaptura, a IgA, ¢ 1til no diagnostico de infeccao congénita,
tanto no feto quanto no recém-nascido (BESSIERES et al, 1992), e de infec¢do aguda
(ASHBURN et al, 1998; BESSIERES et al, 2000), mas pode persistir por um ano ou mais
(COZON et al, 1998; FRANCIS & JOYSON, 1993; GORGIEVSKI-HRISOHO, GERMANN
& MATTER, 1996), o que também limita sua utilizacdo em gestantes (GORGIEVSKI-

HRISOHO, GERMANN & MATTER, 1996).

5.1.4 Imunoglobulina E especifica
IgE negativa exclui infec¢dao aguda quando ¢ utilizado o ISAGA-IgE (ASHBURN et
al, 1998). Pode persistir, também, por um ano ou mais apds infeccdo aguda (COZON et al,

1998; WONG et al, 1993).

5.1.5 Antigenemia

Pode ocorrer por um espago de tempo curto, tanto em infec¢do primaria quanto em
reativagdo. Em camundongos infectados experimentalmente, antigenemia pode ser detectada
48 horas apo6s infecc¢do e atingir concentragdes maximas em torno de 10 dias (SUSANTO &
MULIJONO, 2001). Porém, pela transitoriedade e inconstancia, sua pesquisa ¢ de pouco valor

diagnoéstico (CAMARGO, 2001).

5.1.6 Comparacgio de Kits comerciais e de Kits in house

E muito importante ter um bom conhecimento sobre as caracteristicas do teste usado
no laboratério. E necessario saber se o teste em particular tem uma tendéncia a apresentar
niveis mais elevados ou mais baixos de IgG e como evoluem os niveis de IgG e de [gM com o
tempo. A sensibilidade e a especificidade da IgM também devem ser conhecidas. Nao é boa

pratica mudar de um teste para outro. Se estd sendo considerada uma mudanga, esta deve ser



feita apds uma avaliagdo cuidadosa do novo teste, para que se obtenha familiaridade com as
propriedades do mesmo. “O melhor teste sera apenas adequado se o laboratdrio for incapaz de
analisar corretamente os resultados; um teste aceitdvel pode ser extremamente Util num

laboratorio que tenha grande experiéncia com o mesmo (NAESSENS et al, 1993).”

O sistema ELFA VIDAS bioMérieux foi comparado ao sistema EIA Abbott tendo a
IFA como referéncia para IgG e o ISAGA para IgM, em 594 amostras ¢ em 15
soroconversdes ou infecgdes recentes (39 amostras). A sensibilidade e a especificidade do
ELFA-G foram de 99,7% ¢ 99,4% e do ELFA-M de 100% e 97% respectivamente. O ELFA
detectou IgG e IgM mais precocemente do que o EIA. ELFA-M foi menos especifico, mas

muito mais sensivel do que EIA-M durante infec¢do primaria (PELLOUX et al, 1993).

O MEIA Abbott foi comparado ao DT e ao ELISA-IgM em 398 amostras previamente
testadas e 1.000 amostras consecutivas. Uma bateria de testes (IgA, IgE ¢ AC/HS) foi
utilizada para esclarecer as discordancias. De 21 amostras MEIA-M positivas, ELISA-M
negativas, 19 eram de infec¢do passada; de oito amostras ELISA-M positivas, MEIA-M
negativas, cinco eram de infec¢do passada e de 55 amostras positivas em ambos os testes, 21

eram compativeis com infeccao passada (LIESENFELD et al, 1996).

Seis testes foram analisados apds infec¢do primaria em 27 gestantes: DT, Platelia-G
(EIA), Platelia-M (EIA), Platelia-A (EIA), ISAGA-M e Toxo-Screen DA IgG. Os testes
mostraram grande varia¢do individual quanto aos niveis superiores observados ¢ também
quanto ao espago de tempo necessario para atingi-los (DT: 2 a 21 semanas, Platelia-G: 4 a 36
semanas, Platelia-M: 2 a 18 semanas, Platelia-A: 2 a 21 semanas, ISAGA-M: 1 a 6 semanas e

Toxo-Screen DA IgG: 4 a 30 semanas). Os mais sensiveis no inicio da infec¢ao foram o DT e



os que medem IgM. Todas as amostras coletadas entre 21 ¢ 52 semanas pos infecgdo, exceto
uma, foram positivas para IgG, 80% foram positivas para IgM e 45% para IgA. Devido a
grande variagdo individual, parece impossivel estimar quando a infec¢do ocorre em amostra
isolada e prever um aumento de nivel em amostras pareadas, a menos que a primeira seja
marginalmente positiva. Como critério diagndstico, um nivel superior a 300 Ul/ml no DT teve

a menor sensibilidade para infec¢do aguda (JENUM & STRAY-PEDERSEN, 1998).

A avaliagdo do diagnéstico imunoldgico pos-natal da toxoplasmose congénita foi
realizada em 50 criancas com persisténcia de IgG apds 12 meses, filhas de gestantes com
soroconversao documentada durante a gestagdo. Os métodos utilizados foram o ELIFA ou IB
para IgG ou IgM em relacdo a um EIA-M comercial (BioRad-Pasteur) ou ISAGA para IgM
ou IgA. O desempenho de combinagdes de testes também foi avaliado. A sensibilidade
cumulativa em um ano do ELIFA associado ao ISAGA foi de 98%. Somente um caso de
toxoplasmose congénita foi perdido pela combinacdo ELIFA e ISAGA. Trés casos foram
perdidos pela combinacdo IB e ISAGA, sendo considerada a possibilidade do tratamento ter
inibido a neoformacgdo de anticorpos. Desempenho similar foi obtido pela combinagdo ELIFA
ou IB associado ao EIA. Nao houve diferenca significativa quanto ao desempenho das
combinagdes ELIFA/ISAGA e IB/ISAGA. Os autores concluem que ambas as combinagdes
podem ser usadas para o diagnostico da toxoplasmose congénita no recém-nascido (PINON et

al, 2001)

A combinagdo da avidez de IgG e WB por Marcolino et al. (2000) permitiu identificar
a p38 como um marcador antigénico 6timo de baixa avidez no diagnodstico de toxoplasmose
aguda devido a significativa diminui¢ao da sua freqiiéncia (de 80 a 0%) apos tratamento com

uma solugdo de uréia 6M. Anticorpos das classes IgM e IgA anti-Toxoplasma foram também



avaliados em amostras obtidas em papel filtro, com um teste imunofluorométrico
automatizado, o AutoDELFIA, que utiliza antigeno purificado ligado a europium. Os
resultados foram calculados com base no soro de referéncia - WHO Third International
Reference Serum. A nova técnica foi primeiro avaliada para IgM em relacdo a um ensaio de
captura para IgM in-house. Prospectivamente foram analisadas 69.467 amostras e
identificados 24 recém-nascidos que tiveram posteriormente o diagndstico de toxoplasmose

congénita. Nenhum caso foi detectado somente pela [gA (SORENEN et al, 2002).

5.1.7 Testes propostos como alternativa por terem maior sensibilidade e/ou
especificidade em situacdes especificas

ELIFA (enzyme-linked immunofiltration assay)

O ELIFA ¢ um procedimento de co-imunodifusdo. Um antigeno soluvel do
Toxoplasma e trés amostras séricas (15ul cada) migram em membrana de acetato microporosa
por trés horas. Os arcos de precipitagdo sdo revelados por imunofiltragdo de anti-IgG total
marcada com peroxidase. O substrato revela os arcos de precipitagdo. A interpretagcdo consiste
em comparar os arcos detectados nos soros da mde e do recém-nascido. O achado de
anticorpos na crianga, nao observados na mae, evidencia a sintese de anticorpos pelo feto.

ELIFA anormal ou positivo indica infec¢do congénita (PINON et al, 1985).

ELIFA e sorologia convencional foram realizados em 88 criancas cujo critério
diagnéstico de toxoplasmose congénita foi a persisténcia ou nao da IgG aos 12 meses (Figura
10). A sensibilidade e a especificidade do ELIFA em relacdo a presenga de IgM neonatal
foram de 94,1 e 88,8% respectivamente ¢ em relacdo a presenga de IgA neonatal foram de

98,6 ¢ 81,4% respectivamente (ZUFFEREY et al, 1999).



Os arcos de precipitacdo correspondem a IgG
sintetizada pelo feto

A - Soro materno obtido no parto

B - Sangue de cordao

Figura 10 - Padrdes indicativos de toxoplasmose congénita (ZUFFEREY, 1999)

ISAGA (immunosorbent agglutination assay)

O ISAGA ¢ uma técnica descrita por Desmonts, Naot ¢ Remington (1981) em que
placas de microtitulagdo rigidas com fundo em U sdo cobertas com anti-IgM. O soro do
paciente em diluicdes crescentes € depositado sobre as cavidades e incubado a 37° C, o que
permite a captura de IgM e elimina a IgG especifica. O passo seguinte ¢ o depdsito de uma
suspensdo de taquizoitas. A leitura da aglutinagdo permite expressar o titulo da amostra, a
diluigdo mais alta do soro com forte (+++) aglutinagdo. Esta técnica permite, também, a
detecgao de outras classes de anticorpos por captura e tem grande sensibilidade para IgM, IgA
e IgE. ISAGA-IgA ¢ sensivel e detecta soroconversdo, ISAGA-IgE associado a avidez

confirma infec¢do aguda, IgE negativa a exclui (ASHBURN et al, 1998).

WB (Western blotting)/ IB (Immunoblot)



E um procedimento em que as proteinas sio separadas pelo tamanho por eletroforese
e, apos separagdo, transferidas para uma membrana de nitrocelulose, onde ficam imobilizadas.
Esta membrana “sensibilizada” ¢ utilizada como suporte solido para a detec¢do de anticorpos
especificos para diferentes antigenos. A “revelacdo” da presenga de anticorpos ¢é feita,

usualmente, por enzimaimunoensaio com substrato cromogénico (REIS,1998).

A analise dos marcadores moleculares de infec¢do aguda por avidez de IgG ¢ WB
revelou que as bandas reconhecidas por IgG sdo: pl6, p32, p40, p43, p54, p60, p66 e p97. A
p38 esta relacionada a baixa avidez podendo ser um marcador de infec¢do aguda, ao contrario

da p30 (MARCOLINO et al, 2000).

O Imunoblot-PHAST-SYSTEM foi realizado em 48 casos, 27 com toxoplasmose
congénita comprovada e 21 sem comprovacgdo, em amostras obtidas nos periodos pré e pos-
natal. Permitiu a compara¢do dos padrdes ¢ a determinacdo da origem dos anticorpos, se
transmitidos pela mae ou neosintetizados pelo feto ou pela crianga. Os resultados foram
comparados a outros métodos, IgG: IFA indireta e ELISA; IgM: ISAGA, ELISA de captura e
IFA; também ao ELIFA, a cultura e a inoculagdo em camundongo. No diagnostico pré-natal e
neonatal, teve um desempenho pelo menos igual ao dos outros testes e no periodo po6s-natal

permitiu o diagndstico mais precoce do que com o ELIFA (CHUMPITAZI et al, 1995).

O teste CGMC (Figura 11) ¢ um imunoblot util no diagnodstico precoce de
toxoplasmose congénita que compara os perfis da I[gG materna e da crianga ao nascimento e
em trés meses. Qualquer banda presente no soro da crianga e ausente no soro materno ¢

diagnostica (GROSS et al, 2000).
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Figura 11: CGMC, exemplo representativo dos perfis de IgG da mae (M) e da crianga (C). As
flechas assinalam a reatividade de anticorpos no soro da crianga a antigenos do Toxoplasma

ausentes no soro materno (GROSS et al, 2000)

Dot-ELISA

Antigenos de taquizoitas foram utilizados em Dot-ELISA para avaliar a avidez de 1gG
no diagnostico da toxoplasmose em dois grupos de soros: (1°) cinco soros obtidos nos dois
primeiros meses e (2°) cinco soros obtidos apds 12 meses ou mais do inicio de linfadenopatia.
O teste ¢ rapido, ndo necessita aparelhagem sofisticada e foi capaz de discriminar infec¢ao

recente de infec¢do passada nas 10 amostras (MELLO & ROSSI, 1997).

5.1.8 Categorias para infecciio primaria em gestantes imunocompetentes



As categorias para infec¢do primaria em gestantes imunocompetentes foram assim
definidas pelo European Research Network on Congenital Toxoplasmosis (LEBECH et al,
1996): (1%) Definitiva: evidéncia de soroconversao na gestante ou cultura positiva em sangue
materno; (2%) Provavel: (a) evidéncia de soroconversdo nos dois meses que antecederam a
gestacao ou (b) aumento significativo nos titulos de IgG, presenca de IgM e/ou IgA ¢ inicio de
linfadenopatia durante a gestagcdo ou (c) altos titulos de IgG e presenga de IgM e/ou IgA na
segunda metade da gestacdo; (3) Possivel: (a) IgG elevada e presenca de IgM ou IgA na
primeira metade da gestag@o ou (b) niveis altos e estaveis de [gG sem IgM na segunda metade
da gestagdo; (4*) Improvavel: niveis baixos e estaveis de IgG com ou sem IgM ou niveis altos
de IgG sem IgM no inicio da gestagdo; (5%) Nao-infectada: soronegativa ou amostra materna

soropositiva pré-concepgao ou IgM e/ ou IgA positiva sem IgG.

A definigdo das categorias de Lebech et al. (1996) ndo considera que os niveis de IgG
diferem entre kits de diferentes fabricantes. A comparacao entre os sistemas VIDAS (ELFA)
e AXSYM (MEIA) mostrou ser o MEIA mais sensivel do que o ELFA em infec¢do primaria e

o ELFA 2,9 vezes mais elevado em infeccdo latente (REIS et al, 2003 ¢).

5.1.9 Confirmacgao da sorologia convencional
Existem muitas gestantes classificadas nas categorias infec¢do provavel ou possivel, se
considerarmos os resultados da sorologia convencional. Nenhum teste unico ¢ ideal

(ASHBURN et al, 1998).

Perfis sorologicos



Camargo (2001) define trés perfis soroldgicos na evolugdo da toxoplasmose em
relacdo a presenca e¢ ao desaparecimento dos anticorpos especificos, que obedecem a ritmos
individuais: (a) perfil I ou de toxoplasmose recém-adquirida: soroconversdo ou, ainda na
vigéncia de parasitemia, IgG de baixa avidez, IgM, IgA e IgE; (b) perfil II ou de transicao:
niveis elevados de IgG com avidez crescente; se outros isotipos estiverem presentes, os niveis
sdo baixos e (c) perfil III ou de infecgdo latente ou cronica: IgG de baixos niveis com alta

avidez, auséncia de outros isotipos. Este perfil mantém-se por toda a vida.

Interpretagdes erroneas dos testes podem levar a indicagdo de abortamento em fetos
sem nenhum risco ou a condutas negligentes em fetos que estdo em grande risco ou ja
infectados (LEAO, 2002). Por técnicas de grande sensibilidade, IgA, IgM e IgE podem
persistir por um ano ou mais pds-infeccdo aguda. A maioria dos casos de avidez baixa ¢
relacionada a infec¢do passada para COZON et al. (1998), portanto, a estratégia sorologica

ideal em gestantes precisa, ainda, ser definida (ASHBURN et al, 1998).

TSL-PAMFRI (Toxoplasma Serological Profile-Palo Alto Medical Foundation
Research Institute)

Para precisar melhor tempo de infeccdo na gestante, o laboratério de referéncia do
CDC e do FDA considera necessario utilizar um painel de testes, o TSP-PAMFRI, que
consiste dos seguintes testes: (a) DT, (b) ELISA IgM duplo sanduiche, (c¢) ELISA IgA, (d)

ELISA IgE e (e) teste AC/HS (MONTOYA, 2002).

O teste AC/HS utiliza a aglutinagdo com taquizoitas fixados pela formalina (HS) e
com taquizoitas fixados pela acetona (AC). E interpretado comparando-se os titulos da IgG na

amostra, resultantes da habilidade em reconhecer taquizoitas fixados com AC e com HS.



Segundo o autor, em amostras IgG e IgM positivas, o poder discriminatério do TPS para
diferenciar infec¢do recém-adquirida de infecgdo cronica € provavelmente superior a qualquer

outro teste sorologico.

Interpretagdes do TSP-PAMFRI: (a) perfil de infec¢do passada: soro DT positivo;
IgM, IgA e IgE negativas; (b) perfil altamente sugestivo de infec¢do recente: soro com altos
titulos no DT; IgM, IgA e IgE positivas e um padrao “agudo” no AC/HS, (c) perfil
inconclusivo: DT positivo; IgM positiva, IgA e IgE presentes em titulos baixos ou equivocos
e a AC/HS também equivoca. Nesta situacdo, uma segunda amostra ¢ solicitada e os
resultados das duas amostras sdo comparados. Quando os titulos nao se alteram
significativamente, a infec¢do ¢ considerada passada; se ha aumento ou declinio nos titulos, a

infecgdo ¢ considerada recente (MONTOYA, 2002).

Avidez de IgG

Introduzida por Hedman et al. (1989), baseia-se na for¢a de ligagdes idnicas da IgG
com um antigeno multivalente. No inicio da resposta imunologica, a IgG produzida frente a
um estimulo antigénico tem baixa avidez mas, a medida que o tempo passa, a avidez aumenta.
A IgG produzida na fase aguda liga-se com menor avidez ao parasita do que a IgG produzida
na fase de convalescenca. Avidez baixa para os autores ¢ um forte indicador de infecc¢ao

primaria materna em uma unica amostra.

Avidez baixa foi apontada, também, como um forte indicador de infec¢do primadria
materna numa unica amostra por Lappalainen et al. (1995). Os autores estendem o diagndstico
de infeccdo aguda a gestantes IgM positivas com baixa avidez recomendando o PCR no

liquido amnidtico para verificar se houve infecgdo fetal.



A avidez comegou a ser utilizada como um segundo teste em amostras de gestantes
IgG e IgM positivas (AUER et al, 2000; COZON et al, 1998; LOGAR, NOVAK-ANTOLIC
& ZORE, 1999; LIESENFELD et al, 2001; PRATLONG, 2002; PUJOL-RIQUE et al, 2000).
Sensini et al (1996) observaram que sua maturagdo pode ser retardada por drogas anti-

parasitarias.

Para Jenum, Stray-Pedersen e Gundersen (1997), de 92 amostras IgM positivas com
niveis de IgG superiores a 300 Ul/ml, sugestivas de infec¢do recente, 72,8% tém avidez
superior a 20%, indicando que a infeccdo ¢ de mais de 20 semanas. Introduzindo alta avidez
como critério de exclusdo de infec¢do aguda, muitas gestantes serdo poupadas de exames
desnecessarios, tratamento ¢ ansiedade. A persisténcia de IgM e de IgG de baixa afinidade em
algumas mulheres infectadas sugere que a resposta imune possa ser mais demorada nestes

casos (JENUM, STRAY-PEDERSEN & GUNDERSEN, 1997).

Pelloux et al. (1998) avaliaram 356 soros, incluindo 42 soros seqiienciais obtidos de
soroconversao em gestantes, com uma adaptagdo do sistema VIDAS bioMérieux, usando
uréia 6M como agente de dissociagdo, e concluiram que um indice de avidez superior a 0,3
permitiu excluir infec¢do recente nos quatro meses que precederam a coleta. Avidez alta
excluiu infecgdo recente em 59 casos, 34 com ELFA-IgM positiva na série de Auer et al

(2000).

Na série de Cozon et al (1998), toxoplasmose aguda foi excluida em 329 de 493 soros,
utilizando o valor cut-off para avidez de 35%. Em 99 amostras de 77 gestantes com infecgao

cronica e niveis baixos e estaveis de IgG e IgM, 35 amostras tinham avidez entre 30-34%, 34



entre 25-29%, 16 entre 20-24% e 14 entre 11-19%. Baixa avidez foi relacionada a infecgao
cronica em 60% dos casos, o que reduz seu valor para diagndstico de infecgdo aguda segundo
os autores. O indice de avidez relacionado a tempo de infec¢do neste trabalho pode ser, no

entanto, questionado.

A avidez foi sugerida para distinguir toxoplasmose ocular por reativagdo de infecg¢ao
congénita, de infeccdo recém-adquirida em individuo imunocompetente. Baixa avidez nem
sempre esta relacionada a infec¢do recém-adquirida, mas alta avidez pode exclui-la nos cinco

meses precedentes (PAUL, 1999).

Resultados quantitativos de IgG, IgM e avidez de IgG pelo sistema VIDAS foram
analisados em 64 amostras IgG e IgM positivas, sendo 32 de 12 individuos infectados nas
ultimas 40 semanas (grupo 1) e as restantes de 17 individuos infectados ha mais de 40
semanas (grupo 2). Um indice de IgM inferior a 1,05 foi associado com infec¢do ha mais de
12 semanas e um indice de avidez superior a 0,164 excluiu 100% das infec¢des com 12 ou
inferiores a 12 semanas. Indices de avidez maiores de 0,26 excluiram infeccdes nas 20 e de
0,45 nas 40 semanas precedentes. O sistema VIDAS identificou corretamente IgM residual,

evitando nova coleta para analisar a cinética da IgG na gestante (PUJOL-RIQUE et al, 2000).

Liesenfeld et al. (2001) avaliaram a avidez em 125 amostras de gestantes no primeiro
trimestre da gestacdo com sorologia inconclusiva (IgM ou aglutinacdo diferencial) quanto a
possibilidade de infec¢do recém-adquirida. De 93 gestantes IgM positiva ou equivoca, 52
(55,9%) tinham alta avidez. De 87 gestantes (69,6%) aglutinagdo diferencial “positiva” ou
equivoca, 35 (40%) tinham alta avidez. Os resultados assinalam o valor da avidez alta em

amostras obtidas no inicio da gestagao.



Montoya et al. (2002) avaliaram o kit VIDAS no laboratério de referéncia Palo Alto
Medical Foundation Research Institute, nos EU. Soro de 132 gestantes com até 16 semanas de
gestacao foram escolhidos porque pelo menos um teste do TSP sugeria ou era equivoco para
infecgdo recém-adquirida. Alta avidez foi demonstrada em 75% dos 99 soros com IgM
positiva pelo ELISA e 31,3% de 16 soros com TSP de infec¢do aguda. Uma percentagem
significativa de soros com resultados IgM ou TSP equivocos também demonstrava alta
avidez. De 39 gestantes em tratamento com espiramicina, 19 (48,7%) tinham alta avidez. Os
autores salientam a importancia da avidez associada ao TSP para excluir infec¢do recente,
especialmente quando se dispde de uma unica amostra. Para Pratlong (2002), a avidez excluiu
infecio recente na maioria das amostras IgM positivas em gestantes. E o teste complementar

mais usado correntemente em gestantes [gG e IgM positivas.

Na série de Flori et al. (2004), o aumento dos indices de avidez foi lento; o tempo
médio para alcangar o limiar 0,3 foi de 14,2 meses. Nenhuma mulher atingiu este limiar nem
aos quatro, nem aos seis meses apds soroconversdo. De acordo com os autores, € justificavel
diminuir o limiar para excluir uma infec¢do recente de menos de quatro meses para 0,2 e usar
o limiar de 0,3 do fabricante para excluir infecgdes de mais de seis meses. A cinética do teste
de avidez em cinco grupos de mulheres quanto ao tipo e a duragdo do tratamento também foi
avaliada e ndo houve diferencas significativas quando comparagdes foram feitas entre os

grupos.

5.1.10 Prevencio da toxoplasmose congénita: novas perspectivas



O desempenho de 20 testes isolados e de 195 combinagdes foi avaliado em 20 centros
de referéncia europeus utilizando um painel com 276 soros: 73 de pacientes com infec¢ao
aguda, 49 de pacientes convalescentes (soroconversdo entre trés e 12 meses) e 154 de
pacientes com infec¢do passada (soroconversdo ha mais de um ano). Como os testes de alta
sensibilidade apresentam baixa especificidade, nenhum método isolado pode distinguir os
diferentes estagios da infeccdo. No entanto, excelente desempenho foi obtido com o uso
seqiiencial de um teste de grande sensibilidade, como a maioria dos testes analisados para
IgM, seguido de um teste que explora a qualidade da IgG, como os testes especificos de
estagio: a aglutinagdo diferencial (AC/HS) e a avidez. Neste estudo, as melhores combinagdes
foram obtidas com IgM associada a AC/HS ou a avidez, que atingiram especificidades
diagnésticas clinicas de cerca de 99%, mantendo sensibilidade igual ou superior a 95%
(ROBERTS et al, 2001). Para os autores, tal poder ndo tem precedentes em relagdo a um

unico método e abre novas possibilidades na preven¢ao da toxoplasmose congénita.

As infecgdes em gestantes classificadas pelo critério do European Network on
Congenital Toxoplasmosis pelos participantes do TOXO-NET na Italia foram reclassificadas
apods a realizagdo da avidez em “defini¢do de caso”, “infec¢do provavel” e “infec¢ao
improvavel”. Em 117 casos assim reclassificados, 77 (65,8%) poderiam ser definidos pela

avidez em uma tinica amostra (ZOTTI et al, 2004).

Para Suzuki et al (2001), a avaliagdo dos marcadores soroldgicos no imunodiagndstico
da toxoplasmose aguda aponta as limitacdes da deteccdo de anticorpos das classes IgA, IgE e
do teste de aglutinacdo diferencial. A avidez pelo método de titulacdo revelou-se o mais

acurado neste estagio da infecgao.



5.2 PCR (Polymerase Chain Reaction)

O teste PCR iniciou a ser utilizado na década de 1980, com a descoberta da Tag-
polimerase resistente a alta temperatura. Nesta técnica, o DNA-alvo, se presente na amostra, é
amplificado pela DNA-polimerase. A regido a ser amplificada ¢ delimitada por par (es) de
polinucleotideos especificos ou primers (REIS, 1998). Mesmo em numero extremamente
reduzido na amostra, o Toxoplasma pode ser identificado pela detec¢dao de segmentos
caracteristicos de acidos nucleicos, depois de amplificados por PCR, em menos de 24 horas.
Assim, varios segmentos caracteristicos do DNA do parasita podem ser amplificados para a
identificagdo, correspondentes a diferentes genes (CAMARGO, 2001). Entre os genes-alvos

utilizados encontramos: B1, p30, rDNA, 18SrDNA TGR (ABGTg7 C1 e N1)

Os resultados obtidos em 57 criangas infectadas mostraram que em 11, o Unico critério
de infec¢do foi a deteccdo do parasita, sendo a placenta infectada mais freqiientemente
quando a infecgdo ¢ adquirida tardiamente na gestagdo. O PCR para o gene Bl mostrou-se
sensivel, especifico e permitiu obter resultados mais rapidos do que a inoculagdo em

camundongo (BESSIERES et al, 2001).

O PCR ¢ de grande sensibilidade e sua importancia ¢ indiscutivel em situagdes clinicas
definidas pela pesquisa aplicada, como na toxoplasmose congénita. Pode ser realizado no
liquido amniotico, no sangue de cordocentese, de recém-nascidos, de pacientes sidéticos, em
material cerebral, em liquido cefalorraquidiano e em lavado broncoalveolar (CAMARGO,
2001; HOHLFELD et al, 1994; ROMAN et al, 2001). A distingdo entre taquizoitas (infec¢ao
ativa) e formas cisticas (infecg@o cronica ou latente), pode ser obtida se os primers utilizados
considerarem as diferencas entre os genomas das duas formas, o que exige execucdo e

interpretacdo criteriosas do PCR. A analise no pré-natal de 1.867 casos novos permitiu



afirmar que o PCR (amplificacao do gene B1) ¢ rapido, sensivel e especifico, em relacao aos

testes previamente utilizados para esta finalidade (FORESTIER et al, 1998).

Dupouy-Camet et al. (1993) considerma o PCR em sangue venoso um método ndo-
invasivo e sensivel para o diagnostico da toxoplasmose disseminada e cerebral em pacientes

com SIDA, um recurso potencial para monitorar a resposta ao tratamento.

Em nosso meio, Spalding et al. (2002) otimizaram o PCR realizando a amplificacao
génica com primers do genes B1 e TGR (ABGTg7 C1 e N1), para diagnostico em sangue
venoso € em placentas de gestantes no pré-natal. Na figura 12 pode-se observar a
sensibilidade do PCR simples com primers Bl, avaliada com quantidades crescentes de

parasitas.

1) Marcador de 100 pb

2) controle negativo

3) um taquizoita

4) 10 taquizoitas

5) 100 taquizoitas;

6) 10’ taquizoitas

7) 10* taquizoitas

8) 10° taquizoitas

9) controle negativo da extracao

Figura 12 - PCR, eletroforese em gel de agarose a 2% com brometo de etidium. (SPALDING,

2002)



A técnica ainda nao estd definitivamente padronizada em sua complexidade para
diferentes usos diagnosticos. Pelloux, Guy, Angelici et al (1998) analisaram o desempenho do
PCR no diagnoéstico pré-natal da toxoplasmose congénita. De quinze laboratérios com
diferentes protocolos (genes alvos: p30, rDNA, 18SrDNA), nove foram capazes de detectar
um Unico parasita, o que ressalta a necessidade de controle de qualidade externo com

amostras de referéncia.

6 MEDIDAS DE PREVENCAO



Em cada uma das fases do processo saude-enfermidade, ¢ possivel um tipo de
prevencdo. As medidas de prevencdo primaria incluem a promog¢do da saude (educagio,
saneamento basico, nutri¢do adequada) e a prote¢do especifica contra doencas. Quando a
doenca ja se manifestou, tem-se a possibilidade de limitar o dano mediante intervencao,
impedindo que o paciente piore. Detecgdo precoce e limitacdo do dano fazem parte da
prevencdo secundaria. Assim, na prevencdo da toxoplasmose congénita, analisar-se-4 a

eficacia das medidas de prevengao primaria e secundaria.

6.1 PREVENCAO PRIMARIA

Como nao existe vacina para toxoplasmose, apesar das pesquisas em modelos animais
(ELSAID et al, 2001; YAP & SHER, 1999; REIS, LOSCH & LAGO, 1999), a educacdo
sanitaria ¢ a maneira mais efetiva, simples e econdmica de prevenir a infec¢do congénita,
através da educacdo da gestante sobre comportamentos preventivos. Experiéncias em varias
partes do mundo mostraram que o risco de toxoplasmose congénita pode ser, pelo menos,
extremamente reduzido se as gestantes seguirem poucas regras no cuidado de animais de
estimacao (gatos), habitos alimentares e higiene pessoal. Os programas de prevengdo devem
ser adaptados a cada regido, levando em conta principalmente a prevaléncia da infec¢do na
populacdo e os habitos de vida regionais ¢ podem ser extensivos a todas as gestantes, ndo
necessariamente apenas as soronegativas, com maior risco de fazer a infec¢do primaria
durante a gestagdo (HARTUP, JOHNSON & HOLLIMAN, 1997; LOPEZ et al, 2000), ja que

reinfecgdes podem ocorrer.

Para Lynfield, Hsu e Guerina (1999), a prevengao de infec¢do materna como forma de

diminuir a incidéncia de toxoplasmose congénita ndo pode ser esquecida. A diminuicao da



soroprevaléncia em algumas areas geograficas nas ultimas décadas pode ser devido a melhor

compreensdo dos riscos de adquirir a infecgao.

6.2 PREVENCAO SECUNDARIA

A prevengao secundaria da toxoplasmose congénita pode ser obtida através da triagem
pré-natal, da triagem neonatal ou de ambas. A triagem pré-natal foi introduzida em alguns
paises como na Austria, na Franga, na Noruega e na Bélgica ¢ em outras areas, a triagem
neonatal foi a estratégia escolhida como na Dinamarca, em Massachusetts ¢ na Polonia

(RICCI et al, 2003).

6.2.1 Prevencao na gestante

Resultados promissores com o tratamento da gestante agudamente infectada quanto a
diminui¢do da freqiiéncia e da severidade da infec¢do congénita surgiram na literatura a partir
da década de 1980 (COUVREUR et al, 1984; DESMONTS & COUVREUR, 1984; FOULON
et al, 1999; MCAULEY et al, 1994; MUNOZ et al, 1995; REMINGTON et al, 2001). A
reducdo de casos severos de 14% em gestantes ndo tratadas para 4% em gestantes tratadas
com espiramicina justificava medidas preventivas baseadas na triagem soroldgica da gestante
para identificar soroconversdo e iniciar o tratamento assim que a infeccdo materna fosse

detectada (COUVREUR et al, 1984).

Para Lappalainen, Sintonen, Koskiniemi et al. (1995) a preven¢ao secundaria pode ter
um resultado favoravel se houver implementagdo de um programa de triagem na gestante,
esforgos para o diagndstico intra-utero e tratamento materno e da criang¢a. Quando a infecg¢ao
materna ¢ diagnosticada por soroconversdo ou por IgM positiva associada a baixa avidez, o

PCR no liquido amnidtico auxilia a verificar se héd infec¢do fetal. Alta avidez materna no



primeiro trimestre ¢ um forte indicio de auséncia de infec¢ao primaria materna e de risco para

o feto.

O custo-beneficio da triagem na gestante deve considerar, no entanto, o custo da
sorologia levando em conta a freqiiéncia com que os testes soroldgicos sdo solicitados, o custo
das especialidades de referéncia e do diagndstico pré-natal positivo. Também se precisa
considerar o custo para a sociedade de uma crianga doente por falta de diagnostico precoce ou
por tratamento tardio. O impacto psicologico sobre a mae com uma crianga doente que
poderia ter sido tratada ou sobre uma gestante com resultados anormais que necessita
repeti¢cdes seriadas da sorologia e testes para diagnostico de infecgdo fetal no pré-natal ¢

dificil de avaliar (WONG & REMINGTON, 1994).

A defini¢ao de qualquer programa de triagem requer um estudo da doenga, testes dos
procedimentos, tratamento e suporte administrativo, de forma que uma relagdo dano-beneficio

possa ser estabelecida (WILSON & JUNGNER, 1968).

A Austria e a Franga iniciaram um programa de triagem nacional em 1978 e 1985,
respectivamente, para detectar e tratar imediatamente todas as infecgdes agudas que ocorrem
durante a gestacdo. As gestantes que desconhecem seu perfil imunoldgico sao testadas durante
o primeiro trimestre da gestacdo. As soronegativas recebem educacdo preventiva e sio
retestadas mensalmente (Franga) e trimestralmente (Austria) para identificar soroconversio
BESSIERES, BERREBI, ROLLAND et al, 2001; WALLON, FRANCK, ROMAND et al.).
As gestantes com evidéncia soroldgica de infeccdo aguda recebem espiramicina, sdo avaliadas
por ultrassonografia e sofrem uma amniocentese. Se infecgdo fetal ¢ diagnosticada, recebem

sulfonamida e pirimetamina, apesar dos riscos potenciais de teratogénese ¢ de toxicidade para



a medula 6ssea (REMINGTON et al, 2001). Além disso, os pais tém a opg¢ao de interromper a
gestacdo quando ha evidéncia de lesdes macroscopicas fetais (BERREBI et al 1994;

WALLON et al 1997).

O diagnostico pré-natal pode, no entanto, ser falso-negativo. A obtencdo de sangue
fetal tem riscos e o diagnodstico definitivo com os testes parasitolégicos convencionais €
demorado (DAFFOS et al, 1988), razdo de terem sido substituidos pelo PCR que ¢ rapido,
sensivel e especifico (FORESTIER et al, 1998), mas necessita de controle de qualidade

externo com amostras de referéncia (PELLOUX, GUY, ANGELICI et al. 1998).

Um estudo retrospectivo multicéntrico de 294 gestantes com soroconversao durante a
gestacdo e seus recém-nascidos detectou 93 criancas (32%) infectadas. Infeccdo fetal foi
definida pela presenca de IgM e IgA especificas no periodo neonatal e deteccdo do parasita na
placenta ou no soro de corddo por inoculacdo em camundongo. As sensibilidades da IgA e da
IgM foram de 64 e 41% no sangue de corddo e de 66 e 42% no sangue do recém-nascido,
respectivamente. A sensibilidade da inoculagdo em camundongo foi de 45% na placenta e
16% no sangue de corddo. A sensibilidade da sorologia correlacionou-se significativamente
com a idade gestacional da infeccdo materna, mas ndo foi significativamente influenciada
pelo tratamento pré-natal. A especificidade dos testes sorologicos foi melhor com o sangue do

recém-nascido do que com o sangue de cordao (NAESSENS et al, 1999).

A triagem sistematica da gestante permitiu conhecer o risco de transmissao materno-
fetal e da gravidade das seqiielas, ambos relacionados com a idade gestacional em que a

soroconversao materna ocorre. Em 165 gestantes que apresentaram soroconversdao durante a



gestagdo, a idade gestacional foi de 16,5 semanas nas 108 criancas ndo-infectadas e de 24

semanas nas 57 criangas infectadas (BESSIERE et al, 2001).

O risco de transmissdo para aconselhamento clinico foi de 29% em outra série de
gestantes com soroconversao: 2% na oitava, 6% na 13% 72% na 36" e 81% quando a infec¢ao
primaria ocorreu apOs a 36" semana de gestagdo. As criangas podem ser severamente
comprometidas ou assintomaticas ao nascer. O risco estimado de desenvolvimento de sinais
clinicos como hidrocefalia, retinocoroidite ¢ calcificacdo intracraniana isolada, foi de 61%
(95% CI 34-85%) na 13" semana, 25% (18 a 33%) na 26 semana e 9% (4-17%) na 36"
semana. O progndstico ¢ mais favoravel quanto mais tardiamente a infec¢ao primaria ocorre,
mesmo assim, € de 6% a partir da 36" semana. Apos detec¢do de infecgdo materna, o risco
maximo de sinais clinicos precoces ¢ de cerca de 10% entre a 24 ¢ 30* semanas (DUNN et al,

1999).

Uma revisdo sistematica sobre evidéncia de eficacia no tratamento da gestante nao
esclareceu se o tratamento pré-natal reduz a transmissdo congénita do parasita. A revisao
partiu de 2.591 artigos, 305 foram seleccionados na primeira revisdo, apenas nove tinham

grupo-controle, mas nenhum preencheu os critérios de inclusdio (WALLON et al 1999).

A qualidade dos trabalhos foi medida através de uma escala de zero a seis, baseada em
seis itens, com igual peso: (1) alocacdo randomizada de grupo: 1, (2) recrutamento dos grupos
na mesma localidade: 1, (3) recrutamento dos grupos no mesmo periodo de tempo: 1, (4)
analise baseada na intengdo de tratar: 1, (5) inclusdo das perdas de seguimento: 1, (6) perdas

inferiores a 10% do total: 1. Dois de cinco estudos em que houve um efeito benéfico e trés de



quatro em que nao houve efeito benéfico do tratamento pontuaram mais do que quatro quanto

a qualidade dos trabalhos.

A falta de ensaios clinicos randomizados ndo permitiu estabelecer se o tratamento da
gestante reduz a transmissao do parasita ou os sinais clinicos no recém-nascido, assim, paises
que ainda ndo iniciaram a triagem na gestante nao devem inicia-la antes de ter bem claro a
relacdo custo/ beneficio em profilaxia. Os efeitos potenciais indiretos da triagem nao foram
analizados, como assegurar as gestantes imunes que os riscos de transmissao sdo despreziveis,
intensificar a educagdo preventiva nas suscetiveis, possibilitar aos pais a interrupg¢do da
gestacdo quando o feto estd comprovadamente infectado (PCR positivo em fluido amnidtico e

ou alteracdes na ultrassonografia) e possibilitar a continua¢ao do tratamento no pds-natal.

Gilbert et al (2001) estudaram o efeito do tempo e do tipo de tratamento prenatal na
transmissdao materno-fetal do T. gondii em 554 gestantes infectadas, sendo as analises
ajustadas para a idade gestacional em que a soroconversao ocorre. O tratamento pré-natal nao
diminuiu o risco de transmissdo, possivelmente porque a transmissdo do parasita ocorre antes
do inicio do tratamento. Para Gras et al (2001) nao houve qualquer efeito benéfico do
tratamento prenatal precoce ou mais agressivo quanto ao aparecimento de lesdes

intracranianas e oculares aos trés anos de idade.

Nos Estados Unidos, considera-se que a incidéncia de infeccdo materna ¢ baixa, assim
como a chance de infeccdo congénita (LOPEZ et al, 2000). Embora a incidéncia de
toxoplasmose nos EU seja baixa, mais de 6.000 casos de toxoplasmose congénita ocorrem
anualmente. Um estudo realizado em 1999 entre membros do American College of

Obstetricians and Gynecologists (ACOG) e de um grupo representativo do Collaborative



Ambulatory Research Network (CARN) revelou que a maioria dos profissionais encontrara
toxoplasmose durante suas carreiras, mas se sentem inseguros quanto a interpretagdo dos
resultados laboratoriais e ndo recomendariam a triagem universal na gestante (JONES et al,

2001).

Na Inglaterra, pais em que a prevaléncia da infeccdo ¢ baixa, a triagem na gestante
possivelmente preveniria infeccdo congénita em 10 recém-nascidos/ 10.000 gestagdes
(ALLAIN et al, 1998), mas a maioria dos estudiosos no assunto acredita que ainda nao

existem evidéncias que justifiquem a implantagdo da triagem de rotina na gestante.

Para Lappalainen et al (1995a), a toxoplasmose congénita ¢ um risco para o feto tanto
em areas de alta quanto de baixa prevaléncia. A andlise do custo-beneficio baseada em dados
de um estudo prospectivo em que a soropositividade foi de 20,3% em gestantes, a incidéncia
de toxoplasmose congénita de 2,4%/ 1.000 gestacdes soronegativas € o risco de transmissao
materno-fetal de 40%, concluiu que a triagem na gestante ¢ economicamente viavel, mesmo
em paises com baixa prevaléncia. O resultado ¢ favoravel se houver implementacdo de um
programa de triagem na gestante, esfor¢os para o diagnostico intra-tero e tratamento materno
e da crianca. Quando a infeccdo materna ¢ diagnosticada por soroconversdo ou por IgM
positiva associada a baixa avidez, o PCR no liquido amnidtico auxilia a verificar se ha
infecgdo fetal. Alta avidez materna no primeiro trimestre ¢ um forte indicador de auséncia de

infec¢do primaria materna e de risco para o feto.

Para Lynfield et al (1999) a triagem pré-natal é cara, especialmente para regides de
baixa prevaléncia e os testes pré-natais para confirmar infeccdo fetal sdo invasivos, no

entanto, diversos estudos recentes relatam baixa incidéncia de doenga severa na crianga



quando a mae ¢ diagnosticada e tratada no pré-natal. Para Greco et al (2003), a triagem pré-
natal tem como pontos fracos o numero elevado de procedimentos invasivos € a prevencao

questionavel da transmissdo materno-fetal no segundo e terceiro trimestres.

6.2.2 Triagem materna pés-parto

Quando a toxoplasmose congénita resulta de infeccdo primaria materna adquirida
tardiamente na gestacdo, os recém-nascidos sdo freqiientemente assintomaticas ao nascer € sO
podem ser reconhecidos se houver um programa apropriado de triagem soroldgica materna
pos-parto. As complicagdes sdo essencialmente oftalmologicas sob forma de retinocoroidite
uni ou bilateral. Estrabismo e microftalmia estdo também relacionados a infec¢do congénita
tardia. Os autores descrevem dois casos: no primeiro, parto cesareo foi realizado na 36°
semana por sofrimento fetal e o prematuro apresentou infec¢do sistémica; no segundo, parto
cesario foi realizado na 37" semana por retardo no crescimento intra-uterino e placenta
hipoplasica. A crianga apresentou estrabismo divergente com trés meses e cicatriz na macula

(WIRDEN et al, 1999).

6.2.3 Triagem neonatal

A triagem neonatal ¢ considerada uma alternativa pratica e de baixo custo quando a
incidéncia de infec¢do primaria na gestante é baixa (EVENGARD et al, 2001; LEBECH et al,
1999). Baseia-se no fato de que a maioria das criangas com infeccdo congénita ¢
assintomatica ao nascer, mas muitas irdo desenvolver manifestagdes clinicas severas na
infancia ou adolescéncia, como cegueira ou retardo mental. Aos 20 anos, mais de 85% ja teve

retinocoroidite.



Um estudo identificou 100 criancas positivas na triagem neonatal em 635.000
analisadas. Infec¢do congénita foi confirmada em 52, sendo 50 identificadas apenas pela
triagem. Exame clinico mais detalhado identificou anormalidades no Sistema Nervoso Central
ou na retina em 19 de 48 (40%) criangas avaliadas. Depois de um ano de tratamento apenas
uma das 46 criangas havia desenvolvido comprometimento neuroldgico, uma hemiplegia
atribuida a lesdo cerebral presente no nascimento. Quatro de 39 criangas (10%) acompanhadas
com exames oftalmoldgicos do primeiro aos seis anos apresentaram novas lesoes. Os autores
concluem que a triagem neonatal identifica infecgdes congénitas subclinicas, assim,
tratamento precoce pode reduzir a gravidade das seqiielas tardias (GUERINA et al, 1994). Os
resultados do tratamento por um ano de criangas com toxoplasmose congénita sdo melhores

também para McAuley et al (1994), do que os obtidos com tratamentos mais curtos.

Bressieres et al (2001) analisaram 165 gestantes infectadas por um periodo de 10 anos
para avaliar a eficiéncia do diagnostico neonatal na infec¢do congénita. O estudo ndo incluiu
gestantes com soroconversao anterior a oitava semana de gestacdo, interrupgdes terapéuticas,
morte fetal intra-utero ou criangas sem monitoramento sangiiineo. Em 22 gestantes infectadas
apds a 29 semana, o diagnostico pré-natal ndo foi realizado. Todas as gestantes receberam
espiramicina desde que a soroconversao foi documentada e pirimetamina, sulfadoxina e acido
folico por cinco semanas ap6s o diagnoéstico de infecgdo fetal. A pirimetamina foi mantida até
o termo para reduzir a gravidade das seqiielas. O isolamento do parasita apds tratamento da

gestante com feto infectado foi menor.

Infeccao fetal definida como persisténcia de IgG durante o primeiro ano de vida foi
encontrada em 57 criangas, ou seja, em 34,5% das gestacdes de risco determinadas pela

soroconversao materna. Quarenta e trés por cento (43%) das criangas cujas maes se



infectaram no segundo trimestre e 73% das criangas cujas maes se infectaram no terceiro

trimestre, foram também infectadas.

O diagnostico neonatal foi positivo em 50 das 57 criancas (88%): o isolamento do
parasita a partir da placenta ocorreu em 60%, do sangue de corddo em 43% e em 18% dos
casos foi o unico critério de infecgdo. A sorologia foi realizada em 42 casos e permitiu o
diagnéstico de infeccdo congénita em 81%, a IgA detectada mais freqlientemente (60%) do
que a IgM (40%). O diagndstico pré-natal em 40 criangas infectadas resultou positivo em 30
(75%). A combinagdo triagem pré-natal e neonatal permitiu o diagnostico de 39 em 40
criangas (98%). Os autores concluem que a triagem neonatal combinando detecg¢ao do parasita
e testes soroldgicos no sangue do corddo ¢ essencial quando o pré-natal € negativo e permite

iniciar o tratamento precoce da crianga.

A taxa de transmissdo em 139 gestantes com soroconversdo detectada por IgG
neonatal, portanto, ndo tratadas, ¢ as conseqiiéncias para as 141 criancas (dois pares de
gémeos), foram analisadas em uma éarea em que a prevaléncia da infeccdo ¢ baixa. O
programa de triagem neonatal baseado apenas na detec¢do de IgM em cartdes de PKU
(phenylketonuria) identificou 27 criangas, das quais quatro (15%) tinham sinais e sintomas
clinicos. Duas criangas desta série ndo foram detectadas pela IgM neonatal. Criangas IgM
neonatal negativas foram seguidas com exames clinicos e soroldgicos por um ano (LEBECH

et al, 1999).

Consideracdes sobre o trabalho de Lebech et al (LYNFIELD, HSU & GUERINA,
1999) salientam que os autores detectaram apenas 15% das criangas com toxoplasmose

congénita com sinais clinicos, enquanto a triagem neonatal realizada pelo New England



Regional Newborn Screening Program detectou 40%. Seriam estas diferencas relacionadas a
metodologia utilizada ou a diferengas regionais? O tempo de acompanhamento foi de apenas
12 meses e a IgM deveria ter sido associado a IgA para aumentar a sensibilidade da sorologia

no periodo neonatal.

Robert-Gangneux et al (1999) ao avaliarem o diagnostico pré e pos-natal da
toxoplasmose congénita em 110 gestantes com soroconversdo durante a gestacdo,
encontraram 27 casos de infec¢do congénita diagnosticadas no periodo pré ¢/ ou neonatal (20
nascidos vivos). A sensibilidade do diagndstico pré-natal foi de 81% e a especificidade de
100%. O exame da placenta foi positivo em 66,7% dos casos e IgM ou IgA foram detectadas
em 80% com especificidade de 91,2% e 87,7% respectivamente. O Western Blot detectou
neossintese de IgG e/ou IgM em 88,2% das criangas infectadas nos primeiros dois meses, com
especificidade de 100%. O diagndstico neonatal foi negativo em dois dos 20 recém-nascidos
com toxoplasmose congénita. O pré-natal nestas criancas era negativo e ambos foram
assintomaticos ao nascer, 0 que sugere uma carga muito baixa de parasitas e a importancia do
acompanhamento cuidadoso dos recém-nascidos durante o primeiro ano de vida quando
houver risco de infeccdo fetal. Apesar do uso de métodos sofisticados, alguns casos de
toxoplasmose congénita ndo podem ser detectados precocemente, o que reforga a importancia

do seguimento cuidadosos dos recém-nascidos em risco.

Para Naessens, Jenum, Pollak et al. (1999) a triagem neonatal com IgA ou IgM ndo
detecta a maioria das criangas infectadas quando a infec¢do materna foi anterior a 20* semana
de gestacdo. Na série de Sorenen, Spenter, Jaliashvili et al (2002), nenhum recém-nascido

com toxoplasmose congénita foi detectado somente pela IgA.



Em um estudo retrospectivo, o desempenho do WB quanto aos padroes de IgG e IgM
foi avaliado em 60 pares mae/crianga, em relagdo as pesquisas de IgM e IgA neonatal por
ensaio de captura e ao titulo de IgG. O acompanhamento clinico e sorolégico das criangas foi
realizado durante o primeiro ano de vida até que o diagnostico de toxoplasmose congénita
fosse confirmado ou excluido. Dezessete criangas foram infectadas, a I[gM detectou 76,5% e a
IgA 70,6% no sangue do cordao, com especificidades de 77,5% para ambas. A neossintese de
anticorpos identificada pelo WB foi de 50% para IgG e de 78,6% para IgM, com
especificidade de 100%. As combinagdes (a) IgA-IgM por captura, (b) WB-IgG e IgM e (¢)
“a” e “b” permitiram a detecgao de 94%, 94% e 100% dos casos nos primeiros trés meses. O
WB parece ser uma ferramenta complementar para o diagndstico precoce da toxoplasmose

congénita (ROBERT-GANGNEUX, COMMERE, TOURTE-SCHAEFER et al).

Ricci et al. (2003) compararam as duas abordagens, triagem na gestante ¢ neonatal em
8.061 gestantes e 9.730 recém-nascidos para avaliar a efetividade das medidas em uma éarea
com alta prevaléncia (54,34%). De 5.288 gestantes suscetiveis, 188 gestantes foram
infectadas, sendo a taxa de transmissdo de 11,3 % e maior no ultimo trimestre, com um risco
relativo de 10,6%. De 21 recém-nascidos infectados, quatro apresentavam doenga clinica. Na
triagem neonatal foram realizadas a pesquisa de IgG, IgM, IgA, AD e IFA. Quatro recém-
nascidos foram positivos (0,4/1000), um com doenga clinica. A triagem neonatal pareceu
menos efetiva do que a triagem da gestante. Os dados observacionais ndo sustentaram a

efetividade do tratamento da gestante para prevenir doenga clinica.

Em Porto Alegre, a associagdo das triagens soroldgicas pré e neonatal estimou uma
prevaléncia de 6/10,000 [95% CI 1.3/10,000, 10.7/10,000] recém-nascidos vivos, sendo a

triagem pré-natal menos efetiva do que a neonatal, especialmente em infecgdes tardias na



gestagdo (LAGO et al, 2003). Para Neto et al. (2000), a triagem neonatal deve ser considerada

uma alternativa, se a triagem na gestante nao for realizada.

6.2.4 indices de infeccio fetal

Os melhores trabalhos para definir estratégias de preven¢ao sdo os que estudam os
indices de infeccdo fetal, definindo infeccdo fetal pela persisténcia de IgG especifica na
crianga apds um ano de vida. Evita-se, assim, que as infec¢des adquiridas tardiamente na
gestacao sejam perdidas, como em trabalhos que utilizam apenas a detec¢do de IgM neonatal
ou o acompanhamento clinico da crianga. Evita-se, também, a perda de infec¢des fetais por
reativagdo de infecgdo cronica materna ou reinfeccdo materna com cepa diferente quanto a

viruléncia.

6.2.5 Prevencao no Hospital Materno-Infantil Presidente Vargas

Entre outubro de 1.998 e marco de 2.000 foram analisadas 3.359 sorologias para
toxoplasmose no Servico de Patologia Clinica do Hospital Materno-Infantil Presidente Vargas
(PETRY et al, 2000). Testes fluorométricos foram utilizados para IgG (MEIA) e IgM
(ELFA), figuras 13 e 14. Houve 91 (2,71%) gestantes IgM inconclusivas ou positivas,
divididas em dois grupos: (1°) IgG negativa/ [gM positiva ou inconclusiva: 5 amostras e (2°)

IgG positiva/ IgM positiva ou inconclusiva: 86 amostras.

No segundo grupo, encontrou-se: (a) uma gestante com indice de IgM superior a 3,5,
(b) 59 gestantes com indices entre 0,65 e 3,0 e (c) 26 gestantes com indices inconclusivos.
Seguindo a arvore diagndstica (Figura 15), foi solicitada uma segunda coleta de sangue em

duas as trés semanas as 91 gestantes.



Apenas 30 gestantes (35,3%) retornaram para a coleta da segunda amostra e em todas,
os niveis de anticorpos mantiveram-se inalterados. Os resultados da segunda amostra nao
tranqiiilizaram obstetras, pois 14 gestantes retornaram para repetir a sorologia trés ou mais
vezes num intervalo de 11 meses. Estas dificuldades levaram a introdugdo da avidez de IgG as

gestantes no primeiro trimestre da gestacdo (PETRY et al, 2000).

Os niveis de IgG e os indices de IgM e de avidez de IgG foram comparados em
amostras seqiienciais para determinar a presenca de infeccdo aguda e o risco de infecgdo fetal.
A repeticdo da sorologia foi desnecessaria em 89 das 90 gestantes analisadas (REIS et al,
2003a). A coleta da segunda amostra parece justificavel apenas quando a IgM ¢ reagente ¢ a
IgG ndo-reagente ou em niveis inferiores a 20 Ul/ml para definir se a IgM ¢ falso-positiva ou
se a infecgdo ¢ muito recente. (REIS et al, 2003b). Os niveis de IgG pelas duas técnicas,

ELFA e MEIA, ndo foram comparaveis (REIS et al, 2003c¢).
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Figura 15 - Arvore diagnéstica para gestante ELFA-IgM positiva. (REIS, 1998)

Entre 2000 e 2002, foram analisadas 2.768 sorologias, 109 (3,9%) eram IgM

inconclusiva ou positiva e em 36 foi realizada a pesquisa da avidez porque a gestante estava

no inicio da gestacdo ou por solicitagdo médica. Testes fluorométricos foram utilizados para

IgG (MEIA) e IgM e avidez (ELFA). O nivel de IgG da amostra pelo ELFA precisa ser

conhecido (tira de referéncia) para definir a diluicdo ideal de trabalho antes de utilizar a uréia,

o agente de dissocia¢do, que define a avidez da amostra (tira teste). As técnicas foram

processadas e os resultados foram expressos como recomendam os fabricantes. Alta avidez

excluiu infeccdo pods-concepcdo em dezessete gestantes no primeiro trimestre (Duarte,



Tessaro e Reis, 2002). A arvore proposta para a utilizacdo da avidez no inicio da gestagcdo

pode ser observada na figura 16 e o esquema do ELFA para avidez nas figuras 17 e 18.
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|
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Figura 16 - Arvore diagnéstica proposta para a avidez de IgG no primeiro trimestre

da gestacdo (REIS, 2001)
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A infec¢do provavel pelo Toxoplasma em uma parturiente com feto morto, cuja
sorologia foi compativel com infec¢do aguda: IgG 2.000 Ul/ml, indice de IgM de 1,88 ¢ de
avidez de 0,075 (baixa), levou a realizacdo da avidez em todas as amostras IgM positivas,
independente da idade gestacional, especialmente porque amostras isoladas ou tardias, como a
deste caso, sdo freqiientes. A motivacdo foi a possibilidade de selecionar um grupo de
gestantes IgM positivas com baixa avidez quanto ao risco de infec¢do aguda e transmissao,
permitindo o diagndstico precoce do recém-nascido através da pesquisa de IgM neonatal, o
tratamento do recém-nascido positivo e o acompanhamento soroldgico do recém-nascido

negativo durante o primeiro ano de vida.



OBJETIVOS

Geral
Avaliar o desempenho dos indices de IgM e de avidez de IgG anti-T. Gondii como
marcadores de infec¢do adquirida durante a gestacdo em amostra Unica, independentemente

da idade gestacional, tendo a IgM neonatal como evidéncia de parasitemia.

Especificos

Definir se a avidez de IgG pode ser um marcador de risco de infec¢do congénita pelo T.
gondii nos segundo e terceiro trimestres da gestagao.

Definir se os indices de avidez de IgG anti- T. Gondii correlacionam-se com os indices de

IgM em gestantes.



MATERIAIS E METODOS

A avidez de IgG anti-T. gondii foi prospectivamente determinada em todas as
amostras IgG e IgM positivas obtidas de gestantes em sua primeira visita ao Hospital
Materno-Infantil Presidente Vargas, em Porto Alegre, Rio Grande do Sul, Brasil, entre 2000 e
2004, independente da idade gestacional. O critério estabelecido para confirmar transmissao
materno-fetal foi a presenca de IgM neonatal. Sinais clinicos de infec¢do congénita em um
natimorto foram também considerados ¢ uma amostra sérica da parturiente foi avaliada
quanto a pesquisa de anticorpos especificos.. Nas gestantes que tiveram o parto realizado no

hospital foi obtida uma amostra sérica do recém-nascido para processar IgG e IgM.

A IgG anti-T. gondii foi medida pela técnica comercial MEIA, AxSYM® System
Toxo IgG (Abbott Laboratories, Chicago, IL, USA). Os resultados foram expressos em
Unidades Internacionais por mililitro (UI/ml), negativo: < 2,0, positivo: > 3,0, inconclusivo:

entre 2,0 e 3,0.
A IgM anti-T. gondii foi medida pela técnica comercial ELFA, VIDAS Toxo IgM
(bioMérrieux sa, Lyon, France). Os resultados foram expressos em indices, negativo: < 0,55,

positivo: > 0,65, inconclusivo: entre 0,55 e 0,65.

A avidez de IgG foi também medida pela técnica comercial ELFA Os resultados



foram expressos em indices: baixo: < 0,2, alto: > 0,3, inconclusivo: entre 0,2 ¢ 0,3. As
técnicas foram processadas como recomendam os fabricantes. As IgG e IgM especificas dos

recém-nascidos foram processadas com as mesmas técnicas.

O Teste Exato de Fisher foi usado para analisar (a) a associacdo entre IgM
categorizada e transmissdo, (b) IgM categorizada e avidez categorizada, (c) avidez
categorizada e transmissdo. O Teste t Student foi usado para analisar a associagdo entre indice
de avidez e transmissdo. A correlagdo de Pearson foi usada para analisar a correlacdo dos

indices de IgM e de avidez.

O projeto foi aprovado pelo Comité de Etica do Hospital Materno-Infantil Presidente
Vargas, namero 20/04, em agosto de 2004 e pelo Comité de Etica e Pesquisa da Fundagio

Faculdade Federal de Ciéncias Médicas de Porto Alegre em margo de 2006.



RESULTADOS

A avidez de IgG foi realizada em 168 amostras IgG e IgM positivas das 6 720
gestantes (2.5%) que tiveram a sorologia realizada neste periodo e foi alta em 128 (76%) e
baixa ou inconclusiva em 40 (24%). A idade gestacional foi informada em 105 gestantes
(62.5%), das quais 33 (31,4%) estavam no primeiro, 36 (34,3%) no segundo e 33 (31,4%)
estavam no terceiro trimestre da gestagdo. Cinqlienta e uma gestantes (30%) tiveram o parto
realizado no hospital, tornando possivel obter a IgM neonatal. A sorologia materna de um
natimorto com sinais clinicos de infeccdo congénita foi realizada no periodo de coleta de
dados. Os partos realizados no hospital correspondem a 25% das gestantes com alta avidez e

47% das gestantes com baixa avidez.

Entre as 40 gestantes com avidez baixa ou inconclusiva, 19 tiveram o parto realizado
na institui¢ao (Tabela 4). Os niveis de IgG variaram de 106 a 3.356 Ul/ml e os indices de IgM
de 0,65 e 11,9. Seis maes tiveram indices de IgM superiores a 3,5 e avidez muito baixa (M1 a
M6), 11 tiveram indices baixos de IgM (entre 1,0 e 3,0) e duas somente tracos de IgM (entre
0,65 e 0,9). Duas maes estavam no primeiro, seis no segundo e¢ 11 no terceiro trimestre da

gestacao.

Cinco recém-nascidos IgM positivos (M1, M2, M5, M11 and M13) e o natimorto

(M12) resultaram destas maes. Mesmo que o critério de transmissao tenha sido a presenca de



IgM neonatal, o natimorto foi incluido como infectado por ter sinais de toxoplasmose
congénita ao exame fisico. Em trés recém-nascidos infectados (M1, M2 e M5), os indices
maternos de IgM foram extremamente elevados e em dois recém-nascidos (M11 and M13) e
no natimorto (M12), os indices de IgM foram baixos. As sorologias maternas de M2 e M5

foram muito semelhantes: baixos niveis de IgG e altos indices de IgM.

Entre as 128 gestantes com avidez alta, 32 tiveram o parto realizado na instituicao
(Tabela 5). Os niveis de IgG variaram de 58 a 8.832 Ul/ml e os indices de IgM variaram de
0,65 a 2,4. Dezoito maes tiveram indices baixos de IgM (entre 1,0 e 3,0) ¢ 14 maes somente
tragcos de IgM (entre 0,65 ¢ 0,9). Onze maes estavam no primeiro, sete no segundo ¢ 14 no

terceiro trimestre da gestagdo. A IgM neonatal foi negativa em todos os recém-nascidos.

Os dados das 51 parturientes foram utilizados nas analises estatisticas. De acordo com
o teste Exato de Fisher existe associacdo significativa entre IgM materna categorizada (indice
maior do que 3,0) e transmissao (p < 0,028), IgM neonatal sendo o marcador sorologico de
transmissdo. IgM alta resulta em um nimero maior de criangas infectadas do que IgM baixa
ou inconclusiva. Existe também uma associacao significativa entre IgM categorizada e avidez
categorizada (p < 0,001), [gM alta sendo associada com avidez baixa e vice-versa. Existe uma
associagdo significativa também entre avidez categorizada e transmissdo (p <0,001), avidez
baixa associada com transmissao e avidez alta associada com auséncia de transmissdo usando
o indice de corte do fabricante de 0,2. Reduzindo-se o indice de corte para 0,15 aumenta a
associacdo entre avidez baixa e transmissdo. De acordo com o Teste t Student, deve haver
associagdo entre o indice de avidez e transmissdo (p <0.001), quanto menor a avidez, maior a

chance de transmissao.



De acordo com a correlagdo de Pearson, existe correlagdo entre os indices de IgM e
avidez, moderada e inversa, portanto a um indice alto de avidez corresponde um indice baixo
de IgM e vice-versa (r = - 0,548, p < 0,001). A relacdo entre os indices de IgM e de avidez
quando a avidez ¢ baixa pode ser observada na Figura 17 (r = - 0,472; p = 0,041) e quando ¢

alta, na Figura 18 (r=-0,275;p=0,128).



Tabela 4 — Sorologias das maes com avidez baixa ou inconclusiva em relagdo a idade

gestacional e a infecgdo fetal

Idade
Mae  gestacional IgG IU/ml I[gM  Avidez IgM neonatal
Trimestre = ELFA MEIA indices indices indices

M1 3° 3356  >300 11.9 0.05  positiva (7.9)
M2 3° 112 173 6.7 0.04  positiva (6.5)
M3 1° 2656  >300 6.3 0.16 negativa

M4 1° 1060 > 300 4.6 0.04 negativa

M5 3° 155  >300 4.5 0.04  positiva (9.3)
M6 3° 748  >300 4.1 0.08 negativa

M7 3° 560  >300 3.0 0.08 negativa

M8 2° 176 100 2.6 0.09 negativa

M9 3° 352 >300 2.5 0.15 negativa
M10 3° 360 >300 2.5 0.22  negativa
M1l 2° 244 >300 2.4 0.13  positiva (1.4)
M12 3° 2000 >300 1.9 0.07  natimorto
M13 3° 212 165 1.8 0.02  positiva (2.9)
M14 2° 148 79 1.8 0.29  negativa
M15 2° 280 277 1.7 0.08 negativa
M16 2° 820 >300 1.0 0.17  negativa
M17 2° 460  >300 1.0 0.19 negativa
M18 3° 1416  >300 0.7 0.18  negativa

MI19 3° 106 28 0.6 0.28  negativa




Tabela 5- Sorologias das maes com avidez alta, em relacao a idade gestacional e a infecgao

fetal

Identificagao I.G. IgG Ul/ml IgM*  AVIDEZ
gestante trimestre ELFA MEIA indices indices
M20 3° 1936  >300 2,4 0,37
M21 3° 212 70 2,4 0,40
M22 2° 62 17 2,4 0,42
M23 3° 116 54 2,2 0,66
M24 3° 8832  >300 2,1 0,35
M25 3° 900  >300 2.1 0,34
M26 3° 1752 >300 2,1 0,36
M27 3° 420 85 2,1 0,48
M28 1° 58 21 1,7 0,40
M29 2° 2880  >300 1,5 0,60
M30 3° 188 57 1,4 0,57
M31 1° - 61 1,4 0,59
M32 3° 528 298 1,4 0,61
M33 3° 592 187 1,3 0,62
M34 2° 1736 >300 1,2 0,34
M35 1° 143 36 1,2 0,50
M36 2° 140 48 1,1 0,43
M37 3° 3216  >300 1,0 0,44
M38 3° 404 126 0,9 0,54
M39 1° - 31 0,9 0,42
M40 1° 968 >300 0,8 0,63
M41 1° 676  >300 0,8 0,40
M42 3° 59 16 0,8 0,45
M43 3° 244 62 0,8 0,66
M44 3° 288 107 0,7 0,61
M45 3° 712 >300 0,7 0,57
M46 1° 260 59 0,7 0,61
M47 2° 324 92 0,7 0,40
M48 1° 1048  >300 0,7 0,30
M49 2° 1728  >300 0,7 0,40
M50 1° 388 84 0,6 0,58
M51 2° 1824  >300 0,6 0,52

Obs.: Todos os recém-nascidos deste grupo foram IgM neonatal negativa.
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DISCUSSAO

Quando a triagem sorologica para toxoplasmose ¢ realizada na gestante, a primeira
amostra sérica ¢ usualmente obtida na primeira visita da gestante ao pré-natal apos a
confirmagdo da gestagdo, usualmente entre a oitava e a 12 semanas de gestagdo. No Hospital
Materno-Infantil Presidente Vargas, a primeira amostra sérica da gestante ¢ freqiientemente
obtida apds a 20? semana de gestacdo, ou mesmo, como parturiente. Se a simples presenca de
IgM em amostras isoladas ¢ o parametro usado para identificar infeccdo aguda, muitas
gestantes serdo erroneamente identificadas como provavelmente ou possivelmente infectadas
de acordo com o sistema de classificagdo do grupo de trabalho do European Research Network
on Congenital Toxoplasmosis (LEBECH et al, 1996) e desnecessariamente submetidas a

amniocentese e/ou tratamento anti-parasitario.

Por estas razdes, amostras isoladas IgG e IgM positivas foram analisadas em relacao
aos trés parametros, IgG em Ul/ml por MEIA e ELFA e indices de IgM e avidez de IgG por
ELFA. Os parametros foram comparados a infec¢do fetal determinada pela IgM neonatal, a
fim de medir o risco de transmissdo materno-fetal. A auséncia de I[gM neonatal em 32 recém-
nascidos de maes com alta avidez, baixos indices de IgM e mesmo niveis muito altos de IgG
reforga a importancia da avidez alta para excluir risco de transmissio. E possivel, no entanto,

que tenha ocorrido um viés de sele¢do neste grupo, pois o numero de partos de gestantes com



baixa avidez foi cerca de duas vezes maior do que o nimero de partos de gestantes com alta
avidez. Em cinco recém-nascidos cujas maes tinham avidez e IgG elevadas no segundo ou
terceiro trimestres (M20, 24, 25, 26, 34), a IgM neonatal foi negativa e s6 os exames clinico e
sorologico acurados nos primeiros 12 meses de vida poderiam excluir toxoplasmose

conggénita.

A presenca de IgM neonatal em cinco criancas cujas maes tinham avidez baixa e em
um natimorto refor¢a a importancia de avidez baixa quanto ao risco de transmissdo, quando
medida em uma gestante IgM positiva. Altos indices de IgM (M1, M2 e M5) também
salientam a importancia dos indices de IgM quanto ao risco de transmissdo. M3 e M4 tinham
menos de 20 semanas e seus recém-nascidos foram IgM negativos, provavelmente porque o
risco de transmissdo ¢ baixo na primeira metade da gestagdo. Estes recém-nascidos também
deveriam ser acompanhados com exames clinico e soroldgico nos primeiros 12 meses de vida
até que a possibilidade de toxoplasmose congénita pudesse ser definitivamente confirmada ou

descartada..

A avidez pelo VIDAS foi padronizada e otimizada para excluir soroconversao recente
em gestantes com indices elevados de IgM anti-Toxoplasma no primeiro trimestre da
gestacdo (FLORI, 2004). A associagdo entre avidez categorizada e transmissao (p < 0,001)
usando o valor de corte do fabricante de 0,2 aumenta quando este valor ¢ reduzido para 0, 15,
com seis casos de transmissdo em 12 gestantes e o Teste t de Student mostra que quanto
menor a avidez, maior a chance de transmissao (p <0.001). Estas informa¢des podem ser de

extrema relevancia em obstetricia, indicando a necessidade de iniciar o tratamento.



Sem avidez, as criangas infectadas de M11 e M 13 com baixos niveis de I[gM poderiam
ndo ter sido identificadas. Em um recém-nascido infectado (M13), o unico pardmetro materno
que sugeriu fortemente risco para o feto foi a avidez. Estes sdo os resultados da sorologia
convencional mais dificeis de correlacionar com transmissdo, ja que a IgM pode ser residual

numa curva descendente.

A correlagdo moderada e inversa obtida entre os indices de IgM e de avidez nas
amostras com baixa avidez (Figura 1) desta série (r = - 0.472, p = 0.041) é muito similar a
correlacdo encontrada por Jenum et al (1997) entre os indices de avidez e o tempo estimado
de infecgdo (r = 0.46). A correlag@o obtida entre os indices de IgM e de avidez nas amostras
com avidez alta (Figura 2) nesta série (r = - 0.275, p = 0.128) ndo ¢ significativa, portanto
avidez alta ndo mostra qualquer relagdo com IgM, provavelmente porque a resposta ao
parasita ¢ individual. Houve melhor associacdo de transmissao com avidez (p < 0.001) do que

com IgM categorizada, indice maior do que 3.0 (p < 0.028).

A dindmica na produgdo de anticorpos deve ser lembrada na interpretacdo dos
resultados maternos, especialmente em amostras isoladas. Considerando as técnicas de triagem
usadas no Hospital Materno-Infantil Presidente Vargas, a sensibilidade do MEIA-IgG
(CIMON, MARTY & MORIN, 1998) e o ensaio de captura do ELFA-IgM (CAMARGO,
2001), o risco de transmissao materno-fetal é relacionado ao tempo provavel de aparecimento
dos anticorpos: (1°) IgM > 3.0/ IgG < 20 Ul/ml, (2°) IgM > 3.0/ IgG entre 20 ¢ 300 Ul/ml,
(3°) IgM > 3.0/ IgG > 300 Ul/ml, (4°) IgM < 3.0/ IgG positiva independente do nivel. Estas
sdo, portanto, as que mais se beneficiam dos resultados da avidez, especialmente o quarto
grupo, avidez baixa indicando um risco maior de infeccdo congénita, avidez alta um risco

menor.



Alta avidez, acima de 20%, na série de Jenum, Stray-Pedersen & Gundersen (1997)
pode ser usada para excluir infecgdo aguda nas 20 semanas precedentes, o que reforca os
achados de Lappalainen et al. que encontraram um valor preditivo de 100% para avidez alta

nos cinco meses precedente (LAPPALAINEN, KOSKINIEMI, HIILESMAA et al, 1995).

Na série de Flori et al (2004), o aumento dos indices de avidez foi lento; o tempo
médio para alcangar o limiar 0,3 foi de 14,2 meses. Nenhuma mulher atingiu este limiar nem
aos quatro, nem aos seis meses apds soroconversdo. De acordo com os autores, ¢ justificavel
diminuir o limiar para 0,2 para excluir uma infec¢do recente de menos de quatro meses e usar
o limiar de 0,3 do fabricante para excluir infec¢cdes de menos de seis meses. A cinética do teste
de avidez em cinco grupos de mulheres quanto ao tipo e dura¢do do tratamento também foi
avaliada e ndo houve diferencas significativas quando comparagdes foram feitas entre os

grupos.

A melhor estratégia para prevenir e controlar a infecgdo congénita pelo Toxoplasma
ndo ¢ clara. Na Franga, um pais com alta prevaléncia da infec¢do, a prevengao ¢ realizada com
a triagem soroldgica e com o acompanhamento das gestantes suscetiveis até o parto com
sorologias mensais (BESSIERES, BERREBI, ROLLAND et al, 2001; LYNFIELD, HSU &
GUERINA, 1999; ROBERT-GANGNEUX, GAVINET, ANCELLE et al, 1999).
Soroconversdo indica infeccdo aguda materna. Deteccdo do parasita no liquido amnidtico
pode ser realizada por cultura, inoculagdo em camundongo e PCR para confirmar infecgao

fetal.



O PCR para a detecgdo do T. gondii revolucionou o diagndstico pré-natal permitindo
que o feto infectado tenha diagnostico precoce e ndo seja submetido a procedimentos mais
invasivos, gragas a sua sensibilidade, especificidade e rapidez (FORESTIER, HOHLFELD,
SOLE et al, 1998; MONTOYA, 2002). No entanto, os resultados de um estudo colaborativo
europeu mostraram a falta de homogeneidade entre diferentes protocolos de PCR e seus
desempenhos, o que torna necessario um controle de qualidade externo (PELLOUX, GUY,
ANGELICI et al, 1998). Ha, também, marcadas diferengas quanto a sensibilidade
relacionadas a idade gestacional no momento em que ¢ realizada a amniocentese. PCR no
liquido amnio6tico ndo é recomendado a mulheres HIV positivas, porque existe risco de

transmissdo do virus ao feto durante o procedimento (MONTOYA, 2002).

Dunn et al (1999) analisaram o perfil de infec¢do congénita em 554 casos. A média de
transmissdao materno-fetal foi de 29%, que mascarou um aumento pronunciado no risco de 6%
em 13 semanas para 72% em 36 semanas. Gestantes que fizeram a soroconversao entre 24 e
30 semanas tiveram o maior risco (10%) de ter uma crianga infectada congenitamente com

sinais clinicos precoces e em risco de complicagdes tardias.

A maioria das criancgas infectadas nao tem sinais da doenca ao nascer, mas tem risco
importante de desenvolver seqiielas tardias: retinocoroidite em mais de 85% criangas
infectadas e anormalidades neurologicas. Reducdo marcada na freqiiéncia e na severidade da
doenca ao nascimento tem sido associada ao tratamento intra-utero. Reducao significativa nas
complicacdes tardias tem sido associada com extensdo dos regimes de tratamento pos-natal

iniciados no periodo neonatal ou como continuacdo dos regimes de tratamento intra-utero



(BESSIERES, BERREBI, ROLLAND et al, 2001; LYNFIELD, HSU & GUERINA, 1999;

ROBERT-GANGNEUX, GAVINET, ANCELLE et al., 1999)

Apesar do uso de métodos mais avangados, alguns casos de toxoplasmose congénita
ndo sdo detectados precocemente, o que salienta a importancia do cuidadoso seguimento dos
recém-nascidos em risco (ROBERT-GANGNEUX, GAVINET, ANCELLE et al., 1999). Na
Dinamarca, um pais com baixa prevaléncia da infec¢do, o programa de triagem neonatal
baseado apenas na detecgdo de IgM especifica a partir do cartdo para PKU (fenilcetonuria)
conseguiu identificar mais de 75% das criangas infectadas por gestantes que ndo foram
tratadas (LEBECH, ANDERSEN, CHRISTENSEN et al, 1999). Esta estratégia pode ser a
mais apropriada para paises com baixa prevaléncia da infeccdo (GUERINA, HSU,
MEISSNER et al, 1994, LEBECH, ANDERSEN, CHRISTENSEN et al, 1999). Nos Estados
Unidos, uma amostra isolada, freqiientemente obtida tardiamente no primeiro trimestre ou
durante o segundo ou terceiro trimestre ¢ a unica fonte de informagdo sobre o risco fetal

(WONG & REMINGTON, 1994)

Ricci et al (2003) compararam os resultados das duas abordagens em uma populacao
com alta prevaléncia da infec¢ao, com o objetivo de avaliar a efetividade destas estratégias em
5.288 gestantes suscetiveis, 188 identificadas como infectadas, ¢ 9.730 recém-nascidos. Neste
estudo, a triagem neonatal pareceu ser menos sensivel que a pré-natal. Em um estudo
realizado em Porto Alegre, a triagem neonatal identificou casos de toxoplasmose congénita
adquirida e transmitida no final da gestacdo, ndo detectados pela triagem pré-natal (LAGO,

NETO, MELAMED et al, 2003).



A prevaléncia da toxoplasmose congénita ¢ alta em Porto Alegre, 6/10.000 [95%CI
1,3/10.000; 10,7/10.000] (LAGO, NETO, MELAMED et al, 2003). Programas de prevengao
em amostras isoladas devem ser cuidadosamente avaliados. E necessério escolher as melhores
combinagdes de testes (JENUM, STRAY-PEDERSEN & GUNDERSEN, 1997; ROBERTS,
HEDMAN, LUYASU et al, 2001). J& que a avidez tem sido largamente empregada como
teste confirmatorio, 117 casos de toxoplasmose na gestacdo divididos em categorias de risco
de acordo com Lebech e col. (LEBECH, JOYNSON, SEITZ et al, 1996) foram reexaminados
incluindo a avidez, que foi capaz de definir 77 dos 117 casos (65,8%) com apenas uma
amostra. A avidez provou ser um método util para classificar a infec¢do pelo Toxoplasma em
uma unica amostra, especialmente na gestacdo (ZOTTI, CHARRIER, GIACOMUZZI et al,

2004).

Um estudo multicéntrico europeu (ROBERTS, HEDMAN, LUYASU et al, 2001)
analisou 20 testes que detectam anticorpos anti-T. gondii apos infecgdo primaria e suas
combinagdes. Os critérios de selecdo das amostras permitiram avaliar o desempenho dos
testes em termos de sensibilidade e especificidade clinica, ndo analitica. Excelente
desempenho foi obtido com o uso seqiiencial de um método para [gM de grande sensibilidade
seguido de um método que explora a qualidade da IgG (aglutinagdo diferencial e avidez):
especificidade diagnostica clinica de cerca de 99%, mantendo sensibilidade de 95% ou
superior. O pré-requisito positividade para IgG pode ter excluido amostras das duas primeiras

semanas de infec¢do, quando nem todos os isotipos de anticorpos foram ainda expressos.

Para instituicdes publicas brasileiras, talvez o melhor modelo sorologico na prevencao
da toxoplasmose congénita em amostras isoladas deva ser a pesquisa de anticorpos das classes

IgG e IgM usando testes automatizados sensiveis e especificos, com ensaio de captura para



IgM, solicitada no inicio da gestagdo. A avidez deve ser realizada em todas as sorologias IgM
positivas. Avidez alta auxilia a excluir infec¢do aguda nas ultimas 20 semanas de gestagdo.
Avidez baixa ¢ associada com risco de transmissdo que aumenta com a idade gestacional,
portanto, [gM neonatal deve ser solicitada em todas as sorologias maternas [gM positivas com
baixa avidez. Recém-nascidos negativos, mesmo assintomaticos, devem ser cuidadosamente

acompanhados durante o primeiro ano de vida para excluir toxoplasmose congénita.



CONCLUSOES

Destes resultados pode-se concluir que a avidez de IgG realizada em amostras isoladas
de gestantes IgM positivas pode determinar o risco de transmissdo em qualquer idade
gestacional, especialmente se os indices dos dois testes forem analisados em relagdo a idade
gestacional, sendo maior o risco quanto menor o indice de avidez. Este modelo sorologico

mostrou-se util mesmo quando a sorologia foi solicitada tardiamente na gestagao.
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Resumo

Objetivo: Descrever e analisar os resultados da sorologia convencional para toxoplasmose em
gestantes acompanhadas pelo pré-natal do Hospital Materno-Infantil Presidente Vargas em Porto
Alegre. Métodos: IgG e IgM especificas foram processadas por testes fluorométricos, sendo a
IgM de captura. Nova coleta em duas a trés semanas foi solicitada as gestantes IgM positivas ¢ as
que estavam no inicio da gestagdo tiveram realizada a avidez de IgG. IgM neonatal foi obtida nos
partos realizados na institui¢ao. Resultados: A prevaléncia da infec¢do em 10.468 gestantes foi de
61,1% e 38,7% das gestantes eram suscetiveis. Entre as 272 gestantes IgG e IgM positivas, 87
retornaram para nova coleta e em 84 os niveis de anticorpos permaneceram inalterados. De nove
gestantes com avidez, houve apenas uma gestante com avidez baixa e a IgM neonatal do recém-
nascido foi positiva. Em 44 recém-nascidos na institui¢do, a IgM neonatal foi positiva em quatro.
Conclusdes: Encontrou-se alta prevaléncia da infec¢do em gestantes e de toxoplasmose congénita,
mesmo sem dados sobre soroconversao. A maioria das sorologias IgM positivas foi relacionada a
infec¢do passada. A relagdo custo-beneficio do pré-natal em amostras isoladas pode ser otimizada
com a analise do risco de transmissdo materno-fetal nas gestantes IgM positivas. Quando houver

risco, deve-se solicitar [gM ao recém-nascido ¢ acompanhd-lo durante o primeiro ano de vida.

Palavras-chave: toxoplasmose congénita, sorologia para toxoplasmose, avidez de IgG, prevengao.



Abstract

Purpose: To describe and analyze the results of conventional serology for toxoplasmosis in
pregnant women during prenatal care at Hospital Materno-Infantil Presidente Vargas in Porto
Alegre. Methods: Specific IgG and IgM were performed using fluorometric tests, with IgM
capture. A second sample within two to three weeks was requested from all [gM-positive pregnant
women and IgG avidity was performed in IgM positive pregnant women at the beginning of
pregnancy. Neonatal [gM was obtained when the delivery occurred at the institution. Results: The
prevalence of infection in 10,468 pregnant women was 61.1% and 38.7% pregnant women were
susceptible. Among the 272 IgG and IgM-positive pregnant women, 87 returned for a second test
and in 84 the antibody levels remained unchanged. Of nine pregnant women with avidity, there
was only one low avidity and her newborn was IgM-positive. In 44 newborns at the institution, the
neonatal IgM was positive in four. Conclusions: A high prevalence of pregnant women infection
and congenital toxoplasmosis was found, even without data on seroconversion. Most of the IgM-
positive serologies were related to past infection. The cost-benefit ratio of prenatal care in isolated
samples may be optimized analyzing the risk of mother-to-child transmission in IgM-positive
pregnant women. When there is a risk, a neonatal IgM must be requested and the newborn should

be followed during the first year of life.

Keywords: congenital toxoplasmosis, serology for toxoplasmosis, IgG avidity, prevention.



Perfil sorologico para toxoplasmose em gestantes de um hospital publico de Porto Alegre.
Serologic profile of toxoplasmosis in pregnant women from a public hospital in Porto

Alegre.

Introdugao

A transmissdo placentaria foi a primeira forma conhecida de transmissdo do Toxoplasma
gondii. O feto ¢ infectado usualmente por taquizoitas que cruzam a placenta a partir da circulagio
materna durante a infeccao primdria, mas cistos teciduais dormentes de infec¢ao passada podem
reiniciar o ciclo de vida do parasita em gestantes imunodeprimidas e, em casos raros, em gestantes

imunocompetentes. A reinfec¢do tem sido observada mais recentemente.

O risco de transmissdo materno-fetal e de gravidade das seqiielas estdo relacionados com
a idade gestacional em que a soroconversdo materna ocorre. Dunn e colaboradores' analisaram
554 gestantes com soroconversdo durante a gestacdo e estabeleceram que o risco de transmissao
para aconselhamento clinico é de 29% durante a gesta¢dao: 2% nas oito primeiras semanas, 6% até
13 semanas, 72% até 36 semanas e 81% quando a infec¢do primdaria ocorre apos a 36* semana de
gestacao.

As criangas podem ser severamente comprometidas ou assintomaticas ao nascer. O risco
estimado de desenvolvimento de hidrocefalia, coriorretinite e calcificagdo intracraniana isolada ¢
de 61% (95%IC 34%; 85%) em 13 semanas, 25% (18 a 33%) em 26 semanas ¢ 9% (4-17%) em
36 semanas. O prognostico ¢ mais favoravel quanto mais tardiamente ocorre a infecgdo primaria;
mesmo assim, o risco de algum comprometimento clinico ¢ de 6% com mais de 36 semanas de
gestacdo. Apos a deteccdo de infeccdo materna, o risco maximo de sinais clinicos precoces ¢ de
cerca de 10% entre 24 e 30 semanas. Muitos recém-nascidos assintomaticos apresentardo lesdes
oculares ou de sistema nervoso central que podem ser evitadas ou minimizadas com tratamento

1
precoce .



A prevencdo da toxoplasmose congénita ¢ das seqiielas pode ser obtida através de uma
ou de combinacdes das seguintes estratégicas: (a) educa¢do das gestantes ndo-imunes ou
suscetiveis sobre comportamentos preventivos”, (b) tratamento das gestantes com infec¢do aguda’,
(c) tratamento dos fetos infectados®, (d) tratamento precoce dos recém-nascidos infectados,
mesmo que assintomaticos’. A escolha de qualquer programa de triagem requer um estudo da
doenga, testes dos procedimentos, tratamento e suporte administrativo, de forma que uma relagao
dano-beneficio possa ser estabelecida. Apesar do nimero consideravel de publicagdes, a estratégia
mais adequada para prevenir toxoplasmose congénita em determinada popula¢do depende de

inumeros fatores e é dificil de definir.

A triagem pré-natal foi introduzida em alguns paises como a Austria, a Franca, a
Noruega e a Bélgica, com acompanhamento sorologico das gestantes suscetiveis e tratamento em
caso de soroconversio. E cara e os testes para confirmar infecgdo fetal sio invasivos. Seus
defensores relatam, no entanto, baixa incidéncia de doenca severa na crianga quando a mae ¢
diagnosticada e tratada no pré-natal’. Mesmo com o uso de métodos sofisticados, alguns casos de
toxoplasmose congénita ndo sdo diagnosticados precocemente, o que reforga a necessidade do
seguimento cuidadoso dos recém-nascidos de risco®. Além disso, em 1999, foram publicados os
resultados de uma revisdo sistematica sobre a evidéncia de eficicia no tratamento da gestante. A
revisdo ndo conseguiu esclarecer se o tratamento pré-natal reduz a transmissdo congénita do

parasita’.

A triagem neonatal ¢ considerada uma alternativa pratica e de baixo custo quando a
incidéncia de infecgdo primaria na gestante ¢ baixa® °. Foi adotada na Dinamarca e em outros
paises com o objetivo de identificar os recém-nascidos infectados e trata-los precocemente. Na

Dinamarca, a presenga de IgM neonatal por captura identificou 70-80% dos casos de infec¢ao



congénita’. Em estudos recentes, as duas abordagens, triagem pré-natal e neonatal, tém sido
comparadas, na tentativa de buscar uma relagdo custo-efetiva em regides com alta prevaléncia da

: ~ 10,11
infecgdo'* .

Em Porto Alegre, alguns estudos ja mostraram que a prevaléncia da infec¢do na gestante
¢ elevada'>". Varella e colaboradores encontraram uma prevaléncia na gestante do Hospital
Nossa Senhora da Concei¢do de Porto Alegre de 59,8% (95%IC: 57,0%; 62,5%) que aumenta
com a idade materna e diminui com a escolaridade. Os autores justificam a ado¢do de medidas
preventivas primdrias e secundarias até que novas evidéncias permitam maior racionaliza¢do no

, . . , . Ayt 1
emprego de técnicas diagnosticas e terapéuticas'”.

O Hospital Materno-Infantil Presidente Vargas, hospital de ensino do Ministério da
Saude, com residéncia médica nas areas de Ginecologia/ Obstetricia e Pediatria/ Neonatologia, ja
realizava a sorologia para toxoplasmose e a avidez de IgG quando, em 2.000, passou a ser
administrado pela Secretaria Municipal da Satde. A rede municipal havia optado pela triagem
pré-natal como estratégia de prevengdo da toxoplasmose congénita, mas ndo havia definido as

condutas subseqiientes, nem os servicos de referéncia para o encaminhamento das gestantes.

O objetivo deste estudo foi descrever e analisar os resultados da sorologia convencional
para toxoplasmose em gestantes acompanhadas pelo pré-natal do Hospital Materno-Infantil

Presidente Vargas em Porto Alegre.



Pacientes e Métodos

O método de investigacdo empregado foi uma coorte prospectiva e descritiva. Entre
1998 e 2003, todas as gestantes encaminhadas pelo pré-natal do Hospital Materno-Infantil
Presidente Vargas tiveram os testes sorologicos para toxoplasmose realizados por solicitagcdo do
obstetra, habitualmente na primeira consulta, tendo como critério de exclusdo uma sorologia
prévia compativel com infec¢do passada (IgG positiva e IgM negativa). A partir de 2000, a avidez
de IgG foi pesquisada nas gestantes [gM positivas que estavam no primeiro trimestre da gestacao.
Foi obtida a sorologia dos recém-nascidos nos partos realizados no hospital.

Os testes fluorométricos para IgG, IgM e avidez de IgG foram realizados segundo as
instru¢des dos fabricantes. A pesquisa de IgG anti-T. gondii foi processada pela técnica comercial
MEIA, AxSYM®™ System Toxo IgG (Abbott Laboratories, Chicago, IL, USA) e os resultados
foram expressos em Ul/ml: negativo (inferior a 2,0), positivo (superior a 3,0), inconclusivo (entre
2,0 e 3,0). Niveis muito elevados de IgG pelo MEIA foram liberados como superiores a 300
Ul/ml. A pesquisa de IgM anti-T. gondii foi processada pela técnica comercial ELFA, VIDAS
TOXO IgM, (bioMérrieux sa, Lyon, France) e os resultados foram expressos em indices:
negativo (inferior a 0,55), positivo (superior a 0,65), inconclusivo (entre 0,55 ¢ 0,65). As amostras
IgM positivas foram armazenadas entre 2 e 8 °C por até cinco dias para a pesquisa da avidez de
IgG. A avidez foi também realizada pelo ELFA, VIDAS System, mesmo sem solicitagdo médica,
nas gestantes IgG e IgM positivas no primeiro trimestre, a partir de 2000. Os resultados foram
expressos em indices: baixo (inferior a 0,2), alto (superior a 0,3), inconclusivo (entre 0,2 ¢ 0,3).

Nova amostra em duas semanas foi solicitada no laudo de resultado a todas as sorologias
IgG negativas e IgM positivas ou inconclusivas, acompanhadas da observacao: “Nova amostra
deve ser coletada em duas semanas para fazer a distingdo entre infeccdo aguda e IgM falso-
positiva”. Nova amostra também foi solicitada a todas as sorologias IgG e IgM positivas com

indice de IgM inferior a 3,0, com a observacdo: “Sugere-se nova coleta em duas semanas para



diagnéstico de infeccdo aguda”. As sorologias dos recém-nascidos foram processadas durante a
primeira semana de vida com as mesmas técnicas.

Os registros das informagdes foram feitos pelos proprios autores. A analise foi baseada
na distribui¢cdo binomial, através do céalculo de uma propor¢ao simples para estimar a prevaléncia
de soropositividade e suscetibilidade a infecgdo pelo T. gondii. O projeto foi aprovado pelo
Comité de Etica do Hospital Materno-Infantil Presidente Vargas. Como nfo seria possivel
identificar as pacientes na forma em que os dados seriam apresentados, ndo foi necessario o

consentimento informado.



Resultados

A sorologia para toxoplasmose foi realizada em 10.468 gestantes (Figura 1). As
gestantes foram classificadas em quatro grupos em relagdo aos resultados: grupo I (IgG positiva,
IgM negativa): 6.125 gestantes, 58,5% [95%IC: 57,26%; 59,74%]; grupo II (IgG positiva, IgM
positiva ou inconclusiva): 272 gestantes, 2,6% [1C95%: 0,52%; 4,68%]; grupo III (IgG e IgM
negativas): 4 052 gestantes, 38,7% [IC95%: 37,19% ; 40,21%] e grupo IV (IgG negativa, [gM
positiva ou inconclusiva): 19 gestantes, 0,18% [IC95%: 0%; 4,72%].

Quarenta e quatro gestantes tiveram o parto realizado na instituicdo. Em quatro recém-
nascidos assintomaticos no periodo neonatal a IgM foi positiva. (Tabela 1). Uma parturiente sem
sorologia prévia para toxoplasmose teve um natimorto e a investigagdo de infec¢des congénitas
evidenciou sorologia para toxoplasmose compativel com infec¢do aguda, IgG: 2.000 Ul/ml; IgM:
1,9; avidez: 0,07. A necrdpsia da crianga ndo foi realizada.

Das 272 gestantes IgG positiva e IgM positiva ou inconclusiva com solicitacdo de
retorno em duas semanas, 87 (32%) retornaram para a segunda coleta. Destas, 54 tinham tragos e
33 indices baixos de IgM. Duas gestantes com indices baixos de IgM (Gl e G3) apresentaram
aumento dos niveis de anticorpos especificos compativel com infec¢do aguda. Em G1 observou-se
a soroconversao de IgG pelo ELFA, cujo resultado na primeira amostra foi de o Ul/ml. A IgM dos
dois recém-nascidos foi positiva. Outra gestante com indice baixo de IgM apresentou queda dos
niveis de anticorpos especificos (G2) e avidez baixa na segunda amostra ¢ a IgM do recém-
nascido foi também positiva. Nas demais gestantes com segunda amostra, os niveis de anticorpos
permaneceram inalterados. Uma gestante com tragos de IgM (G4) teve um recém-nascido IgM
positivo.

A IgG foi negativa e a IgM inconclusiva em sete gestantes e a IgG foi negativa e a IgM
positiva em 12 gestantes. Quatro gestantes retornaram para a segunda coleta como havia sido

sugerido e os niveis de anticorpos permaneceram inalterados.



A pesquisa de avidez foi realizada em nove gestantes que estavam no inicio da gestagao.
O indice de avidez foi baixo em G2 e alto nas demais. A IgM de todos os recém-nascidos foi

negativa, exceto a [gM do recém-nascido de G2.



Discussao

A maioria das gestantes nesta série fez a soroconversdo no passado, portanto, o primeiro
grupo foi constituido por gestantes imunes. O risco de transmissao materno-fetal do parasita neste
grupo ¢ desprezivel, mas pode ocorrer infec¢do congénita se a gestante imunocompetente infectar-
se com cepa de maior viruléncia. Pode ocorrer, também, por reativacdo de infecg¢do cronica em
gestantes HIV positivas com contagens baixas de linfocitos T CD4+ ou em gestantes
imunossupressas. Justifica-se, portanto, a extensdo da prevencdo primaria a todas as gestantes,
independentemente da suscetibilidade.

No segundo grupo foram incluidas todas as gestantes IgM e IgG positivas,
independentemente dos niveis de IgG e dos indices de IgM. O risco de transmissdo materno-fetal
do parasita precisa ser considerado, pois a IgM pode estar associada a infec¢do recém-adquirida,
especialmente se a gestante € jovem e a prevaléncia da infec¢do na populacao ¢ elevada.

As gestantes suscetiveis do terceiro grupo, sem imunidade ao parasita e em risco de fazer
soroconversao durante a gestacdo, ndo foram acompanhadas sistematicamente com sorologias
seqiienciais, nem seus recém-nascidos com IgM neonatal.

O quarto grupo retine gestantes com IgM positiva ou inconclusiva e IgG negativa, em
que apenas a segunda coleta apds duas a trés semanas pode definir se a infec¢do é recém-adquirida
(soroconversdo de IgG) ou se a IgM ¢ falso-positiva.

Como as gestantes suscetiveis ndo foram acompanhadas com sorologias seqiienciais até
o0 parto, a incidéncia de infeccdo aguda na gestante e de infeccdo congénita ndo pode ser estimada.
As gestantes suscetiveis deveriam receber uma atengao especial, com prevengao primaria rigorosa
e controles subseqlientes da sorologia. Nao houve, também, acompanhamento soroldgico até o
final do primeiro ano de vida dos recém-nascidos cujas sorologias maternas eram sugestivas de
risco para o feto. No entanto, os dados obtidos permitem algumas considera¢des que podem ser

uteis para reavaliar a estratégia de prevencao da toxoplasmose congénita na rede municipal em



relacao a custo-beneficio.

O periodo de incubagdo nos casos clinicos relatados de toxoplasmose aguda varia de 4 a
21 dias. Os niveis de IgG aumentam rapidamente poés-infeccdo, alcancam os valores mais
elevados em um a dois meses, seguindo-se um longo declinio ao longo dos anos, que segue
padrdes individuais. A IgG especifica usualmente persiste por toda a vida'®. Algumas vezes é
dificil estabelecer o estado imune quando os niveis de IgG estdo proximos ao ponto de corte. O
MEIA detecta valores muito baixos de IgG, um dos mais baixos entre os Kits comerciais', razio
de ter sido o método escolhido. Além disso, o Sistema AxSYM®, Abbott, permite rapidez na
liberagdo dos resultados.

A IgM especifica €, usualmente, a primeira a ser detectada, ja na primeira semana pds-
infecgdo. Sua persisténcia por mais de seis meses com testes de grande sensibilidade como o
utilizado, ¢é responsavel pela pobre especificidade observada no diagndstico de infec¢do aguda, de
extrema relevancia na gestante. Assim, um resultado isolado positivo ndo tem valor absoluto, a
IgM pode ser “residual” ou falso-positiva. Os indices relacionados a infeccdo aguda sdo, no
entanto, significativamente mais elevados do que os residuais'®.

Os indices de IgM sdo fundamentais para a correta interpretacio da sorologia na
gestante. Em estudos com o ELFA foram observados indices superiores a 3,0 em 30 individuos
com infec¢do aguda e em 29, os indices foram superiores a 3,5. Em 20 individuos na “fase de
transicdo”, em que os niveis de IgG estdo bastante elevados e a IgM esta ausente ou presente em
niveis baixos, somente sete mostraram indices entre 3,0 e 3,5, enquanto os indices dos individuos
com infec¢do latente foram inferiores a 3,0. Durante infec¢do aguda indices crescentes de IgM
também podem ser encontrados'®.

De 87 gestantes IgG e IgM positivas com amostras seqiienciais, G1 e G3 mostraram
niveis crescentes e G2, niveis decrescentes de IgG e IgM, sendo os trés recém-nascidos IgM

positivos. G2 estava na 15" semana de gestagdo quando niveis elevados de IgG e IgM de 2,4



foram detectados na primeira sorologia. A avidez foi introduzida na institui¢do no intervalo entre
as duas coletas. A segunda coleta apds quatro semanas mostrou queda dos niveis dos anticorpos e
avidez baixa (0,13). A informagdo de infeccdo recém-adquirida poderia ter sido obtida ja na
primeira amostra, se a pesquisa de avidez tivesse sido realizada. Niveis inalterados de anticorpos
foram observados nas demais gestantes, sendo a IgM considerada residual, provavelmente
relacionada a infecg¢@o adquirida ha mais de seis meses ou falso-positiva.

A segunda amostra foi essencial em quatro de 19 gestantes IgG negativas/ IgM positivas
ou inconclusivas, que retornaram para a segunda coleta. Os resultados inalterados das segundas
amostras permitiram interpretar as IgM como falso-positivas.

Avidez alta tem sido utilizada para excluir infec¢do recém-adquirida pos-concepgdo em
amostras obtidas no primeiro trimestre da gestacdo ou nas 20 semanas anteriores a coleta da
amostra' "'®. Das nove gestantes no inicio da gestagdo, oito tiveram avidez alta ¢ uma avidez
baixa, sendo apenas infectado o recém-nascido da gestante com avidez baixa.

Uma das gestantes em que o recém-nascido foi infectado (G4) tem uma unica amostra
coletada na 24" semana com IgG elevada e tragos de IgM, em que a pesquisa de avidez poderia ter
sugerido risco de transmissao materno-fetal.

Testes sorologicos diferentes detectam, com freqiiéncia, anticorpos diferentes, com
padrdes proprios de elevagdo e queda pos-infeccdo'®. Quando se dispde de amostra isolada ou
solicitada tardiamente na gestagdo, os indices de IgM precisam ser vinculados aos niveis de IgG
para que a interpretacao da sorologia considere tanto a dinamica da formagao de anticorpos quanto
o espaco de poucos meses entre concep¢do e parto. E preciso considerar que resultados
discordantes gerados por diferentes servigos afligem obstetras, pacientes e geram procedimentos
invasivos e testes caros como o PCR, na maioria das vezes, desnecessarios'® 1°.

A analise do desempenho de diferentes estratégias soroldgicas (20 métodos e 195



combinagdes) no diagnéstico da infec¢do aguda pelo toxoplasma em relagdo a sensibilidade e
especificidade clinicas, mobilizou 29 centros de referéncia europeus. Excelente desempenho,
sensibilidade igual ou superior a 95% e especificidade préxima a 99%, foi obtido pelo uso
seqiencial de IgM (alta sensibilidade) e de um método que explora a qualidade da IgG
(aglutinagdo diferencial ou avidez). Os autores referem que tal poder diagnodstico ndo tem
precedentes, especialmente na prevencdo da toxoplasmose congénita™.

Em nossa série, apenas 32% das gestantes com retorno solicitado para esclarecer o perfil
imunoldgico atenderam a solicitagdo. Das 4.343 gestantes de risco (grupos II, III e IV), somente
44 (1,0 %) tiveram o parto realizado na institui¢do. As tentativas para obter informagdes sobre os
resultados das IgM neonatais em outros hospitais foram frustradas pela falta de registros, mesmo
em centros que, por serem de ensino, sdo considerados de referéncia. Este ¢ um dos maiores
problemas que se enfrenta na analise do desempenho dos testes sorologicos e das politicas de
saude publica.

Quatro criangas IgM positivas em 44 sorologias maternas de risco ¢ um percentual
elevado que permite uma estimativa grosseira sobre a prevaléncia da toxoplasmose congénita no
Hospital Materno-Infantil Presidente Vargas: alta e proxima a encontrada por Lago e

colaboradores, também em Porto Alegre, de 6/10.000 [95% IC 1,3/10.000; 10,7/10.000]”.

Dois trabalhos recentes chamam a atengdo para outro aspecto: as diferengas quanto a
prevaléncia entre grupos socioecondmicos distintos. O estudo comparativo da toxoplasmose
congénita entre hospitais publicos e privados em Uberlandia, Minas Gerais, mostrou diferencas
significativas, 57,65 ¢ 41,9% respectivamente, quanto a freqiiéncia de toxoplasmose congénita,
0,8% e 0%, respectivamente, em 500 amostras de sangue de corddo umbilical provenientes de

hospitais publicos e 305 amostras provenientes de hospitais privados. Os autores enfatizam a



importancia de programas de triagem na gestante, especialmente em hospitais publicos, devido a
taxa elevada de toxoplasmose congénita nestes centros’'. Em Passo Fundo, Rio Grande do Sul, a
incidéncia de toxoplasmose congénita foi de 8/10.000 e a distribuicdo quanto ao status
socioecondmico revelou que 84,5% das gestantes situavam-se em C, D e E*.

Em conclusdo, encontrou-se uma prevaléncia elevada de toxoplasmose nas gestantes
analisadas, bem como de toxoplasmose congénita, mesmo sem dados sobre soroconversio.
Apenas um ter¢o das gestantes com suspeita de infecgdo recente retornou para repetir a sorologia.
A maioria das sorologias IgM positivas foi relacionada a infec¢do passada. Em regides com alta
prevaléncia da infeccdo, a relacdo custo-beneficio da sorologia pré-natal em amostra isolada pode
ser otimizada se as amostras IgM positivas forem avaliadas quanto aos niveis dos anticorpos
especificos e aos resultados da avidez em relagdo a idade gestacional, para definir risco de
transmissdo materno-fetal. Sempre que a sorologia materna indicar risco, deve-se solicitar IgM ao
recém-nascido e acompanha-lo durante o primeiro ano de vida. E necessaria a integragio entre os
diversos niveis de atendimento do sistema publico de saude para que se possa atingir a maxima

eficiéncia no controle da toxoplasmose gestacional e congénita.
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Figura 1- Resultados da sorologia anti-Toxoplasma gondii realizadas entre 1998 ¢ 2003

nas gestantes do Hospital Materno Infantil Presidente Vargas.
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Tabela 1- Dados das sorologias maternas nos casos de recém-nascidos positivos.

Identificacao intervalo I1G IgG Ul/ml IgM* avidez RN-IgM
semanas  semanas MEIA iindice  indice indice
1- 1* amostra 6 30 17 2.9 ni 5,5
24 >300 4,2
2- 1* amostra 15 >300 2,4 ni 1,4
24 4 199 2,0 0,13
3 20 parto 69 1,4
3- 1* amostra 4 28 165 1,8 ni 2,7
24 >300 8,7
4- uma amostra 24 >300 0,8 ni 1,3

Obs: G 1= 1? gestante, G 2= 2? gestante, G 3= 3 gestante, G 4* = quarta gestante; IG= idade

gestacional; RN= recém-nascido; ni= ndo introduzida

*Sorologias maternas em ordem decrescente por indice de IgM na primeira amostra.
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RESUMO

A avidez de IgG anti-Toxoplasma foi realizada em 168 amostras IgG e IgM positivas de
gestantes, coletadas em qualquer periodo da gestacdo, para avaliar o valor preditivo do risco de
transmissdo materno-fetal em amostra Unica, considerando as limitagdes da sorologia
convencional. A IgM neonatal foi considerada o marcador sorologico de transmissdo. Testes
fluorométricos foram realizados para IgG, IgM (imunocaptura) e avidez de IgG. Cingiienta e
uma das 128 gestantes testadas tiveram os partos realizados na instituicdo e a IgM neonatal foi
obtida. Os resultados mostraram 32 (62.75%) gestantes com avidez alta, indices de IgM entre 0,6
e 2,4 e nenhum recém-nascido infectado. Dezenove (37.25%) tiveram avidez baixa ou
inconclusiva, indices de IgM entre 0,6 ¢ 11,9, cinco recém-nascidos infectados e um natimorto.
Em dois recém-nascidos infectados e no natimorto, os indices maternos de IgM foram baixos e
em um recém-nascido infectado, o inico pardmetro materno que sugeriu risco para o feto foi a
avidez de IgG. No presente estudo, a avidez de IgG realizada em amostras isoladas de gestantes
IgM positivas auxiliou a determinar o risco de transmissdo durante toda a gestacdo,
especialmente quando os indices dos dois testes foram analisados em relacdo a idade gestacional.
Este modelo pode ser menos oneroso para paises em desenvolvimento com alta prevaléncia da
infec¢do e cria uma nova perspectiva para o diagndstico da toxoplasmose conggénita.

Palavras-chave: toxoplasmose congénita - sorologia para toxoplasmose - avidez de
IgG



INTRODUCAO

O risco de transmissdo materno-fetal do Toxoplasma gondii e a severidade das
seqiielas na infec¢do congénita tém sido correlacionados com a idade gestacional em que a
soroconversdo ocorre’. Reducdo significativa na freqiiéncia e na severidade da doenca no
periodo neonatal tem sido associada com tratamento intra-utero dos fetos infectados''®,
mesmo que o tratamento ndo previna a transmissdo do parasita®. A alta prevaléncia da
infeccdo pelo Toxoplasma em gestantes de Porto Alegre levou a implantagdo da triagem
soroldgica no pré-natal da rede municipal'>.

Anticorpos da classe IgM podem aparecer mais cedo e seus niveis podem cair mais
rapido do que os niveis de anticorpos da classe IgG e sdo freqiientemente a primeira classe de
anticorpos detectada apoOs infecgio primaria'’. Apesar da ampla distribuicdo de Kkits
comerciais para medir IgM, estes ndo s3o padronizados; portanto, resultados quantitativos de
diferentes fabricantes ndo sdo comparaveis. Diversos métodos para a deteccdo de IgM ainda
tém uma alta freqiiéncia de falsos positivos e em alguns pacientes, a IgM positiva é "residual",
detectada durante a fase cronica da infeccdo. Um resultado positivo de IgM em amostra
isolada pode ser interpretado como positivo verdadeiro em infeccdo aguda, positivo
verdadeiro em infecgio cronica ou como falso positivo'’.

Os indices de IgM relacionados a infec¢@o aguda sdo significativamente mais elevados
do que os residuais®™. Com o ELFA- enzyme-linked fluorescent assay, sistema VIDAS, o
aumento dos indices de IgM ou indices superiores a 3,5 foram observados em infecg¢ao aguda,
indices entre 3,0 e 3,5 na fase de transicdo e indices entre 0,65 ¢ 3,0 em infecgdo latente?.

A IgM deve ser processada por testes com reagdes inespecificas minimas como o ETA
de captura®®. O algoritmo para o sorodiagnostico da toxoplasmose nos USA determina a
pesquisa de IgM quando o tempo de infec¢do necessita ser definido. Se a IgM ¢€ positiva em

indices elevados, a infec¢ao provavelmente ocorreu nos ultimos trés a seis meses. Se é



positiva em baixos indices pode ser falso-positiva, pode ser relacionada a infec¢do adquirida
nos ultimos dois anos ou estar relacionada a reinfec¢do. Se € negativa, a infecgdo ocorreu ha
mais de dois anos. Os autores sugerem que individuos com indices baixos de IgM coletem
uma segunda amostra, processando ambas em paralelo para detectar com seguranca aumento
dos niveis de anticorpos™. Na gestante com indices baixos de IgM, ¢ dificil determinar o
tempo de infec¢do e excluir a possibilidade de transmissao.

Em 1989, Hedman ¢ col.” introduziram a avidez de IgG para auxiliar no diagnéstico da
infec¢do aguda baseada na forca de ligacdo da IgG especifica a um antigeno multivalente do
parasita, que ¢ baixa apos infec¢do primdria e aumenta ao longo do tempo. Alta avidez no
inicio da gestacdo tem sido usada como pardmetro para excluir infecgio pos-concepgio.”'”.

O risco de infecgdo aguda, parasitemia e transmissdo materno-fetal tem sido associado

2,142 .
1425 6 baixa

com altos niveis de IgG', presenca de IgM'* ou altos indices de IgM
avidez™ 131822233 - A respostas soroldgicas, no entanto, seguem ritmos diversos, individuais.

Avidez baixa, assim como a presencga de [gM podem ser detectadas longo tempo apos
infec¢do primaria em alguns individuos. IgG elevada e mesmo muito elevada nem sempre €
observada em infec¢io aguda, especialmente nas primeiras semanas' .

No Hospital Materno-Infantil Presidente Vargas em Porto Alegre, a sorologia para
toxoplasmose ¢ solicitada na primeira visita ao pré-natal, mas o acompanhamento das
gestantes suscetiveis ¢ realizado pobremente ou nao ¢é realizado. Amostras de gestantes IgG e
IgM positivas que iniciaram o acompanhamento pré-natal tarde ou foram apenas testadas no
momento do parto, ocorrem com freqiiéncia. Deve-se tentar definir o estado imunologico da

paciente a partir de amostras isoladas, tendo em mente que ultrassonografia, amniocentese ¢

PCR (polymerase chain reaction) sdo solicitados a partir da sorologia.



O objetivo deste estudo foi, portanto, avaliar a avidez de IgG em amostras de gestantes
IgG and IgM positivas em relacdo a capacidade de identificar risco de transmissdo materno-
fetal do Toxoplasma em amostras isoladas, solicitadas em qualquer idade gestacional,
considerando as limitagdes da sorologia convencional. Os niveis de IgG e os indices IgM e de
avidez de IgG foram analisados e a IgM neonatal foi usada como marcador sorolégico de

transmissao materno-fetal.



PACIENTES E METODOS

A avidez de IgG anti-T. gondii foi prospectivamente determinada em todas as
amostras IgG e IgM positivas obtidas de gestantes em sua primeira visita ao Hospital
Materno-Infantil Presidente Vargas, em Porto Alegre, Rio Grande do Sul, Brasil, entre 2000 e
2004, independente da idade gestacional. Cinqlienta e uma gestantes tiveram o parto realizado
no hospital. Amostras séricas dos recém-nascidos foram obtidas para determinar a IgM
neonatal.

IgG anti-T. gondii foi medida pela técnica comercial MEIA, AxSYM® System Toxo
IgG (Abbott Laboratories, Chicago, IL, USA). Os resultados foram expressos em Unidades
Internacionais por mililitro (Ul/ml), negativo: <2,0, positivo: >3,0, inconclusivo: entre 2,0 e
3,0.

IgM anti-T. gondii foi medida pela técnica comercial ELFA, VIDAS Toxo IgM
(bioMérrieux sa, Lyon, France). Os resultados foram expressos em indices, negativo: <0,55,
positivo: >0,65, inconclusivo: entre 0,55 ¢ 0,65.

A avidez de IgG foi também medida pela técnica comercial ELFA Os resultados
foram expressos em indices: baixo: < 0,2, alto: > 0,3, inconclusivo: entre 0,2 ¢ 0,3.

As técnicas foram processadas como recomendam os fabricantes. As IgG e IgM
especificas dos recém-nascidos foram processadas com as mesmas técnicas.

O Teste Exato de Fisher foi usado para analisar (a) a associagdo entre IgM
categorizada e transmissdo, (b) IgM categorizada e avidez, (c) avidez e transmissdo. O Teste t
Student foi usado para analisar a associacdo entre indice de avidez e transmissdo. A

correlacdo de Pearson foi usada para analisar a correlagdo dos indices de IgM e de avidez.



O projeto foi aprovado pelo Comité de Etica do Hospital Materno-Infantil Presidente

Vargas.



RESULTADOS

A avidez de IgG foi realizada em 168 amostras de gestantes IgG e IgM positivas
(cerca de 2.5% do total de sorologias realizadas durante este periodo) e foi alta em 128 (76%)
e baixa ou inconclusiva em 40 (24%). A idade gestacional foi informada em 105 gestantes
(62.5%) das quais 33 (31,4%) estavam no primeiro, 36 (34,3%) no segundo e 33 (31,4%) no
terceiro trimestre da gestacdo. Cinqilienta e uma gestantes (30%) tiveram o parto realizado no
hospital, tornando possivel obter a [gM neonatal.

Entre as 128 gestantes com avidez alta, 32 tiveram o parto realizado na instituicdo. Os
niveis de IgG variaram de 58 a 8.832 Ul/ml ¢ os indices de IgM variaram de 0,65 a 2.4.
Dezoito maes tiveram indices baixos de IgM (entre 1,0 e 3,0) e 14 mdes somente tragos de
IgM (entre 0,65 e 0,9). Onze maes estavam no primeiro, sete no segundo ¢ 14 no terceiro
trimestre da gestacdo. A IgM neonatal foi negativa em todos os recém-nascidos.

Entre as 40 gestantes com avidez baixa ou inconclusiva, 19 tiveram o parto realizado
na institui¢do (Tabela 1). Os niveis de IgG variaram de 106 a 3.356 Ul/ml e os indices de IgM
variaram entre 0,65 e 11,9. Seis maes tiveram indices de IgM superiores a 3,5 e avidez muito
baixa (M1 a M6), 11 tiveram indices baixos de IgM (entre 1,0 ¢ 3,0) e duas somente tragos de
IgM (entre 0,65 ¢ 0,9). Duas maes estavam no primeiro, seis no segundo ¢ 11 no terceiro
trimestre da gestacao.

Cinco recém-nascidos IgM positivos (M1, M2, M5, M11 and M13) e um natimorto
(M12) resultaram destas maes. Em trés recém-nascidos infectados (M1, M2 e M5), os indices
maternos de IgM foram extremamente elevados e em dois recém-nascidos (M11 and M13) e
no natimorto (M12), os indices de IgM foram baixos. As sorologias maternas de M2 e M5

foram muito semelhantes: baixos niveis de IgG e altos indices de IgM.



De acordo com o teste Exato de Fisher existe associagdo significativa entre IgM
categorizada (indice maior do que 3,0) e transmissdao (p < 0,028), sendo a IgM neonatal o
marcador soroldgico de transmissdo. IgM alta resulta em um niimero maior de criangas
infectadas do que IgM baixa ou inconclusiva. Existe também uma associagdo significativa
entre IgM categorizada e avidez categorizada (p <0,001), IgM alta sendo associada com
avidez baixa e vice-versa. Existe também associac¢do entre avidez categorizada e transmissao
(p <0,001), avidez baixa associada com transmissdo e avidez alta associada com auséncia de
transmissdo usando o indice de corte do fabricante de 0,2. Reduzindo-se o indice de corte para
0,15 aumenta a associa¢do entre avidez baixa ¢ transmissdo. De acordo com o teste t Student,
ha associagdo significativa entre indice de avidez e transmissao (p > 0,001), sendo um indice
baixo de avidez associado com uma chance maior de transmissao.

De acordo com a correlagdo de Pearson, existe correlagdo significativa entre os indices
de IgM e avidez, moderada e inversa, portanto a um indice alto de avidez corresponde um
indice baixo de IgM e vice-versa (r= - 0,548, p < 0,001). A relacdo entre os indices de IgM e
de avidez quando a avidez ¢ baixa pode ser observada na Figura 1 (r= - 0,472; p= 0,041) e

quando ¢ alta, na Figura 2 (r=-0,275; p=0,128).



DISCUSSAO

Quando a triagem sorologica para toxoplasmose ¢ realizada na gestante, a primeira
amostra sérica ¢ usualmente obtida na primeira visita da gestante ao pré-natal apos a
confirmagdo da gestagdo, usualmente entre a oitava e a 12 semanas de gestagdo. No Hospital
Materno-Infantil Presidente Vargas, a primeira amostra sérica da gestante ¢ freqiientemente
obtida apds a 20? semana de gestacdo, ou mesmo, como parturiente. Se a simples presenca de
IgM em amostras isoladas ¢ o parametro usado para identificar infeccdo aguda, muitas
gestantes serdo erroneamente identificadas como provavelmente ou possivelmente infectadas
de acordo com o sistema de classificagdo do grupo de trabalho do European Research Network
on Congenital Toxoplasmosis'* ¢ desnecessariamente submetidas a4 amniocentese e/ou
tratamento anti-parasitario.

Por estas razdes, amostras isoladas IgG e IgM positivas foram analisadas em relacao
aos trés parametros, IgG em Ul/ml por MEIA e ELFA e indices de IgM e avidez de IgG por
ELFA. Os parametros foram comparados a infec¢do fetal determinada pela IgM neonatal, a
fim de medir o risco de transmissdo materno-fetal. A auséncia de [gM neonatal em 32 recém-
nascidos de maes com alta avidez, baixos indices de [gM e mesmo niveis muito altos de IgG
reforga a importancia da avidez alta para excluir risco de transmissao.

A presenca de IgM neonatal em cinco criangas cujas maes tinham avidez baixa e um
natimorto reforga a importincia de avidez baixa quanto ao risco de transmissdo, quando
medida em uma gestante IgM positiva. Altos indices de IgM (M1, M2 e M5) também
salientam a importancia dos indices de IgM quanto ao risco de transmissdo. M3 e M4 tinham
menos de 20 semanas e seus recém-nascidos foram IgM negativos, provavelmente porque o

risco de transmissdo € baixo na primeira metade da gestagao.



A avidez pelo VIDAS foi padronizada e otimizada para excluir soroconversao recente
em gestantes com indices elevados de IgM anti-Toxoplasma no primeiro trimestre da
gestacdo’. A associagdo entre avidez categorizada e transmissdo (p < 0,001) usando o valor de
corte do fabricante de 0,2 aumenta quando este valor ¢ reduzido para 0, 15, com seis casos de
transmissdo em 12 gestantes.

Sem avidez, as criangas infectadas de M11 e M 13 com baixos niveis de IgM poderiam
nao ter sido identificadas. Em um recém-nascido infectado (M13), o tinico parametro materno
que sugeriu fortemente risco para o feto foi a avidez. Estes sdo os resultados da sorologia
convencional mais dificeis de correlacionar com transmissdo, ja que a IgM pode ser residual
numa curva descendente.

A correlagdo moderada e inversa obtida entre os indices de IgM e de avidez nas
amostras com baixa avidez (Figura 1) desta série (r = - 0.472, p = 0.041) é muito similar a
correlacdo encontrada por Jenum e col. (1997) entre os indices de avidez e o tempo estimado
de infecgdo (r = 0.46). A correlag@o obtida entre os indices de IgM e de avidez nas amostras
com avidez alta (Figura 2) nesta série (r = - 0.275, p = 0.128) ndo ¢ significativa, portanto
avidez alta nd3o mostra qualquer relagdo com IgM. Houve melhor associagdo de transmissao
com avidez (p < 0.001) do que com IgM categorizada, indice maior do que 3.0 (p < 0.028).

A dindmica na produgdo de anticorpos deve ser lembrada na interpretacdo dos
resultados maternos, especialmente em amostras isoladas. Considerando as técnicas de triagem
usadas no Hospital Materno-Infantil Presidente Vargas, a sensibilidade do MEIA-IgG’ e o
ensaio de captura do ELFA-IgM?, o risco de transmissdo materno-fetal é relacionado ao tempo
provavel de aparecimento dos anticorpos: (1°) IgM > 3.0/ IgG < 20 Ul/ml, (2°) IgM > 3.0/
IgG entre 20 e 300 Ul/ml, (3°) IgM > 3.0/ 1gG > 300 Ul/ml, (4°) IgM < 3.0/ IgG positiva

independente do nivel. Estas sdo, portanto, as que mais se beneficiam dos resultados da



avidez: avidez baixa indicando um risco maior de infec¢do congénita, avidez alta um risco
menor.

Alta avidez, acima de 20% na série de Jenum e col.'' pode ser usada para excluir
infec¢do aguda nas primeiras 20 semanas, o que refor¢a os achados de Lappalainen e col. que
encontraram um valor preditivo de 100% para avidez alta nos cinco meses precedente'’.

Na série de Flori e col.®, o aumento dos indices de avidez foi lento; o tempo médio
para alcangar o limiar 0,3 foi de 14,2 meses. Nenhuma mulher atingiu este limiar nem aos
quatro, nem aos seis meses apos soroconversdo. De acordo com os autores, € justificavel
diminuir o limiar para excluir uma infec¢ao recente de menos de quatro meses para 0,2 e usar
o limiar de 0,3 do fabricante para excluir infec¢des de mais de seis meses. A cinética do teste
de avidez em cinco grupos de mulheres quanto ao tipo e dura¢do do tratamento também foi
avaliada e ndo houve diferengas significativas quando comparag¢des foram feitas entre os
grupos.

A melhor estratégia para prevenir e controlar a infeccdo congénita pelo Toxoplasma
ndo ¢ clara. Na Franca, um pais com alta prevaléncia da infeccdo, a prevengao ¢é realizada com
a triagem sorologica e com o acompanhamento das gestantes suscetiveis até o parto com

1.16.21 ~ . . . ~ ~ .
1621 “Soroconversdo indica infecgdo aguda materna. Detecgdo do parasita

sorologias mensais
no liquido amnidtico pode ser realizada por cultura, inoculagdo em camundongo ¢ PCR para
confirmar infecgao fetal.

O PCR para a detec¢do do T. gondii revolucionou o diagndstico pré-natal permitindo
que o feto infectado tenha diagnostico precoce ¢ ndo seja submetido a procedimentos mais
invasivos, gracas a sua sensibilidade, especificidade e rapidez "*'’. No entanto, os resultados de

um estudo colaborativo europeu mostraram a falta de homogeneidade entre diferentes

protocolos de PCR e seus desempenhos, e o que torna necessario um controle de qualidade



\

externo’. H4, também, marcadas diferengas quanto a sensibilidade relacionadas a idade
gestacional no momento e que ¢ realizada a amniocentese. PCR no liquido amniotico nao ¢
recomendado a mulheres HIV positivas, porque existe risco de transmissdo do virus ao feto
durante o procedimento'’.

Dunn e col. * analisaram o perfil de infeccio congénita em 554 casos. A média de
transmissdo materno-fetal foi de 29%, que mascarou um aumento pronunciado no risco de 6%
em 13 semanas para 72% em 36 semanas. Gestantes que fizeram a soroconversao entre 24 e
30 semanas tiveram o maior risco (10%) de ter uma crianga infectada congenitamente com

sinais clinicos precoces e em risco de complicacdes tardias.

A maioria das criangas infectadas ndo tem sinais da doenca ao nascer, mas tem risco
importante de desenvolver seqiielas tardias: corioretinite em mais de 85% criancas infectadas e
anormalidades neuroldgicas. Reducdo marcada na freqiiéncia e na severidade da doenga ao
nascimento tem sido associada ao tratamento intra-utero. Redugdo significativa nas
complicacdes tardias tem sido associada com extensdo dos regimes de tratamento po6s-natal
iniciados no periodo neonatal ou como continuagio dos regimes de tratamento intra-titero’'®
21.

Apesar do uso de métodos mais avangados, alguns casos de toxoplasmose congénita
nao sdo detectados precocemente, o que salienta a importancia do cuidadoso seguimento dos
recém-nascidos em risco’’. Na Dinamarca, um pais com baixa prevaléncia da infecgdo, o
programa de triagem neonatal baseado apenas na deteccdo de IgM especifica a partir do
cartdo para PKU (fenilcetonuria) conseguiu identificar mais de 75% das criangas infectadas
por gestantes que ndo foram tratadas'”. Esta estratégia pode ser a mais apropriada para paises

. N . ~ 81 . .
com baixa prevaléncia da 1nfecga08’ 3. Nos Estados Unidos, uma amostra isolada,



freqiientemente obtida tardiamente no primeiro trimestre ou durante o segundo ou terceiro
trimestre ¢ a unica fonte de informagio sobre o risco fetal®®.

Ricci e col.?’ compararam os resultados das duas abordagens em uma populagdo com
alta prevaléncia da infec¢do, com o objetivo de avaliar a efetividade destas estratégias em
5.288 gestantes suscetiveis, 188 identificadas como infectadas, ¢ 9.730 recém-nascidos. Neste
estudo, a triagem neonatal pareceu ser menos sensivel que a pré-natal. Em um estudo
realizado em Porto Alegre, a triagem neonatal identificou casos de toxoplasmose congénita
adquirida e transmitida no final da gestagdo, indetectados pela triagem pré-natal'®.

A prevaléncia da toxoplasmose congénita ¢ alta em Porto Alegre'’. Programas de
prevengdo em amostras isoladas devem ser cuidadosamente avaliados. E necessario escolher

11,22 . . .
7. Ja que a avidez tem sido largamente empregada como

as melhores combinagdes de testes
teste confirmatorio, 117 casos de toxoplasmose na gestacdo divididos em categorias de risco
de acordo com Lebech e col. foram reexaminados incluindo a avidez, que foi capaz de definir
77 dos 117 casos (65,8%) com apenas uma amostra. A avidez provou ser um método util para
classificar a infec¢do pelo Toxoplasma em uma tnica amostra, especialmente na gestagio'”.
Um estudo multicéntrico europeu® analisou 20 testes que detectam anticorpos anti-T.
gondii apds infeccdo primaria e suas combinagdes. Os critérios de selegdo das amostras
permitiram avaliar o desempenho dos testes em termos de sensibilidade e especificidade
clinica, ndo analitica. Excelente desempenho foi obtido com o uso seqiiencial de um método
para IgM de grande sensibilidade seguido de um método que explora a qualidade da IgG
(aglutinagdo diferencial e avidez): especificidade diagnostica clinica de cerca de 99%,
mantendo sensibilidade de 95% ou superior. O pré-requisito positividade para IgG pode ter

excluido amostras das duas primeiras semanas de infec¢do, quando nem todos os isotipos de

anticorpos foram ainda expressos.



Para instituicdes publicas brasileiras, o melhor modelo sorolégico na prevengao da
toxoplasmose congénita em amostras isoladas deve ser a pesquisa de anticorpos das classes
IgG e IgM usando testes automatizados sensiveis e especificos, com ensaio de captura para
IgM. A avidez deve ser realizada em todas as sorologias IgM positivas. Avidez alta auxilia a
excluir infecgdo aguda nas ultimas 20 semanas de gestagdo. Avidez baixa ¢ associada com
risco de transmissdo que aumenta com a idade gestacional, portanto, IgM neonatal deve ser
solicitada em todas as sorologias maternas IgM positivas com baixa avidez. Recém-nascidos
negativos, mesmo assintomaticos, devem ser cuidadosamente acompanhados durante o

primeiro ano de vida para excluir toxoplasmose congénita.



CONCLUSOES
Destes resultados pode-se concluir que a avidez de IgG realizada em amostras isoladas
de gestantes IgM positivas pode determinar o risco de transmissdo em qualquer idade
gestacional, especialmente se os indices dos dois testes forem analisados em relagdo a idade
gestacional. Este modelo sorolégico pode ser menos oneroso para areas de paises em
desenvolvimento com alta prevaléncia da infec¢do que o seguimento das gestantes suscetiveis
com sorologias mensais até o parto e abre uma nova perspectiva na prevencdo da

toxoplasmose congénita.
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Tabela 1 - Maes com IgM positiva ou inconclusiva e avidez baixa ou inconclusiva, em

relacdo a idade gestacional e a [gM neonatal.

Maes L.G. IgG IU/ml IgM Avidez IgM neonatal
trimestre ELFA MEIA indices indices indices
M1 30 3356 >300 119  0.05 positiva (7.9)
M2 3° 112 173 6.7 0.04  positiva (6.5)
M3 1° 2656  >300 6.3 0.16 negativa
M4 1° 1060 >300 4.6 0.04 negativa
M5 3° 155  >300 4.5 0.04  positiva (9.3)
M6 3° 748  >300 4.1 0.08 negativa
M7 3° 560  >300 3.0 0.08 negativa
M8 2° 176 100 2.6 0.09 negativa
M9 3° 352 >300 2.5 0.15 negativa
M10 3° 360 >300 2.5 0.22 negativa
M11 2° 244 >300 2.4 0.13 positiva (1.4)
M12 3° 2000 >300 1.9 0.07 natimorto
M13 3° 212 165 1.8 0.02  positiva (2.9)
M14 2° 148 79 1.8 0.29 negativa
M15 2° 280 277 1.7 0.08 negativa
M16 2° 820 >300 1.0 0.17 negativa
M17 2° 460  >300 1.0 0.19 negativa
M18 3° 1416  >300 0.7 0.18 negativa

M19 3° 106 28 0.6 0.28 negativa




FIGURA 1 - A correlagdo moderada e inversa entre os indices de IgM e de avidez obtidos

em amostras com avidez baixa (r=- 0.472, p= 0.041)
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FIGURA 2 - A correlagao ndo-significativa entre os indices de IgM e de avidez, obtidas nas

amostras com alta avidez. (r=- 0.275, p=0.128)
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SUMMARY

Anti-Toxoplasma IgG-avidity was determined in 168 serum samples from IgG- and
IgM-positive pregnant women at various times during pregnancy, in order to evaluate the
predictive value for risk of mother-to-child transmission in a single sample, taking the
limitations of conventional serology into account. The neonatal IgM was consider the
serologic marker of transmission. Fluorometric tests for IgG, IgM (immunocapture) and 1gG-
avidity were performed. Fifty-one of the 128 pregnant women tested gave birth in the hospital
and neonatal IgM was obtained. The results showed 32 (62.75%) pregnant women having high
avidity, IgM indexes between 0.6 and 2.4, and no infected newborn. Nineteen (37.25%) had
low or inconclusive avidity, IgM indexes between 0.6 and 11.9, and five infected newborns
and one stillbirth. In two infected newborns and the stillbirth maternal IgM indexes were low
and in one infected newborn the only maternal parameter that suggested fetal risk was IgG-
avidity. In the present study, IgG-avidity performed in single samples from positive IgM
pregnant women helped to determine the risk of transmission at any time during pregnancy,
especially when the indexes of the two tests were analysed with respect to gestational age.
This model may be less expensive in developing countries where there is a high prevalence of
infection than the follow-up of susceptible mothers until childbirth with monthly serology, and
it creates a new perspective for the diagnosis of congenital toxoplasmosis.

KEYWORDS: Congenital toxoplasmosis; Serology for toxoplasmosis; IgG-avidity.



RESUMO
TOXOPLASMA-IgM and IgG-avidity in single samples from areas with a high infection
rate can determine the risk of mother-to-child transmission

A avidez de IgG anti-Toxoplasma foi realizada em 168 amostras IgG e IgM positivas de
gestantes, coletadas em qualquer periodo da gestagdo, para avaliar o valor preditivo do risco
de transmissdo materno-fetal em amostra Unica, considerando as limitacdes da sorologia
convencional. A IgM neonatal foi considerada o marcador soroldgico de transmissdo. Testes
fluorométricos foram realizados para IgG, IgM (imunocaptura) e avidez de IgG. Cingiienta e
uma das 128 gestantes testadas tiveram os partos realizados na institui¢do e a IgM neonatal foi
obtida. Os resultados mostraram 32 (62.75%) gestantes com avidez alta, indices de IgM entre
0,6 e 2,4 e nenhum recém-nascido infectado. Dezenove (37.25%) tiveram avidez baixa ou
inconclusiva, indices de IgM entre 0,6 ¢ 11,9, cinco recém-nascidos infectados ¢ um
natimorto. Em dois recém-nascidos infectados e no natimorto, os indices maternos de IgM
foram baixos e em um recém-nascido infectado, o unico pardmetro materno que sugeriu risco
para o feto foi a avidez de IgG. No presente estudo, a avidez de IgG realizada em amostras
isoladas de gestantes IgM positivas auxiliou a determinar o risco de transmissdo durante toda a
gestacdo, especialmente quando os indices dos dois testes foram analisados em relagdo a idade
gestacional. Este modelo pode ser menos oneroso para paises em desenvolvimento com alta
prevaléncia da infeccdo e cria uma nova perspectiva para o diagnostico da toxoplasmose
conggénita.



INTRODUCTION
The risk of mother-to-child transmission of Toxoplasma gondii and the severity of
sequelae in congenital infection have been correlated with gestational age in which maternal
seroconversion occurs’. Significant reduction in the frequency and severity of disease at birth

6 even though treatment

have been associated with in utero treatment of infected fetuses''
does not prevent transmission of the parasite’®. The high prevalence of Toxoplasma infection
in pregnant women from Porto Alegre has led to the use of serological screening in the local
health care system'”.

IgM antibodies may appear earlier and decline more rapidly than IgG antibodies and
are frequently the first class of antibodies detected after primary infection'’. Despite the wide
distribution of commercial kits to measure IgM antibodies, they lack standardization;
therefore, quantitative results from different manufacturers cannot be compared. Several
methods for IgM detection still have a high frequency of false-positives and in some patients,
positive IgM is "residual", detected during the chronic phase of infection. A positive IgM
result in an isolated sample can be interpreted as a true-positive in acute infection, a true-
positive in chronic infection or as a false-positive'’.

The IgM indexes measured in acute infection are significantly higher than those in
residual ones®. With ELFA- enzyme-linked fluorescent assay, VIDAS system, increasing IgM
indexes or over 3.5 were observed in acute infection, indexes between 3.0 and 3.5 in the
transitional phase, and indexes between 0.65 and 3.0 in latent infection®.

An IgM test should be performed by a procedure with minimal nonspecific reaction,
such as IgM-capture EIA*>*. The algorithm for serodiagnosis of toxoplasmosis in the USA
includes an IgM measurement when time of infection needs to be defined. If IgM is positive at

elevated indexes, infection has probably occurred in the prior three to six months. If it is

positive at low indexes it may be a false-positive, be related to infection acquired in the prior



two years or be related to reinfection. If it is negative, infection has occurred more than two
years before. In individuals presenting with low IgM indexes, it was suggested by the authors
that a second sample be collected, with both processed together to safely detect an increase of
antibody levels”. In pregnant women with low IgM indexes, it is difficult to determine the
time of infection and exclude the possibility of transmission.

In 1989, HEDMAN et al.” introduced the IgG-avidity test to help diagnose acute
infection based on the binding strength of specific IgG to a multivalent antigen of the parasite,
which is produced at low concentrations after primary infection and increases over time. High
avidity at the beginning of pregnancy has been used as a parameter to exclude post-conception
infection” '°.

The risk of acute infection, parasitemia and mother-to-child transmission has been

2,14,25

associated with high levels of IgG', presence of IgM'* or IgM at high levels and low

11,13,18,22,2 . . . ..
59.11,13,18,22,23 Serological responses, however, follow diverse, individual rhythms.

IgG-avidity
Low avidity, as well as the presence of IgM can be detected long after primary infection in
some individuals. High and even very high IgG is not always observed in acute infection,
especially during the first weeks' .

At Hospital Materno-Infantil Presidente Vargas in Porto Alegre, serology for
toxoplasmosis is requested at the first prenatal visit, but the follow-up of susceptible pregnant
women is poorly conducted or is not done at all. Samples from positive IgG and IgM pregnant
women, who start prenatal care late or are serologically tested only at the time of labor, are
commonly seen. It would be value if the patients' immune status could be obtained of these

single samples, bearing in mind that ultrasonography, amniocentesis and PCR (polymerase

chain reaction) are requested based on it.



The aim of this study was, therefore, to evaluate IgG-avidity in samples from IgG- and
IgM-positive pregnant women in relation to its capacity to identify the risk of mother-to-child
transmission of Toxoplasma from single samples, requested at any time during pregnancy,
considering the limitations of conventional serology. Specific IgG levels and specific [gM and
IgG-avidity indexes were analyzed, and neonatal IgM was used as the serologic marker of

mother-to-child transmission.



PATIENTS AND METHODS

Anti-T. gondii IgG-avidity was prospectively determined in all positive IgG and IgM
samples obtained from pregnant women at their first prenatal visit to Hospital Materno-Infantil
Presidente Vargas in Porto Alegre, Rio Grande do Sul, Brazil, between 2000 and 2004,
regardless of gestational age. Fifty-one mothers gave birth at the hospital. A newborn blood
sample was drawn to process specific IgG and IgM.

IgG anti- T .gondii was performed using the MEIA, AxSYM® SYSTEM Toxo IgG
commercial kit (Abbott Laboratories, Chicago, IL, USA). Results were expressed as
International Units per milliliter (IU/ml), negative: < 2.0, positive: > 3.0, inconclusive:
between 2.0 and 3.0.

IgM anti- T. gondii was performed using the ELFA, VIDAS TOXO IgM, TXM
commercial kit (bioMérrieux SA, Lyon, France). The results were expressed as indexes,
negative: < 0.55, positive: > 0.65, inconclusive: between 0.55 and 0.65.

VIDAS AVIDITY was also performed using the ELFA commercial kit and the results
were expressed as indexes, low: < 0.2, high: > 0.3, inconclusive: between 0.2 and 0.3.

Newborn specific IgG and [gM were processed with the same techniques.

Fisher’s Exact test was used to analyze (a) the association between categorized IgM
and transmission, (b) categorized IgM and categorized avidity and (c) categorized avidity and
transmission. The Student t test was used to analyze the association between avidity index and
transmission. The Pearson correlation was used to analyze the correlation between IgM and
avidity indexes.

The project was approved by the Ethics Committee of the Hospital Materno-Infantil

Presidente Vargas.



RESULTS

IgG-avidity was performed on 168 samples from positive IgG and IgM pregnant
women (about 2.5% of the total number of serologies performed during this period) and was
high in 128 (76%) and low or inconclusive in 40 (24%). The gestational age was known in 105
women (62.5%) of which 33 (31.4%) were in the first, 36 (34.3%) in the second and 36
(34.3%) in the third trimester of gestation. Fifty-one mothers (30%) gave birth at the hospital,
thus making it possible to obtain neonatal IgM.

Among the 128 pregnant women with high avidity, 32 gave birth at the hospital. IgG
levels ranged from 58 to 8,832 IU/ml and IgM indexes ranged between 0.65 and 2.4. Eighteen
mothers had low IgM indexes (between 1.0 and 3.0) and 14 only very low amounts of IgM
(between 0.65 and 0.9). Eleven mothers were in the first, seven in the second and 14 the third
trimester of gestation. Neonatal IgM tests were negative in all newborns.

Among the 40 pregnant women with low or inconclusive avidity, 19 gave birth at the
institution (Table 1). IgG levels ranged from 106 to 3,356 IU/ml and IgM indexes from 0.65 to
11.9. Six mothers had IgM indexes higher than 3.5 and avidity very low (M1 to M6), 11 had
low IgM indexes (between 1.0 and 3.0) and two only traces of IgM (between 0.65 and 0.9).
Two mothers were in the first, six were in the second and 11 were in the third trimester of
gestation.

Five positive IgM newborns (M1, M2, M5, M11 and M13) and one stillbirth (M12)
resulted from these mothers. In three infected newborns (M1, M2 and M5), the maternal IgM
indexes were extremely high and in two infected newborns (M11 and M13) and the stillbirth
(M12) these indexes were low. Maternal serologies of M2 and M5 were very similar: low
levels of IgG and high indexes of IgM.

According to the Fisher’s Exact test, there is a statistically significant association

between categorized IgM of mothers (index higher than 3.0) and transmission (p < 0.028),



neonatal IgM being the serologic marker of transmission. High IgM is predicted to result in a
higher number of infected children than low or inconclusive IgM. There is also a statistically
significant association between categorized IgM and categorized avidity (p < 0.001), high IgM
being associated with low avidity and vice-versa. There is also an association between
categorized avidity and transmission (p < 0.001), low avidity associated with transmission and
high avidity associated with lack of transmission using the manufacturer threshold of 0.2.
Reducing the threshold to 0.15 increases the association between low avidity and transmission.
According to the Student t test, there is an association between the avidity index and
transmission (p < 0.001), with a lower avidity index associated with a higher chance of
transmission.

According to the Pearson correlation, there is a significant correlation between IgM
and avidity indexes, moderately and inversely. Thus, a high avidity index corresponds to a low
IgM index and vice-versa (r = - 0.548, p < 0.001). The relationship between IgM and avidity
indexes when avidity is low, is shown in Figure 1 (r= - 0.472; p= 0.041), and when it is high,

in Figure 2 (r=- 0.275; p = 0.128).



DISCUSSION

When routine testing for Toxoplasma antibodies is performed in pregnant women, the
first serum sample is usually taken at the first antenatal health care visit confirming pregnancy,
usually between eight and twelve weeks. At Hospital Materno-Infantil Presidente Vargas, the
first serum sample from a pregnant woman is frequently obtained later, after 20 weeks of
pregnancy, or even as a parturient. If the presence of IgM antibodies in single samples is the
parameter used to identify acute infection, many women will be falsely identified as probably
or possibly infected, according to the classification system produced by the working group of
the European Research Network on Congenital Toxoplasmosis'® , and they will undergo
unnecessary diagnostic amniocentesis and/or antiparasitic treatment.

For these reasons, positive IgG and IgM in single samples were analyzed with regard
to three parameters, IgG in IU/ml by MEIA and ELFA and IgM and IgG-avidity indexes by
ELFA. The parameters were compared to neonatal infection determined by neonatal IgM, in
order to assess the risk of mother-to-child transmission. The absence of neonatal IgM in the 32
infants born to mothers with high avidity, low indexes of IgM and even very high levels of
IgG reinforces the importance of high avidity in evaluating the risk of transmission in any
gestational age.

The presence of neonatal IgM in five infants born to mothers with low avidity and one
stillbirth reinforces the importance of low avidity concerning the risk of transmission when it
is measured in IgM-positive pregnant women. High indexes of IgM (M1, M2 and M5) also
support the importance of IgM levels concerning the risk of transmission. M3 and M4 were
under 20 weeks and their neonates were IgM negative, probably because the risk of

transmission is lower in the first half of pregnancy.



The VIDAS avidity test has been standardized and optimized to exclude recent
seroconversion in pregnant women presenting with elevated anti-Toxoplasma IgM levels in the
first trimester of pregnancy®. The association between categorized avidity and transmission (p
< 0.001) using the manufacturer recommended threshold of 0.2 is increased when reducing the
threshold from 0.2 to 0.15, with six cases of fetal transmission resulting from 12 mothers.

Without measuring avidity, the infected infants born to M11 and M13 with low levels
of IgG and low indexes of IgM would not have been detected during pregnancy. In one
infected newborn (M13), the only maternal parameter that strongly suggested fetal risk was
IgG-avidity. These are the results from conventional serologies, most difficult to correlate with
the risk of transmission, as I[gM can be residual in a descending curve.

The moderate and inverse correlation between IgM and avidity indexes obtained in the
samples with low avidity (Fig. 1) in this series (r = - 0.472, p = 0.041) is very similar to the
correlation found by JENUM et al.'' between avidity indexes and estimated the time of
infection (r = 0.46). The correlation between IgM and avidity indexes obtained in the samples
with high avidity (Fig. 2) in this series (r = - 0.275, p = 0.128) is non-significant, meaning that
high avidity did not show any relationship with IgM. There was a better association of
transmission with avidity (p < 0.001) than with categorized IgM, index higher than 3.0 (p <
0.028).

The dynamics of antibody formation must be remembered in interpreting the maternal
results, especially in single samples. Considering the screening techniques used at Hospital
Materno-Infantil Presidente Vargas, the sensitivity of MEIA-IgG’ and the capture design of
ELFA-IgM?, the risk of mother-to-child transmission is related to the time of antibody
appearance: (1) IgM > 3.0/ IgG < 20 Ul/ml, (2"%) IgM > 3.0/ IgG between 20 and 300

Ul/ml, (3") IgM > 3.0/ IgG > 300 Ul/ml, (4™) IgM < 3.0/ IgG positive at any level. The last



group, therefore, benefit most from obtaining the result of avidity, with low avidity indicating
a higher risk, high avidity indicating a lower risk of transmission.

In JENUM et al."' series, high IgG-avidity (above 20%), can be used to exclude recent
acute infection in the first 20 weeks, which reinforces the findings by LAPPALAINEN et al."
who found a positive predictive value of 100% for high avidity in the five preceeding months.

In FLORI et al. series’, the increase of avidity indexes was low; the average time to
reach the threshold of 0.3 was 14.2 months. No women reach this threshold either at four
months or at six months after seroconversion. According to the authors, it is justifiable to
decrease the threshold for exclusion of a recent infection of less than four months to 0.2 and
use the company threshold of 0.3 for exclusion of infections which have occurred more than
six months ago. The kinetics of the avidity test in five groups of women based on the type and
duration of treatment given has also been evaluated and there was no significant difference
when comparisons were made between the groups.

The best approach to prevent and control congenital toxoplasmosis is not clear. In
France, a country with a high prevalence of infection, prevention is performed through
serological screening and follow-up of susceptible mothers until childbirth with monthly

1.16.21 . . g . . . . .
16, . Seroconversion indicates maternal acute infection. Parasite detection in

serology
amniotic fluid can be performed by in vitro culture, mouse inoculation and PCR to confirm
fetal infection.

PCR for detection of T. gondii has revolutionized prenatal diagnosis by enabling an
early diagnosis to be made, thereby avoiding the use of more invasive procedures on the fetus,
thanks to its sensitivity, specificity and rapidity”'’. However, the results of a European

collaborative study highlighted the lack of homogeneity between PCR protocols and

performance and underlined the need for an external quality assurance scheme'’. There are,



also, marked differences in PCR sensitivity depending on gestational age at the time of the
amniocentesis. Furthermore, PCR on amniotic fluid is not recommended for HIV-infected
women, because of the risk of transmitting the HIV virus to the fetus during the procedure'’.

DUNN et al.* analyzed the status of congenital infection in 554 cases. The overall
maternal-fetal transmission rate was 29%, which masked a sharp increase in risk from 6% at
13 weeks to 72% at 36 weeks. Women who seroconverted at 24-30 weeks carried the highest
risk (10%) of having a congenitally infected child with early clinical signs and at risk of long-
term complications.

Most infected newborn babies do not have overt signs of disease at birth but are at
substantial risk of developing long-term sequelae: chorioretinal disease in up to 85% of
infected children and neurological abnormalities. Marked reductions in frequency and severity
of disease at birth have been associated with in utero treatment. Significant reductions in
expected long-term complications have been associated with extended post-natal treatment
regimens started in the newborn period or as a continuation of in utero treatment’'®*'.

Despite the use of advanced methods, some cases of congenital toxoplasmosis cannot
be detected early, which underlines the importance of careful follow-up of newborns at risk?'.
In Denmark, a country with a low prevalence of infection, a neonatal screening programme
based solely on detection of Toxoplasma-specific IgM antibodies evaluated from the PKU
card could identify more than 75% of infected infants born to untreated mothers'. This
strategy could be the most appropriate one for countries with a low prevalence of infection *'°.
In the United States, an isolated serum sample, often obtained either late in the first trimester
or during the second or third trimester, is the only source of information on whether the fetus

is at risk?®.



RICCI et al.”® compared the results of the two approaches in a population with a high
infection rate in order to evaluate the effectiveness of these strategies in 5,288 susceptible
pregnancies, 188 identified as infected, and 9,730 neonates. In this series, neonatal screening
for toxoplasmosis seems to be less effective than pregnancy screening. In a study from Porto
Alegre, neonatal screening identified cases of congenital toxoplasmosis acquired and
transmitted in late pregnancy and undetected by prenatal screening'>.

There is a high prevalence of congenital toxoplasmosis in Porto Alegre'”. Prevention
programms using single samples should be approached carefully. It is necessary to choose the

1122 Because the IgG-avidity test is largely employed as a 2™ level

best combination of assays
test, 117 cases of toxoplasmosis in pregnancy divided into the risk categories according to
Lebech’s criteria were re-examined including avidity that could define 77 out of 117 (65.8%)
with only a single serum sample. The avidity test proved to be a useful method to classify the
Toxoplasma infection in a single serum sample, especially during pregnancy®.

A large European multicenter study”> explored the diagnostic performances of 20
antibody assays and their combinations in assessing the time of primary infection with T.
gondii. The sample criteria permitted evaluation of test performance in terms of clinical
sensitivity and specificity rather than analytical sensitivity and specificity. Excellent
diagnostic performances, specificity near 99% maintaining sensitivities of 95% or higher,
were reached by sequential use of highly sensitive IgM assays and methods that explored IgG
quality, differential agglutination and avidity assays. The prerequisite for IgG seropositivity
may have ruled out samples in the first two weeks of infection, when not all the antibody
isotypes have yet been expressed.

For Brazilian public health institutions, the best serological model to prevent

congenital toxoplasmosis using single samples would be analyzing for IgG and IgM antibodies



using sensitive methods. Avidity should be done in all positive IgM serologies. High avidity
helps to exclude acute infection in the last 20 weeks. Low avidity is associated with risk of
transmission which increases during gestation; therefore, neonatal IgM should be performed in
all low IgG-avidity maternal serologies. Negative neonates, even asymptomatics, should be

carefully followed-up during the first year to exclude congenital toxoplasmosis.



CONCLUSIONS
From these results it can be concluded that IgG-avidity performed in single samples
from positive anti-Toxoplasma IgM pregnant women can determine the risk of transmission at
any time during pregnancy, especially if the indexes of the two tests are analysed compared to
gestational age. This model may be less expensive in developing countries with a high
infection rate than the follow-up of susceptible mothers until childbirth with monthly serology,

and it creates a new perspective for the diagnosis of congenital toxoplasmosis.
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Table 1 - Mothers with positive or inconclusive IgM and low or inconclusive avidity,

according to gestational age and neonatal IgM

Mother  Gestational IgG IU/ml IgM  Avidity Neonate [gM

age-trimester ELFA MEIA indexes indexes indexes

M1 3rd 3356 >300 11.9 0.05  positive (7.9)
M2 3rd 112 173 6.7 0.04  positive (6.5)
M3 Ist 2656  >300 6.3 0.16 negative
M4 Ist 1060 >300 4.6 0.04 negative
M5 3rd 155 >300 4.5 0.04  positive (9.3)
M6 3rd 748  >300 4.1 0.08 negative
M7 3rd 560 >300 3.0 0.08 negative
M8 2nd 176 100 2.6 0.09 negative
M9 3rd 352 >300 2.5 0.15 negative
MI10 3rd 360 >300 2.5 0.22 negative
Ml11 2nd 244 >300 2.4 0.13  positive (1.4)
M12 3rd 2000 >300 1.9 0.07 stillbirth
M13 3rd 212 165 1.8 0.02  positive (2.9)
M14 2nd 148 79 1.8 0.29 negative
M15 2nd 280 277 1.7 0.08 negative
M16 2nd 820  >300 1.0 0.17 negative
M17 2nd 460  >300 1.0 0.19 negative
MI18 3rd 1416  >300 0.7 0.18 negative
M19 3rd 106 28 0.6 0.28 negative

Figure 1- The moderate and inverse correlation between IgM and avidity



indexes obtained in the samples with low avidity (r =- 0.472, p = 0.041).
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Figure 2- The non-significant correlation between IgM and avidity indexes,

obtained in samples with high avidity. (r =- 0.275, p = 0.128).
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POSFACIO

Temos trés fases distintas em nossa jornada profissional. Na primeira, buscamos a area
de trabalho em que possamos nos expressar como individuos num contexto mais amplo do
que o familiar, garantindo a sobrevivéncia e aprimorando a espécie. A Medicina foi a minha

opcao profissional, mais especificamente, a Medicina Laboratorial.

Na segunda, buscamos a bagagem de conhecimentos especificos, preferentemente a
partir da vivéncia, fonte de motivacdo. Na Medicina Laboratorial descobri inimeras
oportunidades de melhorar a qualidade de vida de meus semelhantes através do diagnostico
preciso. A especializagdo em Imunologia e Alergia Clinica proporcionou-me a compreensao
da resposta imunoldgica a microrganismos de identificagdo dificil e da relevancia deste tema
em saude publica. A alternancia de trabalho no Hospital Materno-Infantil Presidente Vargas,
instituicao publica, e no Laboratorio Weinmann, institui¢do privada, ensinou-me a perseguir o

maior numero de informagdes em uma amostra bioldgica pelo menor custo.

Na terceira e ultima fase buscamos transmitir nossa experiéncia formando novos
profissionais motivados nesta construcdo do conhecimento, sem perder os valores
transmitidos pelos nossos verdadeiros mestres. Assim, tornar-me professora da Fundagdo
Faculdade Federal de Ciéncias Médicas de Porto Alegre e aluna da Po6s-Graduagdo de

Patologia Geral foi uma decorréncia previsivel.



A busca do Doutorado tem, no entanto, um significado diverso: representa a
oportunidade de estreitar lagos entre a Patologia Geral e a Patologia Clinica, aberta pelos
professores desta Pés-Graduagdo que véem estas duas areas do exercicio da Medicina como
expressoes distintas e complementares do mesmo processo. Esta defesa ¢ uma contribui¢ao

modesta, mas tenho a convicgdo de que a porta permanecera aberta para muitos profissionais.

Myrian Morussi Reis
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