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RESUMO

Introducdo: A infec¢do aguda pelo Toxoplasma gondii em gestantes pode
determinar infeccao fetal através de passagem transplacentaria. As criangas afetadas
podem desenvolver coriorretinite e déficit neuroldgico, na auséncia de tratamento
adequado.

Objetivos: Estimar a prevaléncia de toxoplasmose aguda em gestantes
atendidas na maternidade do Hospital Nossa Senhora da Concei¢do, avaliando
possiveis diferencas nas freqiiéncias ao longo do periodo estudado; medir a
incidéncia de toxoplasmose congénita (TC) e estimar a taxa de transmissao vertical
em criangas nascidas neste hospital; avaliar a acurécia de testes diagnosticos em TC,
aplicados no momento do nascimento, na populagdo de criangas estudadas.

Métodos: Inicialmente um estudo transversal foi desenvolvido para
identificar as pacientes que apresentaram critérios de infec¢do aguda na gestagao,
atendidas na maternidade no momento do parto, entre outubro de 1998 e dezembro
de 2005. Novas tecnologias foram introduzidas para deteccdo diagnostica ao longo
deste periodo. Entre outubro de 1998 e dezembro de 2001 (periodo 1), utilizou-se o
método microparticle enzyme immunoassay — MEIA ¢ entre janeiro de 2002 e
dezembro de 2005 (periodo 2) foi utilizada a técnica de captura de IgM e o teste de
avidez de IgG com o método enzyme linked fluorescent assay — ELFA (VIDAS).

Os recém-nascidos identificados a partir deste estudo inicial foram incluidos
em um estudo de coorte historico, com tempo de acompanhamento aproximado de
doze meses, para estabelecer o diagnostico definitivo de toxoplasmose congénita,
obtido em dois momentos: (1) logo ap6s o nascimento; (2) aos 12 meses,
aproximadamente.

Para a defini¢do de caso da infeccdo aguda na gestacdo ¢ de toxoplasmose
congénita foi utilizado o sistema de classificagdo elaborado por Lebech et al., com
adaptacdes (quadro 1).

Aqueles casos classificados como improvaveis foram excluidos do calculo da
prevaléncia de toxoplasmose aguda em gestantes e de incidéncia de TC.

Para avaliar a acurécia de testes diagnosticos em TC realizados no momento
do nascimento utilizou-se, como padrdo ouro para o diagndstico definitivo, a
concentragdo de anticorpos IgG em torno de 12 meses de vida. Um bebé infectado
deve ter concentragcdes iguais ou mais elevadas de IgG nesta idade quando
comparadas as encontradas no nascimento. Houve comparacdo independente e cega
dos métodos diagndsticos avaliados em relagdo ao padrdo ouro. A dosagem de
anticorpos IgG ¢ IgM em recém-nascidos foi processada com o método microparticle
enzyme immunoassay (MEIA).

Anadlise: Para comparar propor¢des foi utilizado o teste qui-quadrado com
correcao de Yates, teste exato de Fisher, quando necessario, e Teste t de Student para
comparagdo entre médias de duas amostras independentes com distribuicdo
simétrica. Na avaliagdo do desempenho de testes diagndsticos foram obtidos
resultados de sensibilidade, especificidade, razdes de verossimilhanga (RV) positiva
e negativa dos testes diagnosticos — hemograma, exame do liquor, ecografia
transfontanelar, exame de fundo de olho (EFO) e a deteccao de anticorpos IgM para
toxoplasmose (MEIA) e do DNA do toxoplasma com reacdo em cadeia da
polimerase — método Nested (RCP-Nested) séricos.
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Categoria diagnostica e critérios para diagnostico de infecgdo primaria durante a gestagao

Diagnostico definitivo

e Viragem soroldgica
o RN infectado

Diagndstico provavel

e IgG superior a 300 UI/mL"
e Baixa avidez de IgG’
e IgG materna aumentando trés vezes ou mais’

Diagnostico possivel

e Avidez de IgG intermediaria na segunda metade da gestagio”
e IgG inferior a 300 UI/mL e apenas um exame no momento do parto”
e IgG inferior a 300 UI/mL e apenas um exame no pré-natal, na segunda metade da gestagio”

Diagnostico improvavel

e IgG inferior a 300 UI/mL e alta avidez de IgG com idade gestacional superior a 16 semanas’
e IgG estivel com exames realizados na segunda metade da gestagio”

Categoria diagnostica e critérios para diagnostico de toxoplasmose fetal e congénita

Diagndstico definitivo

e Aumento na concentracdo de IgG nos primeiros 12 meses de vida, com ou sem sinais clinicos da
triade classica (hidrocefalia ou microcefalia, retinocoroidite e calcificacdes cerebrais

o IgG persistentemente positivo em torno de 12 meses, sem sinais clinicos da triade classica

o IgM positivo nos primeiros 6 meses de vida, excluindo as amostras dos primeiros 2 dias de vida

e RCP do liquido amnidtico positiva

Diagnostico provéavel

o IgM positivo entre 6 e 12 meses de idade, sem testes soroldgicos prévios para comparagao

e Retinocoroidite e/ou hidrocefalia/calcificacdes cerebrais e infeccdo primdria materna definida
durante a gestacdo sem outros resultados disponiveis

o RCP em amostra sérica ou liqudrica positiva

Diagnostico possivel

e Retinocoroidite e/ou hidrocefalia/calcificagdes cerebrais, IgG positivo, sem testes sorologicos ou
conhecimento de infec¢ao materna

Diagnostico improvavel

¢ Diminuicdo da concentracdo de IgG nos primeiros seis meses de vida, na auséncia de tratamento

"Resultados associados a presenca de IgM reagente

Quadro 1: Categorias diagndsticas e critérios de definicdo de caso de toxoplasmose
aguda na gestacéo, fetal e congénita de acordo com Lebech et al., com adaptacoes.

A populagdo estudada estéd representada na figura 1.
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41.112 gestantes
atendidas
199 gestantes com
Toxoplasmose Aguda

200 RNs expostos ao
T. gondiii

|| 105 RNs sem TC' 105 RNs sem TC? ||
11 RNs com 64 casos de perdas no
diagnéstico seguimento (32,0%)> i

improvavel’

47 casos de perdas no
seguimento (23,5%)’

37 RNs com TC'

31 RNs com TC?

25 casos ao 12 casos no
nascimento seguimento

' Os critérios utilizados para estes diagnosticos seguiu a classificagio de Lebech et al., com
adaptagoes, utilizados no primeiro e no segundo artigo desta tese.

2O critério utilizado para estes casos foi a concentragio de IgG em torno de 12 meses de vida
(padrdo ouro), utilizado no terceiro artigo desta tese.

Figura 1: Fluxograma que representa a populacéo de gestantes e de recém-nascidos.

Resultados: Em uma populagdo de 41.112 gestantes, a prevaléncia de
toxoplasmose aguda foi de 4,8 para cada 1.000 gestantes (IC95%: 4,2 a 5,6). Houve
reducdo significativa na prevaléncia de toxoplasmose aguda nas gestantes deste
hospital a partir do ano 2002 (P=0,008).

O diagnostico de toxoplasmose congénita foi definitivo em 37 criangas entre
40.727 nascidos vivos no periodo estudado, atingindo uma incidéncia de 0,9 para
cada 1.000 nascimentos (IC95%: 0,6 a 1,3). Logo apds o nascimento, entre os 200
recém-nascidos expostos ao T. gondii, resultado de 199 gestantes infectadas, 25
bebés apresentaram critérios diagndsticos de toxoplasmose congénita, atingindo taxa
de transmissao vertical de 12,5% (IC 95%: 8,2% - 17,9%). Apds o seguimento foram
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detectados mais 12 casos, aumentando esta taxa para 18,5% (IC 95%: 13,4% —
24,6%).

Para avaliar a acuracia de testes diagnosticos aplicados no momento do
nascimento, foram identificadas 31 criangas com TC, de acordo com o padrdo ouro,
entre 136 expostas ao protozodrio intra-utero € que completaram seguimento até os
12 meses de vida. Os testes que apresentaram melhor desempenho isoladamente na
predicao do diagnostico, foram deteccdo de anticorpos IgM especificos, EFO e RCP-
Nested atingindo razdes de verossimilhanga positivas de 119,3 (IC95%: 7,40 —
1923,92), 49,9 (IC95%: 3,0 — 838,2) e 24,8 (IC95%: 3,22 — 190,35),
respectivamente. A RV negativa para IgM foi 0,4 (IC95%: 0,3 — 0,6), mas para o
EFO e RCP-Nested foi apenas 0,7 (IC95%: 0,6 — 0,9).

Concluséo: A prevaléncia de toxoplasmose aguda em gestantes incluidas
neste estudo foi inferior a encontrada na Franca e na Bélgica, mas foi mais elevada
quando comparada as descritas na Suécia, Noruega, Dinamarca e Nova lorque. A
prevaléncia estimada neste estudo foi similar a de outros locais do Brasil, como Mato
Grosso do Sul, mas inferior a obtida no Distrito Federal. Esta variabilidade nas
estimativas pode estar relacionada com os diferentes métodos diagnosticos utilizados
no rastreamento, ou ainda, com os diferentes fatores de risco envolvidos na
transmissao da doenca. Em nosso estudo, esta freqiiéncia diminuiu a partir do ano de
2002, o que ndo pode ser atribuivel a introdugdo do teste de avidez de IgG, uma vez
que a média de idade gestacional na realizagdo deste exame foi tardia. Entretanto,
existe a possibilidade de que o teste de captura de [gM com o método ELFA tenha
contribuido para diminuir os casos falso-positivos de IgM, o que podera ser
confirmado com futuros estudos. Estes resultados apontam que a introdugdo de novas
tecnologias no laboratério deve ser acompanhada de esforgos para melhorar as
condicdes de acesso precoce das gestantes ao pré-natal de referéncia, com o objetivo
de ndo perder a oportunidade para melhor discriminar as gestantes sem doenca e
evitar procedimentos invasivos, desnecessarios € onerosos.

A incidéncia de toxoplasmose congénita ¢ a taxa de transmissdo vertical
foram elevadas. Estas freqiiéncias podem estar subestimadas devido as perdas no
seguimento. Para avaliar o efeito das perdas na validade do estudo, foram
comparadas as caracteristicas da popula¢do de gestantes e de recém-nascidos do
grupo de bebés com seguimento completo em relagao ao grupo que nao retornou para
o seguimento. Estas caracteristicas foram semelhantes nos dois grupos, portanto,
consideramos que o percentual de perdas, embora elevado, ndo prejudicou a validade
do estudo.

A identificagdo de 12 casos adicionais de TC com o seguimento dos bebés
reforca a necessidade de monitoramento soroldgico durante o primeiro ano de vida,
mesmo sem evidéncia de infec¢do congénita ao nascimento.

Na avaliac¢do dos testes diagnosticos aplicados ao nascimento, a detec¢ao de
anticorpos IgM especificos no sangue do neonato, o EFO e o RCP-Nested sérico
demonstraram melhor desempenho para identificar os bebés com TC. Entretanto,
para afastar este diagnostico, apenas o resultado ndo reagente de anticorpos IgM
especificos apresentou maior utilidade, mas com efeito de pequena magnitude.

Palavras-chave: Toxoplasma gondii, toxoplasmose congénita, transmissdo vertical
de doenga, diagnostico.



ABSTRACT

Introduction: The acute infection by Toxoplasma gondii in pregnant women
may cause fetal infection by means of the transplacental transfer. Affected children
may develop chorioretinitis and neurological deficit in the absence of a proper
treatment.

Objectives: To estimate the prevalence of acute toxoplasmosis in pregnant
women cared for at the maternity ward of Hospital Nossa Senhora da Conceigao,
evaluating possible differences in frequencies along the period of study; to measure
the incidence of congenital toxoplasmosis (CT), and estimate the rate of vertical
transmission in children who were born in this hospital; to evaluate the accuracy of
diagnostic tests in CT, applied at the moment of the birth, in the population of
studied children.

Methods: Initially a cross-sectional study was developed to identify the
patients who presented criteria of acute infection in the pregnancy, cared for at the
maternity ward at the moment of the labor, between October 1998 and December
2005. New technologies have been introduced for diagnostic detection along this
period. Between October 1998 and December 2001 (period 1) the microparticle
enzyme immunoassay — MEIA was used, while between January 2002 and December
2005 (period 2) the IgM capture technique and the IgG avidity test with the enzyme
linked fluorescent assay — ELFA (VIDAS) method were used.

Those newborns (NB) identified at this initial study were included in a
historical cohort study, with an approximate follow-up time of twelve months, to
establish the definitive diagnosis of congenital toxoplasmosis, obtained in two
moments: (1) soon after birth; (2) at 12 months, approximately.

For the definition of cases of acute infection in pregnancy and congenital
toxoplasmosis, the classification system elaborated by Lebech et al. was used with
adaptations (Picture 1).

Those cases that were classified as unlikely were excluded from the
prevalence calculation of acute toxoplasmosis in pregnant women and from the
incidence of CT.

In order to evaluate the accuracy of diagnostic tests in CT accomplished at the
moment of birth, the concentration of IgG antibodies around 12 months of age was
used as a gold standard for the ultimate diagnosis. An infected baby must have equal
or higher concentrations of IgG at this age when compared to the ones found at birth.
An independent and blind comparison of the diagnostic methods evaluated in relation
to the gold standard was performed. The dosage of IgG and IgM antibodies in
newborns was processed with the microparticle enzyme immunoassay (MEIA)
method.

Analysis: In order to compare proportions, a chi square test with Yates
correction, an exact Fisher test when necessary, and a Student's t-test for comparison
between means of two independent samples with symmetrical distribution were used.
In the performance evaluation of diagnostic tests, results of sensitivity, specificity,
positive and negative likelihood ratio (LR) of the diagnostic tests — hemogram, liquor
test, transfontanellar ultrasonography brain scan, ophthalmoscopy, and detection of
IgM antibodies for toxoplasmosis (MEIA) and the DNA of the toxoplasm with
polymerase chain reaction — method Nested (PCR-Nested) serum were obtained.
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Diagnostic category and criteria for diagnosis of primary infection during the pregnancy

Definitive diagnosis
e Seroconversion
e Infected NB
Likely diagnosis

e IgG higher than 300 UI/mL"
e Low avidity of IgG”
e Maternal IgG increasing three times or more”

Possible diagnosis

e Intermediate avidity of IgG during the second half of pregnancy”
e IgG lower than 300 UI/mL and one exam only at the moment of labor’

e [gG lower than 300 UI/mL and one exam only during the prenatal care, in the second half of
pregnancy

Unlikely diagnosis

o IgG lower than 300 Ul/mL and high avidity of IgG with a gestational age higher than 16
weeks”

e IgG stable with exams preformed during the second half of pregnancy”

Diagnostic category and criteria for fetal and congenital toxoplasmosis

Definitive diagnosis

e Increase in the concentration of IgG during the initial 12 months of age, with or without clinical
signs of the classic triad (hydrocephaly or microcephaly, retinochoroiditis, and brain
calcifications)

e Persistently positive IgG around 12 months of age, without any clinical signs of the classic triad

e Positive IgM during the initial 6 months of life, excluding the samples of the 2 initial days of life

e Positive PCR of the amniotic liquid

Likely diagnosis

¢ Positive [gM between 6 and 12 months of age, without previous serologic tests for
comparison

¢ Retinochoroiditis and/or hydrocephaly/brain calcifications, and maternal primary infections
defined during the pregnancy without any further results available
e Positive PCR in serum or liquor sample

Possible diagnosis

¢ Retinochoroiditis and/or hydrocephaly/brain calcifications, positive IgG, no serological tests
or knowledge about maternal infection

Unlikely diagnosis

e Decrease of the IgG concentration during the initial 6 months of age, in the absence of
treatment

"Associated with positive IgM.

Picture 1: Diagnostic categories and definition criteria of cases of pregnancy,
fetal, and congenital acute toxoplasmosis according to Lebech et al., with
adaptations.
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The studied population is shown in Figure 1.

41,112 pregnant
Women cared for

199 pregnant women

with acute toxoplasmosis

200 NBs exposed to
T. gondlii

105 NBs without CT? 105 NBs without CT?
11 NBs with 64 lost cases in the
unlikely follouw-up (32.0%)?

diagnosis'

47 lost cases in the
follow-up (23.5%)’

37 NBs with CT'

25 cases at 12 cases at
birth follow-up

! The criteria used for these diagnoses followed the classification of Lebech et al., with
adaptations, used at first and second article of this tesis.

31 NBs with CT?

% The criterion used for these cases was the concentration of IgG around 12 months of
life (gold standard), used at third article of this tesis.

Figure 1: Flowchart representing the population of studied pregnant women
and newborns.

Results: In a population of 41,112 pregnant women, the prevalence of acute
toxoplasmosis was 4.8 per 1,000 pregnant women (CI195%: 4.2 to 5.6). There was a
significant decrease in the prevalence of acute toxoplasmosis in pregnant women of
this hospital from 2002 on (P=0.008).

The diagnosis of congenital toxoplasmosis was definitive in 37 children
among 40,727 live births in the studied period, reaching an incidence of 0.9 per
1,000 births (CI95%: 0.6 to 1.3). Soon after the birth, among the 200 newborns
exposed to the T. gondii, resulting from 199 pregnant women, 25 babies showed
diagnostic criteria of congenital toxoplasmosis, reaching a vertical transmission rate
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of 12.5% (CI 95%: 8.2% - 17.9%). After the follow-up, another 12 cases were
detected, increasing this rate to 18.5% (CI 95%: 13.4% — 24.6%).

In order to evaluate the accuracy of diagnostic tests applied at the moment of
birth, 31 children with CT were identified according to the gold standard, among 164
ones who were exposed to protozoan intra-uterus and who completed their follow-up
until 12 months of age. The tests that showed better performance when isolate in the
prediction of the diagnosis were the detection of specific IgM antibodies,
ophthalmoscopy, and PCR-Nested reaching positive RV of 119.3 (CI95%: 7.40 —
1923.92), 49.9 (C195%: 3.0 — 838.2), and 24.8 (CI95%: 3.22 — 190.35), respectively.
The negative RV for IgM was 0.4 (CI95%: 0.3 — 0.6), but for ophthalmoscopy and
PCR-Nested it was 0.7 (C195%: 0.6 — 0.9) only.

Conclusion: The prevalence of acute toxoplasmosis in pregnent women
included in this study was lower than the one found in France and Belgium, but was
higher when compared to the ones described in Sweden, Norway, Denmark, and
New York. The estimated prevalence in this study was similar to the one from other
locations in Brazil, such as Mato Grosso do Sul, but lower to the one obtained in
Brasilia. This variability in the estimates may be related to the different methods for
diagnosis used in the screening or even to the different risk factors involved in the
transmission of the disease. In our study, this frequency decreased from 2002 on, and
this cannot be attributed to the introduction of the IgG avidity test, since the means of
gestational age at the accomplishment of this test was late. However, there is a
possibility that the IgM capture test with the ELFA method has contributed to
decrease the frequency of false-positive cases of IgM, what can be confirmed with
future studies. These results signal that the introduction of new technologies in the
laboratory must be accompanied by efforts to improve conditions for an early access
of pregnant women to the reference prenatal care, aiming to prevent the loss of
opportunities of better discriminating pregnant women that are not sick and avoiding
unnecessary and expensive invasive procedures.

The incidence of congenital toxoplasmosis and the rate of wvertical
transmission were elevated. These frequencies may be underestimated due to the
losses in the follow-up. In order to evaluate the effect of losses in the study validity,
characteristics of the population of pregnant women and newborns belonging to the
group of babies with full follow-up in relation to the group that did not return for the
follow-up were compared. These characteristics were similar in the two groups,
therefore we consider that the percentual of losses, even though high, did not
endanger the validity of the study.

The identification of twelve additional cases of congenital toxoplasmosis with
the follow-up of the babies reinforces the need of a serological monitoring during the
first year of life, even without any evidence of congenital infection at birth.

In the evaluation of diagnostic tests applied at birth the detection of specific
IgM antibodies in the blood of the newborn, the ophthalmoscopy, and the serum
PCR-Nested showed a better performance to identify babies with CT. However, in
order to discard this diagnosis, only the non-reagent IgM specific antibodies result
showed higher utility, with a small magnitude effect though.

Key words: Toxoplasma gondii; congenital toxoplasmosis; disease transmission,
vertical; diagnosis.
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1 APRESENTACAO

Este trabalho consiste na tese de doutorado intitulada ‘“Prevaléncia de
toxoplasmose aguda em gestantes, incidéncia de toxoplasmose congénita e
desempenho de testes diagndsticos em toxoplasmose congénita”, apresentada ao
Programa de Po6s-Graduagdo em Epidemiologia da Universidade Federal do Rio
Grande do Sul, em 25 de abril de 2007. O trabalho ¢ apresentado em trés partes, na
ordem que segue:

1. Introdugdo, Revisdo da Literatura e Objetivos
2. Artigos
a. Prevaléncia de toxoplasmose aguda em gestantes
b. Incidéncia de toxoplasmose congénita
c. Desempenho de testes diagnosticos em toxoplasmose congénita
3. Conclusoes e Consideragdes Finais.
Documentos de apoio, incluindo o Projeto de Pesquisa, estdo apresentados nos

ancxos.



2 INTRODUCAO

O Toxoplasma gondii pode determinar infecgdo fetal através de passagem
transplacentaria quando a mae adquire a infec¢do durante a gestacdo ou, menos
comumente, quando  mulheres  cronicamente  infectadas tém = um
imunocomprometimento importante (1,2).

Magnitude do problema

A incidéncia de toxoplasmose durante a gestagdo ¢ variada em diferentes
populagdes e foi estimada numa amplitude de trés a seis casos por 1.000 nativivos
nos paises de alto risco e de um a dois casos por 1.000 nativivos nos paises de baixo
risco (3).

A freqiliéncia de toxoplasmose congénita varia entre 0,1/1.000 nascimentos
nos Estados Unidos (4), 0,42/1.000 nascimentos na Dinamarca (5) e até 1,9 a
3,2/1.000 em Paris (1).

Inicialmente, um estudo prévio realizado como tema para a dissertacdo de
mestrado, neste programa, entre a populacdo de gestantes do Hospital Nossa Senhora
da Conceigdo, em Porto Alegre, identificou a prevaléncia de soropositividade para
toxoplasmose que atingiu 59,8% (1C95%:57,0%-62,5%). Este resultado sugere que
as gestantes suscetiveis estdo expostas a um elevado risco de infeccdo aguda
considerando a alta prevaléncia nesta populacdo, semelhante a Franca (6). Outro
estudo aponta prevaléncia de soropositividade para toxoplasmose em gestantes, tao

elevada quanto 74,5% na regido noroeste do Rio Grande do Sul (7).
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Transcendéncia

A morbidade observada, como conseqiiéncia da infec¢do congénita, ¢ o dano
neurologico tal como hidrocefalia ou microcefalia, déficit neuropsicomotor e
epilepsia, ou o déficit visual progressivo e irreversivel em qualquer época da vida
(1,4,8).

Um dos problemas da toxoplasmose congénita ¢ que a forma de manifestagao
mais comum ¢ subclinica ao nascimento em 76% dos casos observados em um
periodo de seguimento de seis meses a quatro anos (1,8,9). Portanto, o diagndstico da
toxoplasmose congénita depende inicialmente do rastreamento sorologico em
gestantes para identificar ocorréncia de soroconversdao e posteriormente proceder a
avaliacdo diagnostica do recém-nascido.

Vulnerabilidade

O objetivo do rastreamento em gestantes ¢ instituir medidas de prevengao
primaria para mulheres soronegativas promovendo uma reducao de 63% nas taxas de
soroconversao (10) e assegurar o diagnéstico precoce e tratamento da gestante com
infeccdo aguda para prevenir a ocorréncia e a gravidade das seqiielas nos recém-
nascidos (11).

Atualmente, as estratégias preventivas em toxoplasmose congénita sdo
variaveis de acordo com diferentes paises. Alguns paises como Franga, Austria e
Bélgica tém um programa nacional de prevencdo, enquanto outros locais adotaram
uma estratégia preventiva mais limitada ou mesmo, sem uma abordagem sistematica.

E amplamente aceito que os rastreamentos, como agdes preventivas
secundarias, devem ser direcionados a problemas de satde freqiientes e graves. A

importancia do problema em satde esta, intimamente, relacionada com sua
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freqiiéncia na populagao (10). Assim, ¢ fundamental que se conhecga a prevaléncia da
toxoplasmose aguda em gestantes da nossa populagao para estimar a magnitude do
problema e permitir a avaliacao das estratégias diagnosticas adotadas até o momento
em toxoplasmose congénita. Deve-se considerar, entretanto, que os diferentes
métodos diagnosticos utilizados apresentam variabilidade em suas sensibilidades e
especificidades (12) e ainda ndo existem evidéncias no beneficio do tratamento
materno na reducao do risco de toxoplasmose congénita (13-16), embora alguns
estudos iniciais tenham demonstrado um efeito benéfico tanto do tratamento materno
(8,17,18) quanto da crianca ao longo do primeiro ano de vida, na ocorréncia e na

gravidade das seqiielas (19-22).



3 JUSTIFICATIVA

O desenvolvimento deste projeto tem como base estudar os aspectos que
envolvem as estratégias preventivas em toxoplasmose congénita. Estas medidas tém
como objetivo reduzir a incidéncia de infec¢do aguda na gestacdo, deteccdo precoce
e instituicdo de tratamento na gestante e no recém-nascido. Conseqiientemente
haveria redu¢do da transmissao vertical, da ocorréncia de seqiielas freqiientes como
as oculares e neurologicas, bem como a gravidade destas (10).

Um dos maiores problemas para a implementacdo da abordagem preventiva
da doenga € que o custo para diagnostico e tratamento ¢ elevado e as evidéncias dos
beneficios das intervengdes sdo limitadas (categoria B). Embora os autores que
defendem a sua implementacdo argumentem que estas evidéncias ja sdo suficientes,
pois os estudos disponiveis mostraram, a partir de anélise multivariavel, a redugdo da
freqliéncia e gravidade das seqiielas, mesmo sem redugdo da transmissdo vertical
com a institui¢do do tratamento materno (13-15). Além disso, ja foram implantados
outros programas de rastreamentos perinatais para outras doengas que apresentam
incidéncia semelhante a toxoplasmose congénita (Tabela 1). A diferenga se observa
no tempo mais prolongado para o aparecimento das seqiieclas da toxoplasmose
congénita, que ocorrem em torno de 10 a 15% das criangas afetadas ao nascimento.
Entretanto, aproximadamente 50% das criancas afetadas perdem a acuidade visual

em torno dos 18 anos de idade (14).
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Tabela 1 — Programas de rastreamentos perinatais

Doenca Incidéncia Sequelas Possibilidades Resultados do

de tratamento tratamento
Fenilcetontria 1/6.000 a 1/15.000  Grave retardo Restri¢do da Prevengdo de
neonatal mental ingestdo de doenca

fenilcetonuria neurologica em
criangas tratadas

Fibrose cistica 1/2.000 a 1/4.000  Doenga pulmonar Tratamento Aumento da
neonatal (caucasianos) cronica precoce das sobrevida*
complicagdes
Insuficiéncia pulmonares
pancredatica
Hipotireoidismo 1/4.000 Retardo mental Tiroxina Melhor
neonatal crescimento e
desenvolvimento
intelectual

* Segundo Reis FJC et al. Fibrose Cistica. J Pediatr. (Rio J.). 1998;74 (Supl.1):S76-S94.

O desempenho de testes diagnosticos utilizados em recém-nascidos logo apos
0 nascimento ainda ndo ¢ suficientemente adequado para evitar a institui¢do de
tratamento empirico aos bebés, que sdo expostos aos efeitos colaterais das
medicagdes. A sensibilidade para IgM atinge 40% aproximadamente, ao nascimento
(23). Portanto, ainda é necessario longo periodo de seguimento destes bebés para
afastar ou determinar o diagndstico definitivo a partir do desaparecimento de
anticorpos IgG, considerado como padrdo ouro. Este evento costuma ocorrer entre 8
a 12 meses de vida. Pretende-se avaliar, com este estudo, a deteccdo de DNA do
Toxoplasma a partir do teste reagdo em cadeia da polimerase, que foi pouco estudado
em amostras séricas ou liquoéricas dos recém-nascidos até o presente momento.

No Brasil ainda nao foram oficialmente implantadas as estratégias
preventivas para reducdo da toxoplasmose congénita e, ainda ndo existe um
programa de vigilancia epidemioldgica da doenga para avaliarmos a magnitude do

problema no contexto nacional.
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A partir do conhecimento da prevaléncia de toxoplasmose aguda em
gestantes, da incidéncia de toxoplasmose congénita e avaliacdo do desempenho de
testes diagnosticos em recém-nascidos, que sumariza os objetivos deste estudo ¢
possivel obter elementos que permitirdo realizar estudos de custo-efetividade no
nosso meio. Assim pretende-se auxiliar no estabelecimento das estratégias mais
apropriadas a populacdo de gestantes atendidas no Sistema Unico de Saude, no

municipio de Porto Alegre.



4 REVISAO DA LITERATURA

A Toxoplasmose ¢ a doenga clinica ou patologica causada pelo Toxoplasma
gondii e infecgdo por T. gondii ¢ uma infecgdo primaria assintomatica ou persisténcia
do parasito nos tecidos. Segundo Remington, o termo toxoplasmose congénita se
refere aos casos em que hd os sinais da doenca relacionados a infec¢io congénita (1).
Nesta revisdo o tema sera abordado, utilizando os termos toxoplasmose congénita e

infecgdo congénita pelo T. gondii como sindnimos.

4.1 O organismo

O protozoario foi descrito pela primeira vez em 1908, quando Nicolle &
Manceaux observaram um parasita em células mononucleares de baco e figado de
um roedor do Norte da Africa (Ctenodactylus gondii). Inicialmente o organismo foi
chamado de Leishmania gondii e no ano seguinte, com base em critérios
morfologicos, eles propuseram a denominagdo Toxoplasma gondii. Ao mesmo
tempo, e independentemente, foi chamado de Toxoplasma cuniculi por Alfonso
Splendore, no Brasil, que encontrou o parasita em um coelho que havia morrido com
paralisia. Em 1923, Janku, um oftalmologista em Praga, descreveu o primeiro caso
reconhecido em humanos. Ele encontrou cistos de parasita na retina de uma crianga
de onze meses de idade com hidrocefalia congénita e microftalmia com coloboma na
regido macular (1,9).

Em 1948, Sabin e Feldman criaram um teste sorologico, o dye test, que

permitiu  aos numerosos investigadores estudarem aspectos clinicos e
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epidemioldgicos da toxoplasmose. Assim, demonstraram que o T. gondii é causa de
uma infec¢do em seres humanos, altamente prevalente e disseminada (1).

O T. gondii possui trés linhagens clonais designadas tipo I, II e III, que difere em
viruléncia e padrao epidemiologico de ocorréncia. Os tipos I e II t€m sido relatados em
pacientes com doenga congénita, enquanto que aqueles isolados em animais sdo
predominantemente do genotipo III. O tipo II foi freqlientemente isolado de pacientes com
AIDS (24). Houve predominio do T. gondii tipo II (92,9%) em relagdo ao tipo III nos
casos de toxoplasmose congénita, procedentes principalmente da Franca. Nao observaram,
nesta amostra, gendtipos atipicos ou do tipo I (25). Entretanto, Fuentes et al. identificaram

T. gondii tipo I em 75% dos casos de toxoplasmose congénita na Espanha (26).

4.2 O ciclo de vida do Toxoplasma gondii

O Toxoplasma gondii tem um complexo ciclo de vida consistindo em trés
estagios: a) os trofozoitos, mais recentemente denominados endozoitos ou
taquizoitos, encontrados na fase aguda da infeccado como forma proliferativa que
invade as células; b) esporozoitos, forma do parasito encontrada em oocistos; c) e
forma intracistica denominada cistozoito ou bradizoito encontrada em cisto tecidual,
na fase latente da infeccao (1,27,28).

O ciclo de vida desse protozoario, conforme descrito abaixo, esta

representado na Figura 1.
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Fonte: Remington JS, McLeod R, Thulliez P, Desmonts G. Toxoplasmosis. In: Remington JS, Klein
JO. Infectious diseases of the fetus and newborn infant. 6™ ed. Philadelphia: WB Saunders;
2005.p. 947-1091.

Figura 1: Ciclo de vida do Toxoplasma gondii

Os gatos se tornam infectados pelo T. gondii pela ingestdo de cistos teciduais
ou oocistos, através dos quais organismos viaveis sdo liberados e invadem as células
enteroepiteliais do intestino delgado, onde se desenvolve um ciclo assexuado seguido
de ciclo sexuado que resulta na formacdo de novos oocistos, que sdo, entdo,
excretados no meio ambiente (1,28). Os oocistos nao esporulados, apos 1 a 21 dias
da excrecdo, se tornam esporulados (forma infecciosa). Os oocistos ndo se tornam

esporulados em temperaturas abaixo de 4°C ou acima de 37°C. Embora os gatos
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eliminem oocistos por somente uma a duas semanas, a sua quantidade ¢ elevada.
Além disso, os oocistos podem sobreviver no ambiente por muitos meses (1).

Os taquizoitos constituem a forma invasiva responsavel pelas manifestagoes
da infec¢dao aguda. Nesta forma, o parasita invade as células e se replica, ocorrendo a
parasitemia, responsavel pela infeccdo congénita. Os taquizoitos invadem todos os
orgaos, especialmente os musculos (incluindo o coragdo), figado, bago, linfonodos e
sistema nervoso central (27). Esta forma do organismo ¢ empregada nos testes
soroldgicos (Sabin-Feldman dye test, métodos de anticorpos fluorescentes e testes de
aglutinacao). A forma taquizoita requer um habitat intracelular para sobreviver e se
multiplicar. Nao sobrevive ao congelamento e ao descongelamento, nem a
dessecacdo e ao suco gastrico. O organismo ¢ multiplicado em laboratorio no
peritonio de ratos, em culturas teciduais de mamiferos e em ovos de galinha
embrionados. Através do processo de endodiogénese, se formam as rosetas e,
finalmente, os cistos (1).

Quando o hospedeiro desenvolveu uma resposta imune, a infec¢dao atinge
estagio latente ou cronico, durante o qual cistos estdo presentes em muitos tecidos,
mais comumente em musculo esquelético, no miocardio e no cérebro; esses cistos
podem permanecer no hospedeiro por toda a vida (1).

Congelamento, descongelamento, dessecagdo ¢ aquecimento a 66°C destroem
esta forma de cisto tecidual; entretanto, o organismo pode sobreviver por até dois
meses a 4°C. Cistos teciduais podem se tornar invidveis quando temperaturas
internas atingem 67°C ou — 12°C. Até que mais dados estejam disponiveis, parece
que o congelamento a — 20°C por 18 a 24 horas, seguido por descongelamento, deve

ser considerado suficiente para destruicdo dos cistos (1,29).
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4.3 Transmissao (Etiologia)

A infecgdo ¢ adquirida principalmente por ingestdo de alimentos ou agua
contaminados com oocistos eliminados pelos gatos ou ingestdo de carnes cruas ou
pouco cozidas contendo cistos teciduais (24).

Entre alimentos de origem animal, o T. gondii tem sido encontrado encistado
em tecidos de porcos, ovelhas e cabras mais freqlientemente do que em tecidos de
outros animais domésticos. T. gondii viavel é raramente encontrado em carne de
vaca. Até o momento, a importancia da carne de vaca na epidemiologia da infec¢ao
pelo T. gondii ¢ incerta. O agente ¢ altamente prevalente em ovelhas e cabras adultas.
Embora a prevaléncia deste protozoario em cordeiros ndo seja conhecida, T. gondii
viavel foi encontrado em muitos tecidos comestiveis de cordeiros infectados
congenitamente. Pesquisas soroldgicas e parasitoldgicas nos Estados Unidos e outros
paises indicam alta prevaléncia (23%) de T. gondii em suinos abatidos entre 1983 ¢
1984 (29).

A infec¢do pode acometer criangas que brincam em tanques de areia, onde os
gatos costumam defecar. A transmissao pode ocorrer, também, mediante transplante
de orgaos ou transfusdo sangiiinea; transmissdo transplacentaria e inoculagdo
acidental de taquizoitos (1,27).

Em um estudo multicéntrico europeu, Cook et al. determinaram que o
principal fator de risco para a infec¢do em gestantes foi o consumo de carne crua ou
inadequadamente cozida, em 30% a 63% dos casos, e contato com solo contaminado,
em 6% a 17% das infecgdes. Outros fatores que também mostraram risco aumentado

de infec¢do foi o consumo de leite ndo pasteurizado e derivados, e produtos
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conservados de carne de porco. Os autores ndo encontraram associacao significativa
entre infec¢do aguda materna e contato com gatos (30).

Ter gatos ndo tem sido um consistente fator de risco para infeccao por T.
gondii, como citam alguns autores. O risco ¢ maior quando ocorre exposigao as fezes
do gato, quando eles estdo eliminando oocistos. Essa liberagdo de oocistos durante
varias semanas somente acontece quando o gato adquire a infec¢do pelo T. gondii.
Quando estes animais sao mantidos confinados, ndo cacam para se alimentar ou nao
ingerem carne crua, a probabilidade de infeccao diminui e, conseqiientemente, eles
representam pequeno risco. Assim, a possibilidade de transmissdo da infec¢do aos
seres humanos através do ato de tocar nos gatos € minima ou inexistente (11).

Entretanto, Kapperud & cols., na Noruega, observaram que os casos de
infeccdo na gestacdo tiveram contato didrio com gatos mais freqiientemente do que
os controles (OR=3,6). Além disso, aqueles que lavavam a faca de cozinha com
menos freqliéncia tiveram risco de infeccdo cinco vezes maior. Os casos
apresentaram tendéncia a gostar mais de carne pouco cozida do que os controles,
(OR=3,5), mas a analise de regressao logistica ndo mostrou ser significativa (31).

Em Napoles, os autores encontraram forte associacdo entre o consumo de
carne de porco defumada e carne de gado crua e a infecgdo recente em gestantes. O
consumo destes alimentos uma vez ao més, pelo menos, aumenta em trés vezes o
risco de infecgdo recente por T. gondii (32).

Conforme conclusdo de Cook et al., os resultados do estudo sobre fatores de
risco para infec¢do em gestantes ndo podem ser generalizados para paises com

diferentes climas e habitos culinarios. Eles recomendam mais estudos para identificar
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os principais fatores de risco em diferentes populacdes, com a finalidade de priorizar
as orientacdes as gestantes para evitar a infeccao aguda (30).

Muitos estudos demonstram a variabilidade da prevaléncia de
soropositividade em gestantes conforme regides geograficas, caracteristicas
climaticas, fatores culturais e habitos alimentares. Foi observada uma propor¢ao de
10,9% na Noruega (33), 14,0% em Estocolmo (34), 18,8% em Londres (35), 20,3%
na Finlandia (36), 28,6% em Barcelona (37), 32,0% em Nova lorque (1) e 87% em
Paris (1).

No Brasil, existem alguns estudos de prevaléncia de gestantes soropositivas
para IgG antitoxoplasma: atinge 92% no Mato Grosso do Sul (38), 77,1% no Rio de
Janeiro (39), 74,5% na regido noroeste do Rio Grande do Sul (7), 69,4% em Recife
(40), 61,1% e 54,3% em Porto Alegre (41,42), 45,4% no Parana (43), 42,0% em
Salvador (44) e 32,4% na regido metropolitana da cidade de Sao Paulo (45).

A prevaléncia de soropositividade para toxoplasmose nas gestantes estudadas
na maternidade do Hospital Nossa Senhora da Concei¢do, em Porto Alegre foi de

59,8% (1C95%: 57,0% - 62,5%) (6).

4.4 Transmissao Vertical (Etiologia)

A infecc¢do adquirida durante a gestagdo pode causar toxoplasmose congénita
com coriorretinite e defeitos neuroldgicos como freqiientes conseqiiéncias. Portanto,
¢ critico determinar o momento em que ocorreu a infec¢do em gestantes (1). A forma

de detectd-la depende da realizacdo de triagem sorologica durante o pré-natal,
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enfatizando a utilizacdo de métodos sorologicos acurados principalmente em casos
de resultados positivos, que poderiam desencadear intervencoes desnecessarias (46).

O risco global de infeccao fetal a partir de infec¢do aguda materna pelo T.
gondii ¢ de 20% a 50% (11).

Numerosas variaveis influenciam a probabilidade de infeccdo congénita.
Muitos destes fatores sao reconhecidos, mas pouco entendidos. Eles incluem a cepa e
viruléncia do T. gondii, tamanho da inoculagéo, via de infec¢do, tempo de duragdo da
gestagdo e imunocompeténcia da gestante (1).

Entretanto, a taxa de transmissdo fetal depende de trés fatores fundamentais:
parasitemia materna, idade gestacional no momento da infeccdo e tratamento

materno. Esses topicos merecem um detalhamento maior.

1. Parasitemia materna

O Toxoplasma gondii pode determinar infec¢do fetal através de passagem
transplacentaria quando a mae adquire infec¢do durante a gestacdo ou, menos
comumente, quando  mulheres cronicamente  infectadas t€ém  um
imunocomprometimento grave (1,2,47).

O organismo atinge a placenta durante parasitemia materna invadindo e
multiplicando-se dentro de células placentarias; eventualmente, tem acesso a
circulagdo fetal. Esse processo pode ocorrer dentro de um periodo menor do que 4
semanas a maior do que 16 semanas (1).

Transmissdo durante a amamentagdo ou contato direto entre as pessoas nao

tem sido relatados (24).
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2. Idade gestacional no momento da infecgao

Ha consisténcia entre os achados dos inimeros estudos em relagdao a idade
gestacional no momento da infec¢dao: quanto mais precoce € a infec¢do na gestagao,
menor o indice de acometimento fetal.

Daffos et al., na Fran¢a em 1988, mostraram taxa de infec¢do fetal menor do
que 56%, a taxa descrita inicialmente por Desmonts e Couvrer, em 1974. Eles
encontraram 0,6% de taxa de transmissdo fetal quando a infec¢cdo materna ocorreu no
periodo periconcepcional, 3,7% se a infec¢cdo materna se deu antes de 16 semanas de
gestacdo e taxa de 20% quando a infec¢do materna ocorreu entre a 16* a 25* semana
de gestacdo (1). Posteriormente, Hohlfeldt et al., em 1989, verificaram que a taxa de
transmissdo vertical ocorreu em 7% dos recém-nascidos cujas maes tiveram infec¢ao
aguda na gestagdo. Mostraram que o numero de fetos infectados no terceiro trimestre
da gestacdo foi maior e que a doenca foi mais grave quando adquirida durante o
primeiro trimestre (17).

Em 1999, Foulon et al. descreveram uma taxa de infec¢do fetal variando de
0% (< 5 semanas de gestacdo) a 93% (entre 31 — 35 semanas de gestacdo); a taxa de
transmissdo vertical entre as gestantes com soroconversao estudadas foi de 44% (8).

No estudo desenvolvido por Dunn et al. na Franga, entre 1987 ¢ 1995, a taxa
de transmissao materno-fetal foi de 29% (IC 95%: 25%-33%). O risco de infecgdo
congénita foi baixo na fase precoce da gestagdo, atingindo apenas 6% (IC 95%: 3%-
9%) na 13* semana de gestagcdo. Depois disso, o risco aumenta de forma marcada e
bruscamente linear até atingir 40% (IC 95%: 33%-47%) na 26 semana de gestacdo e

72% (IC 95%: 60%-81%) na 36" semana (48). (Figura 2)
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Figura 2: Risco de infec¢do congénita conforme idade
gestacional no momento da soroconversao materna

Jenum et al. estabeleceram, em um estudo realizado na Noruega, que
1,7/1.000 gestantes apresentaram evidéncia de infec¢do primdria durante a gestagao,
com uma taxa de transmissao de 23,4% (IC 95%: 11,3 — 35,5%). Eles observaram
que a taxa era de 13,3% no primeiro trimestre, de 28,6% no segundo e de 50% no

terceiro trimestre (49).

3. Impacto do tratamento materno
3.1 Na taxa de transmissao vertical
O tratamento de infec¢do aguda durante a gestacdo tem sido empregado com

o objetivo de reduzir a incidéncia e a gravidade da infeccdo congénita. Quando os
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testes de rastreamento detectam a infeccdo aguda durante a gestacdo, € iniciado o
tratamento com espiramicina para tentar reduzir a transmissao ao feto (1,11).

Inicialmente, Desmonts & Couvrer descreveram que o uso da espiramicina na
gestacdo reduziu de 56% para 24% a taxa de transmissdo fetal (1). Hohlfeld et al.
também relataram evidéncia indireta de reducao da transmissao vertical com o uso da
espiramicina na gestagdo e mostrou que o tratamento adicional com sulfadiazina e
pirimetamina reduziu a gravidade da infecgao fetal (17).

Posteriormente, Foulon et al. demonstraram que nem a administragdo de
antibidticos nem o periodo de tempo decorrido entre a infecgdo e inicio da terapia
influenciaram a transmissao da infeccao (P = 0,7 e 0,3, respectivamente). Por outro
lado, os autores demonstraram que quanto menor ¢ a idade gestacional no momento
da infec¢do, menor ¢ a freqiiéncia de transmissdao (P<0,001). A taxa global de
transmissdo da mae para o feto foi de 44%. A analise multivaridvel mostrou,
também, que o tratamento ¢ fator preditivo para auséncia de desenvolvimento de
seqlielas na crianca (P=0,026; OR=0,30; IC 95%: 0,10 — 0,86) e, particularmente,
para a gravidade dessas (P=0,007;0R=0,14;1C95%:0,036—0,584). Quanto mais
precoce o inicio da antibioticoterapia apos a infec¢cdo, menor ocorréncia de seqiielas
no neonato (P=0,021) (8).

Em uma revisdo sistematica, incluindo nove estudos de coorte, Wallon et al.
descreveram que em cinco destes estudos foi observada a redugdo da transmissdo
vertical entre os casos com tratamento antenatal, entretanto este efeito foi atribuido a
eficacia do tratamento no terceiro trimestre. Em quatro estudos nio foi observada
reducdo significativa na transmissdo vertical, mas a idade gestacional na

soroconversao nao foi avaliada (15).
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Em 2000, Peyron et al. realizaram uma revisdo sistematica para a elaboragao
de metanalise a partir de ensaios clinicos que avaliassem o efeito do tratamento
antenatal, mas nenhum estudo com esta metodologia foi localizado. Os autores
sugeriram nao introduzir novas tecnologias diagndsticas antes de avaliar o impacto
dos programas de rastreamento e os efeitos do tratamento (13).

Gilbert et al., ndo observaram diferenga significativa na transmissdo vertical
quando compararam a introducao do tratamento materno antes de trés semanas da
conversao com o inicio apos oito semanas da soroconversao (OR=1,44;1C95%:0,60-
3,31). A analise foi ajustada a idade gestacional na soroconversao (50).

Em um estudo ecologico, alguns autores avaliaram o risco de transmissao
vertical do T. gondii e o aparecimento de manifestagdes clinicas comparando o
tratamento pré-natal intensivo na Austria ¢ em Lyon com auséncia de tratamento ou
tratamento menos intensivo na Dinamarca e Paises Baixos. Eles ndo encontraram
claras evidéncias de que o risco de transmissao tenha sido menor em centros com
tratamento pré-natal intensivo. Inclusive um efeito paradoxal na transmissdo vertical
foi observado na Dinamarca onde ndo foi adotado o tratamento antenatal (TV=21%,
OR=0,59;1C95%:0,41-0,81) (51).

Na Suica, a taxa de transmissdao observada foi de 3,9% com tratamento
materno comparada com 27,7% quando nao realizado tratamento durante a gestagao
(52). Mas os autores nao consideraram evidéncia de redugdo da transmissdo vertical

porque a amostra incluiu gestantes com infec¢ao primaria improvavel.
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3.2. Na ocorréncia de manifestacoes clinicas

Em contraste aos achados de Foulon et al. (8), Gras et al. relataram que nao
houve evidéncia de efeito benéfico do uso materno de pirimetamina-sulfadiazina nas
lesdes intracranianas ou oculares em seus filhos aos trés anos de idade: odds ratio
(OR) para qualquer uma das lesoes foi 0,89 (1C95%:0,41-1,88) quando comparada a
espiramicina. E, ainda, ndo houve associacao entre a demora no inicio do tratamento
pré-natal e aparecimento de lesdes oculares (hazard ratio=0,69; 1C95%:0,28-1,68) ou
qualquer lesdo aos 3 anos de idade (OR=0,44; 1C95%:0,16-1,19). Observaram, ainda,
que entre as maes de criangas com lesdes intracranianas foi significativamente mais
provavel que a soroconversao tenha ocorrido mais precocemente na gestacao (OR
por semana de gestagao=0,90;1C95%:0,84-0,97) (18).

O estudo ecologico, ja anteriormente descrito, avaliou também o efeito do
tratamento intensivo na ocorréncia de manifestagdes clinicas, em um periodo de
seguimento estimado em trés anos. A propor¢ao de criangas que desenvolveu
manifestagdes clinicas variou entre 9 e 33% e ndo encontraram evidéncia de redugao
de manifestacoes clinicas em centros com tratamento mais intensivo, mas o risco
relativo ajustado para seguimento de trés anos foi impreciso devido ao pequeno
numero de criancas afetadas e perdas no seguimento (51).

Em um estudo de coorte mais recente incluindo treze centros europeus, Gras
et al. descreveram que houve redugdo significativa das lesdes intracranianas quando
o tratamento iniciou ha menos de 4 semanas da soroconversdo, quando comparado a
auséncia de tratamento (OR=0,28; 1C95%:0,08 — 0,75). E quando comparada com o
uso isolado de espiramicina, a auséncia de tratamento dobrou o risco de lesdes

intracranianas (OR=2,33;1C95%:1,04 — 5,50). Os autores observaram que nao houve
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associacao entre idade gestacional na soroconversao, tipo de tratamento ou tempo de

inicio do tratamento e presencga de lesdes oculares (53).

Em recente metanalise incluindo 26 estudos de coorte, os autores avaliaram o
efeito do tratamento pré-natal na transmissdo vertical (tabela 2) e na presenga de
lesdes intracranianas (calcificagdes intracranianas ou dilatagcdo ventricular) e oculares
(retinocoroidite ou microftalmia) (tabela 3). A taxa de transmissao vertical de acordo
com a idade gestacional na soroconversao foi 15% (IC95%:13-17) com 13 semanas,
44% (1C95%:40-47) com 26 semanas e 71% (IC95%:66-76) com 36 semanas. A
chance de transmissdo aumentou 12% (I1C95%:10-14) por semana de gestacdo na
soroconversao (16).

Tabela 2. Efeito do tempo entre o inicio do tratamento pré-natal e a

soroconversao e do tipo de tratamento na transmissao vertical, na amostra
gestantes tratadas (n=1438 gestantes e 398 criancas infectadas).

OR (1C95%) P

Tempo entre inicio do tratamento e 0,05
soroconversao

< 3 semanas 0,48 (0,28 — 0,80)

> 3 semanas ¢ < 5 semanas 0,64 (0,40 — 1,02)

> 5 semanas e < 8 semanas 0,60 (0,36 —1,01)

> 8 semanas* -
Tipo de tratamento (ESP X PS) 0,79 (0,55 -1,13) 0,19
Idade gestacional na soroconversao 1,15 (1,12 -1,17) <0,0001
(por semana)
Latitude (para 5° maiores) 0,71 (0,53 — 0,96) 0,03

ESP=espiramicina; PS=pirimetamina+sulfonamida.
Modelo ajustado para a idade gestacional na soroconversdo materna.
*Categoria de referéncia
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Tabela 3. Efeito do tempo entre o inicio do tratamento pré-natal e a
soroconversao e do tipo de tratamento nas manifestacdes clinicas,
diagnosticadas no primeiro ano de vida.

Qualquer Retinocoroidite Lesdes intracranianas
manifestacéo clinica (n=524) (n=494)
(n=550)
OR P OR P OR P
(1C95%) (1C95%) (1C95%)
Idade gestacional na 0,96 0,01 0,97 0,04 0,91 <0,0001
soroconversio' (0,93-0,99) (0,93-1,00) (0,87-0,95)
Tratamento pré-natal e tempo
entre inicio do tratamento e
soroconversao
Nao tratadas (n=164)* - 0,03 - 0,03 - 0,41
ESP <5 semanas (n=112) 0,68 0,86 0,37
(0,31-1,52) (0,36-2,09) (0,09-1,54)
ESP > 5 semanas (n=143) 0,87 0,98 0,83
(0,41-1,86) (0,42-2,32) (0,28-2,42)
08, em qualquer IG (n=67) 0,66 0,82 0,73
(0,26-1,69) (0,30-2,29) (0,22-2,48)
ESP, e apos, PS (n=64) 2,41 2,89 1,40
(1,15-5,03) (1,29-6,49) (0,46-4,24)

'Em semanas; ESP=espiramicina; PS=pirimetamina-sulfonamida; IG=idade gestacional.
Modelo ajustado para idade gestacional na soroconversao, periodo do estudo e latitude do centro.
*Categoria de referéncia

Esta metanalise demonstrou fraca evidéncia para um aumento da taxa de
transmissdo vertical com inicio tardio do tratamento pré-natal em relagdao a idade
gestacional na soroconversdo. Estes resultados podem refletir um real efeito protetor
do tratamento precoce, ou um confundimento causado por tratamento seletivo de
maes com alto risco de infecgdo fetal, devido ao diagnostico tardio. Os autores nao
encontraram evidéncia de que o tratamento pré-natal tenha reduzido
significativamente o risco de manifestacdes clinicas em criangas infectadas. Os
autores relatam que a principal limitagao do estudo esta relacionada ao delineamento.
Embora eles tenham ajustado para alguns fatores importantes, ndo ¢ possivel excluir
o efeito de outros fatores ndo incluidos no modelo. Além disso, o viés por indicagdo
do tratamento poderia parcialmente explicar a fraca evidéncia de aumento da

transmissdo vertical com o inicio tardio de tratamento, uma vez que a probabilidade
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de manifestagdes clinicas poderia ser maior entre aquelas pacientes que utilizaram
tratamento (16).

Até este momento, ainda ndo foram publicados ensaios clinicos
randomizados, portanto, a efetividade do tratamento materno atinge o grau de
evidéncia B (13,14). Portanto, futuros estudos com este delinecamento devem ser
estimulados para avaliar o efeito do tratamento materno pré-natal no
desenvolvimento a longo prazo, para justificar mudangas nas atuais condutas (13-

15,16).

4.5 Rastreamento soroldgico na gestacgdo e avaliacdo de custo-efetividade

Em 1978 e 1985, a Austria e a Franga, respectivamente, implantaram
programas nacionais para deteccdo imediata e tratamento de infec¢des pelo
toxoplasma durante a gestacao (1).

O objetivo dos programas ¢ instituir medidas preventivas para mulheres
soronegativas, assegurando diagndstico precoce e tratamento da infeccdo adquirida
na gestagdo. Na Franga, desde o inicio do programa tém sido realizados exames
médicos, pré-nupcial e pré-natal, para deteccdo de anticorpos especificos para
Toxoplasma gondii. Quando uma mulher suscetivel engravida, o teste ¢ realizado no
primeiro exame pré-natal, durante o primeiro trimestre; outros seis exames adicionais
sdo realizados, mensalmente, para detectar soroconversdo. Adicionalmente, as
gestantes sdo orientadas sobre medidas preventivas (11,54).

Na Austria, quase todas as mulheres que engravidam sdo submetidas ao

rastreamento no primeiro trimestre da gestac@o e, se os resultados forem negativos,
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sdo testadas novamente durante o 2° e o 3° trimestres, com intervalos de dois meses,
no maximo. A taxa de soropositividade entre gestantes, na Austria, declinou de 50%,
no final de 1970, para 36,7% no inicio de 1990. A incidéncia de infeccdo congénita
diminuiu de 50 a 70 casos/10.000 nascimentos, antes do programa, para 1/10.000
nascimentos no inicio de 1990 (11,55).

Existem algumas discussdes a respeito da justificativa em realizar
rastreamento para Toxoplasmose Congénita (TC) em alguns paises, principalmente
quando a prevaléncia de infec¢do na gestagdo ¢ baixa (54). O United Kingdom
Working Group concluiu que o rastreamento materno reduz o numero de casos de
doenca, mas com custo substancial. A raridade da doenca ¢ as limitagdes no
diagnostico e tratamento restringem a efetividade do rastreamento. Devem-se
considerar, também, os riscos associados a amniocentese para detec¢do de infecgcao
fetal (56). Baseados no modelo de Bader, Mittendorf et al. analisaram a aplicagdo do
rastreamento nos Estados Unidos. Eles concluiram que, quando a prevaléncia da
doenca ¢ rara, mesmo melhorando a especificidade dos testes ndo ¢ possivel superar
a influéncia da raridade no valor preditivo positivo do teste. Assim, por exemplo,
numa populagao poderiam ocorrer 12,1 casos de abortamentos de fetos normais para
cada caso de infec¢ao congénita confirmada (57).

Em revises sistematicas para avaliar a evidéncia da eficacia do tratamento na
gestagdo, Wallon et al. concluiram que o valor dos programas de rastreamentos no
periodo pré-natal depende da seguranca do tratamento em reduzir o risco de doenga
congénita e que os dados disponiveis para medir os riscos e beneficios das drogas
antiparasitarias usadas para presumivel infec¢do toxoplasmica primaria ndo sdo

comparaveis entre si (15).
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Através de metanalise, Peyron et al. também concluiram que as evidéncias
atuais sdo insuficientes para confirmar que o tratamento em gestantes previne
infeccdo fetal ou melhora os resultados nas criangas acompanhadas. Acrescentam
que o custo do rastreamento ¢ elevado e recomendam que paises onde este
rastreamento ainda nao ¢ aplicado realizem cuidadosas pesquisas antes da sua
introducao (13).

Para avaliacdo dos custos dos programas de prevengdo em toxoplasmose
congénita, varios fatores devem ser considerados. Inicialmente ¢ importante medir a
proporcao de pacientes suscetiveis a infecgdo aguda na gestacao, populacao alvo para
sorologias seriadas mensalmente ou a cada trimestre, conforme as particularidades de
cada local. Em populacdes onde a prevaléncia de soropositividade ¢ mais baixa, um
maior numero de pacientes necessitaria de testes seriados o que elevaria os custos do
programa de prevencdo. Acrescenta-se ainda a dificuldade em determinar, com
precisao, o momento em que ocorre a infeccdo aguda na gestante (58).

Os métodos diagnosticos atualmente disponiveis para detec¢ao de anticorpos
IgM para toxoplasmose nao sdao suficientemente acurados, considerando a sua
variabilidade existente comercialmente. Isto pode determinar resultados falso-
positivos, refletidos a partir de uma especificidade tdo baixa quanto 49,2% (59). Um
outro fator que dificulta a interpretacdo dos resultados ¢ a persisténcia destes
anticorpos durante anos apds o episddio agudo. Estima-se que resultados falso-
positivos podem atingir taxas tdo altas quanto 60% em relacdo aos testes positivos,
quando os exames s3o realizados em laboratorios que nio sdo de referéncia. Com

isto torna-se evidente a necessidade de outros testes complementares, assim como a
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sua correta interpretacdo por profissionais experientes, para avaliar a probabilidade
de infecgdo aguda (46).

Em termos de custos, um programa nacional de educa¢ao em saide mostrou-
se menos oneroso do que o programa de rastreamento e tratamento utilizado na
Franca. Esta diferenca aumenta quando a prevaléncia de infeccdo cronica ¢ menor
(58). No Reino Unido, a analise de Henderson, citada por Jeannel et al. também
mostrou que o custo da aplicacdo do programa de rastreamento seria quatro vezes
maior do que o de educagdo em saude. Para ser custo-efetivo, o programa deveria
prevenir mais do que quatro vezes o numero de casos registrados de toxoplasmose.
Considerando a eficacia incerta da espiramicina, os efeitos colaterais da sulfadiazina
e pirimetamina e a possibilidade de abortamentos resultantes de métodos
diagnosticos de infecgdo fetal sem a precisdao adequada, os autores concluem que os
programas de educagdo em saude seriam a medida preventiva com melhores
resultados (58).

Por outro lado, dados de um estudo prospectivo realizado na Finlandia, que
analisou a rela¢do custo-beneficio da realizacdo de rastreamento, mostraram uma
soropositividade de 20,3% em gestantes e incidéncia de infec¢do aguda de 2,4/1.000
gestantes suscetiveis. A incidéncia de toxoplasmose congénita foi de 0,3/1.000. O
estudo comparou alternativas na realizagdo ou nao de rastreamento para infec¢des
primarias por T. gondii durante a gravidez. O risco de transmissdo materna foi de
40% e a efetividade do tratamento foi de 50%. Os calculos foram realizados
combinando andlise de decisdo e de sensibilidade. Os resultados mostraram que a
aplica¢dao do rastreamento reduziu o custo em 25%. Na Finlandia, a economia anual

poderia atingir aproximadamente 2,1 milhdes de ddlares. A andlise de sensibilidade
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mostrou que o rastreamento associado a educacdo em saude foi preferivel a sua
aplicacdo isolada, se a incidéncia de infeccao primaria materna exceder 1,1/1.000 e a
efetividade do tratamento for superior a 22,1% (36).

O comentario de Hassl A., em relacao a este estudo finlandés, propoe incluir,
na andlise, os custos do follow-up dos bebés e especificar melhor quais as pacientes
que seriam excluidas da necessidade de aplicagdo de testes combinados para
melhorar a correlacdo entre os mesmos. Na opinido do autor o argumento mais
convincente para realizar rastreamento em um rico pais europeu ¢ raramente
suficiente. Ele questiona qual o prego para evitar um aborto ou uma incapacidade ao
longo da vida. Lappalainen M. refor¢a que no seu estudo utilizou apenas aspectos
financeiros, sem considerar custo com a morte de uma crianga ou 6nus psicoldgico
causado por resultados falso-positivos ou falso-negativos e cita Enkin’s e Chalmer’s:

“Coisas que realmente contam nao podem ser medidas” (60).

4.6 Métodos diagndsticos na gestante e no feto

Os métodos mais usados para o diagnostico de toxoplasmose sao os métodos
soroldgicos. Os principais deles sdo as reagcdes de Sabin-Feldman, de hemaglutinacao
indireta, de fixacdo do complemento, de imunofluorescéncia indireta e reacgdes
imunoenzimaticas (9).

Os anticorpos IgG sdo marcadores sorologicos de imunidade ou infecgdo
cronica (latente) porque, apoés um episddio de infec¢do aguda, eles persistem de
modo estavel ou com lenta diminui¢do da concentragdo. Concentracdes elevadas

(>300 UI/mL) podem persistir por anos em aproximadamente 5% dos pacientes (1).
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A reacdo de Sabin-Feldman ou teste do corante ¢ o processo soroldgico
classico para o diagndstico da toxoplasmose; ela se baseia na observacao de que os
toxoplasmas de exsudato peritonial de camundongos, em contato com soro normal,
se coram pelo azul-de-metileno. Quando existem anticorpos contra o toxoplasma no
soro, este ndo se cora. Apesar de se tratar de um teste de alta sensibilidade e
especificidade, seu uso se tornou restrito devido a complexidade da técnica
empregada e a sua disponibilidade em poucos laboratérios (9).

No teste de hemaglutina¢do indireta, hemacias marcadas com Toxoplasma
sao aglutinadas quando em contato com soro contendo anticorpos contra
Toxoplasma. Ja que, na infecgdo aguda, os titulos podem demorar semanas para
positivarem, o teste ndo ¢ uma prova util para o diagnostico de toxoplasmose na
gestagdo; além disso, ele freqlientemente apresenta resultados falso-negativos em
recém-nascidos com TC (9).

Na reacao de fixacdo de complemento, os anticorpos testados aparecem mais
tardiamente do que em outras reagdes. Portanto, o teste ¢ indicado quando a reagao
de imunofluorescéncia e a de Sabin-Feldman se encontram com titulos estaveis ou
muito altos, quando, entdo, ¢ possivel verificar a elevacao dos titulos na reacdo de
fixacdo de complemento (9).

Os testes de hemaglutinagdo indireta e de fixagdo de complemento ndo sao,
usualmente, recomendados, visto que diferentes preparagdes de antigenos causam
resultados distintos. Assim, a resposta de anticorpos pode ser diversa ndo somente
quando diferentes testes sdo usados, mas também quando um mesmo teste ¢

realizado em laboratorios diversos (1).
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A reacdo de imunofluorescéncia indireta (IFA) ¢ considerada de boa
especificidade e sensibilidade, comparavel ao teste do corante. Porém, reacdes falso-
positivas foram descritas em pacientes com doencas auto-imunes. A presenga de
anticorpos IgM especificos em soro obtido de cordao umbilical de recém-nascidos
(RN5s) ¢ indicadora de infec¢dao congénita; resultados falso-positivos foram descritos
em pacientes com fator reumatoide positivo e em casos em que houve “escape”
placentario. Em cerca de 50% a 75% dos casos de RNs com TC pode haver
resultados falso-negativos como conseqiiéncia de altos titulos de anticorpos maternos
da classe 1gG (9).

A introdugao da técnica de reagdo imunoenzimatica, denominada teste de
ELISA (enzyme-linked immunosorbent assay), trouxe grande avango para o
diagnostico da doenga. Porém, foi observada a presenga de resultados falso-positivos
quando o fator reumatodide estava presente e, também, em alguns casos de infeccdo
cronica (9,61).

Baseados no método descrito por Duermeyer e van der Veen para o virus da
hepatite A, Naot & Remington desenvolveram uma técnica para deteccao de
anticorpos IgM especificos para Toxoplasma denominada de ELISA “duplo
sanduiche” (DS — ELISA IgM ou teste de captura de IgM). Com essa técnica, foi
possivel detectar a presenga de IgM especifico para Toxoplasma em 92% das
amostras de individuos com toxoplasmose recentemente adquirida e que eram
negativas na reacao de IFA-IgM. Este método demonstrou ndo s6 ser simples, rapido
e acurado no diagndstico de toxoplasmose aguda em adultos e na forma congénita,
mas, principalmente, mais sensivel e especifico do que o teste de IFA na detecgao de

anticorpos IgM para T. gondii. Esta sensibilidade maior do DS-ELISA IgM, quando
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comparada a do IFA-IgM, pode ser atribuida ao fato de que a inibigdo da
demonstragcdo de anticorpos IgM pela presenca de anticorpos IgG séricos no teste
IFA-IgM ¢ eliminada com esta técnica (9,61).

Em outro estudo para avaliar o teste de ELISA “duplo sanduiche” no
diagnostico de infecgdo congénita pelo T. gondii, os mesmos autores observaram
que, entre amostras séricas de 55 recém-nascidos com infec¢do congénita
comprovada, o teste DS-ELISA IgM foi positivo em 43 (72,7%), enquanto que IFA-
IgM foi positivo em apenas 14 (25,4%) (62).

Alguns autores concluiram que o teste ELISA com captura de IgA no
diagnostico pré e pos-natal da infec¢do congénita pelo Toxoplasma é mais sensivel
do que o teste ELISA-IgM. Também relataram que o método ¢ potencialmente tutil
para o diagnostico precoce de infeccdo aguda em gestantes. O periodo em que
anticorpos IgA estdo presentes pode variar desde alguns meses até um ano, mas nao
por periodo maior do que dois anos. E mais freqiiente o desaparecimento em sete
meses apos a infeccao (1,9,63).

A reagdo de aglutinagdo por imunoabsor¢io — ISAGA (immunosorbent
agglutination assay) combina as vantagens do teste de aglutinagdo direta e do ELISA
por captura, em relacdo a especificidade e sensibilidade, para demonstracao de
anticorpos IgA, IgM e IgE para Toxoplasma (1,9). O método tem sido padronizado
devido ao reconhecimento de sua maior sensibilidade e precocidade no diagnostico
da infeccdo em adultos. Alguns autores referem que o teste ISAGA-IgE ¢ muito til
no diagnostico de infeccdo aguda adquirida em gestantes e em recém-nascidos
congenitamente infectados, devido a precocidade tanto da elevacdo quanto da queda

dos seus niveis (1).
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Um marcador de infec¢ao recente atualmente referido é a baixa afinidade ou
avidez de anticorpos especificos IgG. E um teste simples que pode complementar a
defini¢ao de um perfil sorologico, especialmente quando insuficientemente delineado
pelos demais marcadores sorolégicos (64,65).

Alguns autores referem que a baixa avidez de IgG nao pode ser interpretada
como infeccao recentemente adquirida porque ela pode persistir por mais do que
cinco meses, dependendo do método utilizado. Entretanto, a alta avidez de IgG no
primeiro trimestre da gestacdo virtualmente exclui a infec¢do recentemente
adquirida, o que torna este teste util no inicio da gestacdo. Ja a alta avidez na fase
tardia da gestacao nao exclui infec¢ao adquirida no primeiro trimestre (1).

Uma avaliacdo de quatro métodos diagndsticos para deteccao de anticorpos
IgG para toxoplasma mostrou que eles tém resultados comparaveis e podem ser
adotados em laboratorios para rastreamento. Os autores observaram maior
discrepancia entre os testes na detec¢do de anticorpos IgM (10%) do que de IgG
(8%); ¢ importante, contudo, considerar a prevaléncia da toxoplasmose na populagao
em que os testes serdo aplicados, ja que, em populagdes de baixa prevaléncia, a
discrepancia pode ser maior. Neste estudo, as amostras foram positivas para
anticorpos IgG e IgM em 28% e em 4,2% dos casos, respectivamente. A
sensibilidade, a especificidade para o teste IMX Toxo IgG, versdo 2.0, foram 98,9%
e 98,3%, respectivamente (66).

Outro estudo com Platelia Toxo IgM mostra a necessidade de um teste

confirmatorio devido ao baixo valor preditivo para identificar infec¢ao primaria (59).
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Na avaliacdo da sensibilidade e especificidade de seis testes comerciais,
Wilson et al. encontraram, para Abbott Imx Toxo IgM, versdo 2.0, 93,3 e 97,3%,
respectivamente (12).

Quanto ao diagnodstico pré-natal de infecgdo fetal pelo Toxoplasma gondii, a
técnica de RCP, por amniocentese, tem sido avaliada em alguns estudos. Holfeldt
encontrou sensibilidade de 92% e especificidade de 100% (1), ao passo que Jenum et

al. encontraram 33% e 94%, respectivamente (49).

4.7 Frequéncias de infeccdo pelo T. gondii em recém-nascidos

A ocorréncia de toxoplasmose congénita varia em diferentes populagdes. Um
estudo colaborativo desenvolvido em Paris entre 1970 e 1980 mostrou que a
prevaléncia de infec¢do congénita por Toxoplasma gondii foi de 1,9 a 3,2/1.000 (1).

Em Massachusetts, a prevaléncia de toxoplasmose congénita entre 1986 e
1992, detectada através de rastreamento sorolégico em amostra sérica foi de
0,08/1.000 nascimentos (55). Nos Estados Unidos, a partir de estudos regionais,
alguns autores estimam o surgimento de 400 a 4.000 casos de TC a cada ano (11,55).

Em Barcelona a prevaléncia de toxoplasmose congénita ao nascimento foi de
0,3/1.000 nascimentos, com taxa de transmissao vertical de 41,6% (37).

Na Dinamarca, Lebech et al. determinaram uma prevaléncia de infecgdo
congénita ao nascimento de 0,42/1.000 nascimentos (IC 95%: 0,27 — 0,61) e taxa de
transmissdo materno-fetal de 19,4% (IC 95%:13,2 — 27,0) em casos ndo tratados (5).

Na Suécia, a prevaléncia de toxoplasmose congénita, ao nascimento, foi

0,07/1.000 (I1C95%:0,15-2,14) (67) e em Londres, este resultado foi similar atingindo
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0,08/1.000 nascidos vivos (68). Um estudo mais recente realizado na Suiga mostrou
declinio da prevaléncia de toxoplasmose congénita comparando o periodo de 1982 a
1985 com o periodo de 1986 a 1999, atingindo 0,8/1.000 e 0,12/1.000 nascidos
vivos, respectivamente (51).

A partir de 17.653 amostras em papel filtro a prevaléncia de toxoplasmose
congénita ao nascimento na Poldnia foi de 1.08/1.000 nascidos vivos (69).

No Brasil, alguns estudos estimaram a incidéncia de infec¢dao congénita por T.
gondii. Em Passo Fundo, a partir de amostras do cordao umbilical de 1.250 recém-
nascidos houve a identificacdo de 1 caso de infeccdo congénita, atingindo uma
incidéncia estimada de toxoplasmose congénita de 0,8/1.000 (1C95%:0,2-44,5) (70).
Outro estudo realizado no Rio Grande do Sul, a partir de 140.914 amostras em papel
filtro houve a identificagdo de 47 casos atingindo prevaléncia de TC ao nascimento
de 0,3/1.000 recém-nascidos (71). Em Uberlandia, MG, a partir de amostra de sangue
do cordao de 805 recém-nascidos e utilizando o método Elisa com captura de IgM
e/ou IgA, a freqiiéncia de toxoplasmose congénita foi de 5,0/1.000 recém-nascidos
(I1C95%: 1,4 —12,7) (72).

As diferengas observadas nas prevaléncias entre estes locais podem ser
explicadas pela diferente sensibilidade e especificidade dos testes sorologicos e das

amostras utilizadas.

4.8 Diagnostico clinico

O diagnoéstico de Toxoplasmose congénita era usualmente estabelecido

quando criangas apresentavam hidrocefalia, coriorretinite e calcificagdes
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intracranianas, classicamente denominadas como triade de Wolf, descrita em 1939
(1,24), entretanto, ¢ de ocorréncia rara. O espectro clinico pode incluir desde a
aparéncia normal ao nascimento at¢ um quadro de eritroblastose, hidropsia fetal, a
classica triade de toxoplasmose ou uma variedade de outras manifestagoes (Quadro

1) (1,27).

Possiveis sinais e sintomas de toxoplasmose congénita na infancia e seqiielas tardias

Anormalidades do LCR* Hepatomegalia Retardo mental
Anemia Hidrocefalia* Microcefalia
Coriorretinite* Calcificagdes intracranianas* Espasticidade,
paralisias
Convulsdes Ictericia Esplenomegalia
Surdez D¢éficit de aprendizado Trombocitopenia
Febre Linfadenopatias Dano visual

Retardo no crescimento Rash maculopapular

' Sinais da triade classica sugerindo a presenca de toxoplasmose congénita.

*LCR: liquido cefalorraquidiano.

Quadro 1: Possiveis sinais e sintomas de TC na infancia e sequelas tardias.

O desenvolvimento de sinais clinicos ¢ fortemente associado ao periodo da
gestagdo em que houve a soroconversao materna. O risco para desenvolvimento de
sinais clinicos, antes de 3 anos de idade, de acordo com o periodo gestacional da
soroconversao materna, diminui de 61% (1C95%:34-85%) nas 13 semanas, para 25%
(18-33%) nas 26 semanas, € 9% (4-17%) nas 36 semanas de gestacdo (48).

Na tabela 2 observa-se os resultados de um estudo prospectivo incluindo

bebés de 542 mulheres que adquiriram toxoplasmose aguda na gestacao (24).
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Tabela 4 — Achados clinicos em bebés de gestantes com infeccdo aguda por
T.gondii.

Infeccdo adquirida (%0)

1° trimestre 2° trimestre 3° trimestre

Toxoplasmose congénita 9,0 27,0 59,0
Subclinica 22,2 74,4 89,8
Clinicamente aparente 77,8 15,6 10,2

Morte perinatal ou natimortos 5,0 2,0 0

Fonte: Desmonts G, Couvrer J, 1979. Citado em: Montoya JG; Liesenfeld O. Toxoplasmosis. Lancet
2004;363:1965-1976.

A infecgdo congénita pelo T. gondii pode apresentar-se sob uma das quatro
formas clinicas: (a) doenga manifesta no periodo neonatal; (b) doenca (grave ou leve)
com manifestagdo nos primeiros meses de vida; (c) seqiiela ou reativagdo de infecgdo

prévia nao diagnosticada; (d) infeccao subclinica (1).

4.8.1 Doenga clinicamente aparente

Com finalidade didatica, € possivel dividir as formas graves de toxoplasmose
congénita em neuroldgica e generalizada.

Na forma neuroldgica, ¢ proeminente o aparecimento de -calcificagdes
intracranianas, alteragdo liquorica, retinocoroidite, convulsdes, fontanela cheia,
hidrocefalia e microcefalia.

Freqlientemente, os sinais neurologicos ou hidrocefalia aparecem entre 3 e 12
meses de idade. Estas alteracdes nem sempre estdo associadas a dano cerebral grave;
por outro lado podem estar relacionadas a um quadro de encefalite ativa ainda nao

associada com necrose cerebral irreversivel ou obstru¢cdo do aqueduto de Sylvius (1).
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Lactentes com sinais de doenca generalizada, resultante de infeccao fetal mais
tardia na gestagdo, apresentam além de retinocoroidite e alteracdes liquoricas,
ictericia, hepatoesplenomegalia, linfoadenopatias, trombocitopenia e anemia. Entre
0s casos mais graves, presentes em menos de 10% dos pacientes, salienta-se a tétrade
de Sabin: hidro ou microcefalia; coriorretinite (retinocoroidite bilateral), macular ou
perimacular, simétrica; calcificagdes cerebrais intraparenquimatosas; e retardo

mental (1).

4.8.2 Infec¢ao Subclinica

Muitas criangas com infecgdo congénita pelo T. gondii sdo aparentemente
normais ao nascimento; os sinais e¢ sintomas da doen¢a se manifestam semanas,
meses ou anos mais tarde atingindo 76% dos casos observados em um periodo de
seguimento de 6 meses a 4 anos. Em muitos casos, no entanto, isto se deve ao
reconhecimento tardio da doenca e nao a demora do inicio dos sinais ¢ sintomas
(1,8).

Estas criancas podem, subseqiientemente, desenvolver seqiielas, incluindo
coriorretinite, estrabismo, cegueira, hidrocefalia ou microcefalia, retardo
neuropsicomotor, epilepsia ou surdez (1,4,8).

A prevaléncia de altera¢do auditiva periférica transitoria foi de 12,5% e de
alteracdo do processamento auditivo central foi de 33,3% em criangas entre 0 ¢ 2

anos de idade, portadoras de toxoplasmose congénita (73).
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Outro estudo relatou que em 1054 criancas com idade entre um e quatorze
anos, 70 apresentaram anticorpos IgM reagente para toxoplasmose (6,6%). E, destas
ultimas 49 apresentaram dano auditivo em diferentes graus (4,6%) (74).

Ainda ¢ dificil estabelecer a freqiiéncia de infec¢ao subclinica, pois a maioria
dos estudos foi retrospectiva e, tiveram a presenga de alteracdes clinicas como base
diagnostica para acompanhamento dos bebés. Couvrer et al. demonstraram, em
estudo prospectivo, que 55% das criangas tiveram infec¢do subclinica (1). No Brasil,
Safadi et al. relataram que a apresentag@o subclinica da doenga ocorreu em 88% dos
casos, com desenvolvimento de manifestacdes neuroldgicas e de coriorretinite em

51% e 95% das criangas, respectivamente (75).

4.8.3 Alteragdes oculares

A seqiiela mais freqiiente em toxoplasmose congénita ¢ ocular (coriorretinite)
seguida de calcificagdes intracranianas e de hidrocefalia (1,48).

Entre as alteragdes oculares, a mais comum foi a coriorretinite (92%),
associada em 71% dos casos com outras lesdes oculares. A segunda alteragdao ocular
mais comum foi microftalmia e estrabismo, em estudo realizado na Bulgaria (76).

A 1dade no inicio do sintoma ocular variou desde um més até 9 anos de idade,
aproximadamente, no estudo de Wilson et al. Seqiiclas neuroldgicas foram
observadas menos freqlientemente do que a coriorretinite e foram sempre
acompanhadas de lesdo ocular (4).

Inicialmente, Koppe et al. mostraram que 20%-80% das criancas afetadas

congenitamente desenvolveram doenca ocular durante acompanhamento de 20 anos.
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A maioria delas apresentou lesdes durante os primeiros dois anos de vida (77). Estes
dados sugerem que, se as criancas infectadas no periodo pré-natal ndo desenvolvem
lesdes precocemente, ¢ menos provavel que elas desenvolvam coriorretinite mais
tarde (78,19).

Alguns estudos mostraram o beneficio do tratamento durante o primeiro ano
de vida entre as criangas afetadas, quanto ao desenvolvimento de lesdes oculares e as
recorréncias (19,20).

McAuley et al., mostrou que a incidéncia de lesdes retinianas em pacientes
com toxoplasmose congénita subclinica ao nascimento foi de 30%, variando entre
23% dentro dos primeiros quatro anos de vida e 50% apds os cinco anos de idade.
Este estudo mostrou, também, que nao houve progressao ou desenvolvimento de
novas lesdes durante o primeiro ano de vida quando estas criangas estavam sendo
tratadas, embora tenha havido um pequeno niimero de recorréncias tardias (6,8%).
Além disso, os fatores que contribuiram para as incapacidades mais importantes
incluiram demora no estabelecimento do diagndstico e no inicio da terapia. O dano
visual ocorreu em 100% dos pacientes ndo tratados e em 30,7% dos pacientes
tratados (20).

Mets et al. desenvolveram um estudo prospectivo longitudinal, que
identificou cicatriz de coriorretinite como o achado ocular mais comum em todos os
pacientes (58% nos tratados e 82% nos pacientes ndo tratados). Cicatriz macular
esteve presente em 54% dos pacientes tratados (41% bilaterais) e em 76% daqueles
que ndo receberam tratamento (23% bilaterais). Neste ultimo grupo a recorréncia de

lesdes foi maior (19).
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A incidéncia de retinocoroidite em pessoas congenitamente infectadas
nascidas na Inglaterra foi de 25% apds um a seis anos de acompanhamento. A
expectativa para desenvolvimento de sintomas de reativacdo da retinocoroidite, a
longo prazo foi de 20% (68).

Em um estudo de coorte mais recente os autores encontraram que 24% das
criancas desenvolveram pelo menos uma lesdao de retinocoroidite, durante um tempo
mediano de acompanhamento de seis anos (5 a 14 anos). Quanto a idade no
diagnodstico da primeira lesdo retiniana, os autores observaram que 3% ocorreram no
primeiro meés, € 12% no primeiro ano de vida. A metade das lesdes iniciais foi
diagnosticada no primeiro ano de vida, 58% antes dos dois anos, 76% antes dos
cinco anos, € 95% antes dos dez anos. Em 13% dos pacientes as lesdes estavam
ativas no momento do diagnostico. Em 69% dos casos a acuidade visual foi normal.
Os autores concluiram que os pais de criancas com toxoplasmose congénita devem
ser informados que o inicio tardio de lesdes retinianas pode ocorrer muitos anos apds
0 nascimento, mas o prognostico ocular ¢ satisfatorio quando a infec¢do ¢é
identificada precocemente e adequadamente tratada (79).

Ja o estudo de Gilbert et al., sugere que 2/3 da toxoplasmose ocular
diagnosticada em adultos ¢ causada por infec¢do pods-natal. Os autores referem
também que estudos de coorte mais recentes mostraram freqliéncia de 22% de
retinocoroidite entre criangas com TC. A idade em que ocorrem os primeiros
sintomas oculares e a associagdo destes com outros sintomas sugestivos de TC sdo as
caracteristicas clinicas que podem auxiliar a distingdo entre infecgdo pelo T.gondii

pré ou pos-natal (80).
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No Brasil, alguns estudos mostram que cicatriz macular bilateral decorrente
de TC foi a maior causa de diminuicdo da acuidade visual (43,4%) em um
ambulatorio de estudo de acuidade visual entre pacientes com idade inferior a
quatorze anos, na Universidade Estadual de Campinas em Sao Paulo (78).

Um outro estudo realizado em Erechim (RS) identificou prevaléncia de
21,3% de toxoplasmose ocular entre individuos com treze anos de idade ou mais. Os
autores consideraram tal prevaléncia 30 vezes maior do que estimativas prévias de

ocorréncia de toxoplasmose ocular descrita em outros estudos (81).

4.8.4 Manifestagdes neurologicas

Entre as manifestagdes mais comuns encontra-se a hidrocefalia, presente ao
nascimento ou logo apds, e geralmente progressiva; convulsoes, opistotono, paralisia
de extremidades e stress respiratorio. Observou-se maior propor¢ao de casos de
criancas com alteragdes do sistema nervoso central (SNC) associadas a coriorretinite
(23%) do que lesdes do SNC sem comprometimento ocular (2,2%) (1).

Em relacao ao prognostico, o estudo colaborativo de Chicago demonstrou que
70% das criangas que tiveram grave envolvimento neuroldgico, incluindo
hidrocefalia, microcefalia e calcificagdes multiplas, e dano oftalmolégico (incluindo
lesdo macular) ao nascimento, mas que foram tratadas por um ano, apresentaram
desenvolvimento normal (20). Roizen N et al. encontraram resultados similares no
acompanhamento neuroldgico de 36 criangas com toxoplasmose congénita (21).

Ao avaliar a evolugdo de calcificagdes intracranianas de criangas com

toxoplasmose congénita tratada, foi observada a diminui¢do ou resolucdo em 75%
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dos casos, em torno de 1 ano de idade. O tratamento menos intensivo ocorreu em
33% das criangas entre as quais houve a redugdo de calcificacdes comparada com
70% dos casos em que as calcificacdes foram estaveis. Um pequeno nimero de
criancas ndo tratadas ou tratadas por periodo inferior a um més apresentou
calcificagdes aumentadas ou estaveis durante o primeiro ano de vida. Estes achados
apontam para o efeito benéfico do tratamento em criangas afetadas (22).

E importante realizar o diagnodstico diferencial entre a coriomeningite
linfocitica congénita, que mimetiza toxoplasmose congénita, ¢ a infeccdo por

citomegalovirus (82).

4.8.5 Outras manifestagoes clinicas

Na toxoplasmose congénita pode-se observar ainda a prematuridade,
instabilidade térmica, desordens endocrinas, sindrome nefrotica, miocardite
toxoplasmica severa, calcificagdes hepaticas, alteracdes Osseas, ascite e surdez. Nao
existem evidéncias de associacdo de toxoplasmose congénita e Sindrome de Down
ou com malformacdes. Para avaliar o retardo no desenvolvimento neuropsicomotor
sdo necessarios futuros estudos (1).

Finalmente, nenhum dos sinais descritos em recém-nascidos com doenca
congénita ¢ patognomodnico de toxoplasmose e deve-se considerar o diagnostico
diferencial com outros patogenos, incluindo citomegalovirus, virus herpes simples,
rubéola e sifilis (24).

Atualmente tém surgido estudos que tentam avaliar a associagdo entre 0s

achados clinicos dos pacientes com infecgdo pelo T. gondii e os principais genotipos
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deste parasito (25). Um exemplo destas pesquisas estd descrito na tabela 3. Os
autores observaram o predominio do gendtipo II (84,8%) nesta amostra. Genotipo I e
atipico ndo foram encontrados em pacientes assintomaticos ou com toxoplasmose
congénita benigna.

Tabela 5 — Caracteristicas clinicas dos pacientes com infeccdo pelo T. gondii e
relacdo com os principais genétipos do T. gondii.

Periodo da N° de casos

Achados clinicos Liseg Tipo de T. gondii

materna,

. Total

semanas I Il 11l Atipico
Morte fetal 2-11° - 6 - - 6
Morte neonatal Desconhecido 1 2 - - 3
Toxoplasmose grave 7-17 2 16 - 3 21
Assintomaticos ou forma 15-38 - 43 2 - 45
benigna
RN nao infectado, placenta 14 -20° 4 - - - 4
positiva
Dados nao disponiveis 10 -31 - 6 - 1 7
Total 7 73 2 4 86

* Uma reativagdo durante AIDS.
® Uma reinfec¢do ou reativagdo.

Uma publicagdo mais recente do estudo colaborativo de Chicago, com
estratificacdo conforme grau de gravidade da doencga ao nascimento, refere efeito
benéfico do tratamento ao longo do primeiro ano de vida com o uso de sulfadiazina,
pirimetamina e acido folinico. Entre as criancas do grupo de manifestagdes leves ou
ausentes, ndo houve recorréncia de lesdes oculares e 85% delas apresentaram
acuidade visual normal. E, no grupo de criangas classificadas como doenga grave,

100% apresentaram audi¢cao normal, 80% desenvolveram fun¢do motora normal, e
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64% nao apresentaram recorréncia de lesdes, mas dano visual foi detectado em 85%

dos casos (83).

4.9 Métodos diagndsticos no recém-nascido

O diagnéstico de infeccdo aguda pelo toxoplasma pode ser estabelecido de
varias formas: pelo seu isolamento no sangue ou em fluidos corporais; pela
demonstragcdo da presenca de cistos na placenta ou nos tecidos do feto ou do RN;
pela observagdo da presenca de antigenos ou de parasitas em preparagdes de tecidos
ou fluidos corporais; pela demonstracdo de antigenemia, seqiiéncia especifica de
acidos nucléicos (DNA); ou por meio de testes sorologicos (1).

A avaliagdo diagndstica do recém-nascido cuja mae apresentou exames
soroldgicos sugestivos ou provaveis de toxoplasmose aguda na gestacdo deve incluir:
histéria e exame fisico, exame neuroldgico e oftalmologico, hemograma com
plaquetas, testes de fungdo hepatica, creatinina sérica, exame do liquido
cefalorraquidiano, RCP (reacdo em cadeia da polimerase) em amostra sérica ou do
liquor, ecografia transfontanelar, tomografia computadorizada, avaliacdo auditiva e

teste soroldgico para toxoplasmose (1).

4.9.1 Exames laboratoriais

1. Hemograma com plaquetas:
Podem estar presentes leucocitose ou leucopenia. No periodo neonatal,
observa-se freqiientemente eosinofilia, que pode ser superior a 30% da contagem

diferencial de células brancas (1). Trombocitopenia ¢ comum em criangas que
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apresentam sinais clinicos de infeccdo ou em casos subclinicos, com aparecimento
precoce de petéquias ou equimoses.

2. Exame do liquido cefalorraquidiano (LCR):

Em criangas com suspeita de infec¢ao congénita pelo T. gondii o exame do
LCR pode demonstrar xantocromia e pleiocitose mononuclear. Estas alteracdes sao
inespecificas, mas a quantidade elevada de proteinas encontrada no fluido
ventricular, geralmente medida em gramas por decilitro, ¢ quase exclusiva da
toxoplasmose neonatal (1). Wallon et al. avaliaram o desempenho de dois testes
citoquimicos no liquido cefalorraquidiano em RNs com suspeita de toxoplasmose
congénita: contagem de células brancas e concentracdo de proteinas. Os autores
concluiram que ndo houve diferenga significativa entre probabilidade pos-teste de
infeccdo e estimativa de risco pré-teste. Também nao encontraram evidéncia de que
estes testes auxiliaram como preditores de risco de seqiielas. Entdo, o exame
citoquimico nao contribuiu significativamente no diagnostico de infec¢ao congénita

ao nascimento (84).

3. Ecografia transfontanelar e Tomografia computadorizada:

A tomografia craniana permite a localizagdo de calcificagdes intracranianas, a
avaliagdo do tamanho ventricular e reconhecimento da atrofia cortical. Além disso,
detecta calcificagdes que ndo foram vistas com ultrassonografia cerebral.

As calcificagdes intracranianas demonstradas mediante a realizacdo destes
testes podem ser simples ou multiplas e, em alguns casos tem resolugdo com

tratamento durante o primeiro ano de vida (1).
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4. Diagnostico sorologico

A maioria das criangas infectadas no periodo pré-natal ndao apresenta
sintomas ao nascimento, mas ha probabilidade de elas desenvolverem seqiielas no
futuro. Assim, o diagnostico depende fundamentalmente dos métodos sorologicos
(1,11).

Os principais testes sao as reagdes de Sabin-Feldman, de hemaglutinagao
indireta, de fixagdo do complemento, de imunofluorescéncia indireta e as reacoes
imunoenzimaticas.

As reagOes imunoenzimaticas sao mais estudadas e mais uteis na avaliacao de

recém-nascidos com possibilidade de infec¢ao congénita.

4.9.2 Demonstracao de anticorpos IgG

Os anticorpos IgG s3o marcadores soroldgicos de imunidade ou infecgao
cronica (latente) porque, apdés um episodio de infec¢do aguda, eles persistem de
modo estavel ou com lenta diminui¢do da concentragdo. Os anticorpos maternos IgG
transmitidos de modo passivo ao feto progressivamente desaparecem, com meia-vida
de aproximadamente 30 dias, isto €, eles diminuem em torno de 50% a cada més, na
auséncia de toxoplasmose congénita. Em casos de passagem de altos titulos ou
concentragdes de anticorpos maternos, este periodo pode se estender por mais de um
ano. Desta forma, ¢ possivel fazer o diagndstico da infec¢do congénita mais
tardiamente a partir da persisténcia de anticorpos IgG aos 12 meses de vida (1). O
desaparecimento ou ndo de IgG especifica com 1 ano de idade é o padriao ouro para

determinar se o bebé estéd infectado ou ndo (85).
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4.9.3 Demonstracao de anticorpos IgM, IgA, IgE

A presenca de anticorpos IgM, IgA ou IgE no cordao umbilical ou sangue do
neonato ¢ evidéncia de sintese especifica de anticorpos pelo feto infectado intra-ttero
(1).

Um unico teste com resultado de IgM para toxoplasmose soro reagente nao
pode ser utilizado para estabelecer o diagnéstico de toxoplasmose em criangas
maiores ou adultos. Por outro lado, a deteccdo de anticorpos IgM ou IgA para
toxoplasmose no feto ou recém-nascido, nos primeiros dias de vida, geralmente ¢
compativel com diagndstico de infec¢dao, na auséncia de contaminacdo do sangue
fetal ou do bebé com o sangue materno. Este resultado deve ser repetido, em um
periodo de 3 a 4 dias (1).

A demonstragdo de anticorpos IgM em recém-nascidos depende
primariamente da idade gestacional no momento da infecgdo materna. A taxa de
soropositividade para anticorpos IgM quando a infeccdo materna ocorre na 10, na
20% ou na 30* semana de gestagdo, aproximadamente, ¢ de 10%, 20% e 60%,
respectivamente (1).

Resultados negativos para anticorpos IgM nao afastam a possibilidade de
infecgdo congénita. Nestes casos o acompanhamento do bebé ¢ fundamental para

afastar ou estabelecer o diagnodstico definitivo (1).
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4.9.4 Métodos sorologicos

» Imunofluorescéncia indireta convencional (IFA): teste mais utilizado no passado.
Apresenta bom desempenho quanto a sensibilidade e especificidade para deteccao de
anticorpos IgG. Resultados falso-positivos podem ocorrer na presenga de desordens
do tecido conjuntivo. Esta técnica apresenta falha na demonstracao de anticorpos
IgM devido a possibilidade de efeito inibitorio de altas concentragdes de anticorpos
IgG para T. gondii no soro. Somente 25% a 50% das criancas congenitamente
infectadas apresentam anticorpos IgM especificos para T. gondii a partir deste teste
(1).
» Enzyme-Linked Immunosorbent Assay (ELISA): Naot & Remington relataram que
a sensibilidade para anticorpos IgM ao comparar ELISA com IFA foi 72,7% e
25,4%, respectivamente, no soro de 55 recém-nascidos com toxoplasmose congénita
confirmada (61). Véarios estudos revelam maior sensibilidade da técnica para
deteccdo de IgA quando comparada a deteccao de IgM (1). Entre amostras de 9
recém-nascidos infectados Stepick-Biek et al. identificaram 44% de soropositividade
para anticorpos IgM e 89% para anticorpos IgA. O periodo em que anticorpos IgA
estdo presentes pode variar desde alguns meses até um ano, mas ndo por periodo
maior do que dois anos. E mais freqiiente o desaparecimento em sete meses apos a
infecgdo (1,63).

A escolha da IgA para criangas contaminadas no 3° trimestre da gestacao,
devido a sua maior sensibilidade, apodia-se em especialistas que preferem o risco do
tratamento em criangas sem infec¢do do que o risco de ndo tratar um recém-nascido

com infecgao (86).
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» Capture Enzyme-Linked Immunosorbent Assay (capture ELISA): é também
denominada de ELISA “duplo sanduiche” (DS — ELISA IgM). E rotineiramente
empregada por muitos laboratorios para demonstragao de anticorpos IgM e IgA (1).
Com essa técnica, foi possivel detectar a presenca de IgM especifico para
Toxoplasma em 92% das amostras de individuos com toxoplasmose recentemente
adquirida e que eram negativas na reacao de I[FA-IgM. Este método demonstrou ser
simples, rapido e acurado no diagnodstico de toxoplasmose aguda em adultos e na
forma congénita, e mais sensivel e especifico do que o teste de IFA na deteccao de
anticorpos IgM para T. gondii. Esta sensibilidade maior do capture-ELISA IgM,
pode ser atribuida ao fato de que a inibigao da demonstragao de anticorpos IgM pela
presenca de anticorpos IgG séricos no teste IFA-IgM ¢ eliminada com esta técnica
(61).

» Enzyme-Linked Immunofiltration Assay (ELIFA): este método detecta 85% dos
casos de infeccdo congénita nos primeiros dias de vida, e permite a detec¢ao de IgE
no fluido cerebrospinal ou soro do recém-nascido (1). No estudo de Zufferey et al., a
sensibilidade e especificidade do teste ELIFA em amostra de sangue do cordao foi de
94,1% e 98,6%, respectivamente (87). A combinagdo do perfil imunologico da mae e
bebé por método ELIFA e o método de imunocaptura quantitativo para a deteccao de
anticorpos IgM e IgA permitiu o diagndstico de toxoplasmose congénita em 90% dos
bebés até 1 més de vida, 92% entre 31 a 60 dias de vida, 94% entre 61 a 90 dias de
vida, e 100% entre 3 a 9 meses de idade. Assim € possivel identificar precocemente a
propor¢do de criancas congenitamente afetadas, permitindo uma estratégia de

tratamento mais adequada (88).



4 REVISAO DA LITERATURA 73

» Immunosorbent agglutination assay (ISAGA): é um teste util para demonstragao
de anticorpos IgM, IgA e IgE. E mais sensivel e especifico do que IgM IFA e IgM
ELISA. O uso deste método evitaria os resultados falso-positivos pela presenca do
fator reumatdide. Devido a alta sensibilidade deste teste ocorre deteccao de
anticorpos IgM mais precocemente (entre 1 a 2 semanas apds a infec¢do) e com
duragdo mais prolongada quando comparado aos outros testes. O teste ISAGA-IgE ¢
muito util no diagnéstico de infeccdo aguda adquirida em gestantes e em recém-
nascidos congenitamente infectados, devido a precocidade tanto da elevacdo quanto
da queda dos seus niveis (1).

Utilizando o método ISAGA, Wallon et al. identificaram que a
soropositividade para IgM ocorreu em 40% e em 70% dos neonatos cujas maes
apresentaram soroconversao nos primeiros 2 trimestres € no 3° trimestre,
respectivamente. Quanto a sensibilidade da IgA com o método ELISA, eles nao
encontraram um desempenho melhor do que a IgM, como relatado em outros
estudos. A combinagdo dos testes IgM reagente ou IgA reagente resultou em
aumento da sensibilidade para 73% (8). (Tabela 4). Ainda neste estudo houve
evidéncia de 27% de resultados falso-negativos e de 1,6% de resultados falso-
positivos para IgM e IgA quanto ao diagndstico de toxoplasmose congénita.

Tabela 6 - Efeito da combinagéo dos resultados de IgM e IgA na sensibilidade e
especificidade.

n IgM 1IgA IgM ou IgA IgM e IgA
reagente reagente
Sensibilidade 89 67% 59% 73% 52%
(IC95%) (57-77) (49 - 70) (62 - 82) (41 -62)
Especificidade 188 99% 99% 98% 100%
(IC95%) (96 - 100) (96 — 100) (95-100) (97 - 100)

Adaptado de Wallon M, Dunn D, Slimani D, Girault V, Gay-Andrieu F, Peyron F. Diagnosis of
congenital toxoplasmosis at birth: what is the value of testing for IgM and IgA? Eur J Pediatr
1999;158:645-649.
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» Microparticle Enzyme Immunoassay (MEIA) e Enzyme-Linked Fluorescent Assay
(ELFA): estas técnicas sdo muito utilizadas em nosso meio, mas nao existem
estudos, a partir de revisao sistematica no medline que avaliaram seu desempenho em
recém-nascidos.

» Analise de Western Blot - IgG e IgM para os pares maes-bebés: os anticorpos IgM
e/ou IgG produzidos a partir de infecgdo fetal podem ser diferentes daqueles
produzidos pela mae e pode ser reconhecida esta diferenga a partir da analise por
Western Blot. Resultados falso-negativos podem ocorrer apds o tratamento materno.
Recomenda-se que este teste seja utilizado em combinacdo com outros testes
soroldgicos para deteccdo de anticorpos IgG, IgM e IgA especificos (1).

Ao comparar o desempenho do método Western Blot (IgG, IgM e IgA) com
métodos soroldgicos padroes como ELISA, ISAGA e IFA, para deteccao de
imunoglobulina especifica IgM, foi observada melhor sensibilidade e especificidade
do Western Blot em relagao ao IgM-ISAGA, enquanto que este foi superior aos
métodos ELISA e IFA. Entre os trés isotipos (IgG, IgM e IgA) estudados com

Western Blot, a IgA apresentou menor sensibilidade (Tabela 5) (90).

Tabela 7 — Sensibilidade e especificidade do Western Blot e IgM-ISAGA para
detectar infeccdo por Toxoplasma gondii ao nascimento e trés meses de idade.

Teste Sensibilidade (%)  Especificidade (%0)
Ao nascimento

Western Blot (IgG,IgM,IgA) 65,2 96,1

IgM ISAGA 60,9 93,1
Aos 3 meses

Western Blot (IgG,IgM,IgA) 82,6 96,6

IgM ISAGA 69,6 100
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» Desempenho dos testes quanto a amostra (sangue do corddo, sangue venoso,
amostra em papel filtro):

A especificidade global foi melhor nos testes realizados no sangue neonatal
(98%) quando comparada aos realizados no corddo umbilical (90%). A andlise
multivariavel mostrou associacdo independente entre idade gestacional no momento
da infeccdo e positividade de IgM e IgA no sangue do cordao ou sangue do RN.
Infecgdes adquiridas na primeira metade da gestagcdo resultam em deficiente resposta
imunologica do feto. A sintese de anticorpos no feto inicia apds a 22* semana de
gestagdo, o que resulta em falha na detec¢dao de anticorpos IgM e IgA antes deste
periodo (Tabela 6) (23).

Tabela 8 — Desempenho de testes diagnosticos em recém-nascidos

Sangue do Cordao (%) Sangue do RN (%)
Teste

IgM IgA IgMelgA IgM 1IgA IgM e IgA
Sensibilidade 41 64 66 43 66 70
Especificidade 96 92 90 99 99 98

Adaptado de: Naessens A, Jenum PA, Pollak A, Decoster A, Lappalainen M, Villena I, et al.
Diagnosis of congenital toxoplasmosis in the neonatal period: a multicenter evaluation. J Pediatr
1999;135:714-9.

Outro estudo relatou que ndo houve diferenca estatisticamente significativa
quanto a sensibilidade em amostra sérica comparada ao sangue do corddo para
deteccao de anticorpos IgM e IgA. Entretanto, ambos os testes foram considerados
mais especificos quando foi utilizado o sangue venoso (89).

Para avaliar a viabilidade de um programa de rastreamento neonatal, Lebech
et al. detectaram anticorpos IgM para toxoplasma através de papel filtro. Resultados

positivos de IgM e/ou IgA nas seis primeiras semanas de vida foram observados em



4 REVISAO DA LITERATURA 76

83% das criangas com toxoplasmose congénita. Nas demais, o diagnostico foi
estabelecido pela persisténcia de anticorpos IgG aos 12 meses de vida. A taxa de
falsos-positivos através de papel filtro foi de 0,19/1.000 (5).

» Polymerase chain reaction assay (PCR): existem numerosos estudos que
avaliaram o desempenho desta técnica no diagnostico de infecgdo fetal a partir de
liquido amnidtico. O desempenho do teste, realizado antes de 18 semanas de
gestagdo ¢ desconhecido. A especificidade para o diagndstico pré-natal de
toxoplasmose congénita tem sido relatada como proxima a 100%. Em contraste, a
sensibilidade varia muito de acordo com a idade gestacional no momento da infecc¢ao
materna. A sensibilidade da RCP no diagnostico pré-natal ¢ maior quando a infecg¢ao
materna ocorre entre 17 e 21 semanas quando comparada com a sua ocorréncia apos
21 semanas (P<0,02) (91,92).

Assim, os recém-nascidos de maes que adquiriram infec¢do durante a
gestagdo devem ser avaliados quanto a possibilidade de infeccdo congénita, mesmo
com resultado negativo em RCP realizado em liquido amnidtico.

Também ¢é possivel utilizar a detecgdo de genes de T. gondii em fluido
cerebral, humor aquoso, lavado broncoalveolar e amostras teciduais ou séricas. Para
diagnostico pos-natal o estudo de Fuentes et al. demonstrou que uma perspectiva

seria o uso de amostras de urina para detec¢do do T. gondii (93).
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4.10 Tratamento pos-natal

Remington et al. recomendam terapia especifica para casos de toxoplasmose
congénita em criancas menores de um ano de idade. Poucos dados sdo disponiveis
para avaliar o tratamento em criangas infectadas assintomadticas. A avaliagdo da
eficacia do tratamento na toxoplasmose ¢ dificil devido a variabilidade na gravidade
e resultados da infeccdo. O parasita provavelmente nunca ¢ eliminado
completamente mediante terapia especifica e a cura da doenga depende do gendtipo
de parasito envolvido, dos 6érgaos comprometidos e do tempo de duragdo da infec¢do
no inicio do tratamento. A terapia ¢ benéfica contra a forma taquizoita, mas nao tem
erradicado a forma cistica, especialmente no sistema nervoso central e olhos (1).

O uso concomitante de pirimetamina e sulfadiazina tem sido associado a
resolucdo dos sinais de toxoplasmose ativa, usualmente em poucas semanas apos
inicio da terapia. Estas duas drogas tém acdo sinérgica contra o T. gondii e estao
indicadas em todos os casos da doenga (1). Remington et al. recomendam que a
duragdo do tratamento com sulfadiazina associada a pirimetamina deve ser de 1 ano.
Contudo, em alguns locais da Europa o tratamento ¢ mantido durante os dois
primeiros anos de vida (1).

O acido folinico deve ser usado durante o tratamento com pirimetamina e por
uma semana apds a terapia com pirimetamina, para minimizar o seu efeito de
depressao medular.

Pouca informagdo esta disponivel em relacdo ao uso de espiramicina no
recém-nascido com toxoplasmose congénita ¢ este medicamento ndo tem sido usado

de rotina nos Estados Unidos. Entretanto, segundo Couvrer, o tratamento com
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sulfadiazina e pirimetamina pode ser intercalado com ciclos de espiramicina,
conforme o detalhamento a seguir (9):

= Doenga clinicamente manifesta: usar sulfadiazina com pirimetamina
(tratamento 1) durante 6 meses. Nos seis meses seguintes, ciclos de trinta dias do
tratamento 1 alternados com trinta dias de uso de espiramicina (tratamento 2).

» Toxoplasmose Congénita subclinica: tratamento 1 por seis semanas, seguido
de seis semanas de tratamento 2, alternado com quatro semanas de tratamento 1, até
completar um ano de tratamento.

= Corticoide: usa-se a prednisona, na dose de 1-2mg/Kg/dia, de 12 em 12h,
VO, por 3 a 4 semanas ou enquanto persistirem os sinais inflamatérios. Esta indicada
quando ocorre hiperproteinorraquia > 1g/dl ou coriorretinite ativa.

O grupo colaborativo de Chicago orienta que, ao ser confirmado o
diagnostico de toxoplasmose congénita, o tratamento com a associagdo de
sulfadiazina + pirimetamina + dcido folinico deve se estender até a crianga completar
1 ano de vida (1,94).

RNs assintomaticos, com resultados soroldgicos inconclusivos, cujas maes
apresentam diagnostico comprovado de toxoplasmose aguda na gestacdo ou muito
provavel devem iniciar tratamento empirico com sulfadiazina, pirimetamina e 4cido
folinico (tratamento 1) e manter durante 1 més. Neste momento devera ser solicitado
exame sorologico e, se a concentracdo de IgG reduzir a metade, IgM for soro ndo
reagente, RCP negativo e RN assintomatico, suspender tratamento e manter
acompanhamento (1,9,94).

O grau de evidéncia ¢ B para o tratamento da toxoplasmose em criangas.



4 REVISAO DA LITERATURA 79

» Medicagoes (1)

Sulfadiazina:
Dose: 100mg/Kg/dia, dividida em 2 doses iguais (12/12 horas).
Apresentagdo: comprimidos de 500mg.
Preparo: Diluir 1 comprimido em 5ml de 4gua destilada (1ml=100mg).
Efeitos colaterais: discrasias sangiiineas, lesao renal (hematuria, cristalaria, anuaria),
reagoes de hipersensibilidade, anorexia, vOmitos e outros, como hepatite,
hipotireoidismo, artrite, distarbios neuropsiquicos.

Pirimetamina:
Dose de ataque: 2mg/Kg/dia por dois dias, e apos, Img/Kg/dia, dose unica diaria. Se
necessario, manter tratamento até um ano de idade, apos 2-6 meses alterar o intervalo
para dias alternados (segundas, quartas e sextas-feiras).
Apresentagdo: comprimidos de 25mg.
Preparo: Diluir 1 comprimido em 5ml de agua destilada (1ml=5mg).
Efeitos colaterais: depressdo medular reversivel com a suspensdo temporaria da
droga ou uso concomitante de acido folinico. Também pode causar nduseas, vOomitos,
dores abdominais.
Dose de manutengdo: 10mg, 3 vezes por semana (segundas, quartas e sextas-feiras).
Aumentar a dose conforme o necessario para toxicidade da pirimetamina — nimero
de neutrodfilos absolutos abaixo de 1000. A pirimetamina deve ser temporariamente
suspensa se este numero for inferior a 500. Neutropenia persistente apesar da
interrupg¢do da pirimetamina pode ser causada pela sulfadiazina.
Apresentagdo: comprimidos de 15mg.

Preparo: Diluir em 3ml de 4gua destilada (1mI=5mg).
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Espiramicina:
Dose: 100mg/Kg/dia, 6/6h.
Apresentagdo: comprimidos de 250mg.
Preparo: Diluir em 5ml de agua destilada (1mI=50mg).
Efeitos colaterais: a espiramicina ¢ menos toxica do que o esquema anterior. Pode

causar nauseas, vomitos, diarréia, sendo raros os fendmenos de hipersensibilidade.

4.11 Acompanhamento p6s-natal

Recomenda-se a sorologia para toxoplasmose mensalmente ou a cada dois
meses. Se IgG for soro ndo reagente aos seis ou oito meses de idade afasta-se o
diagnostico de toxoplasmose congénita (1,94).

Em criancas com infeccdo congénita o controle de cura ¢ essencialmente
clinico, ja que as provas soroldgicas s6 se normalizam varios meses apds a cura
clinica, com titulos estaveis de anticorpos IgG.

Durante o tratamento deve-se monitorizar toxicidade medicamentosa
mediante solicitacdo de hemograma completo com plaquetas 1 a 2 vezes por semana,
durante a administracdo didria de pirimetamina e de 1 a 2 vezes por més durante a
administracdo de pirimetamina em dias alternados. Além disso, deve-se realizar
controle de peso semanalmente, para adequagdo das doses.

Devido ao risco de reativagdo da doenga, especialmente na localizagdo ocular,
as criangas com infeccdo congénita, devem ser submetidas a exame oftalmolodgico

regularmente, com 3 e 6 meses, semestrais até os 3 anos de idade e, a seguir,
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anualmente. Em adi¢cdo a estes cuidados, as avaliagdes auditivas e neurologicas
devem ser realizadas periodicamente (1,94,95).

A interpretacdo de testes diagnosticos em toxoplasmose congénita € em
toxoplasmose aguda materna ¢ complexa considerando a variabilidade de métodos
existentes. Portanto, ¢ necessario o acompanhamento do recém-nascido para afastar

ou estabelecer diagnostico definitivo.
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412 Prevencao

Atualmente o objetivo principal no manejo clinico e epidemiologico da
infec¢do pelo T. gondii em gestantes é reduzir a ocorréncia de infecgdo aguda em
pacientes suscetiveis, a transmissdo vertical e a freqiiéncia e gravidade das seqiielas
entre criangas afetadas, salientando-se a coriorretinite € o comprometimento
neurologico.

As medidas adotadas para a prevengdao da toxoplasmose congénita podem
variar de acordo com diferentes paises, entretanto, as estratégias t€ém como base
quatro objetivos (96):

e Identificar as mulheres suscetiveis ¢ limitar o risco de contamina¢ao
durante a gravidez;

e Identificar o mais precocemente possivel o diagnostico na gravidez e
evitar ou limitar a transmissdo ao feto;

e Apos o diagndstico de soroconversao materna realizar o diagnostico
de toxoplasmose fetal e tratar o feto intra-titero;

e Diagnosticar e tratar ao nascimento os casos de toxoplasmose
congénita, mesmo clinicamente inaparentes, para prevenir o risco de

reativagdo e complicacdes tardias.

4.12.1 Prevenc¢ao Primaria
A prevencdo primaria consiste na identificacdo dos fatores de risco
envolvidos na infec¢do aguda em gestantes e fornecer recomendacgdes especificas

para evitar a doenca entre gestantes suscetiveis (30-32). E, ainda, uma das
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abordagens mais efetivas conforme demonstrado em alguns estudos. Foulon et al.
demonstraram redugdo da taxa de soroconversdo: a taxa, que era de 1,43% quando
ndo era proporcionada nenhuma recomendacdo especifica, foi de 0,95% quando
recomendacdes por escrito eram dadas as mulheres soronegativas antes da gravidez
ou por ocasido da 1* consulta pré-natal. Esta reducdo de 34% da taxa de
soroconversao nao foi estatisticamente significativa; mas, em um estudo posterior, os
autores observaram 63% de reducdo na taxa de soroconversdo (de 1,43% para
0,53%) (14,97,98).

O Centro de Controle de Doencgas e Prevencdo, de Atlanta (EUA), sugere as
recomendacdes contidas no quadro 2, para a prevencdo primdria em gestantes

suscetiveis (28).
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e O alimento deve ser cozido em temperaturas adequadas. Um termometro de alimentos deve ser
usado para medir a temperatura interna da carne para assegurar que ela estd totalmente cozida.
Carne de gado, ovelha e de vitela devem ser cozidas a 63°C. Carne de porco e de caga deve ser
cozida a 71°C antes de consumir. Todas as aves devem ser cozidas a 82°C.

e Frutas e vegetais devem ser descascados ou bem lavados antes de consumir.

e Pratos e utensilios, e maos devem ser sempre lavados com agua e sabdo apds o contato com
carne, aves e frutos do mar crus, ou frutas e vegetais ndo lavados.

e Gestantes devem usar luvas para praticar jardinagem e durante contato com o solo ou areia
porque os residuos dos gatos podem estar no solo ou areia. Apds jardinagem ou contato com solo
ou areia as maos devem ser bem lavadas.

o Gestantes devem evitar trocar a caixa de excre¢des dos gatos. Se isto ndo for possivel, devem usar
luvas e lavar bem as maos, apds. Trocar esta caixa diariamente porque os oocistos do T. gondii
necessitam varios dias para se tornarem infectantes. Gestantes devem ser encorajadas a manter
seus gatos em casa e nio criar ou manusear gatos perdidos. Gatos devem ser alimentados somente
com produtos comerciais enlatados ou secos ou alimentos bem cozidos.

o Educagdo em saude para mulheres em idade reprodutiva deve incluir informagdes sobre
prevencao da toxoplasmose relacionada com consumo de carne e contato com o solo. Os
profissionais de satide devem prover informagdes sobre higiene dos alimentos e prevencao da
exposicdo as fezes dos gatos na primeira visita pré-natal.

e Profissionais de satide devem informar as gestantes sobre dois potenciais problemas relacionados
com os testes soroldgicos para Toxoplasma. Primeiro, ndo existem testes que possam determinar
precisamente quando ocorreu a infecgdo inicial pelo Toxoplasma. Segundo, em uma populagéo
com baixa incidéncia de infec¢do pelo Toxoplasma, como nos Estados Unidos, por exemplo, uma
substancial propor¢do de resultados positivos para IgM podem ser devidos a resultados falso-
positivos, provavelmente.

e O governo e a industria da carne de gado devem continuar com os esfor¢os para reduzir a
contaminagao pelo Toxoplasma.

Quadro 2 - Recomendac@es para prevencado primaria em gestantes suscetiveis.

4.12.2 Prevengao Secundaria

A segunda medida preventiva ¢ a identificagdo de gestantes agudamente
infectadas para que sejam adotadas medidas para avaliar a infecg¢do fetal e, ainda,
reduzir a incidéncia e gravidade das seqiielas com o inicio do tratamento. Entretanto,
até o presente momento ndo existem evidéncias quanto ao efeito do tratamento

materno na reducao da transmissdo vertical (14,52).
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A terceira intervengdo preventiva ¢ o tratamento de recém-nascidos
infectados. Quanto mais precoce o inicio da terapia apos o nascimento, melhores

resultados sdo alcancados em relagdo ao desenvolvimento de seqiielas (14,86).

4.13 Estratégias para prevengdo da Toxoplasmose Congénita em diferentes

paises europeus — “Simpadsio Europeu sobre Toxoplasmose Congénita”

Em 2002, em Paris, foi realizado o Simposio Europeu sobre toxoplasmose
congénita, oportunidade em que nove paises europeus apresentaram as estratégias
adotadas para prevengao especifica de acordo com as condigdes epidemiologicas

locais. Estas estratégias sao apresentadas a seguir (99).

4.13.1 Bélgica

As estratégias para prevenir a toxoplasmose congénita sdo baseadas em
educagdo em satude para evitar a infecgdo pelo T. gondii durante a gestagdo, ¢ no uso
de tratamento com antibioticos apos a infeccdo materna. O autor justifica o
tratamento materno com base em estudos que mostram o seu efeito na reducao de
seqiielas, embora ndo se observe reducdo da transmissao vertical. Além disso, seriam
necessarios, aproximadamente, 20 anos para obtermos evidéncias sobre efeito do
tratamento nas seqiielas oculares, com base em ensaios clinicos randomizados (100).
Adicionalmente, 51% das gestantes sdo soropositivas para T. gondii, uma situa¢do
desfavoravel dada a alta prevaléncia. A incidéncia estimada de toxoplasmose

primaria em gestantes ¢ 8,5/1.000 e, no minimo, 2/1.000 recém-nascidos nascerao
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com toxoplasmose congénita. Esta alta prevaléncia, na opinido do autor justifica a

estratégia de rastreamento para toxoplasmose durante a gestagao (101).

4.13.2 Franca

Na Franca, a toxoplasmose ¢ uma das doengas congénitas mais freqlientes.
Em todos os paises ela ¢ sempre uma das infecgdes congénitas mais graves. Isto
justifica intervengdes preventivas importantes e que sdo recomendadas desde a sua
implantacdao, em 1978. O autor refere que a partir da identificacdo das pacientes
suscetiveis sdo abordadas medidas de prevengdo primaria e controle soroldgico
mensal até o término da gestagdo. Refere ser uma intervengdao onerosa e que gera
uma apreensao a mae a cada resultado. O problema mais complexo surge com o0s
resultados sorologicos positivos, considerando a dificuldade de determinar o
momento da infecc¢ao, exigindo repeticao de exames em 2 semanas de intervalo e a
utilizacao do teste de avidez de IgG que apresenta alta especificidade. E mesmo com
estes recursos somados ao conhecimento da cinética dos anticorpos ainda ¢ dificil
identificar o momento preciso da infec¢do materna. Apos identificacdo da infecgdo
aguda materna ¢ realizada amniocentese a partir da 18* semana de gestagdao visando
diagnéstico de infecgdo fetal. E realizado tratamento materno de acordo com este
diagnéstico. Se a mae apresenta teste sorologico compativel com infec¢do na
gestacdo ou, se ndo realizou rastreamento, o recém-nascido deve ser investigado
quanto a possibilidade de infec¢do congénita. Se os testes confirmarem o diagnostico

o tratamento deve ser realizado até 1 ou 2 anos de idade. O autor conclui que cada
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pais deve adotar as estratégias preventivas de acordo com suas caracteristicas

epidemiologicas locais (102).

4.13.3 Alemanha

Na Alemanha existe um programa que estimula a gestante com razoavel
suspeicao de infeccdo por toxoplasmose realizar teste sorologico. “Razoavel”
suspeicao ¢ definida do ponto de vista clinico, porém esta estratégia ignora o fato de
que a maioria das mulheres que desenvolvem a infeccdo sdo assintomaticas,
permanecendo o risco de transmissdo transplacentdria. Esta situacdo levou a
avaliacdo da prevaléncia de infec¢do durante a gestacao e de infeccdo congénita que
atingiu  0,7%, e 0,3/10.000 nativivos, respectivamente, com ocorréncia de
manifestagdes graves em 10% dos bebés infectados. Com base nestes dados, os
pesquisadores defenderam a introducdo de um programa nacional de rastreamento
para toxoplasmose em gestantes nos 10 anos subseqiientes. Recomendaram a
inclusdo de guideline oficial para diagnostico de infecgdo pelo T. gondii antes de
tratamento para infertilidade, antes da concepg¢do, durante a gestagdo, no recém-
nascido, na infancia, bem como defini¢ao de caso e classificagao da doenca. Também
foi considerado que um importante elemento para o guideline seria assegurar um
programa de qualidade, com a publicagcio de recomendagdes oficiais para o
tratamento de mulheres infectadas e seus bebés, além de um sistema de referéncia
para laboratérios e institui¢des. Considerando que, em 2001, somente 39 casos de
toxoplasmose congénita foram registrados, e que a eficicia do tratamento ¢

controversa e, ainda, que a maioria dos paises europeus ndo adotou programa
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nacional de rastreamento, o Ministério da Satide da Alemanha ndo aprovou esta

proposta e o programa nao foi implantado (103).

4.13.4 Austria

Em 2002, na Austria, foi introduzido um incentivo de 14,53 € por dia, desde o
nascimento do bebé até seu terceiro aniversario, com soma total aproximada de
16.000 €, para incentivar a aderéncia ao programa, que atinge quase 100% de
participantes. Existe uma estimativa de que 35 a 37% das mulheres em idade
reprodutiva sdo soropositivas e a freqiiéncia estimada de infec¢dao primaria suspeita &
de 3 a 6/1.000 gestantes, ¢ de infeccdo antenatal pelo Toxoplasma ¢ de apenas
0,1/1.000. De acordo com o conceito de que existe um periodo de incubacao fetal
prolongado, o diagnostico precoce da infecg¢do primadria e tratamento imediato pode
ser util para prevenir a transmissdo vertical do T. gondii, o que explicaria o sucesso
da estratégia na Austria. Estima-se, também, que o programa implantado h4 27 anos
preveniu mais de 5.000 casos de infec¢ao antenatal pelo T. gondii ou toxoplasmose

congénita, o que justifica a permanéncia da estratégia na Austria (104).

4.13.5 Finlandia

Atualmente ndo existe um programa de rastreamento sistematico, na

Finlandia, entretanto, estes procedimentos sdo praticas comuns no pais (105).
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4.13.6 Italia

Desde 1994, ¢ oferecido rastreamento para toxoplasmose durante o pré-natal.
A recomendagdo ¢ de inclui-lo no periodo pré-concepcional ou precocemente na
gestagdo, com informagdes sobre prevengao primaria e aplicacao de reteste em casos
suscetiveis (sem definicdo de intervalo). Em casos de IgM reagente testes
confirmatorios (IgA, IgG e Avidez de IgG) e prevencao secundaria com espiramicina
sao realizados. Em caso de infec¢ao fetal ciclos de sulfadiazina-pirimetamina e
acido folinico, intercalados com espiramicina sao iniciados. Abortamentos sdo
considerados quando achados clinicos sdo observados. Embora estas recomendagdes
sejam seguidas na pratica clinica, procedimentos padrdes nao estdo estabelecidos e
pouco se conhece a respeito da extensao do problema, uma vez que a toxoplasmose
ainda ndo ¢ uma doenca de notificagdo e nao ha uma politica oficial ou pesquisas que

representem a populagdo do pais (106).

4.13.7 Noruega

No pais as estratégias adotadas sdo de prevencdo primaria e de rastreamento
sorologico para gestantes de risco. Esta indicago inclui: (a) as mulheres que residem
em areas de risco (Oslo e Sul da Noruega); (b) as mulheres que viajaram para fora da
Escandinavia durante a gestacdo, especialmente imigrantes suscetiveis visitantes de
seu pais de origem; (c) mulheres com gatos em casa; (d) mulheres com sinais e

sintomas similares a influenza (107).
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4.13.8 Portugal

A prevaléncia de toxoplasmose na populagdo varia de 35% no Sul a 70% no
Norte. Em gestantes a esta prevaléncia situa-se entre 30% e 60%. Nao existe uma
estimativa nacional de infeccdo na gestacdo e de infec¢do congénita. Pesquisas
realizadas no Instituto Nacional de Satde sugerem que a prevaléncia de infec¢ao
congénita ¢ de 1,1/1.000 nascimentos, resultando em 124 casos por ano.

Nao existe legislagdo que torne obrigatoria a realizacdo de rastreamento para
a infecgdo, entretanto, em 2000, as orientagdes para prevencao foram propostas pela
Diregdo desta Instituicdo. Sdo adotadas medidas de prevencao primdria, secundaria e
terciaria, com protocolo semelhante a maioria dos locais ja apresentados. Em
Portugal ¢ permitida a interrup¢do da gestacdo na presenga de infec¢do materna
confirmada. E estimado que 70% das gestantes, em Portugal, realizam triagem
sorologica e, entre estas, em torno de 50% seguem a vigilancia corretamente, razao
pela qual o nimero de casos de toxoplasmose congénita pode ser superior ao

estimado (108).

4.13.9 Reino Unido

Em 1998, os servigos de referéncia para pacientes com infec¢ao por T. gondii
foram centralizados e fundados pelo Servico Nacional de Saude Publica. Os
beneficios observados com esta medida incluiram o uso de protocolos, critérios
diagnodsticos e aumento de dados epidemioldgicos relacionados a infeccdo pelo
Toxoplasma. Atualmente ¢ recomendada a prevengdo primaria com distribui¢do de

panfletos contendo orientacdes quanto as medidas para evitar esta infeccdo, embora
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contenham adicionalmente informagdes relacionadas as outras possiveis infecgdes.

A incidéncia estimada de infec¢do congénita pelo Toxoplasma, entre 1998 e
2001, foi de 3,5/100.000 nativivos, atingindo 21 bebés ao ano. Os autores referem
que estes dados podem estar subestimados.

No Reino Unido ndo héd um programa nacional de rastreamento durante a
gestagdo ou neonatal. Como a toxoplasmose congénita ndo ¢ notificada, dados
oficiais quanto a ocorréncia de infec¢do congénita pelo T. gondii ndo sdo disponiveis

(109).

4.14  Perspectivas para o futuro

O uso de vacinas contra toxoplasmose tem como objetivo reduzir o dano fetal
a partir da redugdo do numero de cistos teciduais de T. gondii em animais e pela
prevengdo da formagao de oocistos em gatos. Estes objetivos ndo sdo todos vidveis
com o uso de uma unica vacina. At¢ o momento ndo hd vacinas efetivas para
imunizagdo contra T. gondii (29).

A prevencao da eliminacao de oocistos pelos gatos ¢ a chave para o controle
da disseminagdo do T. gondii. Os gatos se infectam principalmente pela ingestdo de
cistos teciduais contidos na musculatura de outros animais. Estudos recentes indicam
que, apos esta infec¢do primaria, a imunidade ndo ¢ permanente, ja que eles podem
voltar a liberar oocistos no ambiente. Para adquirir imunidade, ¢ necessaria a
ingestdo de bradizoitos vivos. Apds inoculacdo oral de uma nova vacina contendo
bradizoitos vivos T-263, o ciclo coccidiano € interrompido no estagio sexuado e se

desenvolve apenas um gameta; assim, os oocistos nao sdao produzidos (29).
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Um dos objetivos de vacinar animais de fazendas ¢ reduzir o risco resultante
da exposicao de seres humanos a ingestdo de carnes contaminadas. Gatos e roedores
sdo importantes fatores de risco para infecgdo pelo T. gondii em suinos. Pesquisas
soroldgicas indicam que esta prevaléncia de infeccdo em suinos foi reduzida através
de modernos sistemas de confinamento destes animais, evitando contato com gatos e
roedores. Estas medidas reduziriam a transmissao para seres humanos (29).

Congelamento da carne por um dia, no freezer a —12°C, cozimento com
temperatura interna de 67°C ou irradiagdo gamma (0.5kGy) podem inviabilizar os

cistos teciduais em carnes (29).

4.15 ConsideracGes metodoldgicas

Muitos estudos foram desenvolvidos com o objetivo de avaliar o efeito do
tratamento antenatal na transmissao vertical e na presenca de manifestagdes clinicas.
Entretanto, ¢ possivel identificar varias dificuldades metodologicas quando estudos
observacionais sao utilizados para avaliar o efeito do rastreamento e tratamento
antenatal como estratégias preventivas. Estes potenciais viéses foram descritos por
Thiébaut et al. com o objetivo de prover uma forma de interpretar estes dados e
propor diferentes solugdes para minimizar ou, pelo menos, quantificar estes vieses,
auxiliando na implementagao de futuros estudos e estdo descritos a seguir (110):

O viés de selegdo pode ser conseqiiéncia do encaminhamento de gestantes
com suspeicdo de doenca aos servicos de referéncia. Se, adicionalmente, houver
suspeicao de sinais no feto, o diagnostico de soroconversdo e de infec¢ao fetal sdo

realizados ao mesmo tempo. Deste modo, ndo haveria tempo suficiente para permitir
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o efeito do tratamento na transmissao da doenga. Além disso, estes casos
encaminhados poderiam contribuir para subestimar ou superestimar o efeito do
tratamento se forem considerados tratados ou nao tratados, respectivamente. Os
autores recomendam que para evitar este viés, na populacdo estudada, deveriam estar
incluidas consecutivamente as gestantes que soroconverteram, identificadas a partir
de rastreamento soroldgico sistematico.

Outro potencial viés ocorre quando um determinado tratamento € prescrito
por um motivo associado ao desfecho de interesse. Assim, as pacientes poderiam ser
tratadas quando o desenvolvimento da doenga ¢ mais provavel e, conseqiientemente,
o efeito do tratamento poderia estar subestimado. O potencial viés de confundimento
relacionado a idade gestacional no momento da soroconversao pode ser evitado
restringindo a amostra incluindo apenas as pacientes que soroconverteram no ultimo
trimestre, € mesmo, assim ajustando para a idade gestacional na soroconversdo para
controlar algum outro fator residual.

O momento preciso da soroconversdao materna ¢ extremamente dificil de ser
determinado, porque ele se encontra em um intervalo entre dois testes realizados.
Uma forma de estimar esta data ¢ inputar o ponto médio deste intervalo, mas outros
métodos estatisticos também podem ser utilizados.

O viés de classificagdo pode ser evitado quando se utilizam -critérios
padronizados como proposto por Lebech et al., entretanto ndo foram estabelecidos
critérios para avaliar a presenca de manifestagdes clinicas em criangas infectadas. E
importante, também, avaliar todos os pacientes em um mesmo momento para evitar

diferengas no seguimento.
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Quando ocorrem perdas no seguimento deve ser apresentada uma completa
descricdo destes pacientes e, se relevante, uma analise de sensibilidade deveria ser
realizada para avaliar o efeito das perdas no desfecho principal.

Estes autores concluiram que, o tratamento antenatal da toxoplasmose
congénita esta sendo usado a quase 30 anos em alguns paises, mas houve um
aumento em publicacdes que apontam para uma incerta efetividade do tratamento,
principalmente relacionado a transmissdo vertical. Portanto, sugerem que uma
revisdo sistemdtica e uma reanalise de dados observacionais seria mais util para

entender as evidéncias disponiveis, atualmente.

4.16 Conclusao

Ainda nao existe consenso quanto a melhor abordagem preventiva na
toxoplasmose congénita, em relacao a custo-efetividade.

O Simposio Europeu, em 2002, forneceu informagdes a respeito de
experiéncias em diferentes paises, e estimulou discussdes com o objetivo de
estabelecer as melhores estratégias de acordo com a realidade local.

Paises com alta incidéncia de toxoplasmose na gestagdo, como a Franca e a
Austria implantaram um programa nacional de rastreamento para detec¢do e
tratamento de todos os casos de infec¢do. Em paises onde a doenga ¢é rara (UK,
Holanda) as pacientes suscetiveis s3o orientadas quanto as precaucdes higi€nicas
para evitar a infeccdo. Outros paises (Dinamarca e Polonia) adotaram posi¢ao
intermediaria com detec¢do a partir de rastreamento neonatal utilizando analise de

IgM com amostra em papel filtro.
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Anne Eskild & Per Magnus sugerem que diante da falta de evidéncias em
relacdo ao beneficio do tratamento materno devem ser estimulados ensaios clinicos
randomizados, duplo-cegos, placebo-controlados. Adicionalmente, melhores
estimativas sobre o 6nus da doenca deveriam ser realizadas, incluindo avaliagao com
base populacional. Os autores também sugerem avaliar o efeito da prevengao
primaria diretamente relacionada aos fatores de risco estabelecidos para cada
populagdo (111).

Ao comentar o estudo de Gilbert et al. (50), que ndo mostrou evidéncia de
reducdo da transmissdo vertical com o tratamento pré-natal, Thulliez P. relata que
houve poucos casos de mulheres ndo tratadas e, além disso, a maioria destas
soroconverteram no final da gestagdo. Assim, o efeito do tratamento no final da
gestagdo ndo pode ser generalizado para toda a gestacdo. Refere, também, que a
analise que comparou o tratamento pirimetamina e sulfonamida versus auséncia de
tratamento foi restrita a metade da populacao incluida no estudo, com resultados
muito imprecisos (intervalo de confianga alargado). Ao extender seu comentario para
o estudo de Gras et al. (18), que ndo encontrou evidéncia de efeito benéfico do
tratamento pré-natal na ocorréncia de manifestagdes clinicas, Thulliez P comenta o
potencial efeito do viés de indicacdo nestes resultados. Acrescenta ainda, que a
demora na instituicdo do tratamento pode ter ocorrido devido ao longo periodo de
tempo necessario para a obtengdo do resultado definitivo de infec¢ao fetal mediaante
o teste de inoculacdo em ratos, padrio de referéncia no periodo estudado. O autor
finaliza relatando que o tratamento atualmente recomendado em gestantes com
diagnostico prenatal é prescrever pirimetamina-sulfadiazina até o nascimento, e que

os resultados destes estudos ndo contemplam evidéncias para modifica-lo (112).
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E importante ressaltar que o conhecimento sobre aspectos epidemiolégicos da
doengca como incidéncia em diferentes regides, a forma predominante de
contaminagdo, bem como a padronizacdo e qualidade dos métodos diagnosticos, a
centralizacdo em servigos de referéncia e a necessidade de desenvolvimento de
pesquisas com metodologia apropriada ja sdo consenso entre experts. Com isto sera
possivel atingir, no futuro, um maior grau de evidéncia na abordagem preventiva da
toxoplasmose congénita com critérios bem definidos para implementacdo destas

estratégias conforme a realidade local.



5 OBJETIVOS

Medir a prevaléncia de toxoplasmose aguda em gestantes utilizando testes
sorologicos enzimaticos.

Medir a incidéncia de toxoplasmose congénita e a taxa de transmissdo
vertical em recém-nascidos, logo apds o nascimento e aos 12 meses de vida.
Avaliar o desempenho dos testes utilizados para o diagnostico de

toxoplasmose congénita, aplicados logo apds o nascimento.
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Resumo

Introducgdo: A transmissao vertical da toxoplasmose pode determinar incapacidades
graves como o dano neuroldgico e a coriorretinite em criancas afetadas. Este estudo
teve como objetivo estimar a prevaléncia de toxoplasmose aguda nas gestantes
atendidas na maternidade de um hospital piblico em Porto Alegre, Brasil.

Meétodos: O rastreamento soroldgico, durante a gestagdo ou no momento do parto,
em todas as gestantes atendidas na maternidade, entre outubro de 1998 ¢ dezembro
de 2005, identificou aquelas que apresentaram critérios de infec¢do aguda, de acordo
com o sistema de classificagdo de Lebech et al., com adaptagdes. Até dezembro de
2001, utilizou-se o método microparticle enzyme immunoassay — MEIA. Em janeiro
de 2002 foi introduzida a técnica de captura de IgM e o teste de avidez de IgG com o
método enzyme linked fluorescent assay — ELFA (VIDAS®).

Resultados: Entre 41.112 gestantes atendidas, a prevaléncia de toxoplasmose aguda
foi de 4,8 para cada 1.000 gestantes (IC95%: 4,2 a 5,6). Houve reducao significativa
na prevaléncia de toxoplasmose aguda nas gestantes deste hospital a partir do ano
2002 (P=0,008).

Conclusdo: A prevaléncia de toxoplasmose aguda em gestantes incluidas neste
estudo foi inferior a encontrada na Franga e na Bélgica, mas foi mais elevada quando
comparada as descritas na Suécia, Noruega, Dinamarca e Nova lorque. No Brasil
resultado similar foi encontrado no Mato Grosso do Sul. Houve redugdo da
prevaléncia da doenca a partir do ano de 2002, o que ndo pode ser atribuivel a
introdugdo do teste de avidez de IgG, porque a média de idade gestacional na
realizacdo deste exame foi tardia.

Palavras-chave: Toxoplasma, toxoplasmose, prevaléncia.
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Introducéo

A infeccdo pelo Toxoplasma gondii pode determinar infecgdo fetal através de
passagem transplacentaria quando a infec¢ao ¢ adquirida durante a gestacdo em
mulheres imunocompetentes.1 Embora a maioria das criancas com infeccao
congénita seja aparentemente normal ao nascimento, a coriorretinite pode se
manifestar anos mais tarde.'™

O rastreamento sorologico pode identificar as pacientes suscetiveis para
instituir medidas de prevencdo primaria.® Em gestantes com perfil sorolégico
compativel com infec¢ao aguda o tratamento deve ser iniciado visando reduzir a
freqiiéncia e a gravidade das seqiielas de toxoplasmose congénita,”” mesmo que
ainda ndo existam evidéncias de seu beneficio em reduzir a transmisséo vertical.*'*!!
Em recente metanalise os autores descreveram pequeno efeito do tratamento materno
com inicio em trés semanas da soroconversao na reducdao da transmissao vertical,
quando comparado ao tratamento iniciado apds oito semanas ou mais da
soroconversio (OR=0,48;1C95%:0,28-0,80;P=0,05)."

Hé variabilidade na freqiiéncia de soropositividade e de toxoplasmose
primaria em gestantes conforme regides geograficas, caracteristicas climaticas,
culturais e hébitos alimentares.””"” Em gestantes atendidas na maternidade do
Hospital Nossa Senhora da Concei¢do, a soropositividade para toxoplasmose,
medida com a deteccdo de anticorpos IgG com método MEIA quantitativo, foi de
59,8% (1C95%: 57,0% - 62,5%).'°

A incidéncia de infec¢io aguda foi de 0,5/1.000 gestantes na Suécia'’,

1,7/1.000 gestantes na Noruega'®, 2,1/1.000 gestantes na Dinamarca', 2/1.000



8 ARTIGO 1 111

gestantes em Nova lorque™, 6,6/1.000 gestantes em Paris' ¢ 8,5/1.000 gestantes na
Bélgica®'.

No Brasil ainda ndo existe um programa de vigilancia epidemioldgica da
doenga para avaliarmos a magnitude do problema no pais. Entretanto, o estudo de
Figueiro-Filho et al. demonstrou que a prevaléncia de toxoplasmose aguda em
gestantes no Mato Grosso do Sul foi de 4,2/1.000 gestantes™ ¢ em Brasilia, na cidade
de Guara, esta freqiiéncia atingiu 5,7/1.000 gestantes™.

Este estudo teve como objetivo estimar a prevaléncia de toxoplasmose aguda
em uma populacdo de gestantes e avaliar possivel diferenca ao longo do periodo
estudado. Este resultado permitira avaliar a magnitude do problema entre gestantes
usudrias do sistema publico de saude e obter um dos elementos para realizar estudos

de custo-efetividade no nosso meio.

Pacientes e Métodos

A maternidade do HNSC se caracteriza pelo atendimento de gestantes de
médio e alto risco exclusivamente pelo sistema Unico de saude. O hospital ¢
referéncia para investigagdo e acompanhamento de gestantes e bebés com
possibilidade de infecgao pelo T. gondii.

Foram revisados os prontuarios de gestantes que preencheram critérios de
infecgdo aguda avaliadas no momento da admissdo obstétrica para parto, entre
outubro de 1998 e dezembro de 2005. Os bebés expostos ao T. gondii intra-ttero
foram incluidos em estudo de coorte historico, com seguimento até 12 meses de vida.
Durante o periodo de selecdo das gestantes foram introduzidos novos métodos

soroldgicos para o diagndstico de toxoplasmose no laboratdrio desta institui¢do. Até
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dezembro de 2001 (periodo 1), o método sorologico utilizado foi o Microparticle
enzyme immunoassay — MEIA (Abbott Diagnostics AxSYM® SYSTEM Toxo IgG e
IgM versao 2.0), com sensibilidade e especificidade de 93,3% e 97,3%,
respectivamente, para detec¢do de anticorpos IgM.** O resultado de IgG foi reagente
quando a concentracdo foi superior a 3 Ul/mL e foi considerado IgM reagente
quando o indice foi superior a 0,600 (Manual do fabricante — Abbott AXSYM®
SYSTEM — Toxo IgG. August, 1999).

A partir de janeiro de 2002 (periodo 2), quando detectada IgM anti-
toxoplasma com o método MEIA, a mesma amostra foi processada com a técnica de
captura de IgM — Enzyme linked fluorescent assay — ELFA (VIDAS™) que, ao
confirmar o teste reagente, desencadeou a realizacao do teste de avidez de IgG, com
o mesmo método ELFA (VIDAS®). Para o método ELFA com captura de IgM o
resultado foi reagente quando detectado indice superior a 0,65. A sensibilidade e
especificidade para anticorpos com captura de [gM comparadas ao kit Toxo ISAGA
IgM (Immunosorbent agglutination assay) foram, respectivamente, 96% e 99,2%
(Manual do fabricante — BioMérieux — VIDAS® TOXO IgM, TXM).

Os resultados do teste de avidez de IgG realizado com o método ELFA foram
descritos como baixa, alta e intermedidria avidez quando encontrados indices
inferiores a 0,200, superiores a 0,300, e entre 0,200 e 0,300, respectivamente
(Manual do fabricante — BioMérieux — VIDAS® TOXO 1gG Avidity, TXGA).

A defini¢do de caso na gravidez foi estabelecida considerando apenas os
testes processados no laboratorio do Hospital Nossa Senhora da Conceigao.

Os critérios utilizados para o diagnostico foram embasados no sistema de

classificagdo e definicdo de caso elaborado por experts pertencentes ao “European
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Research Network on Congenital Toxoplasmosis™”, com adapta¢des devido a
introducio do teste de avidez de IgG nas rotinas atuais.> A probabilidade de
infec¢do primaria pelo T. gondii durante a gestagdo foi estratificada em quatro
categorias — definitiva, provavel, possivel e improvavel.

Foram excluidas as gestantes com IgM reagente e concentragdo de IgG
persistentemente baixa, inferior a 300 UI/mL, se a primeira sorologia foi realizada na
primeira metade da gestacdo, as gestantes com teste anti-HIV soro reagente e,
também, aquelas com alta avidez de IgG antes de 16 semanas de gestacao.

Uma amostra fixa de 41.112 gestantes foi avaliada. Esperando uma
prevaléncia de 7,0/1.000 gestantes e considerando o = 0,05, o erro padrao calculado
foi de 0,001%. A analise foi baseada na distribuicao binomial através do calculo de
uma proporcao simples e seu IC 95%. Para comparar propor¢des foi utilizado o teste
qui-quadrado com correcdo de Yates e com tendéncia linear. Os dados foram
analisados através do programa PEPI versdo 4.0 (PM Gahlinger & JH Abramson
1993-2001) e SPSS versao 12.0 (Statistical Package for the Social Sciences).

Foi assinado termo de compromisso pelos pesquisadores para coleta de dados
em prontuarios € o estudo foi aprovado pelo comité de ética do Hospital Nossa

Senhora da Conceigcao (HNSC).

Resultados

De um total de 41.112 gestantes atendidas na maternidade entre outubro de
1998 a dezembro de 2005 foram identificadas 241 gestantes com os critérios para
definicdo de caso de toxoplasmose aguda na gestagdo. A distribui¢do da ocorréncia

de toxoplasmose aguda em gestantes entre 1998 e 2005 pode ser visualizada na
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figura 1 e a prevaléncia acumulada esta detalhada na tabela 1. Na categoria de
diagnostico improvavel hd pouca evidéncia para considerar os casos como infec¢do
aguda, portanto, 42 casos foram excluidos para o cédlculo da prevaléncia de infec¢ao
primaria na gestacao que atingiu, entdo, 4,8/1.000 gestantes (1C95%: 4,2 a 5,6).
Houve uma diferenca significativa entre a prevaléncia de toxoplasmose aguda de
5,8/1.000 gestantes (IC95%: 4,8 a 6,9) encontrada no periodo 1 e a de 3,9/1.000
gestantes (IC95%: 3,1 a 4,9) no periodo 2 (diferenga = EP = 1,9 £ 0,7;1C95%: 0,5 a
3,3; P=0,008). Foi observada uma tendéncia significativa na reducdao das
prevaléncias obtidas desde 2002 até 2005, ao compararmos com a prevaléncia obtida
em 2001, momento em que houve mudanca de métodos diagndsticos para medir este
evento (y” for trend; P<0,0001).

Como tentativa de avaliar se esta reducdo da prevaléncia da infec¢do a partir
do ano de 2002 poderia ser explicada pela introdugdo de novas técnicas soroldgicas,
foram analisadas as variaveis relacionadas ao rastreamento sorologico nas 241
mulheres incluidas no estudo. Ndo houve diferenca na ocorréncia de critério
diagnostico definitivo entre os dois periodos (Diferencaterro padrao= -1,9%+4,9%;
1C95%: -12,4% a 8,5%; P=0,823), entretanto, houve predominio significativo de
diagnosticos improvaveis no periodo 2 (Diferengaterro padrao=18,8%+4,9%;
I1C95%: 8,4% a 29,2%; P<0,0001). A proporcio de gestantes que realizou sorologia
para toxoplasmose durante a gestacdo foi significativamente maior no periodo 2
(86,7%) quando comparada ao periodo 1 (64,1%) (Diferencaterro
padrao=22,7%+5,3%; 1C95%: 11,4% a 33,9%; P<0,0001). Entretanto, em relacdo a

idade gestacional em que o primeiro exame foi realizado, ndo observamos diferenca
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significativa na propor¢ao de gestantes que realizou o exame até 16 semanas nos dois
periodos (Diferencaterro padrao=1,0%=+4,6%; 1C95%: -8,8% a 10,8%; P=0,971).

O teste de avidez de IgG foi realizado por 84 gestantes entre as 113 gestantes
do periodo 2 (74,3%), entretanto, apenas 7 destas 84 pacientes da amostra (8,3%)
coletaram o exame antes de 16 semanas de gestagdo. Salienta-se que 5 pacientes
foram excluidas do estudo por apresentarem resultado de alta avidez antes de 16
semanas resultando em 12,7% de coletas no periodo recomendado. Além disso, a
média e desvio padrao (DP) da idade gestacional, em semanas, na realizagdao do
exame, foi elevada (média+DP): 27,3+9,8 em 2002, 29,5+9,0 em 2003, 29,5+7,0 em
2004 e 32,1£7,4 em 2005. Houve reducao na proporcao de gestantes que realizou a
primeira sorologia no servigo de referéncia, até 16 semanas: 20,5% em 2003, 13,6%
em 2004 e, nenhum caso em 2005.

Finalmente, observamos que a auséncia de pré-natal ocorreu em 8 de 226
gestantes (3,5%). Entre as 218 pacientes que realizaram pré-natal, em 42 casos
(19,3%) nao havia registro do status sorologico. Um tnico teste no pré-natal ou no
momento do parto ocorreu em 13 (5,4%) e 62 (25,7%) das 241 gestantes,

respectivamente.

Discusséo e Concluséo

A alta prevaléncia de toxoplasmose aguda encontrada neste estudo ja era
esperada uma vez que foi demonstrada elevada freqiiéncia de soropositividade para
toxoplasmose nesta mesma populagio, em um estudo prévio realizado em 2000.'

A prevaléncia de toxoplasmose primaria na populacao estudada foi inferior a

- 1 f1os 21 . . .
encontrada em Paris’ e na Bélgica,” mas foi mais elevada quando comparada as
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descritas na Suécia,'” Noruega,'® Dinamarca' e Nova lorque®. Este resultado foi
similar a de outros locais do Brasil, como Mato Grosso do Sul,22 mas inferior a
obtida no Distrito Federal®. Esta variabilidade nas estimativas pode estar relacionada
com a populacao selecionada, com os diferentes métodos diagndsticos utilizados no
rastreamento, ou ainda, com os diferentes fatores de risco envolvidos na transmissao
da doenga.

Em nosso estudo, a introdugdo do teste de avidez de IgG nao pode justificar a
reducgdo significativa da prevaléncia de toxoplasmose aguda a partir de 2002 porque
um numero reduzido de gestantes foi contemplado com realizacdo desta sorologia
antes de 16 semanas. Além disso, a média de idade gestacional na realizagcdo deste
exame no servigo de referéncia foi progressivamente maior entre 2002 e 2005.

A expectativa em relagdo a introducdo do teste de avidez de IgG era a
redu¢do de casos falso-positivos quando consideramos anticorpos IgM,
isoladamente, para definicdo de doenga aguda em gestantes devido a sua persisténcia
por um a dois anos ou mais.’® A presenca de IgM reagente ¢ til para a triagem
inicial, mas impde urgéncia em confirmar ou afastar a infeccdo a partir do teste de
avidez de IgG, desde que realizado em momento oportuno, o que nao observamos na
populagdo estudada. O teste de avidez de IgG apresenta a propriedade de afastar o
diagnéstico de infecgdo aguda na gestacdo, quando ocorre resultado elevado até 16
semanas de gestagdo. Mas a baixa avidez ndo significa infec¢do recentemente
adquirida uma vez que este resultado pode persistir aproximadamente por 1 ano.*
Consequentemente, com o uso adequado deste método ocorre diminuicdo de
intervengdes diagndsticas e terapéuticas desnecessarias, reduzindo os custos, a

ansiedade associada aos futuros testes e a probabilidade de erro diagnostico.”” Ha
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relato de que entre 17,5% a 48,7% das gestantes com perfil sorologico de infec¢ao
aguda baseado apenas nos resultados de IgG, IgM, IgA e IgE receberiam
espiramicina, enquanto o teste de avidez de IgG afastaria este diagnostico.”®

Observamos uma propor¢ao significativamente maior de gestantes que
realizaram a sorologia para toxoplasmose durante a gestagdo no periodo 2, o que
poderia favorecer a maior precisao do diagnostico. Entretanto, houve predominio de
gestantes com diagnostico improvavel neste mesmo periodo, sugerindo o acesso
tardio ao servigo de referéncia para definicao do caso.

Considerando a propor¢ao de gestantes que, neste estudo, realizou um tnico
teste no pré-natal (5,4%) ou no momento do parto (25,7%), conseqiientemente
intervencOes desnecessarias ¢ onerosas foram desencadeadas. Resultados mais
alarmantes foram encontrados por Castilho-Pelloso et al. quando um unico teste
(ELISA-IgM) conduziu o tratamento em 69% das gestantes.”

A selecdo de gestantes atendidas em uma maternidade publica permite
generalizar os achados apenas para a populagdao usuaria do sistema tnico de saude.
Uma limitacdo para o estabelecimento do diagnostico de infeccdo aguda em
gestantes, especialmente no primeiro periodo deste estudo, foi a auséncia do teste de
avidez de IgG e da detec¢do de anticorpos IgM por método de captura. Entretanto,
esta limitagdo persistiu no segundo periodo devido a realizacdo tardia destes testes
mais especificos, o que prejudicou a possibilidade de descartar os casos falso-
positivos. Portanto, utilizamos a padronizagdo para defini¢ao de casos de infeccao
pelo T. gondii na gestacdo elaborada por Lebech et al., com adapta¢des, com o
objetivo de viabilizar comparagdes com outras populagdes e discriminar a precisdo

conforme a probabilidade do diagndstico.” Lebech et al. consideraram que o



8 ARTIGO 1 118

“diagnostico definitivo” ¢ absoluto e inequivoco. As outras trés categorias sao
subjetivas. Existe forte evidéncia de infecgao para o “diagndstico provavel”, mas ha
auséncia de provas absolutas, enquanto que para o “diagndstico possivel” a evidéncia
¢ sugestiva, mas incompleta. Na categoria de “infeccdo improvavel” existe pouca
evidéncia para o diagnostico, mas este ndo pode ser completamente excluido.”> A
exclusdo daquelas gestantes com diagndstico improvavel teve como objetivo uma
abordagem mais exigente e precisa para a definicdo de casos agudos, embora todas
as 241 gestantes inicialmente incluidas no estudo tenham colaborado na anélise para
comparar as caracteristicas soroldgicas que avaliaram a qualidade da assisténcia.

Concluimos que outros fatores podem estar envolvidos na reducdao da
prevaléncia, uma vez que a dificuldade para estabelecimento do diagnostico
definitivo se manteve. Consideramos que a redug¢do da prevaléncia no periodo
estudado pode refletir uma falha na adesdo a rotina previamente estabelecida de
encaminhamentos dos casos suspeitos aos hospitais de referéncia da cidade de Porto
Alegre. Além disso, ha a possibilidade de que a introdugdo do teste de captura de
IgM possa ter interferido nesta reducao devido a sua maior especificidade, mas no
presente estudo ndo foi possivel confirmar esta hipotese.

O monitoramento desta infec¢ao nos diferentes servigos de saude desta cidade
e a adogdo de indicadores, tal como a propor¢ao de gestantes com realizagao do teste
de avidez de IgG nas primeiras 16 semanas de gestacao podem auxiliar na avaliagdo
da magnitude do problema e da qualidade da assisténcia.

Infelizmente, a introdugdo do teste de avidez de IgG ndo contribuiu
definitivamente com a precisdo em discriminar infec¢do aguda de infeccdo no

passado recente. Parece claro que, além do incremento tecnologico, ainda ¢
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necessario o incentivo ao acesso precoce ao servico de referéncia e uma maior

integracdo de servigos de saude da rede publica.
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1998 1999 2000 2001 2002 2003 2004 2005

Gestantes  1.655 6.672 6.300 5.586 5.303 4.891 5.559 5.146

Eventos 11 31 38 37 25 27 19 11
Prevaléncia 6,6 4,6 6,0 6,6 4,7 5,5 3,4 2,1
1C95% 3,5 3,2 4,3 4,7 3,1 3,6 2,1 1,1

11,5 6,6 8,3 9,1 6,9 8,0 5,3 3,8

Figura 1: Prevaléncia de toxoplasmose aguda na gestacéo entre 1998 e 2005.
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Tabela 1 — Prevaléncia acumulada de toxoplasmose aguda em gestantes de
acordo com o sistema de classificacéo e defini¢ao de caso de infeccdo pelo
Toxoplasma gondii em gestantes imunocompetentes (n=241).

Categoria diagnostica e critérios Prevaléncia de

para diagnéstico de infeccédo N toxoplasmose aguda 1C95%
primaria durante a gestacéo acumulada’ (/1.000)

Diagnostico definitivo 43 1,0 0,7—-14

e Viragem sorologica
e RN infectado

Diagndstico provavel 72 2.8 2,3-3,3

e IgG superior a 300 UI/mL*

e Baixa avidez de IgG’

¢ IgG materna aumentando
trés vezes ou mais’

Diagnostico possivel 84 4,8 42-55

e Avidez de IgG intermediaria
na segunda metade da
gestagio’

o IgG inferior a 300 Ul/mL e
apenas um exame no
momento do parto’®

e IgG inferior a 300 Ul/mL e
apenas um exame no pré-
natal, na segunda metade da
gestag:ﬁo3

Diagnostico improvavel 42 5,9 5,2-6,6

e IgG inferior a 300 Ul/mL e
alta avidez de IgG com idade
gestacional superior a 16
semanas’

e IgG estavel com exames
realizados na segunda
metade da gestagio’

" Em41.112 gestantes.

% Inclui 1 caso de infecgdo fetal a partir de reagio em cadeia da polimerase do liquido amni6tico
positiva.
? Resultados associados a presenca de IgM reagente.
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Resumo

Introducgdo: A estimativa do risco de infeccdo congénita e de seqiielas tem sido
importante para o aconselhamento clinico das gestantes, e orientar decisdes sobre
diagnostico e tratamento. Em nosso estudo, o objetivo foi medir a incidéncia de
toxoplasmose congénita e estimar a taxa de transmissdo vertical para embasar o
estabelecimento de melhores estratégias preventivas.

Meétodos: Em um estudo de coorte historico foram incluidos os recém-nascidos de
mulheres que apresentaram critérios de infeccao aguda durante a gestagdao. O tempo
de acompanhamento dos bebés foi de, aproximadamente, doze meses. Para o
diagnostico de toxoplasmose aguda em gestantes e de toxoplasmose congénita foi
utilizado o sistema de classificagdo ¢ defini¢do de caso elaborado por Lebech et al.
(European Research Network on Congenital Toxoplasmosis), com adaptagdes.
Resultados: O diagnostico de toxoplasmose congénita foi definitivo em 37 criangas
entre 40.727 nascidos vivos no periodo estudado, atingindo uma incidéncia de 0,9
para cada 1.000 nascimentos (IC95%: 0,6 a 1,3). Logo apds o nascimento, entre os
200 recém-nascidos expostos ao T. gondii, resultado de 199 gestantes, 25 bebés
apresentaram critérios diagnosticos de toxoplasmose congénita, atingindo taxa de
transmissdo vertical de 12,5% (IC 95%: 8,2% - 17,9%). Apds o seguimento foram
detectados mais 12 casos, aumentando esta taxa para 18,5% (IC 95%: 13,4% —
24,6%).

Concluséo: A detecgdo de 12 casos adicionais de toxoplasmose congénita com o
seguimento dos bebés reforca a necessidade de monitoramento soroldgico durante o
primeiro ano de vida, mesmo sem evidéncia de infec¢do congénita ao nascimento.

Palavras-chave: toxoplasmose congénita, transmissdo de doenga, parasitemia.
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Introducéo

A infecgdo adquirida durante a gestagdao pode causar toxoplasmose congénita
com coriorretinite ¢ defeitos neuroldgicos como freqiientes conseqiiéncias (1).
Numerosas variaveis influenciam a probabilidade de infec¢do congénita tais como a
cepa e viruléncia do T. gondii, tamanho da inoculagdo e via de infecgdo, parasitemia
materna, tempo de duragdo da gestagao e imunocompeténcia da gestante (1).

A freqliéncia de toxoplasmose congénita foi de 0,07/1.000 na Suécia (2),
0,08/1.000 nascimentos em Massachusetts e em Londres (3,4), 0,12/1.000 nascidos
vivos na Suiga (5), 0,3/1.000 nascimentos em Barcelona (6), 0,4/1.000 nascimentos
na Dinamarca (7), 1,1/1.000 nascidos vivos na Polonia (8) e 1,9 a 3,2/1.000 em Paris
(1).

Em estudo realizado com amostras de sangue do cordao, no sul do Brasil, a
incidéncia de infec¢do congénita atingiu 0,8/1.000 nascimentos (IC95%:0,02-4,45)
(9). Neto et al. identificaram uma prevaléncia de toxoplasmose congénita de
0,3/1.000 recém-nascidos, utilizando 140.914 amostras em papel filtro (10).
Resultado similar foi obtido por Carvalheiro et al., em uma populagdo de 15.162
recém-nascidos atendidos no sistema publico de satde de 25 cidades na regido de
Ribeirdo Preto, também avaliados com amostras em papel filtro (11). A ocorréncia
de toxoplasmose congénita em Uberlandia, Minas Gerais, atingiu 5,0/1.000 recém-
nascidos (IC95%:1,4-12,7), com amostras em sangue do cordao (12).

O risco global de infeccao fetal a partir de infeccdo aguda materna pelo T.
gondii ¢ de 20% a 50% (13). Ha consisténcia entre os varios estudos que
identificaram menor indice de acometimento fetal quando a infec¢do ocorre mais

precocemente na gestagdo (1,14-17). Hohlfeldt et al. verificaram, adicionalmente,
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que a doenga foi mais grave quando adquirida durante o primeiro trimestre (14).
Dunn et al. identificaram uma taxa de transmissao materno-fetal de 29% (IC 95%:
25%-33%) (15). Foulon et al. descreveram uma taxa de transmissdo vertical entre as
gestantes com soroconversdo de 44% (16). Na Noruega, Jenum et al. encontraram
uma taxa de transmissdo vertical de 23,4% (IC 95%: 11,3 —35,5%) (17).

Em gestantes com perfil sorolégico compativel com infeccdo aguda o
tratamento deve ser iniciado visando reduzir a freqiiéncia e a gravidade das seqiielas
de toxoplasmose congénita, (18) mesmo que ainda ndo existam evidéncias de seu
beneficio em reduzir a transmissao vertical (19-21).

O objetivo deste estudo foi medir a incidéncia de toxoplasmose congénita
utilizando os critérios de classificagao e definicdo de caso de toxoplasmose congénita
elaborados por Lebech et al., com adaptagdes. Adicionalmente, a taxa de transmissdo
vertical foi obtida no momento do nascimento e aos 12 meses de vida. Com estes

resultados estima-se avaliar a magnitude da doenga nesta populagao.

Material e Métodos
Delineamento e populagdo em estudo

Um estudo de coorte historico foi desenvolvido entre outubro de 1998 e
dezembro de 2005, com a inclusdo de todos os recém-nascidos de gestantes que
apresentaram critérios para o diagndstico de toxoplasmose aguda na gestacdo,
identificadas a partir de estudo transversal prévio.

O servico de pré-natal e a maternidade do HNSC se caracterizam pelo
atendimento de gestantes de médio e alto risco, com média de 5.000 partos ao ano,

sendo referéncias para o atendimento de gestantes com suspeita ou comprovada
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toxoplasmose primaria no periodo gestacional. Os recém-nascidos destas pacientes
foram acompanhados na Unidade de Prevencao da Transmissdo Vertical do mesmo
hospital.

Definicao de caso

O diagnostico em gestantes e recém-nascidos foi embasado no sistema de
classificagdo e definicado de caso elaborado por experts pertencentes ao “European
Research Network on Congenital Toxoplasmosis”, com adapta¢des, devido a
introducao do teste de avidez de IgG nas rotinas atuais e de deteccdo do DNA do T.
gondii com reagdo em cadeia da polimerase, método Nested (RCP-Nested) para
avaliagdo neonatal (22). A probabilidade de infec¢do primaria pelo T. gondii durante
a gestacdo e de toxoplasmose congénita foi classificada em quatro categorias —
definitiva, provavel, possivel e improvavel.

Nas criangas expostas ao T. gondii intra-utero a infecg¢do foi considerada
“definitiva” na presenca de aumento na concentragao de IgG, ou persistentemente
positiva, nos primeiros 12 meses de vida, com ou sem sinais clinicos da triade
classica - hidrocefalia ou microcefalia, retinocoroidite e calcificagdes cerebrais; IgM
positivo nos primeiros 6 meses de vida, excluindo as amostras dos primeiros 2 dias
de vida. Os autores deste estudo incluiram nesta categoria, a RCP do liquido
amniotico positiva.

Infeccdo “provavel” foi definida quando houve IgM positivo entre 6 e 12
meses de idade, sem testes sorologicos prévios para comparagao; retinocoroidite e/ou
hidrocefalia/calcificagdes cerebrais e infeccdo primaria materna definida durante a
gestacdo sem outros resultados disponiveis; incluimos a RCP em amostra sérica ou

liquérica no neonato positiva.
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Considerou-se infeccao “possivel” quando detectada retinocoroidite e/ou
hidrocefalia/calcificagdes cerebrais, IgG positivo, sem testes sorologicos ou
conhecimento de infec¢ao materna.

A infeccdo foi classificada como “improvavel” quando houve diminui¢ao da
concentracdo de IgG nos primeiros seis meses de vida, na auséncia de tratamento, e
estes casos nao foram considerados no céalculo da incidéncia da infec¢cdo congénita.
Medidas

Os métodos sorologicos utilizados em gestantes foram o Microparticle
enzyme immunoassay — MEIA — Abbott Diagnostics AxSYM® SYSTEM Toxo IgG e
IgM versdo 2.0, método de captura de IgM — Enzyme linked fluorescent assay —
ELFA (VIDAS®) ¢ o teste de avidez de IgG, com o mesmo método ELFA
(VIDAS®).

Logo apo6s o nascimento, os recém-nascidos foram avaliados utilizando um
rastreamento composto de hemograma com plaquetas, sorologia para toxoplasmose
(IgG e IgM) com o método MEIA, exame do liquido cefalorraquidiano, ecografia
transfontanelar, reagcdo em cadeia da polimerase para detec¢dao do DNA do T. gondii
em amostra sérica ¢/ou liquorica com o método Nested e exame de fundo de olho. Os
resultados IgM reagentes foram confirmados com coleta de segunda amostra entre o
quinto e o sétimo dia de vida.

Consideramos como valores de referéncia para o método MEIA, IgG reagente
quando a concentracdo foi superior a 3 Ul/mL e IgM reagente quando o indice foi
superior a 0,600 (Manual do fabricante — Abbott AXSYM® SYSTEM — Toxo IgG.
August, 1999). Para o método ELFA com captura de IgM o resultado foi considerado

reagente com indice superior a 0,65.
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Os bebés foram acompanhados por um periodo aproximado de 12 meses para
identificar os casos com persisténcia ou elevacao significativa da concentracao de
anticorpos IgG, bem como para avaliar o aparecimento de seqiielas. O periodo de
seguimento foi menor quando houve o desaparecimento destes anticorpos, na
auséncia de tratamento, o que definitivamente afastou o diagnostico.

Amostra

Para estimar a incidéncia de toxoplasmose congénita foi considerada uma
amostra fixa, com registro de 34.225 nascimentos, uma incidéncia estimada da
doenca de 1/1.000 nascidos vivos, com intervalo de confianga de 95% e diferenca
maxima aceitavel de 0,1/1.000. O tamanho de amostra calculado foi de 31.423
recém-nascidos. Para estimar o parametro de taxa de transmissao vertical, a
consideramos em torno de 30%, fixando-se o« = 0,05 ¢ B = 0,20, aceitou-se erro
padrdo de 4,5% e margem de erro de 9%. O tamanho amostral minimo calculado foi
de 100 recém-nascidos.

Analise

Inicialmente foi realizado o calculo de uma propor¢do simples baseado na
distribuicdo binomial e seu respectivo intervalo de confianca de 95%. Foi realizada
analise bivariavel com os testes qui-quadrado com corre¢do de Yates, exato de Fisher
e t de Student para comparacdo entre médias de amostras independentes, com
distribui¢do normal. Os dados foram analisados através do programa PEPI versao 4.0
(PM Gahlinger & JH Abramson 1993-2001) e SPSS versdo 12.0 (Statistical Package

for the Social Sciences).
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Foi assinado termo de compromisso pelos pesquisadores para coleta de dados
nos prontuarios ¢ o estudo foi aprovado pelo comité de ética do Hospital Nossa

Senhora da Conceigao (HNSC).

Resultados

De um total de 41.112 partos ocorridos no periodo estudado foram
identificadas 199 gestantes com critérios de toxoplasmose aguda atingindo uma
prevaléncia de 4,8 para cada 1.000 gestantes (IC95%: 4,2 a 5,6).

Observamos que os critérios diagnosticos definitivo, provavel, e improvavel
para toxoplasmose congénita foram identificados em 34 (17,0%), 3 (1,5%), e em 11
(5,5%) dos 200 bebés, respectivamente. Um caso com diagnostico possivel, logo
ap6s o nascimento, foi identificado como nao infectado com o seguimento. A
auséncia de anticorpos IgG, apos a suspensdao do tratamento empirico afastou o
diagnostico nos demais casos. Considerando as criangas com critério definitivo e
provavel para a doenca, entre o total de 40.727 recém-nascidos vivos atendidos na
maternidade neste periodo, a incidéncia de toxoplasmose congénita foi de 0,9/1.000
nascidos vivos no periodo (1C95%:0,6 a 1,3). As taxas de transmissdo vertical de
toxoplasmose congénita de acordo com o momento do diagnoéstico estao descritas na
tabela 1. O seguimento proporcionou um aumento de 48% na detecg¢do dos casos de
toxoplasmose congénita (25/37).

Tabela 1

As taxas de transmissdo vertical conforme categorias e critérios diagnosticos

de infeccdo primaria materna estdo descritas na tabela 2.

Tabela 2
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Em 47 bebés (23,5%) ndo foi possivel definir o diagnostico de toxoplasmose
congénita devido as perdas no seguimento. Para avaliar o efeito destas perdas na
validade do estudo, comparamos as caracteristicas da populacao de gestantes e de
recém-nascidos, quanto ao retorno para acompanhamento dos bebés, demonstradas
na tabela 3. As caracteristicas das gestantes e dos bebés foram semelhantes nos dois
grupos.

Tabela 3

A ocorréncia de toxoplasmose congénita ndo foi associada com bebés
pequenos para a idade gestacional (RR=0,81; 1C95%: 0,32 — 2,03; P=0,783). A
média e desvio padrao do peso de nascimento dos beb&s com toxoplasmose
congénita foi de 2945g+519g, enquanto que entre os bebés sem a doenca foi de
3017g+680g, sem diferenca significativa do peso entre os dois grupos (Dif= -72g;
1C95%: -312g a 169g; P=0,558). A média e desvio padrdo da idade gestacional tanto
entre os bebés com toxoplasmose congénita quanto aqueles sem a infeccao foi de
38,5+1,9 semanas (P=0,994).

Houve presenca de sinais ou sintomas em 17 dos 36 bebés com toxoplasmose
congénita, avaliados conforme o protocolo (47,2%). Entre 25 bebés com diagnostico
de toxoplasmose congénita e avaliados logo apos o nascimento, 12 (48%) ja
apresentavam sinais ou sintomas. Entre os 29 bebés com avaliagdo oftalmologica
logo apds o nascimento 8 ja haviam desenvolvido coriorretinite (27,6%). Este achado
foi bilateral em 50% destes casos. Mais dois casos foram identificados aos 5 meses

de vida, 1 caso com 23 meses e outro caso com 47 meses.
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Calcificacdes intracranianas foram observadas em 6 dos 36 recém-nascidos
com infeccao, submetidos a ecografia  transfontanelar  (16,6%).
Hepatoesplenomegalia ocorreu em apenas 1 caso (2,8%).

Quanto aos achados laboratoriais observamos que a hiperproteinorraquia foi
encontrada em 5 dos 31 recém-nascidos nos quais foi possivel a realizagdo da pun¢ao
lombar (16,1%), com resultados entre 238 mg/dL e 1317 mg/dL. A eosinofilia foi
demonstrada em 1 bebé (2,7%), a neutropenia em 1 caso (2,7%) e plaquetopenia em

2 casos de toxoplasmose congénita definitiva (5,4%).

Discusséo e conclusao

A incidéncia de toxoplasmose congénita ¢ comparavel a de outros locais do
Rio Grande do Sul, como a encontrada em Passo Fundo (10), cidade situada em
regido com alta prevaléncia de toxoplasmose ocular, que atingiu 21,3% dos
individuos com 13 anos de idade ou mais (23). Comparando com outros paises, esta
estimativa foi similar a encontrada na Poldnia (8), e foi superior as relatadas na
Suécia (2), Massachussets (3), Londres (4), Suiga (5), Barcelona (6) e Dinamarca (7).
Apenas em Paris foi observada uma incidéncia maior (1).

A deteccdo de 12 casos adicionais, viabilizada com o seguimento e
dependente da dosagem seriada de anticorpos IgG, refor¢a a sua necessidade até os
12 meses de vida, pelo menos, ¢ aponta para a introducdo de métodos com melhor
desempenho quanto a sensibilidade no momento do nascimento possibilitando o
diagnostico mais precoce.

Neste estudo identificamos alta freqiiéncia de toxoplasmose congénita e

elevada taxa de transmissdo vertical de, pelo menos, 18,5%. Esta freqiiéncia pode
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estar subestimada devido as perdas no seguimento. E isto agrava ainda mais o
quadro, uma vez que os individuos que ndo completaram o seguimento podem
somente tornar-se casos. Na pratica clinica, um dos maiores desafios ¢ estabelecer o
diagnostico definitivo de infeccdo aguda materna a partir de testes sorologicos nao
seriados e com a utilizagao apenas da dosagem de IgM (24). Em bebés ha dificuldade
para estabelecer o diagndstico precoce, logo apos o nascimento, considerando a baixa
sensibilidade dos testes utilizados (25) e reduzida freqiiéncia de sinais ou sintomas
(1,16), apesar de que, neste estudo, 48% dos bebés infectados ja apresentaram sinais
ou sintomas da doenca ao nascimento.

Os critérios para inclusdo na categoria de diagnostico definitivo sao
considerados absolutos e sem qualquer duvida para definicdo de caso. As demais
categorias sdo subjetivas (22). A taxa de transmissdo vertical foi obtida incluindo
todos os critérios diagnésticos de infeccdo aguda na gestacdo, considerando a
dificuldade, em nossa populagdo, de estabelecer o diagndstico mais precoce e,
portanto, com maior precisdo. Neste contexto, esta taxa de transmissdo global
poderia estar subestimada devido a inclusdo de gestantes com diagnostico provavel e
possivel, uma vez que a taxa de transmissdo vertical observada entre os casos de
maes com viragem soroldgica confirmada foi maior, com resultado muito semelhante
ao encontrado por Foulon et al. (16). Entretanto, ndo podemos desprezar a
possibilidade de transmissdo na categoria de diagnostico possivel, o que foi
observado entre aquelas 5 pacientes que ndo realizaram rastreamento soroldgico
durante o pré-natal e que, no momento do parto, apresentaram concentragdo de IgG
inferior a 300mg/dL e indice de IgM positivo. Por outro lado, a populagdo estudada

foi constituida por usuarias do sistema publico de satde e esta estimativa poderia
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estar superestimada, principalmente porque esta medida se relaciona a um hospital de
referéncia. Em uma populacdo composta de 805 amostras de sangue de cordao,
Segundo et al. demonstraram o predominio significativo na freqiiéncia de
toxoplasmose congénita em hospital publico (0,8%) quando comparada ao hospital
privado (0%) (26).

Um achado surpreendente foi a freqiiéncia de bebés que ja apresentaram
coriorretinite a0 nascimento (27,6%), ao compararmos com um estudo de coorte
recente, onde os autores encontraram que 24% das criancas desenvolveram pelo
menos uma lesao de retinocoroidite, durante um tempo mediano de acompanhamento
de seis anos. Quanto a idade no diagnostico da primeira lesdo retiniana, os autores
observaram que 3% ocorreram no primeiro meés, 12% no primeiro ano de vida, 58%
antes dos 2 anos, 76% antes dos 5 anos, e 95% antes dos 10 anos (27). Em nosso
estudo o periodo de seguimento foi mais curto e a freqiiéncia de retinocoroidite
poderia ser ainda maior.

O desenvolvimento de sinais clinicos ¢ fortemente associado ao periodo da
gestagdo em que houve a soroconversao materna (15,28). Em recente metanalise foi
demonstrada fraca evidéncia na associacdo entre o tratamento materno precoce €
redugdo do risco de toxoplasmose congénita (OR=0,48; 1C95%:0,28-0,80;P=0,05)
(29). Estudos subseqiientes em nosso meio, multicéntrico permitindo uma amostra
maior, ¢ com delineamento apropiado poderdo avaliar o efeito do tratamento materno
e da idade gestacional na detec¢do do diagnostico na taxa de transmissdo vertical e
no desenvolvimento de seqiielas que foi, também, substancialmente elevada nesta

populacdo, principalmente entre gestantes com soroconversao confirmada.
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Finalmente, consideramos que o rastreamento antenatal ¢ util para identificar
a populagdo de recém-nascidos exposta ao T. gondii, e conseqiientemente viabilizar o
seguimento de criancas em que nao foi possivel determinar o diagnostico no periodo

neonatal.
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Tabela 1 — Taxa de transmisséo vertical de toxoplasmose em dois momentos
de diagnéstico (n=200).

Momento do dlagans'_uco de o Taxa de transmiss&o 1C95% (%)
toxoplasmose congénita vertical (%)
A0 nascimento 25 12,5 8,2—-179

A0S 12 meses 37 18,5 13,4 -24.,6
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Tabela 2 — Taxa de transmissao vertical conforme categorias e critérios para
diagnostico de infeccdo primaria na gestagao (n=200).

Categoria diagnostica e critérios -
Taxa de transmissao

para diagnostico de infeccao n° . - 1C95%
primaria durante a gestacao WRIEEE ()
Diagnostico definitivo (n=16) 8 50,0 24,6 — 75,3

e Viragem sorologica
e RN infectado'

Diagnostico provéavel (n=94) 24 25,5 17,1 - 35,6

e IgG superior a 300 UI/mL>
e Baixa avidez de IgG’

¢ [gG materna aumentando
trés vezes ou mais’

Diagnostico possivel (n=90) 5 5,6 1,8—12,5

o Avidez de IgG intermediaria
na segunda metade da gestacdo’
e IgG inferior a 300 Ul/mL e
apenas um exame no momento
do parto’

e [gG inferior a 300 Ul/mL e
apenas um exame no pré-natal,
na segunda metade da gestacdo’

Para a classificacdo dos casos maternos definitivos foi considerado o critério RN infectado.
Entretanto, para avaliar a transmissdo vertical de acordo com a categoria diagnoéstica, os 27 casos,
inclusive um caso de infecgdo fetal a partir de RCP-Nested do liquido amniotico positivo, foram
redistribuidos nas demais categorias, de acordo com as caracteristicas sorologicas maternas.

? Resultados associados a presenca de IgM reagente.
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Tabela 3 — Comparacéao das caracteristicas de gestantes e de recém-nascidos
guanto ao completo seguimento para o diagndstico (n=200).

Com diagnostico

Sem diagnostico

Caracteristicas maternas definido (n=153) definido (n=47) P
n° (%) n° (%)

Procedéncia de POA 64 (41,8) 23 (48,9) 0,490

Escolaridade inferior a 9 anos 112 (73,2) 37 (78,7) 0,570

Com sorologia no pré-natal 112 (73,2) 28 (59,6) 0,109

Auséncia de pré-natal (n=186) 4(2,8) 4(9,5) 0,078

Realizagdo de amniocentese 17 (21,3) 1(6,3) 0,291

(n=96)

Tratamento durante gestacdo 68 (45,3) 21 (45,7) 1,000

(n=196)

Idade materna* 24,6£6,6 25,0+6,2 0,666

Peso de nascimento (g)* 2.999+644 2.955+558 0,670

Idade gestacional por Capurro 38,5+2,0 38,2+2 .4 0,397

(semanas) : (n=198)

* Categoria de referéncia

¥ Valores expressos como média e desvio padrio
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Resumo

Introducgdo: Diferentes estratégias preventivas sdo utilizadas em toxoplasmose
congénita incluindo o rastreamento na gestacao e no periodo neonatal. O objetivo
deste estudo ¢ avaliar a acurécia de testes diagndsticos em toxoplasmose congénita
(TC) aplicados logo ap6s o nascimento.

Metodos: Duzentos bebés expostos ao T. gondii intra-utero foram incluidos em
estudo de coorte historico para identificar TC utilizando a detec¢do seriada de
anticorpos IgG, como padrdo ouro. Foram obtidos resultados de sensibilidade,
especificidade, razdes de verossimilhanga positiva e negativa dos testes diagnosticos
— hemograma, exame do liquor, ecografia transfontanelar, exame de fundo de olho
(EFO) e a detecgao de anticorpos IgM para toxoplasmose e do DNA do toxoplasma
com reac¢do em cadeia da polimerase — método Nested (RCP-Nested) séricos.
Resultados: Os testes que apresentaram melhor desempenho, isoladamente, foi a
deteccdo de anticorpos IgM especificos e RCP-Nested atingindo razdes de
verossimilhanca positivas de 119,3 (IC95%: 7,40 — 1923,92) e 24,8 (1C95%: 3,22 —
190,35), respectivamente. A razao de verossimilhanga negativa para IgM foi 0,4
(IC95%: 0,3 — 0,6), mas para RCP-Nested foi apenas 0,7 (1C95%: 0,6 — 0,9).
Conclusdo: A deteccdo de anticorpos IgM especificos no sangue do neonato ¢ RCP-
Nested sérico demonstraram melhor desempenho para discriminar os bebés com TC.
Para afastar este diagnostico apenas o resultado ndo reagente de anticorpos IgM
especificos apresentou maior utilidade, mas com efeito de pequena magnitude.
Palavras-chave: Toxoplasmose Congénita; reagdo em cadeia da polimerase; testes

sorologicos.
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Introducéo

A maioria das criangas infectadas pelo T. gondii no periodo pré-natal nao
apresenta sintomas ao nascimento, mas ha possibilidade de desenvolverem seqiielas
no futuro, especialmente a coriorretinite. Portanto, o diagnostico depende do
rastreamento realizado no momento do nascimento e do acompanhamento dos bebés
ao longo do primeiro ano de vida, quando nao detectado intra-utero (1,2).

Os anticorpos IgG sdo transmitidos passivamente pela mae ao feto e
progressivamente desaparecem, na auséncia de TC. Desta forma, ¢ possivel
confirmar ou afastar o diagnostico da infecgdo congénita mais tardiamente a partir da
persisténcia ou do desaparecimento de anticorpos IgG aos 12 meses de vida,
respectivamente (1), sendo considerado o padrao ouro para discriminar os bebés com
infeccdo congénita, classicamente reconhecido na literatura (3). A presenca de
anticorpos IgM, IgA ou IgE no cordao umbilical ou sangue do neonato ¢ evidéncia
de sintese especifica de anticorpos pelo feto infectado intra-utero. Entretanto,
resultados negativos ndo afastam a possibilidade de infec¢do congénita e o
acompanhamento do bebé ¢ fundamental para o diagnodstico definitivo. A taxa de
soropositividade destes anticorpos quando a infec¢do materna ocorre na 10%, na 20?,
ou na 30" semana de gestacdo, aproximadamente, ¢ de 10%, 20% e 60%,
respectivamente (1).

Vérios métodos sorologicos estdo disponiveis para o diagndstico da infec¢ao
congénita. Com o teste Enzyme-Linked Immunosorbent Assay (ELISA) a
sensibilidade para anticorpos IgM foi 72,7% (4) e para anticorpos IgA pode atingir
até 89% (1,5,6). O teste Capture Enzyme-Linked Immunosorbent Assay (capture

ELISA) ¢ um método acurado no diagndstico de toxoplasmose aguda em adultos e na
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forma congénita (7). Com o teste Enzyme-Linked Immunofiltration Assay (ELIFA) a
sensibilidade e a especificidade foram 94,1% e 98,6%, respectivamente (8). A
combinacdo deste método com imunocaptura quantitativo para a detec¢ao de
anticorpos IgM e IgA permitiu o diagnostico de TC em 90% dos bebés infectados até
1 més de vida (9). A soropositividade para IgM ocorreu em 40% e em 70% dos
neonatos cujas maes apresentaram soroconversao nos primeiros dois trimestres € no
3° trimestre, respectivamente, com o teste Immunosorbent agglutination assay
(ISAGA). A combinagao dos testes IgM ou IgA reagentes resultou em aumento da
sensibilidade para 73% com 1,6% de resultados falso-positivos para IgM e IgA (10).
Foi observada melhor sensibilidade e especificidade da analise de Western Blot em
relacdo ao IgM-ISAGA atingindo 65,2% e 96,1%, respectivamente, mas resultados
falso-negativos podem ocorrer apos o tratamento materno (11).

Numerosos estudos avaliaram o desempenho da RCP em liquido amniotico
para o diagndstico de infeccao fetal (12-16), mas poucos foram desenvolvidos para
avaliar a técnica no periodo pds-natal, porém com resultados promissores (17-19).

O objetivo deste estudo foi avaliar o desempenho dos testes diagnosticos para
TC aplicados no momento do nascimento — hemograma, exame do liquor, ecografia
transfontanelar, exame de fundo de olho (EFO) e a deteccao de anticorpos IgM para

toxoplasmose ¢ do DNA do toxoplasma com RCP-Nested séricos.
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Material e Métodos

Um estudo transversal desenvolvido entre outubro de 1998 e dezembro de
2005 identificou 199 gestantes com infec¢do primdria na gestacao entre 41.112
gestantes atendidas no periodo, sendo que todas realizaram rastreamento sorologico.
Os seus bebés foram incluidos em estudo de coorte historico com tempo de
seguimento entre 9 a 12 meses de vida. A definicdo de caso de infec¢ao aguda na
gravidez foi embasada no sistema de classificacao e definicdo de caso descrito por
Lebech et al., com adaptagdes, conforme quadrol (20).

Quadro 1

A avaliagdo inicial dos recém-nascidos incluiu a sorologia para toxoplasmose
(IgG e IgM) com o método microparticle enzyme immunoassay (MEIA) — Abbott
Diagnostics AxSYM® SYSTEM Toxo IgG e IgM versio 2.0, e a reacio em cadeia da
polimerase para detecgdo do DNA do T. gondii com método Nested, em amostra
sérica. Também foi solicitado o hemograma com plaquetas para avaliar presenca de
eosinofilia, exame do liquido cefalorraquidiano para detectar hiperproteinorraquia,
além de ecografia transfontanelar ¢ exame de fundo de olho para detectar
calcificagdes e coriorretinite, respectivamente. Os resultados de IgM reagentes no
sangue do neonato foram confirmados com coleta de segunda amostra entre o quinto
e o sétimo dia de vida. Para o exame RCP-Nested foi realizada coleta de 1 mL de
amostra sérica, antes do inicio da antibioticoterapia empirica, quando indicada. O
processamento desta técnica seguiu a descricdo previamente realizada por Fuentes et
al., sendo realizado em trés laboratorios diferentes (19).

O padrao ouro foi a medida de concentracdo de IgG entre 9 e 12 meses de

idade. Um bebé infectado deve ter concentragdes iguais ou mais elevadas de IgG
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nesta idade quando comparadas as encontradas no nascimento. Houve comparagao
independente e cega dos métodos diagndsticos avaliados em relagdo ao padrao ouro
(21).

Analise

Para avaliar a acuracia dos testes diagndsticos no momento do nascimento
foram obtidos resultados de sensibilidade, especificidade, razdes de verossimilhanca
positiva e negativa (21-23). Os testes qui-quadrado com corre¢dao de Yates e exato
de Fisher foram utilizados para avaliar possiveis associagdes.

Quanto a forca relativa das razoes de verossimilhanca, consideramos forte
evidéncia para presenga ou auséncia de doenga resultados acima de 10 e abaixo de
0,1, respectivamente. Razdes de verossimilhanca de 5 a 10 e de 0,1 a 0,2 refletem
moderada variagao da probabilidade pré-teste para pos-teste. Resultados de 2 a 5 e de
0,5 a 0,2 indicam pequena variagdo na probabilidade, mas algumas vezes importante.
Razdes de verossimilhanca de 1 a 2 ¢ de 0,5 a 1 indicam pequena variagdo na
probabilidade pré-teste para pds-teste, raramente importante (22,23).

Os dados foram analisados através dos programas Epi Info 6.04, PEPI versao
4.0 (PM Gahlinger & JH Abramson 1993-2001) e SPSS (Statistical Package for the
Social Sciences) for Windows versao 12.0, Chicago, IL.

Apbs assinatura de termo de compromisso, pelos pesquisadores, para
utilizacdo de dados coletados em prontudrios, esta pesquisa foi aprovada pelo Comité
de Etica do Hospital Nossa Senhora da Concei¢do. Os autores declaram ndo haver

conflito de interesse na realizagdo desta pesquisa.
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Resultados

De um total de 41.112 gestantes atendidas na maternidade no momento do
parto entre outubro de 1998 a dezembro de 2005, 199 delas apresentaram critérios
para toxoplasmose aguda, resultando em uma prevaléncia de 4,8/1.000 gestantes
(IC95%: 4,2 a 5,6). Entre os seus 200 bebés, considerando uma gestacao gemelar, 64
(32,0%) ndo completaram o seguimento ambulatorial. Assim, os demais 136 bebés
constituiram o grupo que compds a coorte. O diagndstico de toxoplasmose congénita
de acordo com o padrdo ouro foi confirmado em 31 criangas (22,8%). O desempenho
dos testes diagnosticos em toxoplasmose congénita avaliados no momento do
nascimento em relagdo ao padrao ouro esta detalhado na tabela 1.

Tabela 1

A deteccao de anticorpos IgM especificos ocorreu em 18 de 30 criangas
(60,0%) que realizaram o teste. A mediana dos indices de IgM foi de 3,205 com
amplitude entre 0,703 a 10,840. Nos percentis 25 e 75, os indices de IgM atingiram

1,043 e 4,475, respectivamente.

As combinacdes dos testes em série € em paralelo estdo nas tabelas 2 e 3.
Adicionalmente, as razoes de verossimilhanca foram obtidas, considerando uma
estratificacdo desde a auséncia até 3 ou mais resultados positivos dos testes para

toxoplasmose congénita (tabela 4).

A freqliéncia de soropositividade de anticorpos IgM entre os bebés com
toxoplasmose congénita quando a infec¢ao materna foi detectada no 1°, 2° ou 3° trimestre
da gestagao foi de 11,1%, 16,7% e 72,2%, respectivamente. A deteccao do DNA do T.

gondii com RCP-Nested em amostra sérica também aumentou com a idade gestacional no
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momento da deteccdo do diagnostico materno: nenhum caso foi positivo quando a
infeccdo materna foi detectada no primeiro trimestre, houve 28,6% de testes positivos no

segundo trimestre e 71,4% no terceiro trimestre.

Finalmente, ao compararmos as propor¢des de resultados falso-negativos de
anticorpos IgM entre recém-nascidos de maes que realizaram tratamento (7/8) com a de
recém-nascidos de maes sem tratamento durante a gestacao (5/22) observamos uma
diferenca significativa entre estes grupos (dif=64,8%; EP=14,7%; 1C95%:27.4% -
102,1%; P=0,005). Ja, com o RCP-Nested, a propor¢ao de resultados falso-negativos nos
recém-nascidos de maes tratadas atingiu 100% (8/8) e no outro grupo foi de 65,2%
(15/23), mas a comparagdo entre os dois grupos nao atingiu significancia estatistica

(dif=34,8%; EP=9,9%; 1C95%:;6,9 — 62,7%; P=0,142).

Discussao

Para detectar o diagnodstico de TC de forma precoce e acurada deve-se
priorizar a sensibilidade no rastreamento, e assim, evitar os resultados falso-
negativos com conseqiiente demora ou auséncia de tratamento com risco de futuras
seqlielas nas criangas afetadas (24-28).

Numerosos testes sao disponiveis para o diagndstico de TC. Entretanto, neste
estudo, alguns ndao demonstraram muita utilidade para seu rastreio, como o
hemograma, o exame do liquor e a ecografia transfontanelar, embora possam ser
complementares para uma abordagem mais completa, contribuindo na escolha
terapéutica mais adequada (1, 29,30). O mesmo se aplica ao exame de fundo de olho

para detectar a coriorretinite, pois embora tenha apresentado um bom desempenho,
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pode estar refletindo, principalmente, a alta freqliéncia de seqiielas na populacao
estudada.

O desempenho do método MEIA para a deteccao de anticorpos IgM e do
RCP-Nested foram pouco estudados na abordagem diagnostica em TC. Neste estudo
foi possivel observar maior sensibilidade para anticorpos IgM, isoladamente, em
relagdo aos demais, sendo muito semelhante ao desempenho do teste I[gM ISAGA e
da analise Western blot para IgG, IgM e IgA, ao nascimento (10,11). Porém, 40%
dos casos foram dependentes de uma revelacdo diagnostica mais tardia com a
demonstragado seriada de anticorpos IgG crescentes ou persistentes.

O estudo também sugere forte evidéncia para o diagnostico de toxoplasmose
congénita tanto na presenga de anticorpos IgM quanto com a RCP-Nested positivo,
isolados, considerando a grande variagao da probabilidade pré-teste para a pds-teste.
Mas existem limitagdes na interpretacao destes resultados devido a pequena amostra
analisada. J4 a combinacao destes dois testes em paralelo demonstrou ainda forte
evidéncia para a possibilidade diagnostica (RV positiva=43,3), com melhora no seu
desempenho para afastar a possibilidade da doenca congénita na auséncia de
resultados positivos para anticorpos IgM ou para RCP-Nested (RV negativa=0,3). A
combinag¢do em série, com os testes IgM e RCP-Nested positivos concomitantes,
prejudicou a sensibilidade no rastreio da infecgdo e, também, a possibilidade de
auséncia de doenca quando os dois testes sdo negativos.

Concluimos que a aplicagao dos testes MEIA para deteccdo de anticorpos
IgM e da RCP-Nested, isoladamente, sdo apropriados para o rastreio da doenga
congénita, na auséncia de diagnodstico antenatal, com vantagem ainda maior quando

consideramos a combinac¢ao de resultados negativos para os anticorpos IgM ou para
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RCP-Nested para sugerir a auséncia de doenga. Mas a probabilidade de resultados
falso-negativos com o uso de tratamento materno, mesmo que importante para
prevengao de seqiielas (31), pode diminuir a sensibilidade dos testes. Outro fator que
deve ser considerado na interpretacao dos resultados ¢ o momento da detec¢dao do
diagnostico materno. Naessens A. et al. relataram que a detecgdo de anticorpos IgM
variou entre 0% quando a infec¢@o ocorreu antes de 20 semanas de gestagdao a 100%
quando a infec¢do ocorreu apos 34 semanas (P<0,001). Apds a analise multivaridvel,
0s autores observaram que quanto mais precoce ocorreu a infeccdo materna, menos
freqiiente foi a deteccdo de IgM positiva no sangue neonatal (P<0,001). Porém, o
tratamento antenatal ndo interfiriu na sensibilidade do teste (P=0,19) (32). Este efeito
nao foi demonstrado neste estudo devido a limitacdo da amostra analisada.
Consideramos que nestas duas situagdes ¢ imprescindivel refor¢ar a manutengao do
completo seguimento do bebé para afastar definitivamente o diagnostico da infec¢ao
congénita. Thalib L, et al., em estudo multicéntrico, encontraram que a mudanga da
probabilidade pré para pos-teste foi maxima com resultados de RCP positivas no
liquido amniodtico na soroconversdo apos o primeiro trimestre. E ndo houve
associacao entre sensibilidade e tipo ou duragdo do tratamento. Houve diferengas na
especificidade do teste quando considerados os diferentes centros (P<0,001) (33).
Observamos um caso com resultado falso-positivo em RCP-Nested sérico. E Pelloux
H et al. alertam sobre a falta de homogeneidade entre os protocolos e desempenho da
RCP em amostra de liquido amnidtico com as técnicas denominadas “in house™,
reforcando a necessidade de controle de qualidade externo com amostras de
“referéncia” (34). Uma nova perspectiva em biologia molecular tem surgido com o

uso do Real-time PCR que permite a facil quantifica¢do do nimero de copias de um
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gen na amostra, além de ser um método rapido e automatizado limitando o risco de
contaminagao (35) e, também, com alta reprodutibilidade (36).

A proporg¢ao de perdas no seguimento dos bebés foi elevada, mas em estudo
prévio foi demonstrado que as caracteristicas dos grupos de bebés que completaram
o seguimento nao foram diferentes em relacdo aqueles que nao completaram.
Portanto, ¢ improvavel que as propriedades dos testes possam ser diferentes nesta
sub-populagdo em que nao foi possivel avaliar os critérios para a infec¢ao congénita
definitiva (22).

Existe grande interesse em conhecer as estratégias preventivas mais efetivas
em toxoplasmose congénita. Os estudos atualmente disponiveis apontam para a fraca
evidéncia do tratamento antenatal na reducdo da transmissdo vertical (37).
Entretanto, o beneficio do tratamento pods-natal estd demonstrado (24-28). As
estratégias seletivas, isto ¢, a aplicagdo de rastreamento na presenca de sintomas
compativeis com a doenga ou de fatores de risco reconhecidos € capaz de identificar
apenas 48% dos casos (38). E, em nosso estudo concluimos que os testes utilizados
sdo altamente especificos, portanto os resultados positivos fazem acuradamente o
diagnostico (21). Se considerarmos que o contexto para rastreamento de
toxoplasmose congénita exige testes de alta sensibilidade, ¢ possivel concluir que
este grupo de exames ainda nao ¢ eficaz para excluir o diagnéstico no momento do
nascimento. Portanto, a aplicacdo do rastreamento neonatal isolado nesta populagao,
na auséncia de rastreamento antenatal, identificaria, no maximo, 75,9% dos casos,
com a associagdo dos testes detecgdo de anticorpos IgM, do DNA do T. gondii

utilizando RCP e EFO, sem grande prejuizo da especificidade.
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Concluimos que ¢ fundamental que o rastreamento sistematico antenatal seja
refor¢ado como medida preventiva importante na identificacdo de recém-nascidos
expostos para evitar as seqlielas incapacitantes que acomentem os bebé€s nado tratados

ao longo do seu primeiro ano de vida.
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Categorias diagndsticas e critérios para diagndstico de infeccdo primaria durante a gestagio*

Diagnostico definitivo
e Viragem sorologica
e RN infectado

Diagnostico provavel

e IgG superior a 300 UI/mL>
e Baixa avidez de IgG’
e IgG materna aumentando trés vezes ou mais’

Diagnostico possivel

e Avidez de IgG intermediaria na segunda metade da gestagdo®
e IgG inferior a 300 UI/mL e apenas um exame no momento do parto®
e IgG inferior a 300 UI/mL e apenas um exame no pré-natal, na segunda metade da gestago”

Diagnostico improvavel

o IgG inferior a 300 Ul/mL e alta avidez de IgG com idade gestacional superior a 16
semanas’
e IgG estavel com exames realizados na segunda metade da gestagio®

" Métodos sorolégicos utilizados em gestantes — Microparticle enzyme immunoassay — MEIA
(Abbott Diagnostics AxSYM® SYSTEM Toxo IgG e IgM versdo 2.0), método de captura de
IgM — Enzyme linked fluorescent assay — ELFA (VIDAS®) que, ao confirmar o teste reagente,
desencadeou a realizagdo do teste de avidez de IgG, ainda na mesma amostra, com o método
ELFA (VIDAS®).

2 Resultados associados a presenga de IgM reagente.

Quadro 1: Categorias diagndsticas e critérios para o diagnéstico de infecgdo
primaria durante a gestacdo. Adaptado de Lebech et al. (15).
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Tabela 1 — Desempenho dos testes diagnosticos em Toxoplasmose Congénita —
hemograma, ecografia transfontanelar, exame do liquor, exame de fundo de
olho, deteccao de anticorpos IgM para toxoplamsose e do DNA do T. gondii com
reacdo em cadeia da polimerase.

Teste Sensibilidade (%0) Especificidade (%0) RV Positiva RV Negativa
(1C95%) (1C95%) (1C95%) (1C95%)
HMG 3,2 99,0 3,35 0,98
(0,2-18.5) (94,0 —99,9) (0,22 — 52,10) (0,91 -1,04)
ETF 9,7 99,0 9,77 0,91
(2,5-26,9) (93,8 -99,9) (1,05 -90,64) (0,81 -1,03)
LCR 15,4 94,6 2,83 0,89
(5,0-35,7) (87,2 -98,0) (0,82 -9,79) (0,75 -1,06)
RCP 25,8 99,0 24,77 0,75
(12,5-44,9) (93,5-99,9) (3,22 -190,35) (0,61 -0,92)
EFO 27,6 100 49,86 0,72
(13,4-47,5) (94,7 - 100,0) (2,97 — 838,25) (0,58 —0,90)
IgM 60,0 100,0 119,35 0,405
(40,7 —76,8) (95,3 -100,0) (7,40 — 1923,92) (0,26 — 0,62)

HMG = Hemograma; ETF = Ecografia transfontanelar; LCR = Liquido cefalorraquidiano; RCP = Reagao
em cadeia da polimerase; EFO = Exame de fundo de olho; IgM = Anticorpos IgM

RV = Razio de verossimilhanga
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Tabela 2 — Desempenho dos testes diagndsticos em Toxoplasmose Congénita
em paralelo — hemograma, ecografia transfontanelar, exame do liquor, exame
de fundo de olho, deteccéo de anticorpos IgM para toxoplamsose e do DNA do

T. gondii com reacdo em cadeia da polimerase.

Teste Sensibilidade Especificidade RV Positiva RV Negativa
(%) (1C95%) (%) (1C95%) (1C95%) (1C95%)
IgM ou RCP 67,7 94,8 433 0,3
(48,5 -82,7) (93,9-99,7) (10,7 -175,2) (0,2-0,5)
IgM, RCP ou EFO 75,9 98,2 41,3 0,25
(56,1 —89,0) (92,9 -99,7) (10,3 — 165,7) (0,13 — 0,47)
IgM, RCP, EFO, 88,9 90,7 9,6 0,1
ETF, LCR ou HMG (67,7-97,1) (82,7 —-95.4) (5,1 —18.1) (0,04 — 0.4)

HMG = Hemograma; ETF = Ecografia transfontanelar; LCR = Liquido cefalorraquidiano; RCP = Reac¢éo em
cadeia da polimerase; EFO = Exame de fundo de olho; IgM = Anticorpos IgM.
RV = Razio de verossimilhanca.
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Tabela 3 — Desempenho dos testes diagndsticos em Toxoplasmose Congénita
em série — hemograma, ecografia transfontanelar, exame do liquor, exame de
fundo de olho, deteccéo de anticorpos IgM para toxoplamsose e do DNA do T.

gondii com reacdo em cadeia da polimerase.

Teste Sensibilidade Especificidade RV Positiva RV Negativa
(%) (1C95%) (%) (1C95%) (1C95%) (1C95%)
IgM e RCP 33,3 100,0 87,3 0,7
(13,0-61,3) (96,3 — 100,0) (5,1 — 1506,5) (0,5-0,9)
IgM, RCP e EFO 22,2 100,0 134,6 0,75
(3,9 -59.8) (95,7 -100,0) (1,5-12219,6) 0,5-1,1)
IgM, RCP, EFO,
ETF, LCR e HMG NO NO NO NO

HMG = Hemograma; ETF = Ecografia transfontanelar; LCR = Liquido cefalorraquidiano; RCP = Reac¢éo em
cadeia da polimerase; EFO = Exame de fundo de olho; IgM = Anticorpos IgM.

RV = Razio de verossimilhanca.

NO = Nao foram obtidos resultados devido auséncia de resultados positivos com todos os testes.
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Tabela 4 — Raz6es de verossimilhanga para os seis testes realizados para o
diagnostico de toxoplasmose congénita ao nascimento, estratificadas de acordo
com o0 numero de testes positivos.

N° de testes positivos RV (1C95%)
0 0,2 (0,1 -0,5)
1 7,9 (3,3-18.8)
2 16,9 (2,0 — 139,6)
3 ou mais* 36,4 (2,1 -6414)

* Correcdo de Agresti (Agresti A. Categorical Data Analysis, 1990)
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10 CONCLUSOES E CONSIDERACOES FINAIS

10.1 Artigo 1 - Prevaléncia de Toxoplasmose aguda em gestantes

A infecgdo congénita pelo T. gondii ocorre por transmissdo transplacentaria
quando a mae adquire a infeccdo aguda durante a gestacdo. Para a detec¢do de
doenca materna ¢ necessario o rastreamento preferencialmente antes da gestagdo para
distinguir as pacientes imunes das suscetiveis a infec¢do (1). Esta abordagem
preventiva ¢ adotada em diferentes paises como estratégias dependentes de varios
fatores, mas principalmente, da sua freqiiéncia na populacado (2).

Aspectos metodologicos

a. Delineamento

O desenho transversal foi escolhido para o célculo de uma proporgdo simples
com o objetivo de medir a prevaléncia de toxoplasmose aguda em gestantes e,
simultaneamente contemplar a factibilidade do estudo. Em termos ideais os eventos
agudos devem ser estudados a partir de estudos de coorte, quando um grupo de
individuos, expostos e ndo expostos a um determinado fator sio acompanhados por
um periodo de tempo adequado até o aparecimento ou ndo de um desfecho de
interesse (3,4). Entretanto, como o fator exposicdo e o desfecho foram coletados
simultanecamente houve algum prejuizo no estabelecimento definitivo de infeccao
aguda na gestacao e na taxa de soroconversdo, uma vez que para tal seria necessario
identificar precocemente as gestantes suscetiveis, realizar as sorologias seriadas até o
final da gestacdo para identificar, com certeza, a soroconversao. Em nosso meio, esta
situacdo nao faz parte da realidade, por varios fatores: desconhecimeno do status
sorologico em 23% dos casos antes do parto; o acesso ao servico de referéncia ocorre

com a suspei¢do diagnostica e, portanto, apds a soroconversao; a média da idade
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gestacional no momento da primeira sorologia no servico de referéncia ¢ tardia. Para
compensar esta limita¢do utilizamos os critérios estabelecidos por Lebech et al. que
permitiu distribuir as gestantes em categorias diagnosticas de acordo com a
probabilidade de doenga aguda.

O periodo prolongado de captagdo de gestantes (1998-2005) permitiu estudar
uma amostra de 41.112 gestantes, mas novas tecnologias foram introduzidas neste
periodo e, assim, poderiam ter influenciado na medida da freqiiéncia ao longo do
tempo. O estudo mostrou que a introducao do teste de avidez de IgG ndo explicou a
reducdo da freqiiéncia no periodo 2, e apontou para a hipotese de que o teste de
captura de IgM poderia explicar este efeito. Futuros estudos em uma amostra desta
populagdo poderao avaliar esta associagao.

Pode-se concluir que a prevaléncia estimada nesta populacdo foi elevada e
que esta questdao de pesquisa pode ser ampliada para a identificacdo de fatores de
risco ¢ andlise de custo-efetividade do rastreamento, para embasar e definir as

estratégias de prevencdo em gestantes usuarias do sistema publico.

10.2 Artigo 2 — Incidéncia de toxoplasmose congénita e taxa de transmissao

vertical

O objetivo principal no manejo clinico e epidemioldgico da infecgao pelo T.
gondii em gestantes ¢ identificar as pacientes suscetiveis e reduzir a ocorréncia de
infec¢do aguda, a transmissao vertical, a freqiiéncia e a gravidade das seqiielas entre

criangas afetadas (2).
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Atualmente, os pesquisadores e as autoridades em satde publica visam
responder uma questdo relacionada as estratégias preventivas com melhor custo-
efetividade em toxoplasmose congénita. Esta resposta depende de uma série de
fatores e apresenta variabilidade em diferentes populagdes. Entdo, o objetivo nesta
pesquisa foi identificar a magnitude do problema nesta populagao para fornecer
substrato aos futuros estudos que possam auxiliar no estabelecimento de estratégias
preventivas em nosso meio.

Delineamento

O estudo de coorte tem a vantagem de selecionar individuos que ainda ndo
desenvolveram o evento de interesse e, portanto, avaliar a relacao entre a exposigao e
o desfecho. Neste estudo, este desenho foi selecionado para obter o diagnostico
definitivo de toxoplasmose congénita e avaliar a taxa de transmissao vertical em dois
momentos — ao nascimento e¢ aos 12 meses de vida. Portanto, o seguimento dos
bebés permitiu apenas o estabelecimento do diagndstico e a deteccao de seqiielas,
embora a transmissao da doenga ja tivesse ocorrido intra-utero entre os afetados.

Uma das maiores fontes de erro em estudos de coorte se encontra no grau de
acuracia com que os sujeitos sdo classificados quanto a exposi¢ao e ao status de
doenca (3).

A defini¢do de caso de toxoplasmose congénita tem apoio nos critérios de
Lebech et al. e na realizagdo do padrao ouro com a medida de IgG no final do
primeiro ano de vida. Portanto, ndo apresentando problemas na acurdcia do
diagnoéstico uma vez que a amostra foi composta de 92% de bebés com diagnostico

definitivo.
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A categoria de exposi¢cdo dos bebés foi dependente da defini¢do de caso de
infec¢do aguda materna. Para tal, também adotamos os critérios de Lebech et al.,
com adaptagdes, que inclui diferentes graus de precisdo diagnostica. Como isto,
incluimos na categoria de exposicdo, aqueles bebés cujas maes apresentaram baixo
grau de suspeicao — categoria possivel. Entretanto, estariamos apenas subestimando
os resultados, pois o nimero de mulheres com infeccao aguda poderia ser menor,
aumentando ainda mais a taxa de transmissao. Por outro lado, a estratificagdo quanto
aos graus de suspei¢ao diagnostica permitiu medir a taxa de transmissdo vertical
conforme as diferentes categorias de gestantes. E demonstrou, ainda, que nao se deve
desprezar a possibilidade de toxoplasmose congénita na categoria de diagnostico
materno possivel, embora a probabilidade de doenga seja menor. Além disso,
permitiu representar a realidade das gestantes atendidas em hospital publico e, que
ainda tem o diagnoéstico tardio em servigo de referéncia e, portanto, menos preciso.

Um outro aspecto metodologico esta relacionado ao efeito das perdas. Como
observado, ndo houve diferenga entre as caracteristicas dos bebés que completaram o
seguimento, comparadas aqueles que ndo retornaram. O aspecto que deve ser
enfatizado ¢ que a taxa de transmissdo foi calculada considerando toda a populgao
incluida no inicio do seguimento, portanto, esta taxa pode ser ainda maior, o que
agrava ainda mais o quadro, pois os individuos que ndo completaram o seguimento
somente podem tornar-se casos.

Concluimos que a taxa de transmissdo vertical foi elevada, e o achado de 12
casos adicionais aos 12 meses de vida, que representam aproximadamente 40% dos
casos de toxoplasmose congénita, refor¢a a necessidade de seguimento para

estabelecer o diagnostico definitivo.
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10.3 Artigo 3 — Desempenho dos testes diagnosticos em toxoplasmose congénita

A toxoplasmose congénita ¢ uma doenca que €, geralmente, assintomatica ou
subclinica ao nascimento. Entretanto, as criancas podem desenvolver,
posteriormente, incapacidades graves, como o déficit neurologico e a coriorretinite
(1,5).

O padrao ouro para o diagnostico definitivo de toxoplasmose congénita ¢ a
persisténcia de anticorpos IgG especificos em torno de doze meses de vida, o que
determina uma definicao tardia do caso (1,6). Conseqiientemente, ¢ importante
estabelecer a acurdcia dos métodos atualmente utilizados no momento do
nascimento, ou seja, diagnostico precoce ou rastreamento, uma vez que eles se
constituem a base para a tomada de decisdes relacionadas ao tratamento dos recém-
nascidos expostos ao parasito.

Algumas doencas nao sdo candidatas adequadas para a aplicagdo de um
programa de rastreamento. Para ser apropriada para rastreamento a doenga deve ser
grave e o tratamento antes do aparecimento de sintomas deve ser mais benéfico
quanto a morbimortalidade do que se aplicado apds o seu desenvolvimento (3).
Deve-se considerar, entdo, que o tratamento do bebé com toxoplasmose congénita ao
longo do primeiro ano de vida tem importante efeito protetor quanto ao possivel
desenvolvimento de seqiielas irreversiveis, e sua recrudescéncia (7-11). Todavia, ndo
podem ser desprezados os efeitos colaterais que podem surgir com o uso de
medicamentos (1). Portanto, o manejo adequado dos recém-nascidos exige
discriminar com maior precisdo possivel os bebés doentes entre os nao doentes. Este

cenario predispde a maioria dos pediatras e neonatologistas a enfrentarem um dilema
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diante destas situacdes inconclusivas exigindo uma andlise criteriosa na interpretacao
dos testes diagnosticos em toxoplasmose congénita.

A continua proliferagdo de novas tecnologias impde constante atualizacao de
conhecimentos para avaliar estes testes e, principalmente, os artigos com enfoque
diagnostico com o objetivo de extrair a melhor informagao que eles podem fornecer

(12).

10.3.1 Aspectos metodolodgicos relacionados a validade dos resultados

Questdes primarias

a.Caracteristicas do padrio ouro:

O padrao ouro utilizado neste estudo foi, também, adotado na maioria dos
artigos publicados o que permite estabelecer as comparagdes. Adicionalmente, por se
tratar de um teste automatizado, apresenta precisdo e reprodutibilidade. A
desvantagem no seu uso ¢ que ele exige um longo tempo de seguimento o que

favorece as perdas.

b. Comparagdo independente e cega com o padrdo ouro:

Houve comparagdo independente e cega de todos os testes diagnosticos
aplicados no momento do nascimento em relacdo ao padrdo ouro. O teste de
referéncia foi aplicado de forma seriada até os doze meses de vida,
aproximadamente, sendo o seu processamento automatizado e o técnico responsavel
no setor de imunologia do hospital ndo recebia informagdes a respeito das condigdes

clinicas e resultados laboratoriais anteriores.
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c. Espectro de pacientes:

Uma das grandes dificuldades no inicio do estudo foi determinar qual o
critério de selecao das gestantes e, conseqlientemente, quais 0s recém-nascidos
expostos, considerando um cenario heterogéneo de gestantes quanto aos recursos
diagnosticos e idade gestacional no momento da investigagdo. A maioria dos estudos
adota o critério soroconversao confirmada o que promove maior precisao de seus
resultados. Optamos pelo sistema de classificagdo e definicdo de caso de
toxoplasmose aguda ¢ congénita elaborados por Lebech et al., com adaptagdes
realizadas pelos autores da pesquisa, o que permitiu estudar um espectro mais amplo
de pacientes, com diferentes graus de suspeicao diagnostica. A justificativa para a
adequacdo dos critérios utilizados tem como base a introducao de novas tecnologias
diagnosticas como o teste de avidez de IgG. Assim obtivemos trés categorias
diagnosticas para a infecgdo aguda por T. gondii em gestantes: definitiva, provavel e
possivel obtendo trés niveis de precisdo diagnoéstica. Isto poderia influenciar os
resultados dos testes avaliados. A inclusdo de recém-nascidos cujas maes
apresentaram diagnostico possivel poderia aumentar a propor¢ao de recém-nascidos
nao doentes, quando na realidade se tratariam de bebés cujas maes poderiam nao ter
a doenca aguda no momento da gestacdo. Para controlarmos este possivel viés de
selecdo poderiamos avaliar o desempenho dos testes estratificando por grupos de
acordo com os trés niveis de probabilidade de infeccdo aguda materna, o que foi
inviabilizado devido ao pequeno tamanho da amostra. Entdo, quando incluimos uma
amostra que abrange um espectro tdo amplo quanto aos diferentes graus de suspei¢ao
diagnoéstica permitimos a aplicabilidade e a reprodutibilidde na pratica clinica

considerando a clara definicdo dos critérios adotados no estudo. E importante
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salientar que observamos a transmissdo da doenca mesmo na categoria de

diagnostico possivel o que refor¢ou a sua inclusdao na populagao em estudo.

Questoes secundarias

a. Os resultados dos testes aplicados no momento do nascimento
influenciaram na decisao de realizar o padrao ouro?

Todos os bebés em acompanhamento ambulatorial realizaram o teste de
referéncia até que seus resultados fossem ndo reagentes ou persistentemente
reagentes apds os doze meses de vida, independente do resultado dos testes iniciais, o
que evitaria “verification bias”. Mas houve um grupo de recém-nascidos (32%) que
ndo retornou para o acompanhamento, impedindo a realizagdo do “teste de
referéncia” e definicao do caso. Embora esta propor¢ao de casos ndo seja pequena, as
suas caracteristicas sdo semelhantes ao grupo de bebés com seguimento, portanto, ¢
improvavel que as propriedades dos testes possam ser diferentes nesta subpopulagao.
Além disso, as perdas no seguimento ndo estavam relacionadas ao fator exposi¢cao ou

desfecho (3).

b. Descri¢ao dos detalhes metodologicos:

Os testes mais enfatizados no estudo foram a deteccdo de anticorpos IgM
especificos ¢ do DNA do T. gondii com RCP-Nested. Foi importante detalhar a
confirmagdo dos resultados positivos de IgM apds os 5 dias de vida e a introducao de

tratamento empirico somente apods a coleta de sangue do RN para RCP-Nested.



10 CONCLUSOES E CONSIDERACOES FINAIS 173

Para que possamos avaliar o desempenho diagnostico de um teste
primeiramente deve-se estabelecer um critério de positividade, o que foi
contemplado, principalmente, em relagdo aos valores de referéncia para a deteccao
de anticorpos IgM-MEIA ¢ IgG-MEIA, quantitativos. O resultado da RCP-Nested ¢

apresentado pelos laboratorios utilizados como positivo ou negativo.

10.3.2 Aspectos metodologicos relacionados aos resultados do estudo — acuracia

A evidéncia da importancia de um exame diagndstico depende do grau de sua
acuracia em distinguir entre o grupo com e sem a doenga-alvo, tanto em termos dos

conceitos sensibilidade e especificidade, quanto em razdes de verossimilhanca (12).

a. Sensibilidade e Especificidade

Colocando a énfase na detecg¢do de anticorpos IgM especificos e RCP-Nested
observamos que houve baixa sensibilidade para ambos. Por outro lado se mostraram
mais uteis pelas suas especificidades. Assim, quando os testes sdo altamente
especificos, como observado nesta pesquisa, os resultados positivos fazem
acuradamente o diagndstico (12). Se considerarmos que o contexto para rastreamento
de toxoplasmose congénita exige testes de alta sensibilidade, podemos concluir que
este grupo de exames ainda ndo ¢ suficientemente acurado para excluir
definitivamente o diagnostico no momento do nascimento. Portanto, os testes foram
uteis para discrimar doentes quando os seus resultados foram positivos, mas os
resultados negativos ndo puderam excluir o diagnostico, devido as suas baixas

sensibilidades.
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b. Razoes de verossimilhanca

As razdes de verossimilhanga sdo alternativas estatisticas para sumarizar a
acuracia diagnostica que tem varias propriedades particularmente poderosas que as
tornam mais uteis clinicamente do que as outras estatisticas, e por isso foram mais
enfatizadas no artigo (15).

Cada teste tem suas proprias razdes de verossimilhanca, que sumariza quantas
vezes € mais (ou menos) provavel que os pacientes tenham a doenca com
determinado resultado de um teste, quando comparados aqueles sem a doenga (15).

Outra vantagem na utilizagdo de razdes de verossimilhanga ¢ que se torna
possivel medir a magnitude desta mudanca da probabilidade pré-teste em relagao a
pos-teste. Quanto mais distante do 1 for seu resultado, mais forte ¢ a evidéncia para
a presen¢a ou auséncia de doenca. Além disso, as razdes de verossimilhanca sdao
razoes de probabilidades e podem ser tratadas da mesma forma como risco relativo
para o calculo dos intervalos de confianga (15). A partir dos intervalos de confianga
alargados encontrados na pesquisa, observamos a limitada amostra estudada, o que
determinou maior imprecisdo das estimativas. A expectativa ¢ de que futuros estudos
com métodos estatisticos mais robustos como a metanalise possam proporcionar

maior precisao destes achados.

10.3.3 Aspectos praticos dos testes estudados

a. Reprodutibilidade, disponibilidade, acuracia:

O processamento do método MEIA para a detec¢do de anticorpos IgM e IgG

especificos nao depende da avaliagdo de observadores, portanto, ndo foi necessario
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avaliar a sua concordancia. E um teste automatizado, reprodutivel, considerando esta
caracteristica, e adaptado para grandes rotinas. O aparelho deve ser periddicamente
calibrado e o laboratorio dispde de amostras para realizar o controle de qualidade,
também, periodicamente.

No laboratoério do Hospital Nossa Senhora da Conceigdo ainda nao € possivel
realizar o teste de deteccdo do DNA do T. gondii com Polymerase Chain Reaction,
portanto, durante o periodo de estudo (1998-2005), este teste foi realizado em trés
diferentes laboratorios externos. Consideramos uma importante limitagdo do estudo
relacionada a especificidade do teste, uma vez que observamos resultados falso-
positivos. Varios autores tém relatado a importancia de aderir rigorosamente aos
protocolos quando se utilizam métodos moleculares para o diagnostico enfatizando
que resultados falso-positivos sdo evitados com técnica apropriada (15). Yera H et al.
relatam as vantagens na utilizacdo da biologia molecular para diagnostico de
infec¢des por protozodrios — ndo requer grandes amostras, ¢ rapido e permite associar
genotipos com viruléncia e, consequentemente, ampliar nossos conhecimentos sobre
a transmissao da doenca. Acrescenta que os altos custos e a falta de padronizagao de
kits diagnosticos resultando em resultados discrepantes entre laboratdrios, podem
limitar o seu uso (17).

Concluimos que houve limitagdo na interpretagdo dos resultados devido as
caracteristicas inerentes da técnica RCP-Nested que apresenta prejuizo na sua
reprodutibilidade com conseqiiente aparecimento de resultados falso-positivos. Além
disso, o fato de utilizarmos trés laboratérios diferentes pode também ter colaborado
para a imprecisdo dos resultados. Um estudo multicéntrico europeu para testar a

técnica em amostra de liquido amnidtico, também identificou as mesmas
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dificuldades, com prejuizo significativo na especificidade do teste ao comparar o
desempenho deste conforme os nove diferentes centros (P<0,001) (18).

Pelloux H et al. também detectaram a falta de homogeneidade entre os
protocolos de RCP ao comparar seu desempenho em liquido amnidtico em 15
laboratdrios europeus incluidos no estudo e reforcam a necessidade de um controle
de qualidade externo para estabelecer e manter a acuracia de teste diagndstico com

base em RCP (19).

b. Os resultados dos testes mudam o manejo dos pacientes?

Considerando o menor valor do intervalo de confianga de 95%, observamos
que a probabilidade de doenga na presenca de IgM-MEIA reagente ou RCP-Nested
positivo ¢, no minimo, 7 ¢ 3 vezes maiores do que a probabilidade de toxoplasmose
congénita quando seus resultados sao negativos, respectivamente. A magnitude
destes efeitos ¢ moderada e pequena, mas as vezes importante, respectivamente.

Atualmente, existem protocolos que sugerem o tipo de tratamento empirico
com base em critérios diagnodsticos maternos e clinicos do recém-nascido. Porém,
devemos considerar que existe um grupo de recém-nascidos assintomaticos, com
diagnostico materno de infeccdo aguda inconclusivo (critério provavel e possivel) e
que seria beneficiado com a aplicacdo do teste I[gM-MEIA e RCP-Nested, que
modificariam significativamente a probabilidade de doenga na presenga de resultado
reagente. Entdo, poderia-se inferir que a escolha entre um tratamento mais efetivo,
mas que ao mesmo tempo predispde com maior freqiiéncia aos efeitos adversos,
poderia ser escolhido na presenga de resultados positivos dos testes que apresentaram

a maxima razdo de verossimilhanga positiva - [gM-MEIA, EFO ¢ RCP-Nested. Mas
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deve-se enfatizar que seus resultados negativos, isoladamente, ndo afastam com
seguranca a possibilidade de auséncia de doenga, principalmente, quando ¢ realizado
tratamento materno durante a gestacdo. Por outro lado, observamos que a presenca
de resultados negativos nos seis testes sugere o uso de um esquema de tratamento
menos efetivo, mas tamb&ém menos agressivo quanto aos efeitos colaterais, até que se
comprove definitivamente a auséncia de doenga (RV=0,2; IC 95%:0,1 —0,5).

Em resumo, a aplicabilidade dos resultados encontrados no estudo se encontra
na escolha do tratamento empirico no momento do nascimento, considerando a baixa
sensibilidade dos testes estudados.

Finalmente, apesar das limitagcdes relacionadas as baixas sensibilidades dos
testes estudados, o rastreio pré-natal, com a identificacdo de gestantes com infec¢ao
aguda permite a identificacdo dos bebés expostos ao T. gondii. Portanto, permite que
os casos inicialmente falso-negativos sejam definidos como doenca congénita com o
seguimento até os 12 meses de vida. Esta possibilidade ndo seria vivavel com o

ratreamento neonatal isolado.
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ANEXO A - PROJETO DE PESQUISA

Prevaléncia de Toxoplasmose Aguda em gestantes,
Incidéncia de Toxoplasmose Congénita e
Desempenho de Testes Diagndsticos em Toxoplasmose Congénita

1. Introducéo

O Toxoplasma gondii pode determinar infeccdo fetal através de passagem
transplacentaria quando a mae adquire infec¢do durante a gestagdo ou, menos
comumente, quando  mulheres cronicamente  infectadas tém  um

imunocomprometimento importante (1,2).

1.1. Magnitude do problema

A incidéncia de toxoplasmose durante a gestagdo ¢ variada em diferentes
populacdes e foi estimada numa faixa de trés a seis casos por 1.000 nativivos nos
paises de alto risco e de um a dois casos por 1.000 nativivos nos paises de baixo risco
(3).

A freqiiéncia de toxoplasmose congénita varia entre 0,1/1.000 nascimentos
nos Estados Unidos (4), 0,42/1.000 nascimentos na Dinamarca (5) e até 1,9 a
3,2/1.000 em Paris (1).

Na populacdo de gestantes do Hospital Nossa Senhora da Concei¢do, em
Porto Alegre, inicialmente foi identificada a prevaléncia de soropositividade para
toxoplasmose atingindo 59,8% (IC95%:57,0%-62,5%). Este dado sugere que as
gestantes suscetiveis estdo expostas a um elevado risco de infeccdo aguda

considerando a alta prevaléncia nesta populagdo, semelhante a Franca (6). Outro
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estudo aponta prevaléncia de soropositividade para toxoplasmose em gestantes, tao

elevada quanto 74,5% na regido noroeste do Rio Grande do Sul (7).

1.2. Transcendéncia

A morbidade observada, como conseqiiéncia da infec¢do congénita, ¢ o dano
neurologico tal como hidrocefalia ou microcefalia, retardo neuropsicomotor e
epilepsia, ou déficit visual progressivo e irreversivel em qualquer época da vida
(1,4,8).

Um dos problemas da toxoplasmose congénita ¢ que a forma de manifestagao
mais comum ¢ subclinica ao nascimento em 76% dos casos observados em um
periodo de seguimento de seis meses a quatro anos (1,8,9).

Portanto, o diagndstico da toxoplasmose congénita depende inicialmente do
rastreamento sorologico em gestantes para identificar ocorréncia de soroconversao e

posteriormente proceder a avaliacao diagnostica do recém-nascido.

1.3. Vulnerabilidade

O objetivo do rastreamento em gestantes ¢ instituir medidas de prevengao
primaria para mulheres soronegativas promovendo uma reducao de 63% nas taxas de
soroconversao (10) e assegurar o diagndstico precoce e tratamento da gestante com
infec¢@o aguda para prevenir a ocorréncia e a gravidade das seqiielas (11).

E amplamente aceito que os rastreamentos, como agdes preventivas
secundarias, devem ser direcionados a problemas de satde freqiientes e graves. A
importancia do problema em satde esta, intimamente, relacionada com sua

freqiiéncia na populacao (10). Assim, ¢ fundamental que se conhega a prevaléncia da
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toxoplasmose aguda em gestantes da nossa populagao para estimar a magnitude do
problema e permitir a avaliacao das estratégias diagnosticas adotadas até o momento

no diagndstico de toxoplasmose congénita (12).
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2. Justificativa

O desenvolvimento deste projeto tem como base aspectos que envolvem as
estratégias preventivas em toxoplasmose congénita. Estas medidas tém como
objetivo reduzir a incidéncia de infeccdo aguda na gestagdo, detec¢do precoce e
institui¢ao de tratamento na gestante e no recém-nascido. Conseqiientemente haveria
redu¢do da transmissdo vertical, da ocorréncia de seqiielas freqiientes como as
oculares e neuroldgicas, bem como a gravidade destas (10).

Um dos maiores problemas para a implementacdo da abordagem preventiva
da doenca ¢ que o custo para diagnostico e tratamento ¢ elevado e as evidéncias dos
beneficios das intervengdes sdo limitadas a categoria de recomendacgao intermediaria
(categoria B). Embora os autores que defendem a sua implementagdo argumentem
que estas evidéncias ja sdao suficientes, pois os estudos disponiveis mostraram, a
partir de analise multivaridvel, a redu¢ao da freqiiéncia e gravidade das seqiielas,
mesmo sem reducdo da transmissao vertical com a institui¢ao do tratamento materno
(13,14,15). Além disso, ja foram implantados outros programas de rastreamentos
perinatais que apresentam incidéncia semelhante a toxoplasmose congénita (Tabela
1). A diferenga se observa no tempo mais prolongado para o aparecimento das
seqiielas da toxoplasmose congénita, que ocorrem em torno de 10 a 15% das criangas
afetadas ao nascimento. Entretanto, aproximadamente 50% das criangas afetadas

perdem a acuidade visual em torno dos 18 anos de idade (14).
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Tabela 1 - Programas de rastreamentos perinatais

Doenca Incidéncia Sequelas Possibilidades Resultados do

de tratamento tratamento
Fenilcetontria 1/6.000 a 1/15.000  Grave retardo Restri¢do da Prevengdo de
neonatal mental ingestdo de doenca

fenilcetonuria neurologica em
criangas tratadas

Fibrose cistica 1/2.000 a 1/4.000  Doenga pulmonar Tratamento Aumento da
neonatal (caucasianos) cronica precoce das sobrevida*
complicagdes
Insuficiéncia pulmonares
pancredatica
Hipotireoidismo 1/4.000 Retardo mental Tiroxina Melhor
neonatal crescimento e
desenvolvimento
intelectual

* Segundo Reis FJC et al. Fibrose Cistica. J Pediatr. (Rio J.). 1998;74 (Supl.1):S76-S94.

O desempenho de testes diagnosticos em recém-nascidos logo apos o
nascimento ndo mostra, também, um desempenho suficiente. E com a institui¢ao de
tratamento empirico aos bebés, sdo expostos aos efeitos colaterais das medicagdes. A
sensibilidade para IgM atinge 40% aproximadamente, ao nascimento (16). Portanto,
ainda ¢ necessario longo periodo de seguimento destes bebés para afastar ou
determinar o diagndstico definitivo a partir do desaparecimento de anticorpos IgG,
considerado como padrio ouro. Este evento costuma ocorrer entre 8 a 12 meses de
vida. Pretende-se avaliar, com este estudo, a detec¢do de DNA do Toxoplasma a
partir do teste reacdo em cadeia da polimerase, que foi pouco estudado em amostras
séricas e liquoricas dos recém-nascidos.

No Brasil ainda ndo foram oficialmente implantadas estratégias preventivas
para reducdo da toxoplasmose congénita e, ainda ndo existe um programa de
vigilancia epidemiologica da doenga para avaliarmos a magnitude do problema no

pais.
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A partir do conhecimento da prevaléncia de toxoplasmose aguda em
gestantes, da incidéncia de toxoplasmose congénita e avaliacdo do desempenho de
testes diagnosticos em recém-nascidos, que sumariza os objetivos deste estudo ¢
possivel obter elementos que permitirdo realizar estudos de custo-efetividade no
nosso meio. Assim pretende-se auxiliar no estabelecimento das estratégias mais
apropriadas a populacdo de gestantes atendidas no Sistema Unico de Saude, no

municipio de Porto Alegre.
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3. Objetivos

3.1. Objetivo Geral
- Medir a incidéncia de Toxoplasmose Congénita e taxa de transmissao
vertical em recém-nascidos na maternidade do Hospital Nossa Senhora da

Conceicao.

3.2. Objetivos Especificos

- Medir a prevaléncia de Toxoplasmose Aguda em gestantes utilizando testes
enzimaticos.

- Identificar possiveis associagdes entre presenga de Toxoplasmose
Congénita e fatores maternos como variaveis preditoras: momento do diagnostico
materno e realizagdo de tratamento durante a gestagao.

- Avaliar o desempenho dos testes utilizados para diagnostico de
toxoplasmose congénita quanto a sensibilidade, especificidade e razdes de

verossimilhanca.
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4. Planejamento da pesquisa

4.1. Delineamento

Sera realizado um estudo transversal para medir a prevaléncia de
toxoplasmose aguda na gestacao, seguido de estudo de coorte historico para estimar a
incidéncia de toxoplasmose congénita. Assim, a partir da identificagdo da populagdo
de gestantes com toxoplasmose aguda serdo selecionados todos os seus recém-
nascidos para seguimento durante um periodo de 12 meses, para realizar o
diagnostico definitivo com a medida de IgG sérica especifica para toxoplasmose
considerada como padrdo-ouro. Serd avaliado, entdo, o desempenho de testes
diagnosticos utilizados como rastreamento, logo apds o nascimento. Sera estimada,

também, a taxa de transmissao vertical de toxoplasmose em recém-nascidos.

4.2. Critérios de incluséo

- Recém-nascidos de maes que apresentaram teste soroldgico para
toxoplasmose com indices de [gM persistentemente reagentes durante a gestagdao ou
soro reagente no momento do parto, na auséncia de teste sorologico durante o pré-
natal, no periodo de outubro de 1998 a dezembro de 2005.

- Recém-nascidos de maes que apresentaram teste sorologico para
toxoplasmose com indices de IgM reagentes durante a gestagdo e baixa avidez de
IgG ou, ainda, alta avidez de IgG, quando realizada apds 16 semanas de idade

gestacional.
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- Recém-nascidos que apresentaram sinais clinicos ou laboratoriais
compativeis com toxoplasmose congénita, independente dos testes sorologicos

iniciais.

4.3. Critérios de exclusdo
- Recém-nascidos de maes HIV positivas.
- Recém-nascidos de maes com IgM soro reagente durante a gestagdo, mas

com alta avidez de IgG até 16 semanas de gestacao.

4.4. Amostra

Os célculos de amostra, para cada objetivo do estudo, foram realizados com
base em estudo prévio realizado entre outubro de 1998 e fevereiro de 2001.

De um total de 16.174 nascimentos ocorridos neste periodo, foram
identificados 114 RNs cujas maes apresentaram indices de IgM persistentemente
reagentes durante a gestacdo ou reagentes no momento do parto, sugestivos de
toxoplasmose aguda na gestacdo. A prevaléncia de gestantes com anticorpos IgM
reagentes foi de 7,3 para cada 1000 gestantes (1C95%:5,9-8,6/1000). 15 RNs
preencheram os critérios para diagndstico de infeccdo congénita ao nascimento. A
prevaléncia de toxoplasmose congénita identificada foi de 0,9/1000 (1C95%:0,54-
1,49/1000). Destes, 54 RNs ndo retornaram para acompanhamento ambulatorial e
assim, por enquanto, os demais 60 constituiram o grupo basico que compos a coorte
deste estudo prévio. Tabela 1.

Para avaliar o efeito do momento do diagnostico materno quanto a idade

gestacional na taxa de transmissao vertical foram utilizados dados da literatura: 29%
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(IC 95%: 25%-33%), no estudo desenvolvido por Dunn et al. na Franca, entre 1987 e

1995.

4.4.1. Célculo amostral para medir a prevaléncia de toxoplasmose aguda em
gestantes

Considerando os dados do Arquivo Médico da institui¢do, foram registrados
35.966 partos de RNs vivos entre outubro de 1998 ¢ dezembro de 2004. Todas as
gestantes foram testadas quanto a sorologia para toxoplasmose. Com base no estudo
prévio, que estimou uma prevaléncia de toxoplasmose aguda em gestantes de
7,3/1000, e considerando intervalo de confianca de 95% e diferenca maxima
aceitavel de 0,1/1000 o tamanho de amostra calculado foi de 31.595 gestantes (PEPI

version 4.0. PM Gahlinger & JH Abramson 1993-2001).

4.4.2. Célculo amostral para medir a prevaléncia de toxoplasmose congénita
Considerando, ainda, os dados do Arquivo Médico da instituicdo, com
registro de 35.860 nascimentos entre outubro de 1998 e dezembro de 2004 e com
base no estudo prévio, que estimou uma prevaléncia de toxoplasmose congénita de
1/1000, e considerando intervalo de confianca de 95% e diferenga maxima aceitavel
de 0,1/1000 o tamanho de amostra calculado foi de 18.457 recém-nascidos (PEPI

version 4.0. PM Gahlinger & JH Abramson 1993-2001).

4.4.3. Célculo amostral para medir a sensibilidade e especificidade dos testes
utilizados para diagnoéstico de toxoplasmose congénita

O padrao ouro utilizado ¢ a medida de concentracdo de IgG entre 8 e 12
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meses de idade. Espera-se que um bebé infectado tenha concentragdes iguais ou mais
elevadas nesta idade quando comparadas as concentracdes de IgG ao nascimento.
Conseqlientemente o bebé ndo infectado apresentaria IgG para toxoplasmose soro
nao reagente neste periodo, afastando definitivamente o diagnostico de toxoplasmose
congénita.

Os testes utilizados para estabelecer o diagnostico de toxoplasmose congénita
logo ap6s o nascimento sdo dosagem de IgM para toxoplasmose (método MEIA) e
RCP (reacdo em cadeia da polimerase) sérica.

Com base no estudo prévio, com uma amostra de 60 recém-nascidos, foram
realizados os seguintes céalculos amostrais com estimativas individualizadas para
cada teste.

- Dosagem de IgM para toxoplasmose congénita:

Esperando encontrar que 60% dos pacientes com toxoplasmose congénita
tenham resultados positivos estima-se que 40 recém-nascidos com infec¢do serao
necessarios para estimar uma sensibilidade de 60% com margem de erro de 16% e
um intervalo de confianca de 95% para testar o desempenho deste exame.

Para avaliar a especificidade sera considerada margem de erro aceitavel de
8%. Conforme célculo abaixo, a amostra necessaria ¢ de 56 pacientes, considerando
uma especificidade de 90%.

O erro padrio refere-se a precisdo da estimativa da sensibilidade e
especificidade. O erro padrao de uma proporg¢ao € estimado através da formula:

EP(p) =Vpxq/n

4 =V90x10/n

n=>56
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- Detecgdo do DNA do Toxoplasma gondii em amostra sérica (RCP —
reacao em cadeia da polimerase):

Esperando encontrar que 30% dos pacientes com toxoplasmose congénita
tenham resultados positivos estima-se que 43 recém-nascidos com infec¢do serao
necessarios para estimar uma sensibilidade de 30%, com margem de erro de 14% e
um intervalo de confianca de 95% para testar o desempenho deste exame.

Para avaliar a especificidade sera considerada margem de erro aceitavel de
8%. Se considerarmos especificidade de 95%, a amostra necessaria ¢ de 30 pacientes

com toxoplasmose congénita.

4.44. Célculo amostral para medir a taxa de transmissdo vertical de
toxoplasmose

Considerando uma taxa de transmissdo vertical de 30%, fixando-se oc = 0,05
e B = 0,20 estimou-se um tamanho amostral minimo de 100 recém-nascidos.
Aceitou-se erro padrdo de 4,5% e margem de erro de 9%, para estimar o parametro
de taxa de transmissdo vertical (entre 21 e 39%). No presente estudo, se for
considerada uma taxa de transmissao vertical de 30%, se obterd aproximadamente os
seguintes resultados:

EP(p) =V 30x 70/ 100 = 4,5%

Intervalo de confianga de uma propor¢ao =p + 1,96 x EP

Margem de erro = 2 x EP = 9%.

Os célculos de tamanho da amostra podem ser observados na tabela 2.
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Tabela 2. Célculo do tamanho de amostra para medir prevaléncia de toxoplasmose
congénita, de toxoplasmose aguda em gestantes, para avaliar desempenho de testes
diagnosticos e medir taxa de transmissao vertical, considerando intervalo de

confianga de 95%.
Diferenca Erro Resultado  Amostra  Amostra
maxima Padrao estudo calculada fixa
(%) prévio
Prevaléncia de TC 0,1/1000 - 1/1000 31423 34225
Prevaléncia de TA 0,1/1000 - 7,3/1000 33791 34225
Desempenho dos
testes
IgM
Sensibilidade - 8 60% 40 30
- 4 90% 56 215
Especificidade
RCP
Sensibilidade - 7 30% 43 30
- 4 95% 30 215
Especificidade
Taxa de transmissao - 4,5 30% 100 121
vertical

4.4.5. Célculo amostral para avaliar associagoes:

- Efeito do tratamento materno na taxa de transmissdo vertical de
toxoplasmose

Como o numero de participantes disponiveis para o estudo ¢ limitado para
estimar o tamanho do efeito, fixando-se a = 0,05 ¢ B = 0,10 ¢ se o desvio padrio
esperado na taxa de transmissdo vertical ao comparar as médias de tempo de
tratamento for de 5 pontos no grupo com toxoplasmose congénita € no grupo sem

toxoplasmose congénita utilizou-se a tabela para calculo do tamanho de amostra
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(Hulley & Cummings, 2003), obtendo-se 28 pacientes em cada grupo para detectar
um tamanho de efeito de 0.80.

Inicialmente a comparagao estabelecida seria medir a taxa de transmissao vertical
entre recém-nascidos de maes com tratamento para toxoplasmose na gestacdo e entre
recém-nascidos de maes que ndo realizaram tratamento (variavel dicotdmica). Entretanto,
para aumentar o poder do estudo devido a amostra fixa, foi estabelecido como objetivo a

comparagao entre médias de tratamento entre os dois grupos.

- Efeito da idade gestacional no momento da infecgdo materna na taxa de
transmissao vertical de toxoplasmose

Considerando uma taxa de transmissao vertical de 72% na 36* semana,
fixando-se o« = 0,05 e B = 0,20 estimou-se um tamanho amostral minimo de 100
recém-nascidos. Aceitou-se erro padrdo de 4,5% e margem de erro de 9%, para

estimar o parametro de taxa de transmissao vertical no final da gestacao.

4.5. Medidas

Seré utilizado um banco de dados no programa ACCESS do ambulatério de
referéncia em toxoplasmose congénita, contendo as seguintes variaveis:
Dados maternos:

- Identificag¢do: nome, registro.

- Procedéncia: foi considerada como regido metropolitana de Porto Alegre a
composi¢do de 31 municipios, incluindo Porto Alegre, distantes no maximo a 79Km
da capital — Alvorada, Cachoeirinha, Campo Bom, Canoas, Estancia Velha, Esteio,

Gravatai, Guaiba, Novo Hamburgo, Porto Alegre, Sao Leopoldo, Sapiranga,
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Sapucaia do Sul, Viamao, Eldorado do Sul, Glorinha, Nova Hartz, Dois Irmaos,
Ivoti, Parobé, Portao, Triunfo, Charqueadas, Nova Santa Rita, Ararica, Montenegro,
Taquara, Sao Jeronimo, Santo Antonio da Patrulha, Arroio dos Ratos e Capela de
Santana.

- Dados maternos gerais: idade, escolaridade, data do parto, local do pré-
natal.

- Dados soroldgicos: resultados dos exames sorologicos para toxoplasmose
(IgG/IgM), quando (idade gestacional em semanas) e onde coletou. Resultado do
teste anti-HIV.

- Tratamento materno realizado:

Esquema 1: espiramicina

Esquema 2: sulfadiazina + pirimetamina + 4cido folinico
- Tempo de tratamento: em meses.

Dados do RN:

- Identificacao: nome, registro.

- Data de nascimento

- Peso de nascimento: medido como varidvel continua em gramas

- Classificagcdo quanto ao peso e idade gestacional: AIG, PIG, GIG

- Idade gestacional: avaliada pelo método de Capurro, em semanas.

- Sexo

Exames para avaliagdo do RN:

- Hemograma com plaquetas

- Exame completo do liquido céfalorraquidiano

- Ecografia transfontanelar
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- Avaliacdo oftalmoldgica
- Sorologia para toxoplasmose (IgG e IgM) - Método MEIA
- Reagdo em cadeia da polimerase para toxoplasmose no sangue — Método

Nested.

4.6. Logistica

4.6.1. Populacao em estudo:

Recém-nascidos atendidos na maternidade do Hospital Nossa Senhora da
Conceigdo, cujas maes apresentaram teste soroldgico para toxoplasmose com indices
de IgM persistentemente reagentes durante a gestacdo ou no momento do parto, na
auséncia de teste soroldgico durante o pré-natal.

Periodo do estudo: a partir de outubro de 1998 até dezembro de 2005, para
inclusdo no estudo com acompanhamento até¢ 8 a 12 meses de idade, ou em menor

tempo, se houver concentracao de IgG soro nao reagente.

4.6.2. Instrumento para coleta de dados:

Ser4 utilizado banco de dados em ACCESS do ambulatorio de referéncia em
toxoplasmose congénita e dados de prontudrios das gestantes apds atendimento no
Centro Obstétrico do hospital.

A maioria das informagdes coletadas esta contida em questdes fechadas, com

codificacdo das respostas.
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4.6.3. Coleta de dados:

- O banco de dados foi desenvolvido pela pesquisadora desde outubro de 1998.
Algumas informag¢des que nao estavam disponiveis, por falta de retorno dos
pacientes, foram resgatadas em prontuario hospitalar e/ou computador da
unidade. Sera realizado contato telefonico ou por carta registrada com aquelas
maes de pacientes que nao retornaram as consultas de acompanhamento.

- Inicialmente serdo identificadas todas as gestantes com suspeita de toxoplasmose
durante a gestacdo, atendidas na maternidade do HNSC a partir de outubro de
1998 até dezembro de 2005, utilizando como documento fonte a planilha de
doencgas de notificagdo compulsoéria. Esta planilha ¢, habitualmente preenchida
pelos médicos pediatras da Unidade Neonatal da maternidade do HNSC.

- Seré realizada revisao de todos os prontuarios das gestantes e recém-nascidos
identificados e serdo selecionados aqueles recém-nascidos cujas maes
preencheram os critérios para inclusao no estudo.

- Os dados de exames laboratoriais e radiologicos do RN, coletados logo apos o
nascimento, serdo preenchidos conforme resultados armazenados em sistema
informatizado do hospital.

- Conforme protocolo da instituicdo, apds inicio do tratamento empirico, quando
necessario, estas criangas sao acompanhadas no ambulatorio, através de testes
sorologicos seriados para afastar ou estabelecer diagndstico definitivo, o que

ocorre, geralmente, do 8° ao 12° més de vida (Anexo 2).
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4.6.4. Treinamento:

- Serd apresentado o projeto de pesquisa ¢ o formuldrio do banco de dados a
médica residente em Pediatria, com area de concentragdo em neonatologia. E
cada item do formulario com sua interpretacdo e codificacdo serd amplamente
discutido. As duvidas serao esclarecidas pela pesquisadora.

- Estudo prévio: Ja foi elaborado no periodo de outubro de 1998 a fevereiro de
2001. A analise preliminar permitiu calcular o tamanho amostral para
associagoes.

- A equipe de trabalho ¢ formada pela médica residente, 1 bioquimica da area de
imunologia para apoio nas questdes que surgirem relacionadas aos testes
soroldgicos, 1 assistente social e 1 médica da area de ginecologia e obstetricia.
Sera realizada reunido mensal com a equipe para discussao da coleta de dados,

em andamento.

4.6.5. Controle de qualidade:

Pesquisas com enfoque diagnodstico sdo validas quando promovem a
comparacao dos testes em estudo com um teste considerado padrao ouro. Neste caso,
o desempenho da RCP em amostra sérica serd comparado a dosagem de IgG por
método enzimatico realizado entre 8 ¢ 12 meses de idade. Esta ultima dosagem, isto
¢ a presenca de anticorpos IgG, ¢ considerada definitiva no diagnostico de
toxoplasmose congénita. Por outro lado a auséncia de anticorpos IgG nesta faixa
etaria afasta o diagnostico em questdo. Outro cuidado para preservar a validade do
estudo € que apenas o pesquisador principal terd acesso aos resultados dos exames de

RCP sérica permitindo uma comparacdo cega entre os testes. Além disso, as
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requisi¢des para solicitacdo deste exame seguem um padrao onde nao se registram
resultados de outros testes que poderiam influenciar na decisdo do examinador

quanto ao resultado da RCP, teste que sera avaliado.

4.6.6. Analise e processamento dos dados:

Os dados serao analisados utilizando o programa SPSS.

Inicialmente sera estimada a prevaléncia de toxoplasmose aguda na gestacao
e de toxoplasmose congénita através do calculo de uma proporcao simples e seu
intervalo de confianca de 95% baseado na distribui¢do binomial.

A validacao dos testes diagnosticos (IgM e RCP séricos) sera feita contra a
sorologia IgG para toxoplasmose pelo método MEIA, considerada o padrao-ouro. O
padrao ouro ¢ um teste automatizado, o que favorece sua reprodutibilidade, ¢ um
teste independente, exige um tempo adequado de seguimento e ¢ realizado pela
equipe do setor de imunologia, que desconhece as demais condig¢des clinicas e
laboratoriais do recém-nascido (cegamento) (17).

O desempenho dos testes contra o padrdao-ouro podera ser avaliado a partir de
das propriedades: sensibilidade, especificidade, razoes de verossimilhanga (positiva e
negativa) com seus respectivos intervalos de confianca de 95% (17).

Sensibilidade = [ A/(A+C)]

Especificidade = [ D/(B+D)]

Razao de Verossimilhanga Positiva = Sensibilidade / (1 — Especificidade)

Razao de Verossimilhanca Negativa = (1 — Sensibilidade) / Especificidade
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As propriedades de um teste diagnéstico ou rastreamento sao descritas usando
sensibilidade, especificidade, e valores preditivos. Razdes de verossimilhanga
(Likelihood ratios) sdo estatisticas alternativas para sumarizar acuracia diagndstica e
que podem ser muito uteis na pratica clinica. Cada teste tem sua prépria razdo de
verossimilhanca que sumariza o quanto ¢ mais (ou menos) provavel para o paciente
ter a doenga com um determinado resultado do teste em relagdo aos pacientes sem a
doenga. E a razio da probabilidade de um resultado de teste especifico entre
individuos que tem a doenga em relagao a probabilidade deste resultado entre os que
nao tem a doenga. Likelihood ratio maior do que 1 indica que o resultado ¢ associado
com presenca de doenga enquanto que likelihood ratio menor do que 1 indica que o
resultado do teste é associado com auséncia de doenca. Likelihood ratios sao razoes
de probabilidades e podem ser tratados da mesma forma como risco relativo para o

calculo de intervalos de confianca.

4.6.7. Periodo do estudo:
Serao incluidos pacientes atendidos na maternidade do HNSC entre outubro

de 1998 a dezembro de 2005.
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5. Questdes Eticas

Sera assinado termo de compromisso pelos pesquisadores para utilizagcdo de
dados coletados em prontudrios, referentes a pacientes atendidas no Hospital Nossa
Senhora Conceigdo. As informagdes serao utilizadas tnica e exclusivamente com
finalidade cientifica preservando-se o anonimato das pacientes (Anexo 3).

Sera aplicado Termo de Consentimento Livre e Esclarecido para as maes de
recém-nascidos que ndo compareceram as consultas de acompanhamento, e que

retornardo apos contato telefonico ou por carta.

6. Cronograma Basico

- Preparagao: Margo a Junho/2004

- Sele¢ao e treinamento: Junho/2004

- Coleta de dados: Julho/2004 a Agosto/2005

- Processamento de dados: Margo a Agosto/2005

- Andlise: Setembro a Novembro/2005
- Redagao: Dezembro/2005 a Julho/2006
- Apresentacdo: Outubro/2006

7. Recursos necessarios

- Computador, impressora, disquetes ¢ material de escritorio serdo fornecidos pelo
pesquisador, bem como despesas com cartas e contatos telefonicos.

- Testes diagnosticos para toxoplasmose congénita sdo realizados de rotina na

Unidade Neonatal do HNSC, quando indicados conforme protocolo.
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ANEXO B - APROVACAO DO PROJETO DE PESQUISA PELO COMITE

DE ETICA

L T i
JE{U?G HOSPITALAR  CONCEICAD |
r HOSPITAL H. 5. DA CONCEICAD: TET 110004-20 - Ay, Francisos ., 506 - F341- !m Pario Alsgie - RS - CEP. 91350200 |
HOSFITAL DA CRIANCA CORCEI "'fnu { r&hlrm&dul-bqﬂalf-cuﬂu Séubaic s CirininiatEnn b A |
HOSPITAL SRIZTC REDONTON A M 76 - Rua Domingnaubbs, 20 - 3348398 - Postp Alsgre - NG~ CEP: 01040000
i HOSPITAL FERRNA SA. -CHPJ §2.683. !34@1«»3 Rua Mostardeinos. 17 <F.311-8888 - Porta Aledre - RS CEP:91430-000 |
Vinculados a0 Minksiério da Sabde - Decreto o 93,2440
COMITE DE ETICA EM PESQUISA DO GRUPO HOSPITALAR CONCEIGAO
CEP -GHC

RESOLUGAO

Porto Alegre, 15 de junho des 2001,

O Comité de Etica em Pesquisa-CEP-GHC, em reunido ordindria em

i

13/06/2001 analisou o projeio de pesquisa:
N° 11/2001

Titulo: Incidéncia de toxoplasmose congénita: diagndstico através de IgG e IgM
por microparticie enzyme immunoassay e poiymerase chain reaction serica

Pesquisador: ivana Santos Vareia

Este trabalho, bem come ¢ Termo de Consentimento Pés Informade, no
aspecto ético e metodoidgico, por estarem de acorde com as Diretrizes e Normas
Regulamentadoras de Pesquisas envoivendo Seres Humanos (Resoiugao
196/96) cbtiveram o parecer APROVADO. O autor devera encaminhar relatérics
semestraie sobre o andamento do proieto, Projetos de dreas teméticas especiais
nao podem ser iniciados sem a aprovacao da CONEP.

\t\.vomtte de B zlica do GHC

N
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ANEXO C - INFORMACOES CONTIDAS NO BANCO DE DADOS

FICHA N°: [ ]

NOME DA MAE:

REGISTRO:
IDADE MATERNA:[ 1 [99]IGNORADO

ESCOLARIDADE MATERNA:
[ 1]1°GRAU

2° GRAU

SUPERIOR

ANALFABETA

IGNORADO

e

[ 2
[3
[ 4
[9

PROCEDENCIA: [ 1 ] POA [2] ALVORADA
[ 3] CACHOEIRINHA [4] GRAVATAI
[5]VIAMAO [ 6] GUAIBA
[ 7] CANOAS
[ 8 ] OUTRAS CIDADES
[ 99 ] IGNORADO
[ 10 ] OUTROS ESTADOS

ENDERECO: [ 1

TELEFONE: [ ]

LOCAL DO PRE-NATAL
[1 JHNSC [2 ]FEMINA
[3 1POSTO DE SAUDE [4 ]POLICLINICA
[5 1PARTICULAR [ 6 JTHPV
[7 ]NAO FEZ [9 ]IGNORADO

SOROLOGIA PRE-NATAL: [ ]SIM [ ]NAO

ONDE:

CODIFICACAO

FICHAN

REG [ ][
IDMAT

ESCOLMAT

PROCED

LOCPRE

SOROLPRE

Il
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IgGMAT1 [ 1 IgMMATL[ ] IgGMATL [ ] GMMATL[ ]
IgGMAT2 [ 1 IgMMAT2[ ] IgGMAT2 [ ] GMMAT2[ ]
IgGMAT3 [ 1 IgMMAT3[ ] IgGMAT3 [ ] IGMMAT3[ ]
IgGMATA4 [ 1 IgMMAT4[ ] IgGMATA4 [ ] GMMAT4[ ]
IgGMATS [ 1 IgMMATS5 [ ] IgGMATS [ ] IGMMAT5[ ]
IgGMATS [ ] IgMMATS6 [ ] IgGMATS [ ] IGMMAT6[ ]
IgGMATP [ 1 IgMMATP] ] IgGMATP [ ] IGMMATP[ ]
MAE HIV: [ 11=POSITIVO[ ]2=NEGATIVO |MAEHIV [ ]
MAE TRATOU TOXO: [ ]1=SIM [ ]2=NAO TRATOXOM [ ]
MAE QUAL TRATAMENTO: MTRATQUAL [ ]
[ ]1=ESPIRAMICINA [ ]2=S+P
[ 18=NAOSEAPLICA [ ]9=IGN
TRATAMENTO QUANTO TEMPO: MTTOTP [ ]
[ ]11=1MES 2=2MESES 3=3 MESES...

9=9 MESES  88=NAO SE APLICA

99=IGNORADO
NOME CRIANGA;
REGISTRO: REGRN[ ]I I I I Il I I 1
DATANASCIMENTO: [ [ 1] ] DATANASC: [ [ I ]
PESO NASCIMENTO: | ] PESONASC: [ ]
EXAMES:
TRATAMENTO RN: [ ]1=SIM 2=NAO TRATRN: [ ]
RETORNO:[ ]1=SIM 2=NAO RETORNO: [ ]
INFECTADO: [ ]1=SIM 2=NAO INFECT: [ ]




