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RESUMO

O diagnostico de rotina pos-natal da toxoplasmose congénita é baseado na
deteccdo de anticorpos IgM e/ou IgA anti-T. gondii no soro dos neonatos. No
entanto, em um numero significativo de neonatos infectados esses anticorpos nao
sdo detectados, dificultando o diagnostico precoce da doencga. Portanto, neste
estudo foi avaliado o desempenho da pesquisa de anticorpos anti-T. gondii por
citometria de fluxo no diagndstico sorologico pds-natal precoce da toxoplasmose
congénita. Foram avaliados 88 amostras de soro de criangas com infec¢ao
congénita pelo T. gondii (TOXO) e 19 amostras de soro de criangas n&o infectadas
(NI). A sensibilidade do teste foi de 47,6% para IgM, 72,6% para IgA e 75% para
IgG, com 100% de especificidade para todos os testes. Quanto a pesquisa de
subclasses de IgG, a sensibilidade foi de 73,9% para IgG1, 60,2% para IgG2 e 83%
para 1IgG3 com 100% de especificidade para todos os testes. A sensibilidade de
IgG4 foi superior as demais, alcangando 94,7%, embora apresentou uma baixa
especificidade de 4,6%. A pesquisa da avidez de IgG quando aplicada para
segregacao dos grupos TOXO e NI, apresentou um 6timo desempenho com 97% de
sensibilidade e 93% de especificidade. Foi também realizado uma analise
comparativa da presencga de IgG e IgG3 em criangas do grupo TOXO e NI com suas
respectivas maes. Nossos resultados mostraram que as criangas infectadas
apresentaram uma reatividade média desses anticorpos equivalentes a de suas
respectivas maes, o que sugere estarem sintetizando estes anticorpos em resposta
a infeccdo pelo T. gondii. Em contraste, as criangcas nao infectadas apresentaram
uma menor reatividade média desses anticorpos em relagdo a suas respectivas
maes. Além disso, nosso estudo propés um algoritmo para o diagnostico da
toxoplasmose congénita utilizando o teste de IgM por métodos convencionais
disponiveis na rotina dos laboratérios clinicos como estratégia inicial seguido da
pesquisa de IgG3 e avidez de IgG pela citometria de fluxo com desempenho final de
98% de sensibilidade e 93% de especificidade. A analise dos dados demonstrou a
aplicabilidade da citometria de fluxo para a pesquisa de anticorpos IgG3 e avidez de
IgG anti-T. gondii como uma ferramenta complementar para o diagndstico precoce
da toxoplasmose congénita.

Palavras-chave: Toxoplasmose congénita, citometria de fluxo, diagnostico

soroldgico.



ABSTRACT

The routine diagnosis of pos-natal congenital toxoplasmosis is based on the
detection of IgM and/or IgA anti-T. gondii antibodies in neonates sera. However, in a
significant number of infected newborns these antibodies are not detected, hindering
the early diagnosis of the disease. Therefore, in this study it was evaluated the
performance of the detection of anti-T. gondii antibodies by flow cytometry in the
sorological diagnosis of early pos-natal congenital toxoplasmosis., Eight eight sera
samples of children with congenital infection by T.gondii (TOXO) and 19 sera
samples of uninfected children were evaluated. The sensitivity of the test was 47.6%
for IgM, 72.6% for IgA, and 75% for 1gG, with 100% of specificity for all tests. As to
the 1gG subclasses, the sensitivity was 73.9% for IgG1, 60.2% for 1I9G2, and 83% for
IgG3 with 100% of specificity for all tests. The sensitivity of IgG4 was superior to the
aformentioned subclasses reaching 94.7%, although achieved a poor specificity of
4.6%. The IgG avidity when employed to segregate TOXO and NI groups presented
a great performance, with 97% of sensitivity and 93% of specificity. It was also done
a comparative analysis of the presence of IgG and IgG3 in children of TOXO and NI
groups with their respective mothers. Our results showed that the children with
congenital toxoplasmosis presented an average reactivity of these antibodies
equivalent to their respective mothers, which suggests that they are producing
antibodies in response to T.gondii infection. In contrast, uninfected children
presented a lower average reactivity of those antibodies in comparison to their
respective mothers. In addition, our study proposed an algorithm for the diagnosis of
congenital toxoplasmosis using IgM test performed by conventional methods
available in routine clinical laboratories as the initial approach followed by the search
for I9gG3 and IgG avidity using flow cytometry, reaching a final performance of 98% of
sensitivity and 93% of specificity. Data analysis showed the applicability of flow
cytometry for the detection of IgG3 antibodies and IgG anti-T. gondii avidity as a

complementary tool for the early diagnosis of congenital toxoplasmosis.

Keywords: Congenital toxoplasmosis, flow cytometry, sorological diagnosis.
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Introdugéo

1. INTRODUGAO

1.1 ASPECTOS GERAIS DA TOXOPLASMOSE

A toxoplasmose € uma zoonose causada pelo Toxoplasma gondii com distribuicao
geografica mundial e alta prevaléncia sorologica (DUBEY; BEATTIE, 1988).
Classificado como um protozoario intracelular obrigatorio, o Toxoplasma gondii
pertence ao Filo Apicomplexa, Classe Sporozoasida, Subclasse Coccidiasina e
Familia Toxoplasmatidae (DUBEY, 2010), o qual é capaz de infectar uma grande
variedade de espécies de sangue quente, incluindo os humanos (TENDER;
HECKEROTH; WEISS, 2000).

Este parasito foi descrito pela primeira vez em 1908 por Nicolle e Manceaux em
roedores silvestres africanos da espécie Ctenodactylus gundi, durante uma pesquisa
sobre leishmaniose no laboratério do Instituto Pasteur, em Tunis. Inicialmente o
parasito foi denominado de "Leishmania gondii", devido a sua similaridade com o
protozoario Leishmania spp. No entanto, perceberam que se tratava de um novo
organismo e em 1909 foi denominado de Toxoplasma gondii, baseado na morfologia
do parasito em forma semelhante a arco (do grego: toxo = arco, plasma = forma) e
no hospedeiro (NICOLLE; MANCEAUX, 1908, 1909). No Brasil, Alfonso Splendore
em 1908 identificou 0 mesmo parasito nos tecidos de coelhos (SPLENDORE, 1908).

O primeiro relato de toxoplasmose em humanos foi feito pelo oftalmologista Janku,
em 1923, na Tchecoslovaquia, ao identificar cistos do parasito na retina de uma
crianga falecida aos 11 meses de idade com hidrocefalia congénita e microftalmia.

A importancia da toxoplasmose em humanos permaneceu desconhecida até os
primeiros relatos de casos de toxoplasmose congénita (SCHARTZMAN et al., 1948),
descrito por Wolf, Cowen e Paige em 1939, que identificaram conclusivamente
formas livres e intracelulares do parasito na autopsia de um bebé com
encefalomielite e retinite (DUBEY, 2009). Entretanto, a alta prevaléncia da infecgao
em humanos em muitas areas no mundo so6 foi conhecida a partir de 1948 com a
introdugéo do teste do corante de Sabin & Feldman (SABIN; FELDMAN, 1948) que
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Introdugéo

permitiu o diagndstico laboratorial da toxoplasmose e contribuiu para que inumeros

pesquisadores pudessem realizar estudos epidemiologicos (DUBEY, 2008).

Apesar de diversos estudos terem sido realizados desde o inicio do século XX, o
ciclo biolégico do T. gondii somente foi definitivamente esclarecido em 1970
(DUBEY; MILLER; FRENKEL, 1970; DUBEY, 2009), com a descoberta do ciclo
parasitario sexual no gato e a disseminagdo de oocistos através das suas fezes
(ROBERT-GANGNEUX, 2014). O ciclo biolégico do T. gondii é do tipo heteroxeno
facultativo, com uma fase de reproducdo assexuada que ocorre em seus
hospedeiros intermediarios, que s&o os animais de sangue quente, incluindo
mamiferos, aves e os seres humanos, e uma fase de reproducdo sexuada que
ocorre em seus hospedeiros definitivos, membros da Familia Felidae (DUBEY;
MILLER; FRENKEL, 1970; DUBEY; FRENKEL, 1972), cujo representante mais
importante na transmissao da doencga para a espécie humana € o gato domestico
(HILL; DUBEY, 2002).

No ciclo biolégico o parasito pode ser encontrado em trés formas evolutivas:
taquizoitos, forma livre invasiva que se multiplica rapidamente no interior do vacuolo
parasitoforo de todos os tipos celulares dos vertebrados; bradizoitos, resultado da
conversao de taquizoitos, forma evolutiva de multiplicagéo lenta presentes em cistos
teciduais; e esporozoitos contidos no interior de um oocisto esporulado encontrados
no ambiente (ROBERT-GANGNEUX; DARDE, 2012).

O ciclo bioldégico no hospedeiro definitivo ocorre nas ceélulas epiteliais do intestino
delgado de gatos domeésticos e outros felinos ndo imunes que ao se infectarem
desenvolverdo o ciclo sexuado do parasito (KAWAZOE; MINEO, 2011). Estes
hospedeiros se infectam ingerindo qualquer uma das trés formas do parasito,
embora de forma menos eficaz pela ingestdo dos oocistos e dos taquizoitos
(ROBERT-GANGNEUX; DARDE, 2012). Na reproducdo sexuada, apds os felideos
ingerirem cistos presentes nos tecidos de um hospedeiro intermediario, a parede do
cisto & destruida por enzimas gastricas. Em seguida, os bradizoitos se estabelecem
dentro de enterdcitos, onde passam por multiplicacbes assexuadas por

endodiogenia e merogonia, dando origem a varios merozoitos dentro de esquizontes
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(DUBEY, 1998; DUBEY, 2009). O rompimento da célula parasitada libera os
merozoitos que penetrardo em novas ceélulas epiteliais e se transformardo em
formas sexuadas masculinas ou femininas, os gametocitos, que apds um processo
de maturagdo, formardo os gametas masculinos (microgameta) moveis e os
gametas femininos (macrogameta) imoveis. As formas femininas permanecem nas
células enquanto as formas masculinas saem e fecundam outras formas femininas,
formando o zigoto (JONES; DUBEY, 2010). Este se desenvolvera dentro do epitélio
formando uma parede externa dupla, dando origem aos oocistos que sao liberados
apos o rompimento da célula epitelial ao lumem intestinal (DUBEY, 2009) e
excretados como formas ndo esporuladas nas fezes do animal, que no ambiente,
sofrera um processo de esporogonia e apresentara dois esporocistos contendo
quatro esporozoitos cada (DUBEY, 1998). A eliminacédo de oocistos comega de trés
a sete dias apos a ingestdo de cistos e pode continuar por até 20 dias (DUBEY;
FRENKEL, 1972). O oocisto em condigbes de umidade, temperatura e local
sombreado adequado, € capaz de ser infectante em torno de 12 a 24 meses
(KAWAZOE; MINEO, 2011).

No hospedeiro intermediario, o parasito sofre apenas desenvolvimento assexuado.
ApOs a ingestdo de oocistos maduros, os esporozoitos s&o liberados, penetram no
epitélio intestinal, onde se diferenciam em taquizoitos. Estes se replicam
rapidamente por endodiogenia dentro de varios tipos de células e disseminam-se por
todo o organismo por meio da linfa e do sangue (ROBERT-GANGNEUX; DARDE,
2012). Esse periodo inicial da infeccdo é denominado de proliferativo, que
caracteriza a fase aguda da doenga e pode provocar um quadro polissintomatico,
cuja gravidade dependera da quantidade de formas infectantes adquiridas, da
susceptibilidade do hospedeiro e da cepa do parasito (TENDER; HECKEROTH,;
WEISS, 2000). Com o desenvolvimento da resposta imune do hospedeiro, os
taquizoitos desaparecem do sangue, da linfa e dos 6rgaos viscerais, ocorrendo uma
diminuicdo da multiplicagc&o intracelular. A partir de sete a dez dias apds a infecgao,
surgem cistos teciduais como resultado da conversdo de alguns taquizoitos em
bradizoitos, devido ao desenvolvimento da resposta imune do hospedeiro. Os
bradizoitos contidos nos cistos, multiplicam-se lentamente por endodiogenia e
podem permanecer ao longo da vida da maioria dos hospedeiros, principalmente no

cérebro e musculatura esquelética e cardiaca, sem causar resposta inflamatoria,
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sendo assim, considerado o estagio cronico da doenca (RORMAN et al., 20006).
Ap0s a ingestao destes cistos teciduais por um hospedeiro intermediario por meio do
consumo de carne crua ou mal cozida, os cistos se rompem a medida que passam
pelo trato digestivo, causando a liberagéo de bradizoitos. Os bradizoitos irdo infectar
o epitélio intestinal do novo hospedeiro e se diferenciar novamente em taquizoitos
de divisdo rapida disseminando por todo o organismo (ROBERT-GANGNEUX;
DARDE, 2012). Raramente ocorre contaminacdo do hospedeiro pelos taquizoitos,
devido a resisténcia dos mesmos ao suco gastrico. No entanto, os que penetram na
mucosa séo capazes de dar continuidade ao ciclo (KAWAZOE; MINEO, 2011).

No decorrer da evolugdo, o T. gondii desenvolveu varias vias potenciais de
transmissdo (TENDER; HECKEROTH; WEISS, 2000). As trés formas evolutivas do
T. gondii sao infectantes tanto para os hospedeiros intermediarios como para os
hospedeiros definitivos, os quais adquirem o T. gondii principalmente por meio da
transmissdo horizontal (DUBEY; BEATTIE, 1988; EVANS, 1992). A maioria das
transmissdes horizontais é provocada pela ingestdo de cistos contendo bradizoitas
em tecidos de carnes cruas e mal cozidas ou pela ingestdo de agua e alimentos
contaminados com oocistos esporulados, provenientes do ambiente contaminado
com as fezes de gatos infectados, que sdo as fontes de via oral mais importante de
transmissao do T. gondii aos humanos (COOK et. al., 2000; BAHIA-OLIVEIRA et. al.,
2003; ROBERT-GANGNEUX; DARDE, 2012). Menos frequentemente, a
transmissdo pode ocorrer também diretamente a partir de fezes de felinos
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transmissdo do Toxoplasma gondii
FONTE: Esch; Petersen, 2013

O T. gondii também pode ser transmitido verticalmente por meio dos taquizoitos, que
podem colonizar os tecidos placentarios no processo de disseminagao e assim ter
acesso ao feto (PFAFF et al., 2007) durante a infecgdo aguda primaria na gestante
(REMINGTON, 2006). Esta é a forma de transmissdo que merece mais atengdo uma

vez que resulta na forma mais grave de infecgéo.

Outras formas menos comuns de transmissdo sdao por meio da transfusdo
sanguinea por meio de taquizoitas no sangue do doador (RAISANEN, 1978),
transplantes de orgaos contendo cistos teciduais (BROOKS; REMINGTON, 1986),
acidentes de laboratorio registrados por Remington e Gentry (1970) e ingestdo de
leite ndo pasteurizado de cabra (DUBEY, 2010) conforme observado por Sacks,
Roberto e Brooks (1982), em grupos familiares nos Estados Unidos.

As infec¢des pelo T. gondii apresentam uma distribuicdo universal sendo mais
comum em areas com climas tropicais e muito umidos (JONES; DUBEY, 2010).
Estima-se que cerca de um tergco da populagédo no mundo tenha sido infectada com
o parasito (HILL; CHIRUKANDOTH; DUBEY, 2005), contudo a toxoplasmose em
sua forma crénica é especialmente prevalente em alguns paises da Europa, Africa e
América do Sul (BOLLANI; STROCCHIO; STRONATI, 2013). No Brasil, nos diversos
inquéritos epidemioldgicos realizados, observou-se uma alta soroprevaléncia da
toxoplasmose na populagdo que variou de 21,5 a 83,8%, porém com amplas
variagdes entre as regides do pais (DUBEY, 2012). A infecgdo em nosso meio foi
geralmente associada com a ingestdo de oocistos e particularmente afeta pessoas
que vivem sob baixas condi¢des socioeconémicas (BAHIA-OLIVEIRA et al., 2003;
CARELLOS et. al., 2014).

A prevaléncia da infecgdo pelo T. gondii pode apresentar uma grande variabilidade
entre as areas geograficas de um pais e entre a populacdo de uma mesma area
(REMINGTON et al., 2001), que pode ser explicado por diversos fatores tais como
habitos alimentares, nivel socioecondmico, condi¢des ambientais favoraveis a

sobrevivéncia de oocistos, as taxas de infeccdo em animais de produgdo, habitos
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higiénicos e a qualidade da agua para consumo (BAHIA-OLIVEIRA et al., 2003;
JONES; DUBEY, 2010).

Embora a infecgdo por T. gondii em humanos seja muito comum, a gravidade da
doenga esta relacionada ao estado imunoldgico da pessoa infectada. A maioria dos
casos de toxoplasmose em seres humanos imunocompetentes sdo assintomaticos
ou associados a sintomas auto-limitados, como febre, mal estar e linfadenopatia
(JONES et al., 2001). No entanto, em individuos com deficiéncia imunologica e em
fetos infectados congenitamente, a toxoplasmose pode causar doenga grave ou até
levar a morte (HILL; DUBEY, 2002). Portanto, o grande impacto da toxoplasmose
humana deve ser considerado nesses dois grupos especificos de pacientes.

Em individuos imunocomprometidos, tais como aqueles submetidos a quimioterapia,
transplantes de 6rgaos ou infectados com o virus da imunodeficiéncia humana (HIV),
a toxoplasmose quase sempre € decorrente de uma reativagao da infecgdo cronica
latente (JONES et al., 2001). Muitas vezes a reativagado dos cistos, principalmente
no cérebro, produz uma grave encefalite nestes pacientes (HILL; DUBEY, 2002).

Em mulheres que adquiriram uma infecgédo primaria durante a gestagdo pode ocorrer
o acometimento fetal, que varia desde a uma forma subclinica a significativa
morbidade e mortalidade para o feto e recém-nascido, além de sequelas a longo
prazo para criangas e adultos (BEN ABDALLAH et al., 2013).

1.2 TOXOPLASMOSE CONGENITA

A infeccdo primaria materna pelo T. gondii adquirida durante a gravidez pode ser
transmitida via plascenta para o feto e causar a toxoplasmose congénita. As
consequéncias da infeccao fetal sdo variaveis (BEN ABDALLAH et al., 2013). Nas
criangas mais comprometidas pode ocorrer morte intrauterina (GOULART, 2004).
Mesmo em criangas assintomaticas ao nascimento, podem ocorrer sequelas
decorrentes do processo infeccioso que soO irdo aparecer no transcurso do
desenvolvimento da crianga (COUTO; AVELINO; FERREIRA, 2006).
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A mulher quando adquire a infecgdo antes da gravidez ndo apresenta risco de
transmitir a infecgdo para o seu filho, a menos que esteja imunodeprimida
(REMINGTON; THULLIEZ; MONTOYA, 2004). De Azevedo e colaboradores (2010)
demonstraram, em seu estudo, a transmissdo congénita do parasito em mulheres
infectadas pelo HIV com infecgdo crénica pelo T. gondii, mas indicou que este
evento é raro. Delicio e colaboradores (2011) também relataram a infec¢ao
congénita do T. gondii em criangas cujas maes estavam infectadas pelo virus do
HIV.

Excepcionalmente, foi descrito no estudo de Vogel e colaboradores (1996) e Villena
e colaboradores (1998) que pode haver uma remota possibilidade de transmissao do
parasito ao feto quando a infecgdo materna é adquirida poucas semanas ou até
alguns meses antes da concepgao.

O mecanismo de transmissao vertical ainda € desconhecido. O T. gondii € um dos
poucos patdogenos que conseguem atravessar a placenta (PFAFF et al., 2007). Um
cenario provavel € que durante a infecgcao primaria, os parasitos atravessam a
barreira intestinal e invadem os mondcitos, que Ihes permitem disseminar através do
fluxo sanguineo para praticamente todos os 6rgdos, incluindo a placenta
(LAMBERT; BARRAGAN, 2010). A infecggdo do tecido placentario
consequentemente gera focos inflamatorios que podem levar o T. gondii a invadir e
se multiplicar dentro de células trofoblasticas, que forma uma barreira entre o
sangue materno e o tecido fetal (ABBASI et al., 2003). Uma hipdtese sugerida para a
barreira placentaria poder falhar ao proteger o feto e assim permitir a entrada do
parasito, € que durante a gravidez um estado imunologico predominantemente anti-
inflamatorio ocorre para a manutengdo da gestagdo, com uma resposta imune do
tipo celular T helper 2 (Th-2) (SAITO, 2000). No entanto, considerando que uma
resposta imunoldgica eficiente contra o T. gondii exige a via celular T helper 1 (Th-
1), envolvendo a producédo da citocina interferon gamma (IFN-y) (FILISETTI,
CANDOLFI, 2004), isso poderia facilitar a infec¢gao do tecido placentario (BARBOSA
et al., 2008). Além disso, estudos utilizando trofoblastos humanos da linhagem
BeWo sugerem que o IFN-y regula a expressédo de moléculas de adesao intercelular
(ICAM-1) na superficie dos trofoblastos e assim, contribui para a adesédo de
monacitos infectados com T. gondii, facilitando a transmissdo materno-fetal do
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parasito. Apds a infeccao, os trofoblastos ndo sao capazes de limitar a multiplicagcao
do T. gondii, quando estimulados por IFN-y, diferente da maioria dos outros tipos de
células (PFAFF et al., 2005). Isso nos demonstra o delicado equilibrio existente entre

o controle da infec¢cdo e a manutengao da gravidez (PFAFF et al., 2007).

O risco de infecgéo fetal pelo parasito é multifatorial, assim como a gravidade da
doenga, que dependem da idade gestacional em que a mé&e adquiriu a infec¢do, da
competéncia da resposta imunologica materna ao T. gondii, da carga parasitaria e
viruléncia da cepa inicial ou recorrente (TENDER; HECKEROTH; WEISS, 2000)

ApoOs a infecgdo da gestante, o risco geral de infecgéo fetal € de aproximadamente
28%. Porém esse risco varia com a idade gestacional em que a mae adquiriu a
infecgdo, sendo rara se ocorrer antes da concepg¢ao e aumenta a medida que a
gravidez avancga. A infecgdo adquirida durante o primeiro trimestre de gravidez por
mulheres sem tratamento resulta em uma frequéncia de transmissdo materno-fetal
do Toxoplasma gondii de 7 a 19%. Para as infecgcbes que ocorrem durante o
segundo e terceiro trimestres, a incidéncia de infec¢do fetal aumenta para cerca de
29% a 40% e de 44% a 72% respectivamente, com as maiores proporgcdes nas
ultimas semanas antes do nascimento (MONTOYA; REMINGTON, 2008; SIALA et.
al., 2014).

De maneira inversa, os riscos de sintomas na toxoplasmose congénita e a gravidade
da doenga sdo maiores quando a infeccdo fetal ocorre nos estagios iniciais da
gravidez, podendo causar aborto, morte fetal, crescimento intrauterino retardado,
parto prematuro ou doenca severa, principalmente nos tecidos dos olhos e cérebro
(RORMAM et al., 2006). Isso pode ser explicado devido ao feto ndo apresentar
maturidade imunoloégica para combater qualquer infecgdo no periodo inicial da
gestacdo (COUTO; AVELINO; FERREIRA, 2006). Entretanto, quando a infec¢ao
ocorre tardiamente, as alteracbes clinicas podem manifestar-se em diferentes
periodos da vida, sendo que na maioria dos casos a infeccdo é assintomatica no
neonato (LEBECH et al., 1996). Em 85 a 90% dos recém-nascidos a apresentagao
da toxoplasmose congénita é subclinica (REMINGTON et al., 2006).
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No entanto, nos casos sintomaticos, que ocorrem em aproximadamente 10% das
criangas infectadas (MONTOYA; LIESENFELD, 2004), pode-se observar
manifestagcbes diversas e inespecificas como linfadenopatia generalizada,
hepatomegalia, esplenomegalia, hiperbilirrubinemia, trombocitopenia, anemia e
anormalidades liqudricas (LEBECH et. al., 1996; BRASIL, 2011). Além disso, um
percentual menor das criancas infectadas pode apresentar a tétrade classica da
toxoplasmose congénita, descrita inicialmente por Sabin em 1942, que consiste em
hidrocefalia, calcificagdo intracraniana, retinocoroidite e retardo mental ou
perturbagdes neurologicas, apresentando-se juntas ou em qualquer combinagao
(LEBECH et. al, 1996; MONTOYA; LIESENFELD, 2004). Dentre estas, a
manifestagdo mais comum da toxoplasmose congénita é a lesdo ocular, que pode se
apresentar como retinocoroidite, catarata, estrabismo ou nistagmo e até cegueira

total, como foi observado em estudos no Brasil (DUBEY, 2012).

Ao contrario de outros estudos, recentemente, Capobiango e colaboradores (2014)
em um estudo brasileiro, no Parana, demonstraram que a maioria das criangas
apresentou-se sintomaticas no primeiro més de vida, com 68,9% manifestando
alguma sequela, dentre as quais as mais frequentes foram a deficiéncia visual e os
danos neurologicos. Em conformidade com os demais estudos no Brasil, a
coriorretinite foi o dano ocular mais frequente, ocorrendo em 55,2% das criangas

infectadas.

Na maioria das regides do Brasil a soroprevaléncia da toxoplasmose em mulheres
gravidas é de 50 a 80%. No municipio de Vitéria, estado do Espirito Santo, 72,2%
das gestantes apresentam anticorpos 1gG anti-T. gondii (AREAL; MIRANDA, 2008).
Embora a proporgdo de gestantes suscetiveis seja pequena, essas mulheres séo
propensas a infecgcado e a transmissao do T. gondii ao feto, pois elas vivem em um
ambiente com um alto risco de contaminagdo (DUBEY, 2012). Esta caracteristica
epidemioldgica € um dos fatores que contribuem para a elevada prevaléncia da
doenca no Pais. Existem poucos dados na literatura sobre a prevaléncia da
toxoplasmose congénita no Brasil (NETO; AMORIM; LAGO, 2010). Mas um estudo
realizado por Neto, Amorim e Lago (2010) revelou uma alta prevaléncia da
toxoplasmose congénita no Pais, estimada pela triagem neonatal, com grande
variabilidade dentro da populacdo. A distribuicdo da prevaléncia entre os estados
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variou de 2 a 20 casos por 10.000 criangas nascidas vivas no Brasil, evidenciando a
real necessidade de desenvolver politicas de saude e educagdo com intuito de

prevenir e controlar a doencga no Pais.

A toxoplasmose congénita é uma doengca que pode ser prevenida e tratada
(REMINGTON et al., 2006), porém se apresenta em nosso meio como um grave
problema de saude publica devido as importantes sequelas que podem ocorrer no
feto e ao longo da vida da crianga (GOMEZ-MARIN, 2010), causando grande énus
emocional e financeiro para os pais e sociedade (MONTOYA; ROSSO, 2005). Por
isso a importancia de se diagnosticar a gestante suscetivel a infeccéo e a infectada
agudamente e a crianga com infeccdo congénita, para assim instituir medidas
profilaticas e terapéuticas, a fim de reduzir a ocorréncia da toxoplasmose congénita

e suas complicagdes nas criangas infectadas (CAPOBIANGO et al., 2014).

1.3 DIAGNOSTICO DA TOXOPLASMOSE CONGENITA

1.3.1 Diagnéstico Clinico

Como 90% das infeccoes pelo T. gondii sao assintomaticas em pessoas
imunocompetentes, logo, a maioria das mulheres gravidas com infeccdo aguda
adquirida ndo expressam sinais e sintomas (KRAVETZ, FEDERMAN, 2005).
Entretanto, quando ocorrem manifestagdes clinicas durante a gravidez, em geral,
s&o inespecificas e consistem em febre, cefaléia, mialgia e linfadenopatia
(MONTOYA; REMINGTON, 2008), o que torna o diagnéstico clinico dificil.

Assim como na gestante, a maioria das criangas com toxoplasmose congénita n&o
manifestam sinais ou sintomas ao nascimento, apresentando uma infeccao
subclinica (CAPOBIANGO et al., 2014). Somente aproximadamente 10% das
criangas apresentam manifestagdes clinicas precoces (ROBERT-GANGNEUX et al.,
1999). Além disso, quando as manifestagdes clinicas da toxoplasmose congénita
estdo presentes, estas variam amplamente, sendo inespecificas e também podem
ter semelhangas com outras infec¢gées congénitas, como o citomegalovirus, herpes

simples, rubéola e sifilis (REMINGTON et al., 2001). Devido a nenhum sinal clinico
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descrito no recém-nascido com toxoplasmose congénita ser patognomoénico, por
vezes, o diagnédstico clinico ndo apresenta caracteristicas suficientes para o
diagndstico definitivo (MONTOYA; LIESENFELD, 2004).

Considerando que tanto a maioria das gravidas quanto os recém-nascidos sao
assintomaticos ou os sinais clinicos quando estdo presentes sédo inespecificos, a
realizacdo de testes laboratoriais torna-se imprescindivel para a investigagcéo e
definicdo do diagnostico definitivo da toxoplasmose congénita (NAESSENS et al.,
1999; KRAVETZ; FEDERMAN, 2005).

1.3.2 Diagnéstico Laboratorial

O diagnostico laboratorial da toxoplasmose congénita envolve, em primeiro lugar, a
deteccdo da infecgdo aguda recente na gestante; e em segundo, a confirmagao da
infecgao nos fetos e nos recém-nascidos de méaes positivas ou com fortes suspeitas
de infecgdo n&o diagnosticada (CARLIER et.al., 2012), por meio da deteccao direta
ou molecular do parasito ou de ensaios soroldgicos para a detec¢gdo de anticorpos
especificos.

1.3.2.1 Diagnéstico laboratorial na gestante e no feto

Classicamente, a toxoplasmose congénita resulta quase sempre da ocorréncia de
uma infecgao primaria durante a gestacao (SILVEIRA et al., 2003), desta forma é de
extrema importancia determinar se a infeccdo ocorreu realmente no periodo
gestacional ou no passado (MONTOYA; REMINGTON, 2008).

O diagnéstico da toxoplasmose durante o periodo gestacional € baseada na
detecgdo de imunoglobulinas G e M especificas (IgG e IgM) anti-T. gondii
(KHAMMARI et al., 2013). A detecgao de niveis elevados somente de anticorpos IgG
indica que a infecgdo ocorreu, mas nao distingue entre a infecgdo recente e a

infeccdo adquirida no passado. Desta forma, a pesquisa de anticorpos IgM é
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utilizada para determinar o tempo da infecgdo. Um resultado em que o teste de IgM
seja negativo com IgG positivo, geralmente indica infeccdo ocorrida ha pelo menos
seis meses. No entanto, se o resultado da detecgao de anticorpos IgM for positivo, a
interpretacdo do diagnostico torna-se complicada devido a presencga de anticorpos
IgM residual ou persistente por meses ou mesmo anos apds a infecgdo primaria
(WILSON, 1999). Portanto, um teste IgM positivo isolado ndo tem condigbes de
definir o diagnostico de infecgdo aguda.

Assim testes auxiliaries sdo necessarios, pois ira permitir uma melhor definicdo do
estagio da infecgdo materna (SENSINI, 2006) por meio da detecgao de anticorpos
IgA e IgE ou o uso de testes mais especificos como a avidez de IgG (MONTOYA,
2002).

A investigacdo da toxoplasmose congénita deve sempre partir da investigacdo do
estado sorologico materno para determinar se ha risco de infecgéo fetal. Uma vez
estabelecida a soroconversao materna durante a gravidez ou quando existe uma
forte suspeita ou em casos de anormalidade no ultrassom sugerindo toxoplasmose
congénita torna-se necessario determinar se o feto esta infectado ou n&o
(HOHLFELD et. al., 1994; JONES et. al., 2003).

O diagnéstico no feto pode ser realizado por meio de testes parasitoldgicos
convencionais como a inoculagdo em camundongos e cultura de células de
fibroblastos de amostra do liquido amnidtico, uma vez que as técnicas sao mais
sensiveis e especificas do que as técnicas sorologicas (FRICKER-HIDALGO et. al.,
1997; FOULON et al, 1999). O isolamento por meio da inoculagdo em
camundongos mostrou-se mais sensivel porém, o método requer aproximadamente
de 3 a 6 semanas para proporcionar um diagnostico (FRICKER-HIDALGO et. al.,
1997; GROVER et al., 1990).

Atualmente, o diagndstico pré-natal da toxoplasmose congénita é baseado na
técnica de biologia molecular com a analise da reacdo em cadeia da polimerase
(PCR) para a deteccédo do acido desoxirribonucleico (DNA) do T. gondii no liquido
amnidtico e no acompanhamento da ultrassonografia fetal (ROMAND et al., 2001).

Este método possui grande acuracia e resposta mais rapida que os meétodos
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convencionais, possibilitando um diagndstico precoce da toxoplasmose congénita
(HOHLFELD et al.,, 1994). No entanto, os riscos inerentes a realizagdo da

amniocentese devem ser considerados.

Apesar das vantagens apresentadas, a utilizagdo da técnica de PCR nao esta
definitivamente padronizada quanto aos procedimentos de extragdo dos acidos
nucléicos ou aos segmentos amplificados e ndo ha um consenso com relagdo ao
melhor protocolo a ser utilizado, sendo a observacdo dos resultados por vezes
divergentes entre os diversos laboratérios (KAISER et al., 2007; STERKERS et al.,
2010).

1.3.2.2 Diagnéstico laboratorial no recém-nascido e na crianga

Os testes laboratoriais poOs-natal s&o métodos complementares de extrema
importancia para detectar todos os casos de infecgdo que ndo sao detectados pelo
diagndstico pré-natal ou quando esses nao foram realizados (ROBERT-GANGNEUX
et al., 2010).

Ap06s o nascimento, o diagndstico da toxoplasmose congénita pode ser realizado por
exame parasitoldgico pela detecgdo do parasito na placenta e no sangue do cordao
umbilical realizado pela inoculagdo em camundongos. Além desse, pode-se utilizar a
técnica de biologia molecular com a detecgdo do DNA do parasito por PCR no tecido
placentario ou ainda por meio de técnicas sorologicas no soro do recém-nascido
para detecgdo de anticorpos anti-T. gondii (NAESSENS et al., 1999; ROBERT-
GANGNEUX; DARDE, 2012).

O desempenho do isolamento do T. gondii como ferramenta para o diagnostico da
toxoplasmose congénita foi demonstrado no estudo de Bessiéres e colaboradores
(2001). Em seu estudo, os parasitos foram detectados em 61% dos recém-nascidos
infectados por meio da técnica de inoculagio em camundongos, mais
frequentemente a partir de amostras do tecido placentario (60%) do que a partir de
sangue do corddo umbilical (43%). Sendo assim, o isolamento do T. gondii na
placenta foi mais efetivo na deteccdo da infecgdo, fato também demostrado por
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Naessens e colaboradores (1999). Esta técnica, porém, é de dificil execugédo e a
obtencao dos resultados sao mais demorados.

Devido a reacdo da PCR possuir uma eficacia comprovada no diagndstico pré-natal
da toxoplasmose congénita, esperava-se que esta técnica poderia ter um bom
desempenho no diagndstico neonatal (NAESSENS et al., 1999). Um estudo que
analisou a PCR em tecido placentario revelou um baixo desempenho da técnica,
com uma sensibilidade de 25%, o que pode ser explicado devido a pequena
quantidade de placenta utilizada no método (FRICKER-HIDALGO et al., 2007).
Similarmente, Bessieres e colaboradores (2009) também demostraram uma baixa
sensibilidade da PCR (52%) em seu estudo, concluindo que este método na
placenta apresenta uma menor sensibilidade do que no liquido amnidtico para a
deteccdo do T. gondii, sendo a técnica mais util no diagndstico pré-natal. Em
contraste, Robert-Gangneux e colaboradores (2010) demonstraram uma melhor
sensibilidade da PCR (71%) em comparagéo a inoculagdo em camundongo (67%)
na analise da placenta, com as especificidades de 97% e 100% respectivamente.

Como no neonato a sensibilidade dos métodos parasitologico e molecular € baixa, a
deteccdo de anticorpos especificos no soro € essencial para o diagnostico neonatal
e pos-natal definitivo da toxoplasmose congénita (NAESSEN et. al. 1999; PINON et.
al., 2001). Vale ressaltar que, na pratica clinica, os testes sorolégicos s&o mais
utilizados, pois sdo mais disponiveis nos laboratorios e possuem resultados mais
rapidos. Porém, devido o diagndstico sorolégico no periodo neonatal as vezes poder
também apresentar-se complicado, o acompanhamento sorolégico e clinico na
crianga se faz necessario para concluir definitivamente a presenga ou auséncia de
infecgdo congénita (LEBECH et. al., 1996; LECOMTE et. al., 2006).

O diagnéstico sorolégico baseia-se comumente na detecgdo de anticorpos
especificos contra o parasito produzidos pelo feto ou mesmo pelos recém-nascidos.
A deteccdo de anticorpos IgM, IgA ou IgE especificos, que n&o atravessam a
barreira placentaria, sdo importantes marcadores de infeccdo congénita (PINON et
al., 1996). O diagnéstico pela detecgdo de anticorpos IgG presentes nos recém-
nascidos é particularmente dificil pois estes anticorpos podem ser préprios do bebé
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ou adquiridos da mée, ja que estes anticorpos atravessam a barreira placentaria e

atingem o sangue do feto.

Os anticorpos IgA sdo mais frequentemente detectados no soro de criangas
infectadas do que os anticorpos IgM (BESSIERES et al., 2001). A presenga destes
anticorpos depende do tempo de soroconversdo materna. Os anticorpos IgM séo os
primeiros a serem produzidos na vida intra-uterina, seguido de IgG e IgA. Assim, os
anticorpos IgM podem n&o estar mais presentes no momento do nascimento quando
a infecgdo materna ocorreu no inicio do periodo gestacional, enquanto que os
anticorpos IgA produzidos mais tarde ainda estdo presentes (BESSIERES et al.,
1992; NAESSEN et al. 1999; WALLON et al., 1999).

O diagnéstico da toxoplasmose congénita pode tornar-se complicado se, apos o
nascimento, a crianga ndo apresentar niveis significantes de IgM e IgA anti-T. gondii
(PETERSEN, 2007). Nestes casos, o acompanhamento dos niveis de |gG deve ser
realizado até um ano de vida. Na auséncia de infecgdo congénita, os niveis de IgG
desaparecem progressivamente com negativacdo em torno dos primeiros 6 a 12
meses de vida (MONTOYA, 2002). Nas criangas infectadas ocorre aumento dos
titulos de IgG pois comegam a ser produzidos pelo organismo infectado. Sua
persisténcia apdés um ano de vida é critério para o diagndstico de toxoplasmose
congénita (NAESSENS et al., 1999).

Preferivelmente, os testes soroldégicos nos recém-nascidos sio realizados em
amostras de sangue periférico do que em sangue do corddo umbilical, devido a
maior ocorréncia de resultados falso positivos na analise do sangue do cordao
umbilical, provavelmente por causa da contaminagdo com sangue materno no
momento do parto (NAESSEN et al. 1999; BESSIERES et al. 2001; RABILLOUD;
WALLON; PEYRON, 2010).

A sensibilidade e a especificidade da sorologia para o T. gondii difere segundo a
natureza do estudo (BESSIERES et. al., 2009). Ao longo dos anos, diversos testes
sorolégicos tém sido desenvolvidos com o objetivo de melhorar o desempenho, a fim
de obter um diagndstico mais preciso da infecgdo congénita pelo T. gondii (WEISS;
DUBEY, 2009).
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O primeiro ensaio sorolégico desenvolvido para detecgdo de anticorpos anti-T.
gondii foi a Reacdo de Sabin-Feldman (1948), também referida como Teste do
Corante. A técnica consiste na incubagao do soro do paciente em diluicbes seriadas
com uma suspensido de taquizoitos vivos, complemento e o corante azul de
metileno. Na auséncia de anticorpos especificos no soro do paciente, os parasitos
absorvem o corante tornando-se azuis enquanto que, na presenca desses
anticorpos especificos ocorre a ativacdo do sistema do complemento,
consequentemente a lise da membrana celular dos taquizoitos, perdendo assim a
capacidade de incorporar o corante (SUKTHANA, 2006). A reagdo é considerada
ainda hoje como padrao ouro devido a alta sensibilidade e especificidade, porém é

realizada por poucos laboratoérios pelo inconveniente de utilizarem parasitos vivos.

Para a deteccdo de anticorpos IgM nos recém-nascidos, estudos realizados com o
tratamento dos soros dos bebés com 2-mercaptoetanol antes do teste de Sabin-
Feldman, ndo se mostrou util para a demonstracdo de anticorpos IgM no periodo
neonatal precoce, uma vez que o efeito do 2-mercaptoetanol em anticorpos IgM dos
bebés foi por vezes mascarados pela presenca de altos niveis de anticorpos IgG
maternos (REMINGTON, 1969).

Tendo em vista as dificuldades para a execucdo da reagdo de Sabin-Feldman,
muitos estudiosos se preocuparam em buscar outras técnicas capazes de
determinar os anticorpos anti-T. gondii no soro. Kelen e colaboladores (1962)
iniciaram trabalhos na adaptagéo do teste de Imunofluorescéncia Indireta (IFl) para a
avaliacdo quantitativa de anticorpos anti-T. gondii em soros humanos.
Posteriormente, Garin e Ambroise-Thomas (1963) e Camargo (1964), afirmaram a
boa concordancia entre os resultados da IFI com o teste do corante, demonstrando
ser de facil execugdo sendo mais pratico e seguro na rotina laboratorial do que a
reacdo de Sabin-Feldman. Além disso, a técnica veio permitir a identificacdo dos
anticorpos segundo as classes de imunoglobulinas em fungdo do conjugado
fluorescente utilizado (CAMARGO; LESER; ROCCA, 1972). Porém, o método de IFI
para detectar os anticorpos IgM pode apresentar resultados falso negativos no
periodo neonatal, pois altos titulos de anticorpos da classe IgG maternos podem
competir com os sitios antigénicos na superficie do parasito, impedindo que os
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anticorpos IgM do recém-nascido se fixem (FILICE; YEAGER; REMINGTON, 1980)
ou resultados falso positivos pela interferéncia do fator reumatdide formado pela
crianga, eventualmente presentes no soro (CAMARGO; LESER; ROCCA,1972). De
fato, a sensibilidade para deteccédo de IgM pela IFI no neonato é muito baixa, com
resultados falso negativos variando de 74,5 a 90% (NOAT; DESMONTS;
REMINGTON, 1981; FAURE et al., 1999; GILBERT et al., 2007) ndo se mostrando
ser uma ferramenta util no diagnostico pds-natal dos recém-nascidos infectados
(FAURE et al., 1999).

A introducdo de enzimas como marcadores de anticorpos proporcionou novas
possibilidades na sorologia tais como o Ensaio Imunoenzimatico (ELISA), descrito
por Engvall e Perlmann (1971), originando testes praticos para fins de rotina
(CAMARGO et al. 1978). Posteriormente, o método foi empregado para o
diagndstico de doengas parasitarias, na qual Dugimont e colaboradores (1975);
Voller e colaboradores (1976) e Camargo e colaboradores (1978) descobriram que
havia uma forte correlagcado entre os testes do corante, a IFl e as leituras do ELISA
em pacientes expostos ao T. gondii. Desta forma, a introducdo do ELISA trouxe um
grande avango para o diagnostico da toxoplasmose. Porém, também foi observado a
presencga de resultados falso positivos para IgM em pacientes portadores de fator
reumatéide (WALLS; BULLOCK; ENGLISH, 1977).

Diante de tal interferente, Naot e Remington (1980) desenvolveram uma técnica para
detecgdo de IgM, denominada de ELISA duplo sanduiche (DS-ELISA IgM) para
individuos com toxoplasmose aguda adquirida. E um teste de captura de IgM que
visa eliminar falsos resultados, pois utiliza uma fase sélida sensibilizada com anti-
IgM especifico. Os soros dos pacientes sao incubados, havendo a captura somente
do anticorpo IgM da amostra. Em seguida, incuba-se com antigeno seguido de
anticorpos especificos marcados (FERREIRA; MORAES, 2013). Esta técnica foi
desenvolvida com a tentativa de evitar resultados falso negativos relacionados a
competicdo com os altos niveis de IgG e falso positivos relacionados ao fator
reumatoide e anticorpos anti-nucleares. Com as limitagdes existentes no diagnostico
da toxoplasmose congénita, Noat, Desmonts e Remington (1981) avaliaram o teste
DS-ELISA-IgM em soros de recém-nascidos com suspeita de infecgdo congénita

comprovada. Esses autores demonstraram que este teste era mais sensivel e
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preciso que o teste de IFI para a pesquisa de IgM anti-T. gondii em recém-nascidos

infectados congenitamente pelo parasito.

Assim, novos pesquisadores buscaram avaliar o desempenho da técnica. Faure e
colaboradores (1999) compararam a sensibilidade da deteccdo de IgM pelo DS-
ELISA em amostras de soro e sangue do corddo umbilical de neonatos infectados,
relatando uma maior sensibilidade na detec¢cdo de IgM em amostras de sangue do
cordado umbilical (81,8%) que no soro (61,1%) do recém-nascido. Porém esta melhor
sensibilidade verificada no sangue do corddo umbilical pode ser atribuida pela
presenca de anticorpos maternos transferidos passivamente ao neonato no
momento do nascimento. Da mesma forma, Pinon e colaboradores (2001) e Gilbert
e colaboradores (2007) também verificaram uma baixa sensibilidade no ensaio de
DS-ELISA para a deteccdo de IgM anti-T. gondii e atribuiram esse baixo
desempenho ao fato da coleta da amostra ter sido feita muito tempo apds a infecgéo
aguda e que a producao de IgM pode ter cessado na crianga apos ao nascimento

devido ao periodo de soroconversao materna.

A contribuigdo da detecgao de IgA pelo ensaio de DS-ELISA no diagndstico precoce
da toxoplasmose congénita também tem sido descrita (FAURE et al.,, 1999). Os
anticorpos IgA especificos possuem o mesmo significado que os anticorpos IgM,
embora alguns estudos descrevam uma maior sensibilidade da IgA no diagnéstico
no neonato por ser sintetizada de forma mais duradoura. Contudo, a sensibilidade
da deteccdo de IgA anti-T. gondii no soro de neonatos até 10 dias apds o
nascimento ndo excede a 71,4% (PINON et al., 2001).

Entre os marcadores de infecgdo congénita, estudos revelam que a deteccéo de IgE
no momento do nascimento ndo é um indicador confiavel, pois a IgE especifica
detectada foi menos frequente do que IgM ou IgA (VILLENA et al., 1999;
FOUDRINIER et al., 2003).

Buscando alcancar melhorias na sensibilidade e especificidade dos testes para o
diagnodstico sorolégico da toxoplasmose congénita, foi proposto um teste que
combina as caracteristicas do DS-ELISA e o teste de aglutinagao direta. Desta forma

esse novo meétodo ndo requer o uso de um conjugado com enzima e permite a
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utilizacdo de uma preparagao de antigeno particulado, descrito por Desmonts, Naot
e Remington (1981) como Ensaio de Aglutinacdo por Imunoadsorgéo (ISAGA). Na
técnica, placas de microtitulagdo sao cobertas com anti-lgM ou anti-IgA. O soro do
recém-nascido, em diluicbes crescentes, € adicionado sobre as cavidades o que
permite a captura dos anticorpos IgM ou IgA, em seguida & adicionado uma
suspensdo de taquizoitas fixados pela formalina ou em particulas de latex, que se
aglutinam na presenga do anticorpo especifico. A leitura da aglutinagdo permite
expressar o titulo da amostra como a diluicdo mais alta do soro com forte

aglutinagao.

Neste cenario, o teste de imunocaptura ISAGA se apresentou mais sensivel do que
os metodos de imunofluorescéncia e imunoenzimaticos (DUFFY et al., 1989;
CHUMPITAZI et al., 1995; BESSIERES et al., 2001). No entanto, as sensibilidades
para deteccéo de IgM e IgA n&o excederam a 67,5% e 72,5%, respectivamente. De
modo geral, o IgA-ISAGA apresentou uma sensibilidade superior ao IgM-ISAGA no
diagnostico pds-natal até 10 dias de vida em recém-nascido com infec¢do congénita
pelo T. gondii (WALLON et al.,1999; FAURE et al., 1999; BESSIERES et al., 2001;
PINON et al., 2001; GILBERT et al., 2007). A combinagéo da detecc¢do de IgA e IgM
demonstrou um aumento na taxa de diagndstico de recém-nascidos infectados
(NAESSENS et al., 1999; PINON et al., 2001).

Devido as dificuldades encontradas na sorologia convencional, nos neonatos
assintomaticos em que n&o sejam detectados IgM e/ou IgA, o diagndstico
confirmatorio da infecgdo congénita €, usualmente, demorado até a observacgéo da
persisténcia de IgG ou aumento do titulo desse anticorpo. A diferenciagdo dos
anticorpos 1gG maternos daqueles anticorpos sintetizados pelos préprios recém-
nascidos infectados, realizado pelo método de Western Blotting (WB), introduzido
por Remington, Araujo e Desmonts (1985), pode ser uma alternativa adicional aos
testes comumente utilizados no diagnéstico da toxoplasmose congénita. Por meio
desses métodos, a comparagdo dos padrées de reatividade dos anticorpos IgG
contra antigenos especificos do T. gondii, demonstra diferentes especificidades dos
anticorpos 1gG anti-T. gondii no soro da mée e da crianga, o que evidencia que a
crianga esta sintetizando os seus préprios anticorpos 1gG, confirmando assim que a
mesma esta infectada pelo T. gondii.
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Chumpitazi e colaboradores (1995) analizaram o método de WB em comparagao
aos testes convencionais e concluiram que, ao nascimento, o método obteve uma
sensibilidade de 92,6% com especificidade de 89,1%. Porém nos achados de
Robert-Gangneux e colaboradores (1999) a sensibilidade da técnica foi menor de
88,2% mas com a especificidade de 100%. Em 2010, Machado e colaboradores
relataram sensibilidade de 86,44% com especificidade de 94,74%. As diferencas
observadas no desempenho entre os diferentes estudos podem ser justificadas
pelas diferencas metodolégicas entre os laboratorios (PINON et al., 2001;
MACHADO et al. 2010).

O teste de WB pode ser uma ferramenta util para a definicdo do diagnéstico precoce
da toxoplasmose congénita diferenciando os anticorpos maternos dos recém-
nascidos porém, ndao & amplamente utilizado devido as desvantagens de sua
complexidade e alto custo (ROBERT-GANGNEUX; DARDE, 2012).

No intuito de auxiliar o diagndstico da toxoplasmose em criangas com risco de
infecgdo congénita, as técnicas imunoenzimaticas tém sido modificadas, utilizando
diferentes antigenos recombinantes do T. gondii, na tentativa de aprimorar os
ensaios para a detecgdo de anticorpos especificos (BUFFOLANO et al., 2005).
Neste sentido, varios estudos tém sido realizados na busca de novos antigenos que
possam ser utilizados no diagndéstico sorologico da toxoplasmose.

Segundo Hegab e Al-Mutawa (2003), o T. gondii pode expressar diferentes
antigenos dependendo do seu gendtipo. A maioria dos estudos utilizou moléculas de
T. gondii pertencentes a quatro grandes familias de proteinas: os antigenos de
superficie, membros da familia SAG, que incluem o antigeno p30 (SAG1),
reconhecido como o principal e mais abundante antigeno de superficie; antigenos
secretados dos granulos densos (GRAS), antigenos roptrias (ROPs) e as proteinas
de micronema (MIC), que sao responsaveis pelo processo de adesdo e invasao de
todos parasitos aplicomplexos (KASPER; CURRIE; BRADLEY, 1985; BURG et al.,
1988; SOLDATI; DUBREMETZ; LEBRUN, 2001; BEGHETTO et al., 2005). Estudos

relatam que os anticorpos podem ter reatividades distintas a diferentes antigenos
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recombinantes, por isso recomendam o uso de uma combinagdo desses antigenos
(BUFFOLANO et al., 2005; BEGHETTO et al., 2006).

Estudos anteriores demonstraram que os antigenos recombinantes podem melhorar
o diagnostico sorologico da infecgdo do T. gondii em adultos com infecgao adquirida.
Em 2005, Buffolano e colaboradores propuseram a utilizagdo de ensaios baseados
em antigenos recombinantes para detectar anticorpos especificos de T. gondii para
o diagnostico da infeccdo congénita em recém-nascidos. Neste estudo, a
imunoreatividade contra epitopos dos fragmentos dos produtos dos genes MIC2,
MIC3, MIC4, M2AP, AMA1 e SAG1 do T. gondii foram avaliados por meio da
realizagcdo de imunoensaios enzimaticos com antigenos recombinantes (Rec-
ELISA). Os ensaios de IgM-Rec-ELISA com antigenos recombinantes demonstraram
um bom desempenho, com 97% de positividade em criangas com toxoplasmose
congénita. Entretanto, alguns resultados falso positivos ocorreram provavelmente
devido a reacbes inespecificas de anticorpos IgM do soro das criangas nao
infectadas com o antigeno SAG1.

Neste contexto, Souza-e-Silva e colaboradores (2012) compararam anticorpos 1gG e
subclasses de IgG contra antigenos totais soluveis (STA) e recombinantes (SAG1 e
MIC3) do T. gondii no diagnéstico precoce da toxoplasmose congénita. No geral,
demonstrou-se uma alta sensibilidade de IgG total e IgG1 tanto para os antigenos
soluveis quanto para os recombinantes, variando entre 86 a 99%. Entretanto, foi
verificado uma baixa especificidade variando de 7 a 69%, indicando que o teste nao
foi acuradamente capaz de diferenciar as criangas nao infectadas. Embora para as
subclasses de anticorpos IgG3 e IgG4 o teste apresentou uma alta especificidade, o
meétodo apresentou baixa sensibilidade, ndo sendo capaz de identificar as criangas

infectadas.

Outra técnica que tem sido alvo de estudos para o auxilio no diagndstico da
toxoplasmose congénita é a avidez de IgG. O teste baseia-se na propriedade de
maturacdo da afinidade funcional da reagao antigeno-anticorpo que & proporcional
ao tempo de infecgdo. A avidez com que os anticorpos IgG ligam-se ao seus
antigenos pode ser avaliada pela maior ou menor facilidade de dissociagdo desta
ligacdo com substancias desnaturantes (uréia 6M). Ainda pouco se sabe sobre o
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valor diagndstico da medi¢ao de avidez de IgG nesta doenga (BUFFOLANO et al.,
2004). Entretanto, atualmente, alguns autores tem se empenhado na determinagao
da avidez de IgG na identificagdo de recém-nascidos com toxoplasmose congénita
(SAID; ZAKI; ABDELRAZIK, 2011; TORRES et al., 2013).

Embora varios estudos ao longo destes anos tém sido realizados no sentido de
desenvolver testes sorologicos capazes de identificar os neonatos com
toxoplasmose congénita, dificuldades existentes no diagndstico sorolégico pds-natal
continuam a ser um problema em nosso meio. Visto que, usualmente, o diagnéstico
neonatal é realizado por meio da detecgdo de anticorpos especificos IgM ou IgA e
em um numero significativo de recém-nascidos infectados, esses anticorpos estao
ausentes ou sao produzidos em concentragdes abaixo dos niveis detectaveis para a
maioria dos testes disponiveis, ainda se faz necessario alternativas para melhorar o

diagndstico precoce da toxoplasmose congénita.

Diante disso, atualmente, o padrdo ouro no diagndéstico da toxoplasmose congénita
para neonatos negativos para anticorpos IgM/IgA anti-T. gondii é a avaliagdo da
persisténcia ou do aumento de IgG anti-T. gondii nas criangas durante o primeiro
ano de vida, demonstrando que estes anticorpos estdo sendo produzidos pelas
criangas. Contudo, esse método € demorado e o tratamento precoce das criangas
infectadas é de suma importancia.

O diagnostico precoce da toxoplasmose congénita logo apds o nascimento é
importante, pois possibilita a instituicdo rapida da terapia, que devera evitar o
aparecimento de sequelas em criangas sem sintomas e melhorar a qualidade de

vida dos recém-nascidos sintomaticos (NAESSENS et al., 1999).

Na procura por testes eficazes para o diagndstico precoce da toxoplasmose
congénita, uma nova metodologia baseada na técnica da imunofluorescéncia
indireta por citometria de fluxo tem se mostrado promissora. Em 2009, Barros
avaliou pela primeira vez a técnica de citometria de fluxo para detecgao da avidez de
IgG, subclasses de 1gG e IgM anti-T. gondii no diagnostico sorolégico das fases
aguda e convalescente tardia da toxoplasmose humana sintomatica, trazendo novas

perspectivas no estudo do diagnostico da doenga. Recentemente, nosso grupo
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também avaliou a citometria de fluxo como ferramenta metodoldgica na detecgao de
anticorpos anti-T. gondii, e demonstrou por meio do desempenho do método uma
nova abordagem sorologica para o diagndstico da toxoplasmose aguda humana,
com objetivo de diferenciar toxoplasmose recente da crénica, que se mostrou um
método alternativo efetivo (SILVA-DOS-SANTOS et al., 2012).

Portanto, considerando esses achados e com o intuito de contribuir com o avango do
diagndstico da toxoplasmose congénita, o objetivo desse trabalho foi avaliar o
desempenho do ensaio de imunofluorescéncia indireta baseada em citometria de
fluxo na deteccdo de anticorpos anti-T. gondii em recém-nascidos infectados
congenitamente e sua utilizagdo como uma ferramenta complementar para o

diagndstico sorologico pos-natal precoce da toxoplasmose congénita.
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2. OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar o desempenho da pesquisa de anticorpos anti-T.gondii, por citometria de
fluxo, no diagndstico sorolégico pds-natal precoce da toxoplasmose congénita.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

1. Estabelecer os critérios de interpretacdo da pesquisa de anticorpos IgM, IgA, 1gG,
subclasses de IgG e avidez de IgG anti-T.gondii, por citometria de fluxo, no
diagnostico da toxoplasmose congénita;

2. Avaliar o desempenho da pesquisa de anticorpos IgM, IgA, 1gG, subclasses de
lgG e avidez de IgG anti-T.gondii, por citometria de fluxo, no diagnodstico da

toxoplasmose congénita;
3. Comparar a sorologia das mées com suas respectivas criangas e avaliar se a
diferenca na reatividade de anticorpos pode ser utilizada como ferramenta para o

diagndstico da infecgado congénita pelo T. gondii;

4. Propor um algoritmo para o diagndstico precoce da toxoplasmose congénita

utilizando a citometria de fluxo.
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3. MATERIAIS E METODOS

3.1 ASPECTOS ETICOS

As amostras de soro das criangas avaliadas neste estudo foram obtidas a partir de
um estudo sobre o impacto da toxoplasmose congénita em Minas Gerais, realizado
no periodo de 01 de Novembro de 2006 a 31 de maio de 2007 e aprovado pelo
Comité de Etica em Pesquisa Humana da Universidade Federal de Minas Gerais
(COEP-UFMG), parecer n° 0298/06.

3.2 AMOSTRAS DE SORO

O estudo foi desenvolvido com criangas participantes do Programa Estadual de
Triagem Neonatal (PETN) de Minas Gerais. Inicialmente foram realizados testes em
eluatos de sangue seco em papel filtro para pesquisa de IgM anti-T. gondii (TOXO
IgM Q-Preven®, Symbiosis, Leme, Brasil) nos recém-nascidos participantes do
PETN, colhidos nos primeiros dias de vida para a realizagdo também da triagem de
doengas metabdlicas e genéticas (Teste do Pezinho). Para aqueles que
apresentaram sorologia positiva ou indeterminada, foram coletadas amostras do
sangue periférico das criangas e de suas respectivas méaes, em média entre 30 a 45
dias apds a triagem neonatal, para testes confirmatorios. Apds centrifugacédo do
sangue, o soro foi aliquotado e congelado a -20°C até a realizagdo dos novos testes.
As amostras de soro das criancas e das maes foram submetidas, ao ensaio
fluorimétrico ligado a enzima para pesquisa de IgM, IgA e IgG para confirmar o
diagndstico (ELFAVIDAS®, BioMérrieux SA, Lyon, Franga). Apés 12 meses foi
realizada nova coleta de sangue periférico das criangas, com o intuito de confirmar o
diagnodstico pela persisténcia de anticorpos IgG anti-T. gondii, metodologia que é
considerada o padrdo ouro para o diagnostico da toxoplasmose congénita. De
acordo com os resultados obtidos nesses ensaios, um total de 107 amostras de soro
foram classificadas em dois grupos:

Grupo | - Criangas nao infectadas (NI): 19 criangas que apresentaram resultado

negativo para anticorpos IgG anti-T. gondii ao final de 12 meses.
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Grupo Il — Criangas infectadas (TOXO): 88 criangas com persisténcia de anticorpos
lgG anti-T. gondii ao final de 12 meses.

3.3 ANALISE DA REATIVIDADE DOS ANTICORPOS ANTI-T. gondii DETECTADOS
PELO ENSAIO FLUORIMETRICO LIGADO A ENZIMA (ELFA), EM SOROS DE
CRIANCAS COM TOXOPLASMOSE CONGENITA E DE CRIANGAS NAO
INFECTADAS

Das 88 criangas do grupo de toxoplasmose congénita (TOXO) que realizaram
sorologia pelo método convencional (ELFA), em média entre 30 a 45 dias apods a
triagem neonatal, 78% apresentaram IgM reagente, 36% apresentaram IgA reagente
e 100% das criangas apresentaram anticorpos IgG anti-T. gondii. Das 19 criangas
ndo infectadas (NI), nenhuma delas apresentaram IgM ou IgA positivo, em
contrapartida, 100% apresentaram anticorpos IgG anti-T.gondii (Figura 4).

Diagrama da Reatividade da Sorologia Convencional
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Figura 2 — (A) Diagrama com os resultados positivos (B) e negativos () para a pesquisa de
anticorpos IgM, IgA e IgG em soros individuais de criangas com toxoplasmose congénita (TOXO) e de
criangas ndo infectadas (NI). (B) Porcentagem de resultados positivos do grupo NI e TOXO utilizando

0 método ELFA para o diagnéstico de toxoplasmose congénita.
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3.4 OBTENGAO E PREPARO DAS FORMAS TAQUIZOITAS DE T. gondii PARA OS
ENSAIOS DE IMUNOFLUORESCENCIA POR CITOMETRIA DE FLUXO

Taquizoitos de T. gondii da cepa RH foram mantidos por meio de inoculagao
intraperitoneal em camundongos Balb/C de 9 a 11 semanas de idade, por
passagens sucessivas a intervalos de 48 a 72 horas de um indculo de
aproximadamente 10° taquizoitos, obtidos do exsudato peritoneal de camundongos
previamente infectados. Os exsudatos peritoneais foram obtidos por meio de
lavagem da cavidade abdominal do animal com solugédo salina estéril tamponada
com fosfato a 0,01M (pH 7,2). As suspensbes parasitarias coletadas foram
submetidas a uma centrifugacao rapida (45 x g, 1 minuto, 4°C) para remog¢ao de
fragmentos celulares do hospedeiro. O sobrenadante foi coletado e lavado por duas
vezes (720 x g, 10 minutos, 4°C) com PBS (Phosphate Buffered Saline), descartado
e o sedimento final foi tratado com solugéo fixadora (10,0g/L de paraformaldeido,
10,2g/L de cacodilato de sédio e 6,65g/L de cloreto de sodio, pH 7,2) diluida 1:1 em
PBS e mantida a 4°C por 24 horas (MARTINS-FILHO et. al., 1995). Apds esse
periodo, os parasitos fixados foram centrifugados a 1.000 x g, 10 minutos a 4°C. Em
seguida, o sobrenadante foi desprezado e o sedimento foi ressuspenso em 10 mL
de PBS. Posteriormente, foi realizado a contagem do numero dos parasitos em
camara de Newbauer e a suspensdo celular foi ajustada para 5x10° taquizoitos/mL

para utilizagcdo nos ensaios de imunofluorescéncia indireta por citometria de fluxo.

3.5 PESQUISA DE ANTICORPOS IgM, IgA, IgG E SUBCLASSES DE IgG ANTI-
TAQUIZOITAS FIXADAS DE T. gondii E AVIDEZ DE ANTICORPOS IgG POR
CITOMETRIA DE FLUXO

Os ensaios de imunofluoreséncia por citometria de fluxo para o estudo de anticorpos
IgM, IgA, IgG, subclasses de IgG anti-taquizoitos fixados de T. gondii foram
realizados segundo o protocolo descrito por Silva-dos-Santos e colaboradores
(2012) com modificagdes. O experimento foi realizado em microplacas de 96 pogos
com fundo em “U” (Nunc®, Dinamarca), onde adicionou-se uma aliquota de 50 pL do
soro previamente diluido em PBS- 3% SFB (Soro Fetal Bovino), juntamente com 50
pL da suspensao de parasitos (5,0x 106/mL) e incubados a 37°C durante 30 minutos.
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Apos a incubacao, os parasitos foram lavados duas vezes com 200 uL de PBS- 3%
SFB, por centrifugacdo a 1.000g, 4°C durante 10 minutos, e o sobrenadante
desprezado.

Para a pesquisa de anticorpos IgM, IgA e IgG, posteriormente, os parasitos foram
incubados com 50 pL de anticorpos secundarios anti-IgM, anti-IgA e anti-IgG
humano marcado com isotiocianato de fluoresceina (FITC) (Sigma Chemical Corp. ®,
St.Luis, MO), diluidos 1:2.000 para IgM, 1:1.000 para IgA e 1:20.000 para IgG em
PBS- 3% SFB, a 37°C durante 30 minutos ao abrigo da luz.

Para a pesquisa de subclasses de 1gG, os parasitos foram incubados com 50 pL de
anticorpos secundarios anti-subclasses de IgG humano marcados com biotina
(Sigma Chemical Corp. ®, St.Luis, MO), diluidos 1:20.000 para IgG1, 1:1.000 para
lgG2 e 1IgG4 e 1:2.000 para 1IgG3 em PBS- 3% SFB, a 37°C durante 30 minutos ao
abrigo da luz. Apds a incubagao, os parasitos foram lavados duas vezes com 200 pL
de PBS- 3% SFB e o sobrenadante desprezado. Na etapa seguinte, os parasitos
foram incubados com 20 pL de estreptoavidina conjugado com ficoeritrina (SAPE)
(Sigma Chemical Corp. ®, St.Luis, MO), diluido 1:400 em PBS- 3% SFB e incubados
a 37°C durante 30 minutos ao abrigo da luz.

Apos a incubagdo com os anticorpos secundarios, os parasitos foram lavados duas
vezes com 200 uL de PBS- 3% SFB e ressuspensos em 200 uL de solugao fixadora
para citometria. As amostras foram mantidas no minimo por 30 minutos € no maximo
por 24 horas, a 4°C, ao abrigo de luz, até o momento da leitura no citdmetro de fluxo
(FACScan-Becton Dickinson®, San Jose, CA, EUA). Os dados coletados foram

armazenados e analisados posteriormente.

Para cada ensaio foi feito um controle interno da reagc&o para avaliar a ligagao
inespecifica do anticorpo secundario. Os parasitos foram incubados com o anticorpo
secundario na auséncia de soro humano. Em todos os testes foram incluidas
amostras de soros controles positivos e negativos para toxoplasmose. Os resultados
foram expressos como Porcentagem de Parasitos Fluorescentes Positivos (PPFP).
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O ensaio de avidez de IgG por citometria de fluxo foi realizado conforme descrito
anteriormente para o ensaio de IgG com algumas modificagdes. O experimento foi
realizado em microplacas de 96 pog¢os com fundo em “U” (Nunc®, Dinamarca), em
duas placas adicionou-se 50 pL do soro previamente diluido, juntamente com 50 pL
da suspensao de parasitos (5,0x106/mL) e incubados a 37°C por 30 minutos. Os
parasitos foram lavados uma vez com 200 pL PBS- 3% SFB por centrifugacao a
1.000 x g, 4°C durante 10 minutos. Posteriormente, foi realizada uma lavagem
diferencial, sendo que uma das placas foi incubada com solugéo de uréia 6M diluida
em PBS- 3% SFB por 5 minutos, enquanto a outra placa foi incubada somente com
PBS- 3% SFB, e em seguida, submetidas a centrifugacéo a 1.000 x g, 4°C durante
10 minutos, e o sobrenadante desprezado. Apds nova lavagem com 200 yL PBS-3%
SFB, a reacao foi revelada como descrito no ensaio de citometria para pesquisa de

anticorpos IgG.

Os resultados foram expressos em indice de Avidez (IA) e calculado como a razéo
entre os valores de PPFP obtidos das amostras tratadas com uréia (U') e as
amostras n3o tratadas (U’), segundo a formula: IA (%) = [PPFP(U") / PPFP (U7)] X
100. Para a determinacdo do indice de avidez foi utilizada a ultima diluicdo do soro
que apresentava valores de PPFP superiores a 30% na curva de titulacdo de IgG

sem tratamento com ureia.
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Figura 3 - Desenho do esquema experimental para a pesquisa de anticorpos anti-taquizoitos fixados
de T. gondii por citometria de fluxo

A tabela 1 mostra a relagdo dos anticorpos secundarios, sua procedéncia, diluicoes

nos ensaios e diluicdes dos soros dos pacientes.

Tabela 1: Anticorpos secundarios utilizados nos ensaios de citometria de fluxo.

Anticorpo Diluicao Marcacgao Origem Diluicao do soro
AcM. Anti IgM 1:2.000 FITC Cabra 1:4.000-1:128.000
AcM Anti IgA 1:1.000 FITC Cabra 1:250-1:16.000

AcP. Anti IgG 1:20.000 FITC Cabra 1:32.000-1:2.048.000
AcM. Anti IgG1 1:20.000 Biotina* Camundongo 1:32.000-1:2.048.000
AcM. Anti IgG2 1:1.000 Biotina* Camundongo 1:250-1:16.000

AcM. Anti IgG3 1:2.000 Biotina* Camundongo 1:1.000-1:64.000
AcM. Anti IgG4 1:1.000 Biotina* Camundongo 1:500-1:32.000

AcM. = anticorpo monoclonal; AcP. = anticorpo policlonal; FITC = isotiocianato de fluoresceina
*AcM. biotinilados foram posteriormente incubados com estreptoavidina-ficoeritrina (SAPE) para
detecgao.
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3.6 AQUISICAO E ANALISE DOS DADOS DA CITOMETRIA DE FLUXO

A citometria de fluxo € uma método que utiliza um sistema optico eletrénico, que
avalia a emisséo de fluorescéncia, bem como a dispersao de raios /laser incidentes
sobre uma célula desta forma, permite a analise de trés parametros celulares:
tamanho (FSC-Forward Scatter), granulosidade ou complexidade interna (SSC-Side
Scatter) e a emissao de fluorescéncia.

A aquisicao e analise dos dados foram realizadas no citbmetro de fluxo FACSsort
(Becton Dickinson®), empregando o software Cell-Quest. Para cada amostra
individual foram adquiridas informacdes relativas aos parametros: tamanho,
granulosidade e intensidade relativa de fluorescéncia analisando-se 5.000 parasitos.
Nesse estudo foram empregados anticorpos marcados com FITC que, quando
excitados emitem sinais luminosos correspondentes as fluorescéncias do tipo1 (FL1-
fluorescéncia verde) e anticorpos marcados pelo sistema biotina/SAPE que, quando
excitados emitem sinais luminosos correspondentes as fluorescéncias do tipo 2

(FL2-fluorescéncia laranja).

A figura 3 mostra a distribuicdo caracteristica e homogénea dos taquizoitos
apresentados em graficos de tamanho (FSC) versus granulosidade (SSC),
permitindo o posicionamento de um marcador sobre a populagao de interesse (R1).
Esse perfil foi obtido ajustando-se os ganhos de tamanho e granulosidade, em
escala log, com valores EOQO e 300, respectivamente. Utilizando-se histogramas de
intensidade de fluorescéncia em fungcdo de numero de parasitos, foi possivel analisar

a intensidade de fluorescéncia relativa apresentada pela populagao selecionada.

Os resultados das analises de fluorescéncia apresentados pelos parasitos, apos
incubagdo com soros de criangas infectadas e ndo infectadas e o reagente
fluorocromo, foram expressos sob a forma de PPFP. Para cada experimento, foi
estabelecido um limiar de positividade de no maximo 2% de PPFP, em funcéo de
curva de fluorescéncia do tubo controle sem soro, de ligagbes inespecificas do
anticorpo secundario (M1, Figura 3B). Em seguida, o mesmo marcador, foi
empregado para obtencdo dos valores de PPFP para cada amostra individual
(Figura 3 C e D).
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Figura 4 - Sequéncia de analise de anticorpos anti-taquizoitos de T. gondii por citometria de fluxo.
Selegdo da populagdo de formas taquizoitas, em graficos de tamanho e granulosidade (A).
Histogramas individuais representando o percentual de parasitos fluorescentes (PPFP) obtidos como
controle da reagéo, sem soro (B), ap6s a incubagdo com um soro negativo (C) e com soro positivo
(D). O posicionamento do marcador (M1) segue o critério de se obter no maximo 2% de PPFP para o
controle da reacao.

3.7 ANALISE DO DESEMPENHO DO METODO PARA O DIAGNOSTICO DA
TOXOPLASMOSE CONGENITA

Para a obtencdo dos valores de sensibilidade e especificidade para o método de
diagnodstico avaliado foi necessario a definicdo de um ponto de corte, ou seja, um
valor que permitisse classificar os resultados do teste como positivos e negativos.
Para cada ponto de corte estabelecido foram obtidos valores de sensibilidade e
especificidade correspondentes. A definicdo do ponto de corte foi feita levando-se
em conta os propdsitos do teste e as implicagdes dos resultados erréneos, falso
positivos e falso negativos. Portanto, dentre os diversos critérios para a definicdo de
um ponto de corte, no nosso estudo foi selecionado aquele que o teste obtivesse o
maior valor possivel de especificidade.

Para os ensaios de citometria de fluxo, a ferramenta estatistica utilizada para
determinar o ponto de corte, bem como os indices de sensibilidade e especificidade

relativas e os respectivos intervalos de confianga a 95% dos testes, foi a Two-graph
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receiver operating characteristic (TG-ROC), proposta por Greiner, Sohr e Gobel

(1995), sendo uma modificagdo da analise da curva ROC convencional.

Com utilizagdo do programa estatistico GraphPad Prism 5.0 os dados foram
analisados utilizando TG-ROC que é representado por dois graficos em eixos
opostos, um representando a sensibilidade e o outro representando a especifidade
do teste avaliado, no eixo Y, em diferentes pontos de corte, que variam ao longo do
eixo X do grafico. Assim, a TG-ROC possibilita a visualizagdo de uma ampla faixa de
valores de ponto de corte com as respectivas sensibilidade e especificidade obtidas
para cada um deles. Em contraste com a analise da curva ROC convencional, onde
os diferentes pontos de corte ndo podem ser visualizados diretamente no grafico
com os respectivos valores de sensibilidade e especificidade (GREINER; SOHR,;
GOBEL, 1995; GREINER, 1995).

Outra forma de abordagem do desempenho de testes de diagndstico, consiste na
determinacdo das razbes de verossimilhanga (RV). A RV para um determinado
resultado do teste diagnostico é expressa em chance e é definida pela razdo entre
proporgao de um referido resultado em criangas com toxoplasmose congénita em
relacdo a proporcdo do mesmo resultado em criancas sem a doenca. As RVs para
um resultado positivo e negativo dos testes de diagnostico foram determinadas,
respectivamente, pelas relacoes:

RV+ = Sensibilidade
1 — Especificidade

RV- =1 - Sensibilidade
Especificidade
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Em seguida, calculou-se o valor preditivo positivo (VP+) e o valor preditivo negativo

(VP-), baseado nas seguintes formulas:

VP + = Verdadeiros positivos

Verdadeiros positivos + Falsos positivos

VP - = Verdadeiros negativos

Verdadeiros negativos + Falsos negativos
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4. RESULTADOS

4.1 ANALISE DA REATIVIDADE DE IgM, IgA E IgG ANTI-T. gondii, DETECTADOS
PELA CITOMETRIA DE FLUXO, EM SOROS DE CRIANCAS COM
TOXOPLASMOSE CONGENITA E DE CRIANGCAS NAO INFECTADAS E SUA
APLICABILIDADE NO DIAGNOSTICO PRECOCE DA TOXOPLASMOSE
CONGENITA

4.1.1 Determinagao da diluicao do soro para a pesquisa de anticorpos IgM, IgA
e IgG anti-T. gondii em soros de criangas com toxoplasmose congénita e de

criangas nao infectadas

A partir das curvas de titulacdo dos anticorpos, em soros individuais de criangas do
grupo TOXO e do grupo NI, mostrados na figura 5 (A) e (B), foi tragado uma curva de
reatividade média, para cada grupo avaliado. A Figura 5 (C) mostra uma amplitude
de segregagao pouco pronunciada entre as curvas de reatividade média dos grupos
avaliados para os anticorpos IgM, IgA e IgG. No entanto, foi demonstrado que na
diluicdo do soro 1:16.000 para IgM, 1:1.000 para IgA e 1:512.000 para IgG, houve
uma maior amplitude de segregacdo entre a reatividade dos grupos analisados,
sugerindo estas diluicbes como as mais apropriadas para melhor diferenciar os
grupos TOXO e NI.
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Figura 5 — Curvas de titulagdo dos anticorpos IgM, IgA e IgG anti-T. gondii pela citometria de fluxo em
soros individuais de criangas com toxoplasmose congénita (A) e ndo infectadas (B). O grafico C
representa as médias de reatividades dos grupos TOXO (@) e NI (®). Em cinza esta destacada a
diluicdo do soro que apresentou maior amplitude de segregacéo entre os grupos. Os resultados da
reatividade dos anticorpos de cada grupo estao expressos em valores de PPFP.

4.1.2 Avaliagdao do desempenho da pesquisa de IgM, IgA e IgG anti-T.gondii no
diagnéstico precoce da toxoplasmose congénita

Apos escolhida a melhor diluigdo do soro que permitisse segregar os grupos, 0S
valores de PPFP das amostras individuais de criangas dos grupos TOXO e NI foram
avaliados na diluicdo escolhida a fim de se construir a curva TG-ROC e calcular os
indices de avaliacdo de desempenho dos testes. Dessa forma, a construgdo das
curvas TG-ROC utilizando os dados obtidos nas diluigcbes 1:16.000 para IgM, 1:1.000
para IgA e 1:512.000 para IgG estao representados na figura 6 (A).
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Pode-se observar pelos graficos das curvas TG-ROC que os pontos de corte
escolhidos foram 80% para IgM e 20% para IgA e 1gG, representados na figura 6 (A).
A definicdo do ponto de corte foi baseada na escolha do PPFP que fornecesse uma
especificidade de 100%, ou seja, um ponto de corte que permitisse que todas as
criangas nao infectadas apresentassem reatividade negativa pelo método proposto.
Portanto, utilizando os pontos de corte acima, os resultados mostraram que para a
pesquisa de IgM a sensibilidade do teste foi de 47,6% (IC95%= 36,4-58,9) com
especificidade de 100% (IC95%= 82,3-100). Foi observado que os indices de
desempenho da pesquisa de IgA foram de 72,6% de sensibilidade (IC95%= 61,8-
81,8) e especificidade 100% (IC95%= 81,47-100). Para a pesquisa de IgG os valores
de sensibilidade e especificidade foram de 75% (1C95%=64,6-83,6) e 100% (1C95%=
82,3-100), respectivamente (Tabelas da figura 6B).

Para complementacao dos indices de desempenho dos métodos, foram avaliados os
valores preditivos positivos (VP+) e negativos (VP-) e as razdes de verossimilhanca
positiva (RV+) e negativa (RV-). A citometria de fluxo para a pesquisa de anticorpos
IgM, IgA e IgG apresentaram valor de predi¢cao positivo de 100%. O valor preditivo
negativo para a pesquisa desses anticorpos foram de 30,6% para IgM, 43,9% para
IgA e 46,3% para IgG (Tabelas da figura 6B).

A RV para o resultado positivo da pesquisa de IgM (PPFP>80%) foi +« e para o
resultado negativo (PPFP<80%) foi de 0,52. As RV para o resultado positivo da
pesquisa de IgA e IgG (PPFP>20%) foram de +« e para o resultado negativo
(PPFP<20%) foram de 0,27 e 0,25 (Tabelas da figura 6B). Isso significa que a
chance das criangas que apresentam um resultado positivo do teste € infinitamente
maior de serem provenientes de criangas com toxoplasmose congénita do que de
criangas nao infectadas. Por outro lado, os resultados negativos do teste de IgM
apresentam uma chance de 0,52, para IgA de 0,27 e para IgG de 0,25 de serem

provenientes de criancas com toxoplasmose.
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Figura 6 — (A) Curva TG-ROC da pesquisa de IgM, IgA e IgG anti-T.gondii pela citometria de fluxo em
soros de criangas com toxoplasmose congénita e criangas néo infectadas. Em cinza esta destacado a

escolha do ponto de corte. (B) Perfil de dispersao individual dos soros dos grupos TOXO (@) e NI (@)

da diluicdo candidata. A linha pontilhada refere-se ao ponto de corte selecionado pela curva TG-ROC.

Tabela com os indices de desempenho dos testes. Sens.= Sensibilidade; Espec.= Especificidade;

RV= Razao de Verossimilhanga e VP= Valor Preditivo.
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A préxima etapa do estudo foi avaliar a reatividade das subclasses de IgG na
tentativa de buscar um melhor marcador que pudesse permitir o diagndstico precoce
da toxoplasmose congénita.

4.2 ANALISE DA REATIVIDADE DE SUBCLASSES DE IgG ANTI-T. gondii,
DETECTADOS PELA CITOMETRIA DE FLUXO, EM SOROS DE CRIANCAS COM
TOXOPLASMOSE CONGENITA E DE CRIANGCAS NAO INFECTADAS E SUA
APLICABILIDADE NO DIAGNOSTICO PRECOCE DA TOXOPLASMOSE
CONGENITA

4.2.1 Determinacgao da diluicao do soro para a pesquisa de subclasses de IgG
anti-T.gondii em soros de criangas com toxoplasmose congénita e de criangas

nao infectadas

A partir das curvas de titulacdo dos anticorpos, em soros individuais de criangas do
grupo TOXO e do grupo NI, mostrados na figura 7 (A) e (B), foi tragado uma curva de
reatividade média, para cada grupo avaliado. Por meio da analise das curvas de
reatividades médias, pode-se verificar pela figura 7 (C) que, em relagdo a pesquisa
de 1gG1, 1gG2 e 1gG3, as diluigbes do soro que houve uma melhor amplitude de
segregacao da reatividade entre os grupos analisados foram 1:2.048.000 para 1gG1
e 1:4.000 para 1gG2 e IgG3, sugerindo estas diluigbes como as mais apropriadas
para melhor diferenciar os grupos avaliados. Para o anticorpo 1gG4, ndo foi possivel
segregar os grupos TOXO e NI. Entretanto, avaliou-se o desempenho do teste na
diluicdo do soro 1:500.
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Figura 7 — Curvas de titulagdo das subclasses de IgG anti-T. gondii pela citometria de fluxo em soros
individuais de criangas com toxoplasmose congénita (A) e nao infectadas (B). O grafico C representa
as médias de reatividades dos grupos TOXO (@) e NI (®). Em cinza esta destacada a diluicdo do
soro que apresentou maior amplitude de segregacédo entre os grupos. Os resultados da reatividade
dos anticorpos de cada grupo estdo expressos em valores de PPFP.
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4.2.2 Avaliagao do desempenho da pesquisa de subclasses de IgG anti-T.gondii
no diagndstico precoce da toxoplasmose congénita

A partir das diluicées escolhidas que melhor segregaram os grupos foram contruidas
as curvas TG-ROC utilizando os dados obtidos nestas diluicbes representadas na
Figura 8 (A). A definicdo do ponto de corte dos métodos basearam-se na mesma
estratégia utilizada para a pesquisa de IgM, IgA e IgG anti-T. gondii, onde os valores
de especificidade fossem de 100%. A analise da curva TG-ROC para a pesquisa de
IgG1 anti-T. gondii demonstrou que, na diluigdo do soro 1:2.048.000 e no ponto de
corte (PC) de 20% para a segregacao dos grupos TOXO e NI, a sensibilidade foi de
73,9% (IC95%= 63,4-82,7) e a especificidade foi de 100% (IC95%= 82,35-100). Foi
observado que os indice de desempenho na diluigdo 1:4.000 de 1gG2 com PC de
20%, apresentaram valores de sensibilidade de 60,2% (IC95%= 49,2-70,5) e
especificidade 100,0% (1C95%= 82,3-100), demonstrados nas tabelas da figura 8 (B).

Para a pesquisa de 1gG3 anti-T. gondii pode-se verificar 6timos indices de
desempenho na diluicdo do soro 1:4.000, apresentando valores de sensibilidade de
83% (1C95%=73,4-90,1) e especificidade de 100% (1C95%= 82,3-100).

O desempenho da pesquisa de IgG4 na diluicdo 1:500 e no PC de 20%, apresentou
valores de sensibilidade e especificidade de 94,7% (1C95%=73,9-99,9) e 4,6%
(IC95%= 1,3-11,4), respectivamente (Tabelas da Figura 8B).

Para complementacao dos indices de desempenho dos métodos, foram avaliados os
valores preditivos positivos (VP+) e negativos (VP-) e as razdes de verossimilhanca
positivas (RV+) e negativas (RV-). A citometria de fluxo para a pesquisa de
anticorpos 1gG1, 1gG2 e 1gG3 apresentou valor preditivo positivo de 100%. O valor
preditivo negativo para a pesquisa desses anticorpos foram de 45,2% para IgG1,
35,2% para 1gG2 e 55,9% para IgG3. Em relacdo a pesquisa de 1gG4, o valor de
preditivo positivo foi de 17,8% e o negativo de 80% (Tabelas da figura 8B).

As analises das RV da pesquisa de 1gG1, 1gG2 e IgG3 apresentaram RV positivas
tendendo ao infinito em resultados superiores a 20% de PPFP e uma RV negativa de
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0,26 para IgG1, 0,40 para IgG2 e 0,17 para IgG3 para resultados inferiores a 20%.
Isso significa dizer que a chance de resultados positivos dos testes serem
provenientes de criangas com toxoplasmose congénita € infinitamente maior que de
criangas nao infectadas. Ao contrario, os resultados negativos dos testes apresentam
uma chance de apenas 0,26 (IgG1), 0,40 (IgG2) e 0,17 (IgG3) de serem provenientes
de criangas com toxoplasmose, conforme nas tabelas da figura 8 (B).

Por sua vez, a RV para o resultado positivo da pesquisa de IgG4 (PPFP>20%) foi de
1,01 e para o resultado negativo (PPFP<20%) foi de 0,87 (Tabela da figura 8B).
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Figura 8 — (A) Curva TG-ROC da pesquisa de IgG1, 1gG2, 1IgG3 e IgG4 anti-T.gondii pela citometria
de fluxo em soros de criangas com toxoplasmose congénita e criangas ndo infectadas. Em cinza esta
destacado a escolha do ponto de corte. (B) Perfil de dispersédo individual dos soros dos grupos TOXO
(@) e NI (®) da diluicdo candidata. A linha pontilhada refere-se ao ponto de corte selecionado pela
curva TG-ROC. Tabela com os indices de desempenho dos testes. Sens.= Sensibilidade; Espec.=

Especificidade; RV= Razéao de Verossimilhanca e VP= Valor Preditivo.
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4.3 AVALIACAO DA AVIDEZ DE IgG ANTI-T. gondii E SUA APLICABILIDADE NO
DIAGNOSTICO PRECOCE DA TOXOPLASMOSE CONGENITA

Com o objetivo de avaliar a determinacéo do indice de avidez de IgG anti-T. gondii
no soro de criangas com toxoplasmose congénita (TOXO) e ndo infectadas (NI) por
citometria de fluxo, utilizou-se como critério o calculo do indice de avidez realizado
na ultima diluigdo do soro com PPFP superior a 30% na curva de titulagdo de IgG
ndo tratado com uréia, como descrito por Silva-dos-Santos e colaboradores (2012).
A figura 9 (Superior) mostra que diluices distintas foram selecionadas para cada
amostra de soro, dependendo do perfil de reatividade. Para 73% das criangcas nao
infectadas (NI) foram utilizadas a diluicdo do soro de 1:32.000 para a analise da
avidez de IgG, em contraste, diluicbes mais altas foram utilizadas em 89% das
criangas com toxoplasmose congénita (TOXO) para determinacdo do indice de

avidez de IgG.

Para a segregacédo dos grupos TOXO e NI o ponto de corte do indice de avidez
utilizado foi de 60%, como descrito por Silva-dos-Santos e colaboradores (2012). A
analise dos perfis de dispersdo dos indices de avidez para cada amostra individual
representados na figura 9 (Inferior) demonstrou que 93% das criangas néao infectadas
apresentaram indices de avidez superiores a 60%, ou seja, alta avidez, ao passo que
97% das criangas com toxoplasmose congénita apresentaram indices de avidez
inferiores a 60%, ou seja, baixa avidez. Dessa forma, os indices de desempenho do
meétodo de avidez de IgG no diagndstico precoce da toxoplasmose congénita foi de
97% de sensibilidade e 93% de especificidade.
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Figura 9 — (Superior) Determinag&o das diluigcdes do soro das amostras individuais do grupo TOXO
(@) e NI (@) utilizadas no calculo do indice de avidez. (Inferior) Analise dos indices de avidez dos

grupos através do perfil de disperséo individual das amostras pela citometria de fluxo.
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4.4 COMPARAGAO DO PERFIL DE REATIVIDADE DE ANTICORPOS ANTI-T.
gondii ENTRE AMOSTRAS PAREADAS DE MAES E CRIANGAS COM
TOXOPLASMOSE CONGENITA E CRIANCAS NAO INFECTADAS

Para analise comparativa do perfil de reatividade dos anticorpos IgG e IgG3, entre
amostras de soro das criangas com toxoplasmose congénita e as nao infectadas com
suas respectivas maes, foi tracado uma curva de reatividade média, utilizando as
curvas de titulagdo dos anticorpos em amostras de soros individuais dos grupos,
representadas na figura 10. Esta analise se baseou na escolha do anticorpo IgG e
IgG3 visto que, foi a subclasse de IgG que apresentou o melhor desempenho dos
testes para o diagnostico precoce da toxoplasmose congénita.

Pode-se verificar pelas reatividades médias que os titulos de anticorpos das criangas
nao infectadas foram menores do que das méaes. Porém, ao se comparar as criangas
com toxoplasmose congénita com suas respectivas maes foi observado titulos
semelhantes desses anticorpos, sugerindo a produgédo enddgena de anticorpos anti-
T. gondii pela crianga.
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Figura 10 — Comparacgéo da reatividade média de criangas néo infectadas (®) e suas respectivas
maes (M) e criangas com toxoplasmose congénita (@) e suas respectivas maes () pela citometria
de fluxo.

45 PROPOSTA DE ALGORITMO PARA O DIAGNOSTICO PRECOCE DA
TOXOPLASMOSE CONGENITA

Tendo em vista que o teste de IgM pelo método convencional € mais utilizado na
rotina laboratorial, propomos neste estudo um algoritmo para o diagndstico da
toxoplasmose congénita utilizando-o como ensaio inicial seguido de IgG3 e avidez de
lgG ou seguido somente da avidez de IgG pela citometria de fluxo para os casos
negativos de IgM.

Aplicando o teste de IgM pelo método ELFA nas 88 amostras de soro das criangas
com toxoplasmose congénita, 69 foram positivas (78%) e 19 amostras foram
consideradas negativas (22%). Posteriormente, foram aplicados outros testes nas
amostras de soro com resultado negativo, na tentativa de obter o diagnostico. Das 19

amostras negativas, 9 foram positivas na pesquisa de 1IgG3 (11%) e 10 mostraram-se
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negativas. Em seguida, das 10 amostras negativas para IgG3, 8 foram positivas para
avidez de 1gG (9%) e 2 permaneceram negativas. Utilizando diretamente o ensaio de
avidez de IgG, 17 amostras foram positivas (20%) e 2 mostraram-se negativas.
Portanto, o desempenho final obtido com a associa¢ao dos testes seria de 89% para
IgM seguido de 1gG3, 98% para IgM associado a IgG3 seguido de avidez de IgG e
98% para IgM seguido diretamente de avidez de IgG com uma especificidade de

93% para ambos os algoritmos.
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Figura 11 — Algoritimo para o diagndstico da toxoplasmose congénita utilizando IgM pelo método ELFA

[ Desempenho final  89%
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98% ]

como teste inicial, seguido da pesquisa de IgG3 e avidez de IgG ou seguido somente da avidez de IgG

pela citometria de fluxo.
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5. DISCUSSAO

Considerando que as manifestagdes clinicas da infeccdo pelo T. gondii no recém-
nascido estdo frequentemente ausentes, a realizagdo do diagnostico laboratorial,
principalmente os testes soroldgicos, continuam sendo a principal abordagem para
estabelecer o diagnostico da toxoplasmose congénita pds-natal (PINON et al., 2001).

A utilizagdo de métodos sorologicos, desde a reagdo de Sabin-Feldman em 1948 até
as mais recentes técnicas, tem sido alvo de muitos estudos. No entanto, apesar de
alguns deles apresentarem bom desempenho, nenhum tem apresentado alta

sensibilidade e especificidade.

A necessidade de um teste altamente sensivel e especifico capaz de distinguir, logo
ap6s o nascimento, uma crianga com toxoplasmose congénita de uma crianga nao
infectada € essencial, 0 que permite o inicio rapido da terapia em criangas infectadas
congenitamente pelo T. gondii, minimizando ou até mesmo evitando as sequelas
provocadas pela infeccdo. Além disso, a exclusdo das nao infectadas € importante
para evitar a instituicdo de um tratamento desnecessario, com consequentes danos
para a saude da crianga, bem como a geracdo de custos dispensaveis para o
sistema de saude (NAESSENS et al., 1999; BUFFOLANO et al., 2005).

O diagnostico sorologico da toxoplasmose congénita é realizado usualmente por
meio da deteccdo de anticorpos IgM e/ou IgA especificos em amostras de soro do
neonato (REMINGTON; THULLIEZ; MONTOYA, 2004). Entretanto, como cerca de
apenas 76% dos bebés infectados apresentam estes anticorpos, na auséncia destes,
o diagnostico pode se tornar problematico (BUFFOLANO et al., 2004; LEBECH et al.,
1999; WALLON et al., 1999). Portanto, o que tem sido utilizado como padr&o ouro no
diagndstico da toxoplasmose congénita em casos de IgM/IgA negativos, é a
persisténcia de 1gG apds 12 meses de vida. Porém, este tempo de seguimento longo
atrasa o diagnéstico definitivo e o retardo do inicio do tratamento que pode levar a

complicagdes no quadro clinico da crianga com toxoplasmose congénita.

Considerando que aproximadamente 30% das criangas infectadas congenitamente

pelo T. gondii ndo sao identificadas no periodo neonatal pelos atuais métodos
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laboratoriais de rotina disponiveis, testes laboratoriais alternativos podem ser uteis
na identificacdo precoce de criangas infectadas (NAESSENS et al., 1999; ROBERT-
GANGNEUX et al., 1999; PETERSEN et al., 2007).

Diante do exposto, o objetivo do nosso estudo foi avaliar o desempenho da pesquisa
de anticorpos anti-T. gondii por citometria de fluxo, como uma alternativa para o
diagnostico da toxoplasmose congénita.

O uso da citometria de fluxo para analisar anticorpos anti-T. gondii fixados foi
proposto pela primeira vez por Cozon e colaboradores (1993). Recentemente, nosso
grupo introduziu a técnica com varias modificagbes e demonstrou um elevado
desempenho do método no diagndstico da toxoplasmose aguda humana (SILVA-
DOS-SANTOS et al., 2012).

A técnica de citometria de fluxo representa uma nova estratégia para a analise da
reatividade dos anticorpos, visto que emprega amostras de soro altamente diluidas
comparadas aquelas usualmente utilizadas pelos métodos convencionais, com o
objetivo de reduzir as reatividades interferentes indesejadas, sem que ocorra perda
da sensibilidade do método diagnostico.

Nossos resultados entretanto, mostraram que com relagdo a pesquisa de IgM, a
citometria de fluxo n&o apresentou boa sensibilidade (47,6%) sendo menor do que o
método convencional relatado na literatura que variou de 54% a 76,6% (FAURE et
al., 1999; WALLON et al., 1999; ROBERT-GANGNEUX et al., 1999; PINON et al.,
2001; GILBERT et al., 2007; RODRIGUES et al., 2009). De fato, em nosso estudo o
meétodo convencional ELFA obteve um melhor desempenho em relagdo a citometria
de fluxo com sensibilidade de 78%. Rodrigues e colaboradores (2009) também
descreveram a baixa sensibilidade da detecgao de IgM por diferentes técnicas, entre
elas o método ELFA com 60,9% de sensibilidade. Entretanto, outros estudos
relataram uma sensibilidade inferior ao obtido pela citometria de fluxo variando de
38,5% a 44,4% (CHUMPITAZI et al. 1995; NAESSENS et al., 1999; BISSIERES et
al., 2001; AVELINO et al., 2014).
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Mesmo com métodos sorologicos de alta sensibilidade, em recém-nascidos com
toxoplasmose congénita podem nao ser detectados anticorpos IgM ao nascimento
(LAGO; OLIVEIRA; BENDER, 2014). De acordo com a literatura, dentre os fatores
que podem influénciar a deteccéo laboratorial da presenga de IgM no recém-nascido
destaca-se a interferéncia da concentragao de IgG materna, que atravessa a barreira
placentaria e compete com os sitios antigénicos. Além disso, a detec¢ao de IgM no
recém-nascido foi menor em casos que a soroconversao materna ocorreu no
primeiro e segundo trimestre de gestagao, provavelmente devido a produgéo de IgM
ja ter cessado ao nascimento (WALLON et al., 1999; ROBERT-GANGNEUX et al.,
1999; BESSIERES et al., 2001; GILBERT et al., 2007; LAGO; OLIVEIRA; BENDER,
2014). Alguns estudos ainda relatam que é possivel que o tratamento durante a
gestacdo diminua a chance de detecgdo de IgM em neonatos com toxoplasmose
congénita (COUVREUR et al., 1993; NAESSENS et al., 1999; PINON et al., 2001) .

Em recente estudo, McLeod (2014) demonstrou que o teste para detecgédo de IgM
anti-T. gondii é uma ferramenta util, mas deve-se levar em conta, que mesmo
quando utilizando métodos sorolégicos com alta sensibilidade, até um terco dos
neonatos com toxoplasmose congénita podem ser negativos para IgM no
nascimento. Assim, a presencga de IgM anti-T. gondii é importante, mas sua auséncia

ndo exclui a infec¢gdo congénita.

Com relagdo a pesquisa de IgA, a citometria de fluxo apresentou um melhor
desempenho em relagéo a deteccéo de IgM, assim como descrito por alguns autores
utilizando outras técnicas (NAESSENS et al., 1999; PINON et al., 2001; BISSIERES
et al., 2001; GILBERT et al., 2007). Por meio da citometria de fluxo a sensibilidade de
IgA foi de 72,6%, superior ao método ELFA, que em nosso estudo apresentou uma
sensibilidade de 38%, assim como para outros métodos convencionais descritos na
literatura (FAURE et al., 1999; WALLON et al., 1999; NAESSENS et al., 1999;
BISSIERES et al., 2001; GILBERT et al., 2007; RODRIGUES et al., 2009; AVELINO
et al., 2014). Por outro lado, nosso resultado mostrou-se similar ao obtido por Pinon e
colaboradores (2001) que demonstraram uma sensibilidade de 72,5% pelo método
do ISAGA. Portanto, diante dos nossos resultados e de acordo com o descrito na
literatura seria aconselhavel a determinagdo simultanea de IgM e IgA no neonato,
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uma vez que esta classe de imunoglobulina tem se mostrado um importante
marcador de infeccdo congénita (BISSIERES et al.,1992; PINON et al., 2001). No
entanto, os testes sorolégicos para deteccédo de IgA sdo pouco disponiveis no Brasil
(BRASIL, 2011).

A citometria de fluxo para a pesquisa dos anticorpos IgG apresentou um melhor
desempenho em relagdo a detecgdo de IgM e foi semelhante ao desempenho do
teste de IgA, com uma especificidade de 100% mas uma sensibilidade de 75%.
Devido este isotipo possuir baixo peso molecular e ser capaz de ultrapassar a
barreira placentaria, e ser portanto transferido da mae para o feto durante a
gestacdo, nés empregamos a alternativa de utilizar amostras altamente diluidas do
soro, 1:512.000 para IgG, de modo que o teste permitisse que todas as criangas n&o
infectadas mas com IgG positivo no teste ELFA, apresentassem resultado negativo
na citometria de fluxo. Assim, utilizando essa alternativa, 66 das 88 criancas
infectadas apresentaram resultado positivo para IgG. Embora a sensibilidade da
pesquisa de IgG seja de 75%, um resultado importante foi a exclusdo de todas as
criangas ndo infectadas, cujos soros apresentavam anticorpos IgG anti-T.gondii

tranferidos pela méae.

Devido a baixa sensibilidade de IgG avaliou-se o desempenho da pesquisa de
subclasses de IgG anti-T. gondii pela citometria de fluxo e sua utilidade no
diagndstico precoce da toxoplasmose congénita. Vale ressaltar que poucos estudos
avaliaram a pesquisa de subclasses de IgG no diagndstico da toxoplasmose

congénita.

Nossos resultados mostraram que das quatro subclasses de imunoglobulina, a IgG1
foi a subclasse encontrada em maior nivel no soro das criangas infectadas e nao
infectadas congenitamente, corroborando os dados da literatura que relatam que
IgG1 é a subclasse que predominantemente é transferida da mae para o feto
(SIMISTER, 2003; BUFFOLANO et al., 2005; CANEDO-SOLARES et al., 2008;
SOUZA-E-SILVA et al., 2012). Assim, em nosso estudo, foi necessario utilizar altas
diluicdes de 1:2.048.000 do soro das criangas para conseguir segregar oS grupos
TOXO e NI. Embora a especificidade da pesquisa de IgG1 seja de 100%, com
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exclusdo de todas as criancas ndo infectadas, a sensibilidade do teste foi de 73,9%
devido a altas diluicbes utilizadas nas amostras de soro. Ao contrario do nosso
estudo, Souza-e-Silva e colaboradores (2012) utilizando o teste de ELISA com
antigenos recombinantes encontraram alta sensibilidade, porém baixa especificidade
para 1gG1, ndo sendo capaz de diferenciar os recém-nascidos n&o infectados dos
infectados.

No presente trabalho a sensibilidade encontrada para IgG2 pela citometria de fluxo
foi de 60,2%, ou seja, 53 das 88 amostras do grupo TOXO foram consideradas
positivas, ao passo que nenhuma crianga do grupo NI apresentou reatividade para
esta subclasse na diluicdo escolhida, com especificidade de 100%.

De acordo com a literatura, a sintese de anticorpos de IgG especificos contra o
Toxoplasma pelo recém-nascido parece envolver a subclasse IgG2 (BUFFOLANO et
al., 2005; CANEDO-SOLARES et al., 2008). Em um estudo realizado por Cafiedo-
Solares e colaboradores (2008), os anticorpos IgG2 foram mais frequentes em
criangas com toxoplasmose congénita (35%) do que em criangas nao infectadas
(5%). Em outro estudo conduzido por Buffolano e colaboradores (2005), foi verificado
uma maior propor¢do de criangas infectadas congenitamente apresentando esta
subclasse (65%). Souza-e-Silva e colaboradores (2012) encontraram sensibilidade
ainda maior, de 95,9%, utilizando o ELISA com o antigeno recombinante rMIC3.
Contudo, a especificidade do teste foi bastante baixa, de 27,2%, comparada aos

nossos resultados.

A subclasse 1gG3 também tem sido descrita como uma das imunoglobulinas
sintetizadas pelo recém-nascido na defesa contra o Toxoplasma (BUFFOLANO et
al., 2005). Segundo nosso estudo, a pesquisa de IgG3 por citometria de fluxo
demonstrou maior capacidade para diagnosticar criangas com toxoplasmose
congénita, com uma sensibilidade de 83%, agregado a capacidade de 100% de
exclusdo das criancas ndo infectadas. Corroborando os nossos achados, no estudo
de Souza-e-Silva e colaboradores (2012), de todas as subclasses pesquisadas, a
IgG3 foi a que apresentou melhor desempenho no ensaio de ELISA principalmente
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quando utilizado o antigeno recombinante MIC3 para o diagnéstico da toxoplasmose
congénita, com uma sensibilidade de 44% mas uma especificidade de 100%.

A Razdo de Verossimilhanca (RV) também confirmou um bom desempenho da
pesquisa de IgG3 por citometria de fluxo. Os resultados positivos, superiores a 20%
de PPFP, foram associados a uma RV+ tendendo ao infinito, o que significa que a
chance de resultados positivos do teste serem provenientes de criangas com
toxoplasmose congénita € infinitamente maior do que de criangas nao infectadas.
Portanto, essas analises mostraram que resultados positivos (PPFP>20%) para 1gG3
podem contribuir para confirmar o diagndstico de toxoplasmose congénita.

Aliado aos nossos resultados, a literatura relata que 1gG3 anti-T. gondii sao
produzidos pelos recém-nascidos e sua presenca indicaria uma resposta ativa contra
0 parasito, estando a crianga provavelmente infectada, sendo esta subclasse um
marcador de transmiss&o vertical do T. gondii (CANEDO-SOLARES et al., 2008).

Ao contrario das outras subclasses, quando se avaliou a pesquisa de IgG4 por
citometria de fluxo para o diagnodstico da toxoplasmose congénita, altos niveis de
reatividade foram encontrados tanto para as criangas do grupo TOXO quanto para as
criangcas NI. Assim, o teste apresentou uma alta sensibilidade de 94,7% porém uma
baixa especificidade de 4,6%, indicando que o método ndo é capaz de diferenciar
com acuracia as criangas nao infectadas das infectadas. Diferente dos nossos
achados, utilizando o antigeno recombinante MIC3 na pesquisa de 1gG4 no teste de
ELISA, Souza-e-Silva e colaboradores (2012) encontraram uma alta especificidade
com apenas cerca de 5% das criangas nao infectadas sendo reativas ao teste, mas

uma sensibilidade de apenas 62,2%.

Visando, ainda, o desenvolvimento de um teste com maior sensibilidade, o préximo
passo foi avaliar a aplicabilidade da avidez de IgG pela técnica da citometria de fluxo
como uma ferramenta complementar no diagndstico precoce da toxoplasmose

congénita.

A avidez de IgG geralmente nao é utilizada como método de diagndstico no recém-
nascido com suspeita de infecgdo congénita devido principalmente ao fato de que os
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resultados possam refletir a avidez de IgG das m&es (BUFFOLANO et al., 2004).
Uma vez que a IgG no neonato representa uma combinagdo de anticorpos IgG da
mae e da propria crianga e que os valores de avidez sao condicionados por varios
fatores, como o tempo de amostragem, o titulo de IgG e avidez da m&e assim como
do recém-nascido (LAPPALAINEN; HEDMAN, 2004).

No entanto, um estudo recente demonstrou que criangas nao infectadas possuem,
significativamente, maiores indices de avidez do que as criangas infectadas
congenitamente (TORRES et al., 2013). Corroborando os dados deste estudo,
nossos resultados mostraram que criangas nao infectadas apresentaram altos
indices de avidez e que criangas com toxoplasmose congénita apresentaram baixa
avidez de IgG pos-natal. O método de avidez de IgG por citometria de fluxo
demonstrou sensibilidade de 97% e especificidade de 93% no diagndstico precoce
da toxoplasmose congénita. O desempenho obtido no trabalho de Said, Zaki e
Abdelrazik (2011) foi comparavel ao reportado em nosso estudo, com sensibilidade
de 93,2% e especificidade de 98,3%. Segundo o estudo de Torres e colaboradores
(2013) o teste de avidez pos-natal apresentou sensibilidade de 60,9% e
especificidade de 100%, demonstrando que o método pode fornecer informacdes
uteis para o diagnostico da toxoplasmose congénita, particularmente quando IgM e
IgA n&o s&o detectaveis.

Para obtencdo dos nossos resultados de avidez, utilizou-se para o calculo do indice
de avidez a comparagao dos titulos dos anticorpos IgG com e sem uréia dos end-
point, ou seja, na ultima diluigdo do soro com o estabelecimento de um PPFP minimo
de 30% na curva de titulagdo de IgG sem uréia (SILVA-DOS-SANTOS et al., 2012).
Para as criangas do grupo TOXO, que apresentavam maiores quantidades de
anticorpos, foi necessario utilizar diluicdes maiores para o calculo de avidez, e
mesmo assim, as criangas desse grupo apresentaram baixa avidez de IgG. Embora
para as criangas do grupo NI tenham sido necessarias utilizar diluicdes menores, os
resultados mostraram IgG de alta avidez, evidenciando que a avidez € dependente
da forga de ligagdo do anticorpo com o antigeno e que a quantidade de anticorpo n&o

influénciou nos resultados.
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Essa abordagem utilizada na técnica de citometria de fluxo para o calculo do indice
de avidez, baseado no end-point na titulagdo de IgG, com um valor minimo de PPFP,
possui o beneficio do resultado de avidez ser independente da quantidade de IgG
circulante na crianga, mas associada a avaliacdo da afinidade funcional do anticorpo,
sem a interferéncia das altas concentragcdes de IgG transferido passivamente pela

mae.

Acredita-se que a falta de padronizacdo dos ensaios e a utlizacdo da diluicdo unica
nos testes de avidez, sem a técnica de titulagdo do anticorpo IgG, tem proporcionado
uma interpretagdo equivoca da contribuicdo do método de avidez no diagnéstico da
toxoplasmose (KORHONEN et al., 1999; LAPPALAINEN; HEDMAN, 2004).

Assim, de acordo com a literatura, a baixa avidez em criancas com infec¢ao
congénita reflete a imaturidade dos novos anticorpos sintetizados pelas criangas,
uma vez que estas possuem a capacidade de produzir seus proprios anticorpos ja no
inicio do periodo pos-natal (TORRES et al., 2013). Tal fato ja foi demonstrado pelos
resultados do teste de Western Blot pela comparagdo de IgG da mae e do neonato
infectado (CHUMPITAZI et al., 1995; ROBERT-GANGNEUX et al., 1999).

Adicionalmente, foi também realizado uma analise comparativa da presencga de IgG e
IgG3 em criangas do grupo TOXO e NI com suas respectivas maes que tiveram
exposi¢cao ao T. gondii na gestacao visto que, atualmente, os métodos diagndsticos
distinguem IgG materno e fetal com dificuldade (REMINGTON; MONTOYA, 2004). O
teste de Western Blot possibilita esta distingdo entre anticorpos produzidos pelo
recém-nascido daqueles transferidos passivamente ao feto pela mée, porém
apresenta a desvantagem da complexidade do método e ao fato das analise dos
resultados n&o serem automatizadas podendo gerar interpretacbes errbneas
(MACHADO et al., 2010; ROBERT-GANGNEUX; DARDE, 2012).

De acordo com Lappalainen e Hedman (2004), durante os primeiros meses de vida,
os anticorpos IgG transferidos passivamente ao neonato diminui, ao passo que a IgG
endogena do recém-nascido infectado pelo parasito persisti ou aumenta. De fato,

nosso resultados mostraram que no periodo de 30 a 45 dias de vida, as criangas nao
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infectadas apresentaram uma menor reatividade média de IgG e IgG3 em relagdo as
suas respectivas maes, provavelmente, devido aos anticorpos transferidos
passivamente a estas criangas pelas suas maes ja terem diminuido com o passar do
tempo. Em contraste, as criangas com toxoplasmose congénita apresentaram uma
reatividade meédia semelhante a das suas respectivas méaes, o que pode ser
explicado pelo fato destas criangas estarem sintetizando seus anticorpos em
resposta a infecgéo pelo T. gondii.

Canedo-Solares e colaboradores (2008) relataram em seu estudo que a identificagéo
das subclasses 1gG2, IgG3 e 1gG4 nos recém-nascidos e a comparagédo do perfil
desses anticorpos com suas respectivas mées pode ser util no diagndstico da
toxoplasmose congénita logo apds ao nascimento. Diante disso, estudos posteriores
ainda precisam ser realizados para observar se as outras subclasses apresentam
comportamento semelhante ao encontrado para IgG3 pela citometria de fluxo e
encontrar uma razao entre os titulos de anticorpos das criangas e suas maes que
seja fortemente sugestivo de infecgdo congénita para auxiliar no diagnostico

laboratorial da toxoplasmose congénita.

Em suma, com base no desempenho da pesquisa de IgG3 e avidez de IgG por meio
da citometria de fluxo, no presente trabalho foi possivel sugerir um novo método
complementar para o diagndstico laboratorial dos recém-nascidos suspeitos de
infeccdo congénita pelo T. gondii.

Considerando que uma estratégia para aumentar o desempenho de testes
diagnodsticos é utilizar a associagdo de testes, nosso estudo propdée um algoritmo
utilizando o teste de IgM pelo método convencional disponivel na rotina dos
laboratorios clinicos como estratégia inicial no diagnostico da toxoplasmose
congénita. Assim, um resultado positivo poderia orientar o médico para o inicio
imediato do tratamento especifico. Entretanto, em criangas com IgM negativo e com
suspeita de toxoplasmose congénita os casos deveriam ser confirmados em um
centro de referéncia por meio da utilizagdo da pesquisa de IgG3 e avidez de IgG pela
citometria de fluxo. Em relagdo ao algoritmo utilizando IgM seguido de IgG3,
destacam-se como vantagens o bom desempenho final da associagdo dos métodos
com 89% de sensibilidade além da facilidade e menor tempo de execucgéo e gasto
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com reagentes. Posteriormente, seria realizado o teste de avidez de IgG em um
menor numero de neonatos, que foram negativos para 1gG3, com um excelente
desempenho final do método com 98% de sensibilidade. Apesar da utilizagdo do
algoritmo de IgM seguido diretamente da avidez de IgG ter obtido o mesmo
desempenho final de 98% de sensibilidade deve-se considerar que o método é

relativamente mais laborioso com maior tempo de execugao e gasto com reagentes.

Dessa forma, a associagdo da pesquisa de IgG3 seguida de avidez de IgG ou
somente avidez de IgG em criangas com IgM negativo mostrou que poderia ser uma
importante ferramenta complementar no diagnéstico precoce da toxoplasmose
congénita pds-natal, sendo capaz de detectar grande parte das criangas infectadas
congenitamente pelo T. gondii.

Vale ainda ressaltar que a elevada sensibilidade da reacdo de imunofluorescéncia
por citometria de fluxo é devida provavelmente ao método de deteccdo por
fotomultiplicadores associado a possibilidade de se trabalhar com maiores diluicdes
das amostras comparadas as utilizadas nos métodos convencionais. Outra vantagem
da técnica é a utilizagdo de parasitos integros fixados como fonte de antigeno. Além
disso, varios laboratérios de referéncia tém investido na aquisicdo de um citémetro
de fluxo que podera contribuir para o emprego desse novo método no campo do

diagndstico sorologico da toxoplasmose congénita.
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6. CONCLUSOES

1. O desempenho da pesquisa dos anticorpos IgM por citometria de fluxo foi inferior
ao do teste convencional ELFA. Em contraste, a pesquisa de IgA apresentou um
melhor desempenho em relagdo ao ELFA no diagndstico sorolégico da toxoplasmose

congénita;

2. Para a pesquisa das subclasses de IgG a que apresentou melhor desempenho
para o diagndstico sorolégico da toxoplasmose congénita pds-natal foi IgG3;

3. O teste de avidez de IgG pela citometria de fluxo obteve um 6timo desempenho;

4. As criangas com toxoplasmose congénita apresentaram uma reatividade média de
anticorpos IgG e IgG3 equivalentes as suas respectivas maes, o que sugere estarem

sintetizando estes anticorpos em resposta a infecgéo pelo T. gondii,

5. Foi possivel estabelecer um algoritmo para o diagnodstico da toxoplasmose
congénita utilizando o teste de IgM pelo método convencional, associado a pesquisa
de IgG3 e avidez de IgG por citometria de fluxo, com 98% de sensibilidade,
demonstrando a possibilidade de uma ferramenta complementar para o diagnostico
precoce da toxoplasmose congénita.
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