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Resumo

Introducio: A infeccdo por T. gondii é eclevada no Brasil, podendo levar ao
desenvolvimento de sequelas graves como lesdes oculares e neurologicas,
principalmente quando ocorre durante a gestagdo com risco de transmissdo congénita, e
em pacientes imunocomprometidos. A maioria dos individuos acometidos nao
desenvolvem sintomas, tornando o diagndstico clinico dificil, sendo assim necessaria a
utilizacao de testes que auxiliem no diagnéstico, como o uso dos métodos soroldgicos e
moleculares. Desta forma, ¢ essencial a utilizagdo de testes sensiveis e especificos para
o correto diagnostico da doenga. Objetivos: Investigar e caracterizar a infec¢ao por 7.
gondii em seus aspectos sorologicos e moleculares em pacientes da regido noroeste do
Estado de Sao Paulo. Casuistica e métodos: Foram coletadas amostras de sangue
periférico de gestantes, neonatos e pacientes com doengas oculares sugestivas € nao
sugestivas de toxoplasmose, atendidos nos Ambulatorios de Gestagdo de Alto Risco e
Medicina Fetal, e Retinopatia para realizagdo dos métodos sorologicos (ELISA e
ELFA) e moleculares (cnPCR, Nested PCR e qPCR). Foram coletadas também
amostras de liquido amniodtico para realizagdo da cnPCR das gestantes com suspeita
clinica de toxoplasmose. Os resultados foram comparados pelo indice Kappa, e
calculados os valores de sensibilidade (S), especificidade (E), valor preditivo positivo
(VPP) e negativo (VPN). Resultados: Para o grupo de gestantes analisadas, os testes
sorologicos apresentaram concordancia quando aplicados ao Kappa, G1: IgG = 0,83,
IgM =1,0; G2: IgG = 1,0, IgM = 0,78 . Quando comparados a pesquisa de anticorpos da
classe IgM por ELISA e ELFA apresentaram S=75,5%, E=100,0%, VPP=100,0%,
VPN=87,8% e S=79,2%, E=100,0%, VPP=100,0%, VPN=89,5%, respectivamente.

Quando comparados com IgG apresentaram S=100,0%, E=46,8%, VPP=51,5%,



VPN=100,0% e S=100,0%, E=38,3%, VPP=47,7%, VPN=100,0%, respectivamente, ¢
para os métodos moleculares realizados pelas PCRs ¢cnPCR (JW62/63), Nested PCR,
cnPCR (B22/23) e qPCR apresentaram S=0,0%, E=100,0%, VPP=0,0%, VPN=63,9%,
S=5,7%, E=100,0%, VPP=100,0%, VPN=65,3%, S=7,5%, E=98,9%, VPP=80,0%,
VPN=65,5% e S=1,9%, E=100,0%, VPP=100,0%, VPN=64,4%, respectivamente. Para
o grupo de pacientes atendidos no ambulatorio de Oftalmologia, os testes sorologicos
para pesquisa de anticorpos anti-7.gondii da classe IgG apresentaram boa concordancia
quando aplicados ao indice Kappa, G1: IgG = 0,97, IgM = 0,49; G2: IgG = 0,85, IgM =
0,74. Quando comparados a pesquisa de anticorpos da classe IgM por ELISA e ELFA,
apresentaram S=6,1%, E=96,8%, VPP=62,5%, VPN=53,7% e S=3,7%, E=98,9%,
VPP=75,0%, VPN=53,7%, respectivamente. Quando comparados com IgG
apresentaram S=96,3%, E=34,6%, VPP=56,6%, VPN=91,4% e S=95,1%, E=35,7%,
VPP=56,7%, VPN=89,2%, respectivamente, ¢ para os métodos moleculares realizados
pelas PCRs cnPCR (JW62/63), Nested, cnPCR (B22/23) e qPCR, apresentaram
S=1,8%, E=99,5%, VPP=75,0%, VPN=53,3%, S=2,4%, E=99,5%, VPP=80,0%,
VPN=53,5%, S=6,1%, E=98,4%, VPP=76,7%, VPN=542% e S=8,5%, E=98,4%,
VPP=82,3%, VPN=54,8%, respectivamente. Para o grupo de neonatos, das 50 amostras
analisadas, 45 (90,0%) foram positivas para IgG, 1 (2,0%) para IgM, 3 (6,0%) para IgA
e 13 (26,0%) no cnPCR. Conclusao: Os testes sorologicos comerciais na identificagio
de anticorpos anti-7.gondii das classes 1gG e IgM por ELISA e ELFA apresentaram
resultados concordantes, e os testes moleculares PCR convencional (cnPCR), PCR

Nested e PCR em tempo real (QPCR) apresentaram resultados discordantes.

Palavras-chave: Toxoplasma gondii, Testes Sorologicos, Reacdo em Cadeia da

Polimerase, Toxoplasmose.
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Abstract

Introduction: 7. gondii infection is high in Brazil and could lead to the development of
serious sequelae such as ocular and neurological injuries, especially when it occurs
during pregnancy for the risk of congenital transmission, and in immunocompromised
patients. Clinical diagnosis is often difficult because the majority of affected people do
not develop symptoms, therefore the use of serological and molecular methods are
essential to support the diagnosis. Thus the use of sensitive and specific tests for the
diagnosis of this condition is necessary. Objectives: To investigate and characterize the
infection by 7. gondii in their serological and molecular aspects in the northwest region
of Sao Paulo. Methods: Peripheral blood samples were collected from patients treated
in the Outpatient Clinic of High Risk Pregnancy and Fetal Medicine, and Retinopathy to
analyze the serological methods (ELISA and ELFA) and molecular (cnPCR, Nested
PCR and qPCR). Amniotic fluid samples were collected from pregnant women with
suspect toxoplasmosis to perform the cnPCR. The results were compared using the
Kappa index and calculated the sensitivity (S), specificity (SP), positive predictive value
(PPV) and negative (NPV). Results: For the group of pregnant women, serological tests
showed good agreement when applied to the Kappa index, G1: 1gG = 0.83, IgM = 1.0;
G2: I1gG = 1.0, IgM = 0.78. When compared to IgM class antibodies by ELISA and
ELFA had S = 75.5%, E = 100.0%, PPV = 100.0%, NPV = 87.8% and S = 79.2%, and
=100.0%, PPV = 100.0%, NPV = 89.5%, respectively. When compared to IgG showed
S = 100.0%, E = 46.8%, PPV = 51.5%, NPV = 100.0% and 100.0% S = E = 38.3%,
PPV =47 7% NPV = 100.0%, respectively, and molecular methods performed by PCRs
cnPCR (JW62 / 63), nested PCR, cnPCR (B22 / 23) and qPCR showed 0.0% S =E =
100, 0%, PPV = 0.0%, NPV = 63.9%, S = 5.7%, E = 100.0%, PPV = 100.0%, NPV =

65.3%, S =17.5 % E = 98.9%, PPV = 80.0%, NPV = 65.5% and S = 1.9%, E = 100.0%,



Xii
PPV = 100.0%, NPV = 64.4%, respectively. For the group of patients treated in the
Retinopathy Clinic, serological tests for detection of anti-7. gondii 1gG antibodies
showed good agreement when applied to the Kappa index, G1: IgG = 0.97, IgM = 0.49;
G2: = 0.85 IgG, IgM = 0.74. When compared to [gM class antibodies by ELISA and
ELFA had S = 6.1% and = 96.8%, PPV = 62.5%, NPV = 53.7% and S = 3.7%, and =
98.9%, PPV = 75.0%, NPV = 53.7% respectively. When compared to IgG showed S =
96.3%, E =34.6%, PPV = 56.6%, NPV =91.4% and S = 95.1%, E = 35.7%, PPV =56,
7%, NPV = 89.2%, respectively, and the molecular methods performed by PCRs cnPCR
(JW62 / 63), Nested, cnPCR (B22 / 23) and qPCR showed S = 1.8% and = 99.5 %, PPV
=75.0%, NPV = 53.3%, S = 2.4%, and 99.5%, PPV = 80.0%, NPV = 53.5%, S =6.1%
E = 98.4%, PPV = 76.7%, NPV = 54.2% and S = 8.5% and = 98.4%, PPV = 82.3%,
NPV = 54.8%, respectively. For the group of neonates of 50 samples tested, 45 (90.0%)
were positive for IgG 1 (2.0%) for IgM, 3 (6.0%) for IgA and 13 (26.0%) in cnPCR.
Conclusion: The commercial serological tests for identifying anti- 7. gondii 1gG and
IgM antibodies by ELISA and ELFA showed concordant results, and the molecular
conventional PCR tests (cnPCR), Nested PCR and real-time PCR (qPCR) were

discordant.

Keywords: Toxoplasma gondii, Serological testes, Polymerase Chain Reaction,

Toxoplasmosis.



1.Introducao



1.1 Historico

A toxoplasmose ¢ uma doenga causada pelo parasito intracelular obrigatorio
Toxoplasma gondii. Foi descrito por Nicolle e Manceaux em 1908 no Instituto Pasteur
da Tunisia, que o identificaram no corpo do roedor Ctenodactylus gundii, e também por
Alfonso Splendore no Brasil, observado em coelhos domésticos (Oryctolagus
cuniculus)."> Apesar de descrito simultineamente, o nome Toxoplasma gondii foi

atribuido primeiramente por Nicolle e Manceaux em 1909.%

1.2 Agente etiolégico

O parasito Toxoplasma gondii pertence ao filo Apicomplexa, classe Sporozoa,
ordem Eucoccidia, familia Sarcocystidae, ¢ ¢ encontrado em trés formas infectantes:

taquizoito, bradizoito e oocisto esporulado.® ) (Figura 1)

Figura 1. Formas infectantes do 7. gondii: A) Taquizoitos presentes em amostra
de lavagem broncoalveolar; B) Cistos presentes no cérebro de camundongos
infectados; C) Oocistos ndo esporulado; D) Oocisto esporulado. Adaptado de

Robert-Gangneux; Dardé (2012).

O taquizoito, ou trofozoito ¢ denominado como a forma livre ou proliferativa do

parasito. Apresenta formato de banana ou meia lua, e foi a primeira forma encontrada e



descrita por Nicolle e Manceaux em 1908. Apresenta um complexo apical, localizado na
extremidade anterior do parasito com estruturas importantes para a endocitose na célula
hospedeira, como os micronemas que atuam na adesao do parasito a célula e as roptrias
que contém enzimas proteoliticas que auxiliam na internalizacdo do taquizoito para
dentro da célula.” (Figura 2) O taquizoito apresenta reproduc¢ao rapida (tachis = rapido)
por um processo denominado endodiogenia (reproducdo assexuada onde duas células

filhas sdo originadas dentro da célula mie)."”” (Figura 3)

Complexo de Golgi

Reticulo endoplasmatico

Corpa denso

Anel polar posterior

Figura 2. Estrutura do taquizoito. Adaptado de Galisteo JR (2004).1

Figura 3. Etapas da endodiogenia. A e B Microscopio eletronico de
transmissdo. A) Duas células filhas dentro da célula mae; B) Final do
processo de endodiogenia, apresentando as duas cé¢lulas filhas; C)
Representacdo esquematica do processo de endodiogenia. Adaptado de

Souza e colaboradores (2010).”



O bradizoito ou cistozoito ¢ o estagio de encistamento do parasito. Apresenta
reprodugdo lenta (brady = lento) e tem importante papel por ser resistente ao suco
gastrico, ¢ ¢ a forma encontrada nos tecidos dos hospedeiros intermediarios podendo
permanecer por toda a vida. Cada cisto tecidual contém centenas de bradizoitos em seu

interior.®

O oocisto ¢ a forma resistente liberada nas fezes dos felinos ndo imunes para o
ambiente. Os oocistos sdo liberados ainda imaturos, esporulando por volta de 1 a 5 dias,

(6,11

dependendo das condigdes do ambiente. Oocistos esporulados contém dois

esporocistos que abrigam em seu interior quatro esporozoitos.®®

1.3 Ciclo Bioldgico

A toxoplasmose ¢ uma zoonose que infecta humanos, animais de sangue quente
e aves. Seu ciclo foi elucidado em 1960 demonstrando os felinos como hospedeiro

definitivo do parasito."*"?

Apresenta ciclo heteroxeno com reproducao sexuada e assexuada no hospedeiro
definitivo e, assexuada no hospedeiro intermediario. A transmissao do parasito pode
ocorrer tanto do hospedeiro definitivo para intermediario como entre os hospedeiros
intermedidrios e definitivos (carnivorismo) tornando ampla a disseminagdo do parasito
no ambiente."? A infec¢io do hospedeiro definitivo pode ocorrer a partir da ingestdo de
qualquer uma das trés formas infectantes, sendo mais frequente a ingestdo de
bradizoitos contido nos tecidos dos hospedeiros intermedidrios contaminados. Apos a
ingestdo, essas formas do parasito chegam até o intestino do felino e invadem os
enterécitos, reproduzindo-se assexuadamente formando varios merozoitos. Os
merozoitos rompem a parede do epitélio intestinal e invadem novas células do tecido

epitelial, dando origem ao ciclo sexuado do parasito formando gametas femininos



(macrogametas) e masculinos (microgametas). Apos a fecundacao dos gametas, ocorre a
formagao dos oocistos ndo esporulados, os quais sdo liberados juntamente com as fezes
do animal. No meio ambiente, em condi¢gdes favoraveis, os oocistos sofrem
esporulagdo, tornando-se maduros ou infectantes com formagao de dois esporocistos

com quatro esporozoitos cada.”) (Figura 4)

Fase endogena Liberacdo de formas infectantes
(intestino delgado do gato) E\.

Hospedeiros Intermediarios
(Animais de sangue quente,
mamiferos, aves)
Reprodugio assexuada

%%, Bradizoito, esporozoito ou taquizoito

& Fase

Assexuada

1 \.\;b E Merozoito

Fase Sexuada

Cistos com
bradizoitos
no tecido

Microgameta

\

Macréfago
com taquizoito

ik ‘ Oocisto ndo
Transmissdo Fetal esporogonia esporulado esporulado

Meio exterior (solo) Oocisto

Figura 4. Reproducdo sexuada e assexuada do 7. gondii no hospedeiro definitivo.

Adaptado de Neves DP (2005).">

Os hospedeiros intermediarios como os humanos podem se infectar por ingestao
de carne crua ou mal cozida de outros hospedeiros intermediarios contaminados com
cistos ou por ingestdo de alimentos ou dgua contaminados com oocistos. A transmissao
pode ocorrer também entre os humanos durante a gestagdo quando o parasito atravessa a

barreira placentaria e atinge o feto.>'¥) (Figura 5)
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Figura 5. Fontes de infec¢do para Toxoplasma gondii. Adaptado de Robert-
Gangneux;Dardé (2012).”)

1.4 Toxoplasmose em humanos

A toxoplasmose em humanos ganhou importancia entre os anos de 1920 e 1930
quando foram descritos varios casos da doenga em bebés, que desenvolveram

manifestagdes oculares e cerebrais,'®'® porém o primeiro caso confirmado da doenga
congénita foi descrito por Wolf e colaboradores (1939) que isolaram o parasito apos

inocular em coelhos e camundongos tecido cerebral e espinhal de uma crianga de um

més de idade que foi a obito.*!?

A infec¢@o por 7. gondii pode ser congénita quando o taquizoito transpde a

barreira placentaria infectando o feto,*'** ou adquirida, ocorrendo principalmente por

meio da ingestdo de carne crua ou mal-cozida contaminadas com cistos teciduais



contendo bradizoitos, ou alimentos contaminados com oocistos contendo

esporozoitos.*?

Em humanos, o 7. gondii apresenta alta infectividade e baixa patogenicidade.(zl)
A infec¢do geralmente ¢ assintomatica em individuos imunocompetentes. Quando
sintomatica, os sintomas sao em muitos casos inespecificos, como febre, dor de cabeca,
dor muscular e linfadenopatia.®*? No entanto em alguns individuos a infecgdo pode ser

. N - . 12,21
grave com manifestagdes clinicas evidentes.'**"

A gravidade da doenga congénita esta relacionada com o tipo de cepa adquirida,
estado imunolégico da gestante e o periodo da gestagio em que ocorreu a infecgio. >
A transmissao para o feto € menor no comego da gestacdo (10-24 semanas), porém se
ocorrer, a doenca ¢ mais grave podendo levar ao aborto ou manifestacdes clinicas
severas com comprometimento do sistema nervoso central, retinocoroidites, estrabismo,
cegueira, epilepsia, retardo mental, encefalite, microcefalia, calcificagdes cerebrais,
entre outros. O risco de transmissdo ¢ maior no final da gestagdo (26-40 semanas),
porém a infec¢do nesse periodo resulta na maioria das vezes na manifestagdo subclinica
da doenca, podendo levar ao desenvolvimento de sequelas como retinocoroidite e

. , . - r . 14,16,24,2
comprometimento neuroldgico na segunda ou terceira década de vida.>!'*!6242%)

r

A retinocoroidite toxoplasmica ¢ reconhecidamente a causa mais comum de

uveite posterior, e caracteriza-se pela presenca de lesdes na retina e ou coroéide, podendo
. -~ (8) ~ ;. . P

levar a perda parcial ou total da visdao."” Lesoes tipicas de retinocoroidite apresentam-se

por uma retinocoroidite focal necrosante acompanhada de reagdo vitrea, podendo estar

associada a lesdo cicatrizada satélite, indicativa de ataque recorrente. Podem surgir

lesdes em decorréncia da reativacdo da infeccdo, presentes nas margens das lesdes

antigas, longe do foco primario (lesdao satélite).(g’2 D



Figura 6. Lesdo sugestiva de toxoplasmose ocular. A) Lesdo de retinocoroidite,

com lesdo tipica adjacente a cicatriz antiga. B) Mesma lesdo apos 6 semanas de
terapéutica, apresentando melhor defini¢do das bordas e actimulo de pigmento.

Adaptado de Nogueira & Liverani (2014).(26)

Outras formas da doenga sdo mais comuns em alguns grupos de pacientes como
os transplantados ¢ os imunocomprometidos, sendo que no primeiro, a queda da
imunidade pode levar a reativagdo de uma infeccdo latente resultante da ruptura de
cistos teciduais, ou até mesmo infectar-se quando receber um 6rgio contaminado com
cistos teciduais, sendo comum neste grupo o desenvolvimento da forma pulmonar ou
disseminada da doenga, o que tem sido observado com maior freqiiéncia em pacientes

que realizaram transplante de coragio.”

Nos imunocomprometidos, como os pacientes com AIDS, a toxoplasmose
cerebral ¢ a forma da doenca mais comum podendo causar uma série de sintomas
neurologicos graves,(s) apresentando altos indices de 6bito no estado de Sdo Paulo.”” A
incidéncia da doenca neste grupo esta relacionada, principalmente quando a contagem

de células TCD4" est4 abaixo de 100 células por microlitro.”



1.5 Diagnostico Laboratorial da toxoplasmose

Devido as manifestagdes inespecificas da infeccdo por 7. gondii ¢ a dificuldade
do diagnéstico clinico, os testes soroldgicos sdo os mais utilizados para identificagdo da
infecgdo.®'"*¥ Varios testes sorologicos foram desenvolvidos para identificagdo de
anticorpos anti-7. gondii, sendo muitos deles produzidos por kits comerciais,
destacando-se os métodos Enzyme Linked Immuno Sorbent Assay (ELISA), Enzyme
Linked Fluorescent Assay (ELFA), Imunofluorescent Antibody Test (IFAT),
Immunosorbent Agglutination Assay (ISAGA), Indirect Haemaglutination Assays

(IHA).(28’29)

A pesquisa de anticorpos anti-7. gondii ¢ utilizada para identificar o estagio da
infecgdo, sendo que a presenga de anticorpos da classe IgG para 7. gondii indica que
houve infecgdo pelo parasito, sendo considerado como anticorpo de infeccdo tardia
(crénica).(“’30'32) A presenga de anticorpos da classe IgM ¢ indicativa de infecgdo
recente (aguda), entretanto, esses anticorpos podem permanecer presentes por meses ou

11 1 4 . ~ . ~ . . ~
(130313339 A avaliacdo desses anticorpos separadamente ndo difere infecg¢do

anos.
recente de tardia, porém o uso combinado com a pesquisa de anticorpos da classe IgA,
IgE e teste de avidez para IgG, podem auxiliar no diagnéstico de infecg¢do

28,31,33,35,36
aguda.( )

A pesquisa de anticorpos da classe IgA tem se mostrado um marcador
importante, principalmente para identificacdo da doenga congénita, visto que os
anticorpos da classe IgM podem surgir no feto durante a infecgcdo no inicio da gestagao
e ndo ser mais detectados ao nascimento.®’*® Porém, poucos trabalhos, principalmente,
no Brasil descrevem o comportamento ¢ o uso do IgA no diagnostico da doenga em

gestantes.
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O diagnostico molecular tem sido utilizado em todo o mundo para a
identificagdo do parasito, principalmente em casos onde a analise sorologica pode
tornar-se dificil ou duvidosa como na doenca congénita ou em pacientes com

HIV/AIDS.333%4D

Virios testes moleculares sao utilizados para identificacdo do 7. gondii como a
reacdo em cadeia da polimerase convencional (cnPCR), Nested PCR, PCR em tempo
real (QPCR), que oferecem rapidez, sensibilidade e alta especificidade na identificacao
do parasito em diversas amostras biologicas como sangue, liquido aminiotico, liquido
cefalorraquidiano, humor aquoso, etc.342) Porém, a deteccdo do DNA do 7. gondii
pelos métodos moleculares ainda ¢ bastante controversa, visto que ha varias técnicas e
marcadores para a identificagdo do parasito, ¢ ndo ha um consenso de qual o melhor
protocolo a ser utilizado. Essas variacdes encontradas entre os métodos moleculares
podem estar associadas a diversos fatores como, a escolha dos genes, composi¢ao dos
primers, parametros de amplificacdo, tratamento do paciente e caracteristicas genéticas

do hospedeiro e do parasita.*”

Dentre as regides do DNA do T. gondii, as mais pesquisadas sdo os marcadores
do gene B, 529 pb de elementos repetitivos e 18s rDNA. O gene B/ tem sido utilizado
amplamente para estudos epidemioldgicos e diagnostico da doenga no Brasil em
diversos grupos, como gestantes e individuos imunocomprometidos, pois apresenta uma

regiao bem conservada do DNA do T. gondii que se repete 35 vezes. 34149

1.6 Aspectos Epidemiologicos e diversidade génica do 7. gondii

A toxoplasmose ¢ uma doenga mundialmente disseminada. A prevaléncia da
doenga varia de um pais para outro e até mesmo em regides diferentes do mesmo pais.

Apresenta baixa prevaléncia nos paises da América do Norte, sudeste da Asia e norte da



11

Europa, média prevaléncia nos paises da Europa central e do sul e alta prevaléncia nos
paises da América do Sul e em regides tropicais da Africa. Varios fatores estio
relacionados a grande variabilidade da soroprevaléncia da doenga, incluindo as
condigdes climaticas, ambientais, habitos alimentares, sociais, culturais e

higiénicos.**1%%)

Estudos epidemioldgicos realizados em diferentes estados brasileiros nas ultimas
décadas revelaram altos indices de infeccdo por 7. gondii; a soroprevaléncia variou de

49,2% no Parana a 77,9% no Maranhao. (Quadro 1)

Os primeiros estudos genéticos de populagdes para 7. gondii avaliaram cepas
isoladas de humanos e animais provenientes da Europa e América do Norte, sendo
possivel agrupa-las em trés linhagens diferentes designadas tipo I, II e III. Essas cepas
foram isoladas a partir do bioensaio em camundongos, sendo entdo classificadas de

: A s . . (55,56
acordo com a viruléncia apresentada Nnesses anlmals.( 6)

Cepas do tipo I foram classificadas como virulentas, pois levavam a morte dos
camundongos em um periodo de tempo rapido apds serem inoculados, ndo formando
cistos teciduais. Cepas do tipo II e III foram classificadas como nao virulentas, pois
permitiram uma maior sobrevida dos camundongos infectados apds inoculagdo, com
formacao de cistos teciduais. Esses estudos foram realizados em animais de laboratorio

. . . ~ (55)
e ainda ndo se sabe o comportamento dessas cepas na infec¢do em humanos.
Acredita-se que varios outros fatores estejam relacionados a gravidade da doenga, tais

como a via de contaminagdo, a carga parasitria e a imunidade do hospedeiro."’

Apos a classificagdo dessas cepas foi possivel identificar que era predominante
as linhagens tipo Il e Il na Europa e na América do Norte. Estudos posteriores

analisaram amostras da América do Sul e verificaram que as linhagens de cepas
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presentes nessa regido eram diferentes das linhagens apresentadas na América do Norte
e Europa. H4 hipotese de que as cepas da América do Sul tenham migrado para outros
paises como a América do Norte, principalmente por migragdo aviaria, visto que o

;. . . ; ~ o 5,57
predominio de linhagens clonais ocorre nestes paises e nio na América do Sul.®”

Diante da diversidade das cepas encontradas na América do Sul, a investigagao
da aplicabilidade de kits comerciais utilizados no diagnoéstico da infeccdo por 7. gondii
em amostras brasileiras torna-se uma ferramenta importante, visto que a maioria desses
kits sdo produzidos em outros paises, como América do Norte ¢ Europa onde ha
predominancia de cepas clonais. Portanto, ndo se sabe se esses kits produzidos nesses
paises reajam de forma adequada nas amostras de pacientes infectados com cepas do
Brasil. Desta forma, este trabalho buscou comparar alguns dos métodos mais utilizados

para a deteccdo da infeccdo por 7. gondii na regido estudada.



Quadro 1: Soroprevaléncia da toxoplasmose em diferentes estados do Brasil.

13

Periodo Estado Prevaléncia Pacientes Referéncias

2011 - 2012 Caxias, MA 77,9% (N= 437) Gestantes Camara et al (2015).4¢
2012 —2013 Gurupi, TO 68,7% (N=487) Gestantes Regina-Silva et al (2014).“7
2009 — 2010 Sio José do Rio Preto, SP 74,5% (N=349) Ocular Ferreira et al (2014)“
2010 - 2011 Niteroi, RJ 58,5% (N=400) Gestantes Moura et al (2013)*”
2009 — 2010 Séo José do Rio Preto, SP 73,4% (184) Ocular Mattos et al (2011)@”
2006-2007 Séo José do Rio Preto, SP 62,0% (N=556) Gestantes Gongalves et al (2010)°”
2005 Fortaleza, CE 68.6% (N=963) Gestantes Sroka et al (2010)*
2004 Rio de Janeiro, RJ 65,9% (N=1071) Ocular Aleixo et al (2009)°"

NI Parana 49,2% (N=492) Gestantes Lopes et al (2009)°?

NI Amazonas 73,5% (N=260) Populagao indigena Boia et al (2008)(5 3

1997 - 1998 Rio Grande do Sul 74,5% (N=1583) Gestantes Spalding et al (2005)(54)
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1.7 Objetivo Geral

Investigar e caracterizar a infec¢do por 7. gondii em seus aspectos sorologicos e
moleculares em pacientes atendidos em um hospital escola da regido noroeste do Estado

de Sao Paulo.

1.8 Objetivos Especificos

1. Validar os testes sorologicos comerciais ELISA e ELFA, utilizados na
identificacdo de anticorpos anti-7. gondii em grupos de pacientes com suspeita
ou diagnostico clinico de toxoplasmose ocular, congénita ou gestacional;

2. Validar os testes moleculares PCR convencional (cnPCR), Nested PCR, PCR
em tempo real (qQPCR) em amostras biologicas (sangue periférico e liquido

amniotico).



2. Resultados
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Os resultados deste trabalho serdo apresentados na forma de trés manuscritos que serdo

submetidos a publicagdo nas revistas descritas.

Manuscrito 1

Titulo: Avaliagdo dos testes soroldgicos e moleculares utillizados para a identificagdo
da infeccdo por Toxoplasma gondii em gestantes atendidas em um servigco de saude da

regido noroeste paulista

Autores: Fernando Henrique Antunes Murata, Marina Neves Ferreira, Vera Lucia
Pereira-Chioccola, Fabiana Nakashima, Natalia Sayoun, Gabriela Soria Santos,
Aparecida Perpétuo Silveira Carvalho, Ligia Cosentino Junqueira Franco Spegiorin,

Luiz Carlos de Mattos, Cinara de Cassia Brandao de Mattos

Manuscrito sera submetido a revista Journal of Clinical Microbiology — 2014 IF: 3.993.

Manuscrito 2

Titulo: Avaliagdo dos testes sorologicos e moleculares utilizados para a identificagdo da
infec¢do por Toxoplasma gondii em pacientes atendidos no ambulatério de

Oftalmologia de um hospital escola na regido noroeste paulista

Autores: Fernando Henrique Antunes Murata, Vera Lucia Pereira-Chioccola, Fabiana
Nakashima, Mariana Previato, Rubens Camargo Siqueira, Amanda Pires Barbosa,
Aparecida Perpétuo Silveira Carvalho, Fabio Batista Frederico, Luiz Carlos de Mattos,

Cinara de Cassia Branddo de Mattos

Manuscrito serd submetido a revista Journal of Clinical Microbiology — 2014 IF: 3.993.
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Manuscrito 3

Titulo: Avaliacdo soroldgica e molecular para a identificacdo da infeccdo por
Toxoplasma gondii em neonatos nascidos de maes com suspeita de toxoplasmose
durante a gestacdo, atendidas em um hospital escola na cidade de Sao José do Rio Preto,

Sdo Paulo

Autores: Fernando Henrique Antunes Murata, Marina Neves Ferreira, Ligia Cosentino
Junqueira Franco Spegiorin, Aparecida Perpétuo Silveira Carvalho, Luiz Carlos de

Mattos, Cinara de Cassia Brandao de Mattos

Manuscrito sera submetido no formato de Short-communication a revista The Pediatric

Infectious Disease Journal — IF 2014: 2,723.



Manuscrito 1



19

2.1 Manuscrito 1

Avaliacdo dos testes sorolégicos e moleculares utillizados para a identificacdo da
infeccao por Toxoplasma gondii em gestantes atendidas em um servico de satude da

regiio noroeste paulista

Fernando Henrique Antunes Murata', Marina Neves Ferreira', Vera Lucia Pereira-
Chioccolaz; Fabiana Nakashima], Natalia Sayoun], Gabriela Soria Santosl, Aparecida
Perpétuo Silveira Carvalho'; Ligia Cosentino Junqueira Franco Spegiorin’; Luiz Carlos

de Mattosl, Cinara de Céssia Branddo de Mattos'

'Laboratorio de Imunogenética da Faculdade de Medicina de Sdo José do Rio Preto —

FAMERP

?Laboratoério de Biologia Molecular de Parasitas ¢ Fungos do Centro de Parasitologia e

Micologia, Instituto Adolfo Lutz, Sdo Paulo, Sdo Paulo, Brasil.

3 Hospital da Crianga e Maternidade, Sdo José do Rio Preto, Sdo Paulo, Brazil

Resumo

Introducio: A toxoplasmose pode ser grave durante a gestacao, e os testes sorologicos
e moleculares sdo importantes para o diagnostico da doenca, sendo necessaria a
utilizagdo de métodos sensiveis e especificos. Objetivo: Comparar os métodos
sorologicos e moleculares utilizados na identificagdo da infeccdo por 7. gondii nos
grupos de gestantes analisadas. Material e métodos: Foram compostos dois grupos.

G1: Gestantes de alto risco sem suspeita clinica de toxoplasmose (N = 94), e G2:
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Gestantes com suspeita clinica (N = 53). Foram coletadas amostras de sangue para
realizag@o dos testes sorologicos ¢ moleculares em ambos os grupos, e nas gestantes do
G2 também foi coletado liquido amnidtico. Os resultados foram comparados pelo indice
Kappa e calculado os valores de sensibilidade (S), especificidade (E), valor preditivo
positivo (VPP) e negativo (VPN). Resultados: Os testes soroldgicos apresentaram:
Kappa, G1: IgG = 0,83, IgM = 1,0; G2: IgG = 1,0, IgM = 0,78, ELISA e ELFA IgM:
S=75,5%, E=100,0%, VPP=100,0%, VPN=87,8% e S=79,2%, E=100,0%,
VPP=100,0%, VPN=89,5% respectivamente, ¢ para IgG: S=100,0%, E=46,8%,
VPP=51,5%, VPN=100,0% e S=100,0%, E=38,3%, VPP=47.7%, VPN=100,0%
respectivamente. Para a analise molecular a pesquisa do 7. gondii realizada pelo cnPCR
(JW62/63), Nested PCR, cnPCR (B22/23) e qPCR apresentaram S=0,0%, E=100,0%,
VPP=0,0%, VPN=63,9%, S=5,7%, E=100,0%, VPP=100,0%, VPN=65,3%, S=7,5%,
E=98,9%, VPP=80,0%, VPN=65,5% e S=1,9%, E=100,0%, VPP=100,0%, VPN=64,4%
respectivamente. Das 50 amostras de liquido amniotico do G2, 29 (58,0%) foram
positivas no cnPCR. Conclusao: Os métodos sorologicos apresentaram concordancia
tanto para IgM como IgG, e os métodos moleculares apresentaram-se discordantes,
sendo necessario mais estudos que permitam acompanhar o curso da infeccdo por 7.

gondii dessas gestantes.

Palavras-chave: Toxoplasma gondii; diagnodstico sorologico; Reacdo em Cadeia da

Polimerase
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Introducao

A toxoplasmose ¢ uma doenga causada pelo parasito intracelular obrigatorio
Toxoplasma gondii, e afeta mamiferos e aves no mundo todo."* Em humanos a doenca
pode ser grave principalmente durante a gestacdo, onde o parasito pode atravessar a

. . . )
barreira placentaria e infectar o feto, causando sequelas graves e até fatais.?

A soroprevaléncia da doenga gestacional ¢ elevada no Brasil.®*” Um estudo
realizado na regido noroeste do estado de Sdo Paulo mostrou que a soroprevaléncia em

gestantes ¢ de 64,4%.®

O diagnostico precoce e o tratamento anti-parasitario podem reduzir a gravidade
da doenga no feto que, se nao tratado, pode apresentar complicagdes como microcefalia,

hidrocefalia, calcifica¢des cerebrais, retinocoroidites, retardo mental, entre outros. %10

O diagnostico clinico da toxoplasmose ¢ dificil, pois as manifestagdes clinicas
sdo muitas vezes inespecificas. No entanto, a utilizacdo de testes sorologicos e
moleculares podem auxiliar na identificagdo precoce da doenca.*'" O objetivo deste
estudo foi avaliar os métodos sorologicos e moleculares para diagnostico de

toxoplasmose em gestantes atendidas em um hospital escola na regido noroeste paulista.
Material e Métodos
Casuistica

Este estudo foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa da Faculdade de
Medicina de Rio Preto — FAMERP (CAAE 32259714.8.0000.5415). E um estudo

retrospectivo que analisou gestantes atendidas e clinicamente avaliadas no Ambulatorio
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de Gestagdo de Alto Risco e Medicina Fetal da Fundagdo Faculdade Regional de

Medicina, Hospital de Base - FUNFARME, Sao José do Rio Preto, Brasil.

Foram compostos dois grupos. Grupo 1 (G1): Gestantes de alto risco sem
suspeita clinica de toxoplasmose (N = 94). Grupo 2 (G2): Gestantes de alto risco com
suspeita clinica de toxoplasmose e/ou apresentaram anticorpos da classe IgM em algum

momento da gestagcdo (N = 53).

Em ambos os grupos foi coletado sangue periférico em tubo seco para realizagao
da analise soroldgica e em tubo com EDTA para extracdo de DNA e realizacao dos
testes moleculares. As andlises soroldgicas e moleculares do sangue periférico foram
realizadas no Laboratdrio de Imunogenética da Faculdade de Medicina de Sao José do
Rio Preto — FAMERP. Das 53 gestantes do G2, 50 foram também encaminhadas para a
amniocentese para pesquisa do 7. gondii no liquido amnidtico. O liquido amniotico foi
encaminhando para o laboratoério de referéncia do estado para realizagdo da Reacdo em
cadeia da polimerase convencional (cnPCR). Todas as gestantes sdo rotineiramente
triadas no ambulatorio de gestacdo de alto risco para TORSCH (Toxoplasmose,

Rubéola, Sifilis, Citomegalovirus, Hepatite e HIV).(m

Pesquisa de anticorpos anti-7. gondii por ELISA e ELFA

A presenca de anticorpos anti-7. gondii foi confirmada pelos métodos ELISA -
Enzyme Linked Immuno Sorbent Assay (Diasorin, Italia) utilizando os kits ETI-
TOXOK-A reverse plus para pesquisa de IgA, ETI-TOXOK-M reverse plus para
pesquisa de IgM e ETI-TOXOK-G plus para pesquisa de IgG, e ELFA - Enzyme Linked
Fluorescent Assay (Biomerieux, Franca) utilizando os kits Vidas®Toxo IgM (TXM)

para pesquisa de IgM, Vidas®Toxo IgG Il (TXG) para pesquisa de IgG, ¢ Vidas®Toxo
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IgG Avidity (TXGA) para avidez de IgG. A detecg¢do de anticorpos das classes IgA e
IgM foi realizada pelo método ELISA de captura. Todas as amostras que apresentaram
anticorpos anti-7. gondii positivos para IgG e IgM por ELFA foram testadas para avidez
do IgG. A determinacdo da avidez das IgG foi realizada pelo método ELFA. Baixos
titulos de avidez (<25%) sdo indicativos de infec¢do recente. O método ELFA foi
realizado em equipamento automatizado (Mini Vidas, Biomerieux, Franca) e ambos os
testes foram realizados conforme instru¢cdes do fabricante. Os valores de referéncia
utilizados pelo método ELISA IgG foram: Reagentes, quando a concentragdo de IgG foi
>15 Ul/mL, e ndo reagentes, quando a concentracdo de IgG foi < 15 Ul/mL. Para o
método ELISA IgA foram: Reagentes, quando a concentracao de IgA foi > 5 UA/mL, e
ndo reagentes, quando a concentracao de IgA foi < 5 UA/mL. Para o método ELISA
IgM foram comparados os valores da absorbancia das amostras com a média do
controle do cut-off, sendo consideradas reagentes as amostras com valores de
absorbancia maior ou igual a do cut-off e, ndo reagentes as amostras com valores de
absorbancia menores que o valor do cut-off. Para o método ELFA IgG foram: Reagentes
quando apresentou titulo > 8 Ul/mL; indeterminado quando apresentou > 4 ¢ < §
Ul/mL, e nao reagente quando <4 Ul/mL. Para o método ELFA IgM foram: Reagentes
quando apresentou indice > 0,65 Ul/mL, indeterminado quando > 0,55 e < 0,65 Ul/mL,
e nado reagente quando < 0,55 Ul/mL. Para a determinagdo da avidez das IgG foram:
IgG de fraca avidez < 0,200; avidez intermediaria 0,200 < e < 0,300; IgG de forte

avidez > 0,300.

Extracdo do DNA genémico
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Foi extraido o DNA gendmico a partir de 5 ml de sangue periférico colhido com
EDTA, com uso de kit comercial (Qiamp DNA blood mini kit, Qiagen, Alemanha) de
acordo com protocolo descrito por Mattos e colaboradores (2011).""? O DNA extraido

foi armazenado em freezer a -20°C até a realizagdo da PCR.
Identificacio do gene BI de Toxoplasma gondii
Reacido em Cadeia da Polimerase convencional (cnPCR)

Foram realizadas duas reagdes de cnPCR para identificar o 7. gondii em
amostras de sangue. Uma delas utilizando os oligoiniciadores B22 (Sense: 5°-
AACGGGCGAGTAGCACCTGAGGAGA-3’) e B23 (Anti-sense: 5’-
TGGGTCTACGTCGATGGCATGACAACT-3"), que amplificam um fragmento de
115 pares de base do gene B/ do T. gondii. Para a preparacdo do mix foi utilizado 8,5
uL de H,0 Nuclease Free (Promega, EUA); 12,5 uL de GoTaq Green Master Mix
(Promega, EUA); 1,0 pL do primers B22 e 1,0 uL do B23 (IDT, EUA). O ciclo
utilizado para esta PCR foi 95°C por cinco minutos, 95°C por 45 segundos (35X), 62°C
por 45 segundos (35X), 72°C por 45 segundos (35X) ¢ 5 minutos a 72°C em um
termociclador (Verity, Applied Biosystems, EUA). Em seguida o amplificado foi

submetido a corrida eletroforética em gel de agarose 1,5%.

A outra reacdo utilizou os oligoiniciadores JW62 (Anti-sense: 5’-
TTCTCGCCTCATTTCTGGGTCTAC-3) e JW63 (Sense: 5’-
GCACCTTTCGGACCTCAACAACCG-3") que amplificam um fragmento de 286
pares de base do gene B/ do T. gondii. Para a preparagdo do mix foi utilizado 6,5 puL de
H,0 Nuclease Free (Promega, EUA); 12,5 uL de GoTaq Green Master Mix (Promega,

EUA); 0,5 pL do primers JW62 e 0,5 pL. do JW63 (IDT, EUA). O ciclo utilizado foi
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95°C por cinco minutos, 95°C por 45 segundos (40X), 55°C por 45 segundos (40X),
72°C por 45 segundos (40X) e 5 minutos a 72°C em um termociclador (Verity, Applied
Biosystems, EUA). Em seguida o amplificado foi submetido a corrida eletroforética em

gel de agarose a 1,5%.
Nested PCR

O material genético amplificado com o marcador JW 62/63 foi submetido a uma
segunda PCR (Nested PCR) utilizando os oligoiniciadores B22/23, conforme protocolo
desenvolvido com modificagdes publicado por Okay e colaboradores (2009)."Y Para a
preparagdo do mix da segunda reagdo (Nested PCR) foi utilizado 6,5 pL de H0
Nuclease Free (Promega, EUA); 12,5 uL de GoTaq Green Master Mix (Promega,EUA);
0,5 pL do primers B22 ¢ 0,5 uL do B23 (IDT, EUA). O ciclo utilizado para a Nested
PCR foi 95°C por cinco minutos, 95°C por 45 segundos (25X), 62°C por 45 segundos
(25X), 72°C por 45 segundos (25X) e 5 minutos a 72°C em um termociclador (Verity,
Applied Biosystems, EUA). Os amplicons foram analisados em gel de agarose a 1,5%

utilizando o corante SYBR Safe (Invitrogen, EUA).
PCR em tempo real (QPCR)

O DNA gendémico foi submetido também ao método de PCR em tempo real
(qPCR) para pesquisa do gene BI. O ciclo foi realizado no aparelho Step One Plus
(Applied Biosystems, EUA) com volume final da reacdo de 20 pL, utilizando os
seguintes componentes: 4,5 uL. de H,0 RNAse Free; 10,0 uL de 2x QuantiTect Probe
PCR Master Mix; 0,5 pL de PrimeTime (Qiagen, Alemanha) com as seguintes
temperaturas: uma vez de 50°C por 2 minutos, uma vez de 95°C por 15 minutos, 40

vezes 94°C por 15 segundos, 40 vezes de 60°C por 1 minuto e uma vez de 50°C por 30



26

segundos. Os primers ¢ a sonda utilizados nesta analise foram publicados por Gunel e

colaboradores (201 2).(15 )

Em todas as rea¢des de PCR (cnPCR, Nested e qPCR) foi incluido um controle
negativo (dgua ultrapura) e um controle positivo (DNA extraido de 7. gondii da cepa
RH). O primer HGH que amplifica um fragmento de 400 pares de base do gene
hormonio de crescimento humano foi utilizado como controle de amplificagdo e

detec¢do de inibidores da PCR.
Analise Estatistica

As andlises estatisticas foram realizadas utilizando o software IBM SPSS
Statistics, IBM v.23 para a determinag¢ao do valor de Kappa, e o software GraPhPad
InStat Software, Inc 3.06 para determinar os valores de sensibilidade, especificidade,
valor preditivo positivo (VPP) e negativo (VPN) pelo Teste Exato de Fisher, com
intervalo de confianga de 95%. Os valores de p < 0,05 foram considerados

estatisticamente significantes.

A analise de concordancia Kappa foi realizada para descrever a intensidade de
concordancia entre os dois testes sorologicos. Os resultados foram interpretados

1 .
)'® sendo considerados como

conforme publicado por Landis e Koch (1977
concordancia: Baixa: Kappa <0; Leve: Kappa 0 — 0,19; Razoavel: Kappa 0,2 a 0,39;

Moderada: Kappa 0,4 — 0,59; Grande: Kappa 0,6 — 0,79; Quase perfeita: Kappa 0,8 -1,0.
Resultados

A média de idade do G1 foi igual a 27,6 anos (Minima 18; Maxima 41; SD 6,0),

e do G2 foi igual a 24,0 anos (Minima 14; Maxima 42; SD 7,0). A média de idade do
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G1 apresentou diferenga estatisticamente significante com relagdo a média de idade do
G2 (p = 0,0014; Teste t-student = 3,263; Grau de liberdade = 145; Intervalo de

confianga de 95% = 1.428-5.816).

O valor de Kappa para detec¢ao de anticorpos da classe IgG anti 7-gondii para
Gl foi 0,83, e para IgM foi de 1,0. Ambos apresentaram concordancia quase perfeita

entre as duas técnicas utilizadas.

Para G2 o valor de Kappa para anticorpos da classe IgG anti 7-gondii foi de 1,0
apresentando concordancia quase perfeita entre os métodos, e para IgM foi 0,78,

apresentando grande concordancia entre os métodos utilizados

Das 94 amostras de gestantes do G1 analisadas, 58 (61,7%) foram positivas para
a IgG por ELFA e 50 (53,2%) para IgG por ELISA. Ambos os testes foram negativos
para pesquisa de IgM. Apenas uma amostra apresentou resultado positivo para IgA, a

qual foi positiva também para IgG por ELFA e negativa para [gG por ELISA.

Das 53 amostras do G2, todas foram positivas para a pesquisa de IgG (100%)
por ELFA e ELISA, 42 (79,2%) foram positivas para [gM por ELFA ¢ 40 (75,5%) por
ELISA. Das 53 amostras 30 (56,6%) foram positivas para IgA. Das amostras positivas
para IgA, 28 (93,3%) foram positivas para [gM por ELFA, ¢ 26 (86,7%) para IgM por

ELISA. Os resultados dos testes sorologicos do G1 e G2 encontram-se na tabela 1.

Das 42 (79,2%) amostras que apresentaram sorologia positiva para IgG e IgM
foi realizada a determinagdo da avidez para IgG que apresentou, forte avidez em 31

(73,8%) amostras, avidez intermediaria em 4 (9,5%) amostras ¢ fraca avidez em 7
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(16,7%) amostras. Das 28 amostras positivas para IgM e IgA, 7 (25%) apresentaram

fraca avidez para IgG, 3 (10,7%) avidez intermediaria e 18 (64,3%) forte avidez.

Em relacdo ao resultado dos testes moleculares no G1, apenas 1 (1,1%) amostra
foi positiva, por cnPCR (B22/23) (valor de p = 0.390; grau de liberdade = 3; y2 =
3.008). No G2, 6 (11,3%) amostras foram positivas no sangue em alguma das reacdes
de PCR, sendo 3 (5,7%) no Nested PCR, 4 (7,5%) no cnPCR (B22/B23) e 1 (1,9%) no
gqPCR (valor de p = 0.158; grau de liberdade = 3; 42 = 5.196). Os resultados dos testes

moleculares realizados no sangue das gestantes encontram-se na tabela 2

O cnPCR realizado nas 50 amostras de liquido amnidtico, 29 (58,0%) amostras
foram positivas e 21 (42,0%) negativas. Das 29 gestantes com PCR positivo no liquido
amniodtico, 3 foram positivas no PCR pelo sangue (Nested=1; cnPCR (B22/23)=1;
qPCR=1), 21 foram positivas por ELISA IgM, 22 por ELFA IgM e 19 por ELISA IgA.
Das 22 gestantes positivas por ELFA IgM e IgG, 6 (27,3%) apresentaram fraca avidez

para IgG, 2 (9,1%) intermediaria e 14 (63,6%) forte avidez.

A sensibilidade (S), especificidade (E), valor preditivo positivo (VPP) e negativo
(VPN) foi calculada para cada teste sorologico e molecular separadamente. Quando
comparados a pesquisa de anticorpos da classe IgM por ELISA e ELFA apresentaram
S=75,5%, E=100,0%, VPP=100,0%, VPN=87,8% e S=79,2%, E=100,0%,
VPP=100,0%, VPN=89,5%, respectivamente. Quando comparados com IgG
apresentaram S=100,0%, E=46,8%, VPP=51,5%, VPN=100,0% e S=100,0%,

E=38,3%, VPP=47,7%, VPN=100,0%, respectivamente.

Para a analise molecular a pesquisa do 7. gondii realizada pelos PCRs cnPCR

(JW62/63), Nested, cnPCR (B22/23) e qPCR no sangue apresentaram S=0,0%,
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E=100,0%, VPP=0,0%, VPN=63,9%, S=5,7%, E=100,0%, VPP=100,0%, VPN=65,3%,
S=7,5%, E=98,9%, VPP=80,0%, VPN=65,5% e S=1,9%, E=100,0%, VPP=100,0%,

VPN=64,4% respectivamente.
Discussao

Este estudo comparou os métodos sorologicos e moleculares utilizados para
identificar a infeccdo por 7. gondii em gestantes com e sem suspeita clinica de
toxoplasmose gestacional na regido noroeste paulista. A taxa de infec¢do, detectada
pelos métodos sorologicos, demonstrou ser elevada para as gestantes inseridas neste

1 G17.18)

estudo, o que esta de acordo com outros estudos realizados no Brasi e em outros

paises (7.1921)

Os métodos sorologicos ELISA e ELFA sdo amplamente utilizados para a
identificagdo da infec¢do por 7. gondii no Brasil, apresentando alta sensibilidade e
especiﬁcidade.(22'24) Em nosso estudo ndo foi verificado diferenga estatisticamente
significante entre os métodos sorologicos utilizados. Entretanto, quatro amostras
apresentaram discordancia na pesquisa de IgM entre os métodos ELFA e ELISA, sendo
que o ELFA apresentou maior positividade. Essas amostras apresentaram forte avidez
para IgG, o que ¢ indicativo de infeccdo cronica, e dessas, duas também foram positivas
para IgA. A presenca desses anticorpos, principalmente de IgM na fase cronica da
doenca também tém sido identifica por outros autores.”>*” Os anticorpos da classe IgM
sdo amplamente utilizados para identificar a doenca na fase aguda, porém estes podem
permanecer detectaveis por longos periodos, sendo assim necessario realizar outros
testes para confirmar a infec¢ao aguda, como a avidez para IgG, pesquisa de IgE e testes

parasitolégicos.(zg)
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Alem destes fatores, a maior detec¢do de IgM por ELFA pode estar relacionada
a melhor sensibilidade apresentada pelos métodos automatizados, visto que testes com
maior sensibilidade podem detectar esses anticorpos especificos por periodos maiores

(29,30)

apos a infec¢do aguda, o que dificulta o diagnostico de infec¢do recente em

gestantes, porém essa alta sensibilidade ¢ vantajosa para o diagndstico em recém-

nascidos, como descrito por Rodrigues e colaboradores, 2009.

Neste estudo o ELFA apresentou maior sensibilidade na detec¢do de anticorpos
da classe IgM e IgG anti-T. gondii, o que estd de acordo com outros trabalhos que
também utilizaram métodos automatizados para a pesquisa desses anticorpos.®>'?” Em
um estudo realizado por Rodrigues e colaboradores (2009) foram utilizados quatro
métodos sorologicos para identificacdo de anticorpos anti-7. gondii em neonatos, desses
2 eram automatizados (MEIA e ELFA IgM) e apresentaram sensibilidade (S = 60,9%) e
especificidade (E = 100,0%) contra IFAT IgM (S = 59,6%, E = 91,7%) e ELISA IgA (S
=571% e E = 100,0%).”” J4 em um estudo realizado por Maudry e colaboradores
(2009) utilizando amostras de gestantes e pacientes imunocomprometidos para
comparar 6 métodos automatizados, a sensibilidade variou de 89,7% a 99,4%, ¢

especificidade de 99,1% a 100% entre os métodos.®?

A baixa especificidade dos métodos para a pesquisa de IgG esta relacionada
principalmente a alta taxa de soroprevaléncia na regido estudada, e a permanencia
desses anticorpos por toda a vida do hospedeiro, mesmo nio apresentando a doenga,
como evidenciado em alguns estudos que pesquisaram esses anticorpos em populagdes

. , . 4
s€m a presenga de sintomas Clll’llCOS.(38 2
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A pesquisa de anticorpos da classe IgA nao ¢ frequente e sua utilizagdo para o
diagnostico da infec¢ao gestacional ¢ questionada, porém pode auxiliar o diagnostico
da infecgio congénita.®"*'*¥ Em nosso estudo foi demonstrado que 14 amostras
positivas para IgM e com forte avidez de IgG foram negativas para IgA o que ¢é

indicativo de uma infecgo cronica, auxiliando o diagndstico.

A deteccdo do DNA do 7. gondii pelos métodos moleculares ¢ bastante
controvérsa, visto que ha varias técnicas ¢ marcadores para a identificagdo do parasito, e
ndo ha um consenso de qual o melhor protocolo a ser utilizado. Além do mais, o
tratamento da gestante pode modificar os resultados dos testes sorologicos e

. 2,14,45,46
moleculares, como descrito por alguns autores. #4349

Em nosso estudo nao foi verificada diferenca estatisticamente significante entre
os métodos moleculares pesquisados. Nao foi detectado o DNA do T. gondii no G2
utilizando os pares de primers JW 62/63, porém essas amostras quando submetidos a
uma segunda PCR (Nested PCR) 3 amostras tornaram-se positivas, indicando uma
maior sensibilidade do método quando submetido a uma nova amplificagdo.
Concordando com nossos resultados, o estudo conduzido por Okay e colaboradores
(2009),"? utilizando amostras de liquido amni6tico, também detectou 9 casos positivos
a mais no Nested PCR, utilizando os primers B22/23 do que somente no cnPCR (JW

62/63).

A pesquisa de T. gondii pelo Nested PCR tem mostrado alta

e 14,4748
sens1b111dade,( AT.48)

, . .. , . 48
porém o risco de resultados falso-positivos ¢ maior.* Essas
amostras foram submetidas a outro cnPCR utilizando somente os pares de primers

B22/23, sendo detectadas 4 amostras positivas, dessas, 2 foram positivas também no
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Nested PCR utilizando os mesmos pares de primers. Estes achados discordantes entre
. . (14,49-51)

os métodos moleculares também foram relatados por outros trabalhos. Esses

autores sugerem que essas discordancias podem estar relacionadas a varios fatores como

os métodos utilizados para extracdo do DNA gendmico, remoc¢ao dos fatores de inibigao

da PCR, escolha dos primers ¢ parametros de amplificagio.!'**)

Com relagdo aos resultados da qPCR, foi observada amplificacdo somente em
uma amostra, a qual apresentava fraca avidez para IgG. Este achado é compreensivo,

. , o . . ~ 52
pois é esperado detectar parasitemia em casos de infeccio aguda,®”

o que foi
evidenciado para esta amostra pela fraca avidez e o resultado positivo pelo PCR no LA.
De acordo com alguns autores, qPCR ¢é considerada uma técnica de maior sensibilidade

. . ~ ~ 1,53,54
e os riscos de contaminagao sao rnenores.e 53,54

Os resultados dos PCRs quando comparados ao teste de avidez para IgG
mostraram que as 5 amostras positivas (Nested = 3; cnPCR (B22/23) = 4) apresentavam
forte avidez para IgG, e a unica amostra positiva no qPCR apresentou fraca avidez para
IgG. Diante destes achados, ndo é possivel descartar a possibilidade de resultados falsos
positivos apresentados no Nested PCR e cnPCR, visto que os resultados sorologicos sao
sugestivo de infeccdo cronica, nao sendo esperado a deteccdo de parasitemia. Ja o
resultado da qPCR ¢ compreensivo, pois o resultado da sorologia sugere infec¢ao aguda

a qual é caracterizada por periodos de parasitemia.”’ )

Em GI1 apenas uma amostra apresentou positividade no cnPCR utilizando os
pares de primers B22/B23. Essa gestante apresentou sorologia ndo reagente para IgA e
IgM, porém positiva com altas concentragdes para IgG por ELISA e ELFA. Casos de

gestantes cronicamente infectadas que tiveram reativacao da doenga durante a gestagdo
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)*® ¢ Olival e colaboradores

foram reportadas por Andrade e colaboradores (2010
(2014),(57) com transmissdo da doenga congénita para os respectivos bebés. Em nosso
estudo avaliamos apenas as gestantes atendidas. Para confirmar a suspeita de
toxoplasmose gestacional e congénita seria necessario o acompanhamento sorologico e
molecular da gestante e do bebé. Em todo caso ndo ¢ descartada a hipotese de um

resultado falso-positivo pelo método, visto que a parasitemia ndo foi identificada pelos

outros métodos.

Foi verificada maior positividade das gestantes com suspeita clinica por PCR no
liquido amniotico do que no sangue. Isso pode ser explicado pelo fato da imunidade da
gestante diminuir a quantidade de parasito livre na circulagdo sanguinea, ¢ também a
quantidade de volume circulante, sendo a do sangue muito maior do que a do liquido
amniotico, sendo possivel identificar o parasito mais facilmente no LA do que no
sangue. Na maioria das pesquisas com gestantes ¢ utilizado o liquido amniético para a
pesquisa do parasito, esse material tem mostrado bons resultados para a identificagdo da
doenga congénita."**® A pesquisa do parasito por PCR no sangue tem mostrado bons
resultados em neonatos nascidos de maes com suspeita clinica e pacientes

. . 58,59
imunocomprometidos.**>)

Conclusao

A taxa de infec¢do ¢ elevada entre as gestantes atendidas no ambulatorio de
gestacdao de alto risco e a infeccdo ¢ freqliente em gestantes com menor idade. Os
métodos sorologicos apresentaram concordancia tanto para a pesquisa de IgM quanto
para IgG e os métodos moleculares apresentaram-se discordantes, sendo necessario o

acompanhamento do curso da infec¢do por 7. gondii das gestantes. A avaliacdo clinica
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continua sendo fundamental para apoiar os resultados encontrados pelas analises
laboratoriais. O método ELFA para caracterizacdo da infeccdo aguda e cronica em
gestantes foi mais sensivel do que o ELISA. Entre os métodos moleculares, o cnPCR
utilizando os pares de primers B22/23 apresentou maior sensibilidade, no entanto

apresentou menor especificidade quando comparado aos demais métodos moleculares.

Financiamentos

Este estudo foi financiado pela Fundacao de Amparo a Pesquisa do Estado de
Sdo Paulo - FAPESP (Processos: #2012/07716-9 LCM; #2013/15879-8 FHAM;
#2014/01706-7 MNF; #2014/09496-1 VLPC); pelo Conselho Nacional de
Desenvolvimento Cientifico e Tecnologico (Processos: PIBIC-CNPq #135144/2014-0;
#135229/2014-6) e pela Fundagao de Apoio a Pesquisa e Extensdo de Sao Jos¢ do Rio

Preto - FAPERP (Processos: FAPERP FHAM #175/2015 MNF #129/2015).

Referéncias

1 Dubey JP. The history of Toxoplasma gondii--the first 100 years.]J Eukaryot

Microbiol 2008;55:467-75.

2 Robert-Gangneux F, Dardé ML. Epidemiology of and diagnostic strategies for

toxoplasmosis. Clin Microbiol Rev 2012;25:264-96.

3 Sroka S, Bartelheimer N, Winter A, Heukelbach J, Ariza L, Ribeiro H, et al.
Prevalence and Risk Factors of Toxoplasmosis among Pregnant Women in

Fortaleza, Northeastern Brazil. Am J Trop Med Hyg 2010;83:528-33.



35

Gontijo da Silva M, Clare Vinaud M, de Castro AM. Prevalence of
toxoplasmosis in pregnant women and vertical transmission of Toxoplasma
gondii in patients from basic units of health from Gurupi, Tocantins, Brazil,

from 2012 to 2014. PLoS One 2015;10:e0141700.

Moura FL, Amendoeira MR, Bastos OM, Mattos DP, Fonseca AB, Nicolau JL,
et al. Prevalence and risk factors for Toxoplasma gondii infection among
pregnant and postpartum women attended at public healthcare facilities in the
City of Niterdi, State of Rio de Janeiro, Brazil. Rev Soc Bras Med Trop

2013;46:200-7.

Rebougas EC, dos Santos EL, do Carmo ML, Cavalcante Z, Favali C.
Seroprevalence of Toxoplasma infection among pregnant women in Bahia,

Brazil. Trans R Soc Trop Med Hyg 2011;105:670-1.

Pappas G, Roussos N, Falagas ME. Toxoplasmosis snapshots: global status of
Toxoplasma gondii seroprevalence and implications for pregnancy and

congenital toxoplasmosis. Int J Parasitol 2009;39:1385-94.

Mattos Cde C, Spegiorin LC, Meira Cda S, Silva Tda C, Ferreira Al, Nakashima
F, et al. Anti-Toxoplasma gondii antibodies in pregnant women and their
newborn infants in the region of Sao José do Rio Preto, Sao Paulo, Brazil. Sao

Paulo Med J 2011;129:261-6.

Rodrigues IM, Castro AM, Gomes MB, Amaral WN, Avelino MM. Congenital

toxoplasmosis: evaluation of serological methods for the detection of anti-



10

11

12

13

14

36

Toxoplasma gondii IgM and IgA antibodies. Mem Inst Oswaldo Cruz

2009;104:434-40.

Bittencourt LH, Lopes-Mori FM, Mitsuka-Bregandé R, Valentim-Zabott M,
Freire RL, Pinto SB, et al. Seroepidemiology of toxoplasmosis in pregnant
women since the implementation of the Surveillance Program of Toxoplasmosis
Acquired in Pregnancy and Congenital in the western region of Parana, Brazil.

Rev Bras Ginecol Obstet 2012;34:63-8.

Bichara CN, Canto GA, Tostes Cde L, Freitas JJ, Carmo EL, P6voa MM, et al.
Incidence of congenital toxoplasmosis in the City of Belém, State of Para,
Northern Brazil, determined by a neonatal screening program: preliminary

results. Rev Soc Bras Med Trop 2012;45:122-4.

Gongalves MA, Mattos Cde C, Spegiorin LC, Oliani DC, Oliani AH, Mattos LC.
Seropositivity rates for toxoplasmosis, rubella, syphilis, cytomegalovirus,
hepatitis and HIV among pregnant women receiving care at a public health

service, Sao Paulo state, Brazil. Braz J Infect Dis 2010;14:601-5.

Mattos CC, Meira CS, Ferreira Al, Frederico FB, Hiramoto RM, Jr. GC, et al.
Contribution of laboratory methods in diagnosing clinically suspected ocular

toxoplasmosis in Brazilian patients. Diagn Microbiol Infect Dis 2011;70:362-6.

Okay TS, Yamamoto L, Oliveira LC, Manuli ER, Andrade Junior HF, Del
Negro GM. Significant performance variation among PCR systems in
diagnosing congenital toxoplasmosis in S3o Paulo, Brazil: analysis of 467

amniotic fluid samples. Clinics 2009;64:171-6.



15

16

17

18

19

20

21

37

Gunel T, Kalelioglu I, Ermis H, Has R, Aydinli K. Large scale pre-diagnosis of
Toxoplasma gondii DNA genotyping by real-time PCR on amniotic fluid.

Biotechnol Biotechnol Equip 2012;26:2913-5.

Landis JR, Koch GG. The measurement of observer agreement for categorical

data. Biometrics 1977;33:159-74.

Vaz RS, Thomaz-Soccol V, Sumikawa E, Guimaraes AT. Serological
prevalence of Toxoplasma gondii antibodies in pregnant women from Southern

Brazil. Parasitol Res 2010;106:661-5.

Lopes-Mori FM, Mitsuka-Bregané R, Bittencourt LH, DIAS RC, Gongalves
DD, Capobiango JD, et al. Gestational toxoplasmosis in Parana State, Brazil:
prevalence of IgG antibodies and associated risk factors. Braz J Infect Dis

2013;17:405-9.

Marquez MDLA, Etcheverry IS. Seroprevalence of toxoplasmosis in pregnant

women in La Plata area. Acta Bioquim. Clin. Latinoam 2009;37:413—415.

Sanchez-Gutierrez A, Martin-Hernandez [, Garcia-Izquierdo SM. Estudio de
reactividad a Toxoplasma gondii en embarazadas de las provincias Ciudad de la

Habana y Pinar del Rio, Cuba. Bioquimia 2003;28:3-8.

Harma M, Harma M, Gungen N, Demir N. Toxoplasmosis in pregnant women in
Sanliurfa, Southeastern Anatolia City, Turkey. J Egypt Soc Parasitol

2004;34:519-25.



22

23

24

25

26

27

38

Barreto JAA, Oliveira LAR, Oliveira MFB, Aratjo RM, Santos RCS, Abud
ACF, et al. Prevaléncia de anticorpos anti-7oxoplasma gondii em mulheres

gravidas. Rev. enferm. UERJ 2009;17:107-0.

Bichara CN, Canto GA, Tostes Cde L, Freitas JJ, Carmo EL, Povoa MM, et al.
Incidence of congenital toxoplasmosis in the City of Belém, State of Para,
Northern Brazil, determined by a neonatal screening program: preliminary

results. Rev Soc Bras Med Trop 2012;45:122-4.

Avelino MM, Amaral WN, Rodrigues IM, Rassi AR, Gomes MB, Costa TL, et
al. Congenital toxoplasmosis and prenatal care state programs. BMC Infect Dis

2014;14:33.

Spalding SM, Amendoeira MR, Ribeiro LC, Silveira C, Garcia AP, Camillo-
Coura L. Prospective study of pregnants and babies with risk of congenital
toxoplasmosis in municipal district of Rio Grande do Sul. Rev Soc Bras Med

Trop 2003;36:483-91.

Liesenfeld O, Press C, Montoya JG, Gill R, Isaac-Renton JL, Hedman K, et al.
False-positive results in immunoglobulin M (IgM) toxoplasma antibody tests
and importance of confirmatory testing: the Platelia Toxo IgM test. J Clin

Microbiol 1997;35:174-8.

Bobi¢ B, Sibali¢ D, Djurkovi¢-Djakovi¢ O. High levels of IgM antibodies
specific for Toxoplasma gondii in pregnancy 12 years after primary toxoplasma

infection. Case report. Gynecol Obstet Invest 1991;31:182-4.



28

29

30

31

32

33

39

Dhakal R, Gajurel K, Pomares C, Talucod J, Press CJ, Montoya JG. Significance
of a Positive Toxoplasma Immunoglobulin M Test Result in the United States. J

Clin Microbiol 2015;53:3601-5.

Murat JB, Hidalgo HF, Brenier-Pinchart MP, Pelloux H. Human toxoplasmosis:
which biological diagnostic tests are best suited to which clinical situations?

Expert Rev Anti Infect Ther 2013;11:943-56.

Del Bono V, Canessa A, Bruzzi P, Fiorelli MA, Terragna A. Significance of
specific immunoglobulin M in the chronological diagnosis of 38 cases of

toxoplasmic lymphadenopathy. J Clin Microbiol 1989;27:2133-5.

Murat JB, Dard C, Fricker Hidalgo H, Dardé ML, Brenier-Pinchart MP, Pelloux
H. Comparison of the Vidas system and two recent fully automated assays for
diagnosis and follow-up of toxoplasmosis in pregnant women and newborns.

Clin Vaccine Immunol 2013;20:1203-12.

Prusa AR, Hayde M, Unterasinger L, Pollak A, Herkner KR, Kasper DC.
Evaluation of the Roche Elecsys Toxo IgG and IgM electrochemiluminescence
immunoassay for the detection of gestational Toxoplasma infection. Diagn

Microbiol Infect Dis 2010;68:352-7.

Maudry A, Chene G, Chatelain R, Patural H, Bellete B, Tisseur B, et al.
Bicentric evaluation of six anti-toxoplasma immunoglobulin G (IgG) automated
immunoassays and comparison to the Toxo Il IgG Western blot. Clin Vaccine

Immunol 2009;16:1322-6.



34

35

36

37

38

39

40

Kasper DC, Prusa AR, Hayde M, Gerstl N, Pollak A, Herkner KR, et al.
Evaluation of the Vitros ECiQ immunodiagnostic system for detection of anti-
Toxoplasma immunoglobulin G and immunoglobulin M antibodies for
confirmatory testing for acute Toxoplasma gondii infection in pregnant women.

J Clin Microbiol 2009;47:164-7.

Calderaro A, Piccolo G, Peruzzi S, Gorrini C, Chezzi C, Dettori G. Evaluation of
Toxoplasma gondii immunoglobulin G (IgG) and IgM assays incorporating the

newVidia analyzer system. Clin Vaccine Immunol 2008;15:1076-9.

Petersen E, Borobio MV, Guy E, Liesenfeld O, Meroni V, Naessens A, et al.
European multicenter study of the LIAISON automated diagnostic system for

determination of Toxoplasma gondii-specific immunoglobulin G (IgG) and IgM

and the IgG avidity index. J Clin Microbiol 2005;43:1570-4.

Wilson M, Remington JS, Clavet C, Varney G, Press C, Ware D. Evaluation of
six commercial kits for detection of human immunoglobulin M antibodies to
Toxoplasma gondii. The FDA Toxoplasmosis Ad Hoc Working Group. J Clin

Microbiol 1997;35:3112-5.

Rodrigues JP, Frei F, Navarro IT, Silva LP, Marcelino MY, de Andrade-Junior
HF, et al. Seroepidemiological analysis of toxoplasmosis in college students. J

Venom Anim Toxins Incl Trop Dis 2015;21:1.

Fromont EG, Riche B, Rabilloud M. Toxoplasma seroprevalence in a rural
population in France: detection of a household effect. BMC Infect Dis

2009;9:76.



40

41

42

43

44

45

46

41

Obaidat MM, Al-Sheyab NA, Bani Salman AE, Lafi SQ. Seroepidemiology and
risk factors of Toxoplasma gondii infection in undergraduate university female

students in Jordan. Epidemiol Infect 2015;143:1898-903.

Montoya JG. Laboratory diagnosis of Toxoplasma gondii infection and

toxoplasmosis. J Infect Dis 2002;185:S73-82.

Pinon JM, Dumon H, Chemla C, Franck J, Petersen E, Lebech M, et al. Strategy
for diagnosis of congenital toxoplasmosis: evaluation of methods comparing
mothers and newborns and standard methods for postnatal detection of

immunoglobulin G, M, and A antibodies. J Clin Microbiol 2001;39:2267-71.

Faure AK, Fricker-Hidalgo H, Pelloux H, Bost-Bru C, Goullier-Fleuret A,
Ambroise-Thomas P. Lack of value of specific IgA detection in the postnatal

diagnosis of congenital toxoplasmosis. J Clin Lab Anal 1999;13:27-30.

Jenum PA, Stray-Pedersen B. Development of specific immunoglobulins G, M,
and A following primary Toxoplasma gondii infection in pregnant women. J

Clin Microbiol 1998;36:2907-13.

Lago EG, Oliveira AP, Bender AL. Presence and duration of anti-7oxoplasma
gondii immunoglobulin M in infants with congenital toxoplasmosis. J Pediatr.

2014;90:363-9.

Lefevre-Pettazzoni M, Bissery A, Wallon M, Cozon G, Peyron F, Rabilloud M.
Impact of spiramycin treatment and gestational age on maturation of

Toxoplasma gondii immunoglobulin G avidity in pregnant women. Clin Vaccine

Immunol 2007;14:239-43.



47

48

49

50

51

52

42

Mousavi M, Saravani R, Modrek MJ, Shahrakipour M, Sekandarpour S.
Detection of Toxoplasma gondii in Diabetic Patients Using the Nested PCR

Assay via RE and B/ Genes. Jundishapur Journal of Microbiology 2016;9:

€29493.

Teixeira LE, Kanunfre KA, Shimokawa PT, Targa LS, Rodrigues JC,
Domingues W, et al. The performance of four molecular methods for the
laboratory diagnosis of congenital toxoplasmosis in amniotic fluid samples. Rev

Soc Bras Med Trop 2013;46:584-8.

Nagy B, Ban Z, Beke A, Nagy GR, Lazar L, Papp C, et al. Detection of
Toxoplasma gondii from amniotic fluid, a comparison of four different

molecular biological methods. Clin Chim Acta 2006;368:131-7.

Hierl T, Reischl U, Lang P, Hebart H, Stark M, Kyme P, Autenrieth IB.
Preliminary evaluation of one conventional nested and two real-time PCR assays

for the detection of Toxoplasma gondii in immunocompromised patients. J Med

Microbiol 2004;53:629-32.

Chabbert E, Lachaud L, Crobu L, Bastien P. Comparison of two widely used
PCR primer systems for detection of toxoplasma in amniotic fluid, blood, and

tissues. J Clin Microbiol 2004;42:1719-22.

Yamada H, Nishikawa A, Yamamoto T, Mizue Y, Yamada T, Morizane M, et al.
Prospective study of congenital toxoplasmosis screening with use of IgG avidity

and multiplex nested PCR methods. J Clin Microbiol 2011;49:2552-6.



53

54

55

56

57

58

59

43

Lin MH, Chen TC, Kuo TT, Tseng CC, Tseng CP. Real-time PCR for

quantitative detection of Toxoplasma gondii. J Clin Microbiol 2000;38:4121-5.

Homan WL, Vercammen M, de Braekeleer J, Verschueren H. Identification of a
200- to 300-fold repetitive 529 bp DNA fragment in Toxoplasma gondii, and its

use for diagnostic and quantitative PCR. Int J Parasitol 2000;30:69-75.

Cordeiro CA, Moreira PR, Dutra WO, Young L, Campos WR, Oréfice F, et al.
Immunology of the toxoplasmic retinochoroiditis. Arq Bras Oftalmol

2010;73:548-51.

Andrade GM, Vasconcelos-Santos DV, Carellos EV, Romanelli RM, Vitor RW,
Carneiro AC, et al. Congenital toxoplasmosis from a chronically infected
woman with reactivation of retinochoroiditis during pregnancy. J Pediatr

2010;86:85-8.

Olival V, Correia A, Bello A, Cabugueira A, Nunes MJ. Ocular toxoplasmosis

reactivation during pregnancy. Acta Obstet Ginecol Port 2014;8:82-83

Sterkers Y, Ribot J, Albaba S, Issert E, Bastien P, Pratlong F. Diagnosis of
congenital toxoplasmosis by polymerase chain reaction on neonatal peripheral

blood. Diagn Microbiol Infect Dis 2011;71:174-6.

Mesquita RT, Vidal JE, Pereira-Chioccola VL. Molecular diagnosis of cerebral
toxoplasmosis: comparing markers that determine Toxoplasma gondii by PCR in

peripheral blood from HIV-infected patients. Braz J Infect Dis 2010;14:346-50.



44

Tabela 1. Resultados dos testes sorologicos realizados em amostras das gestantes
do G1 e G2 por ELISA (Diasorin, Italia) das classes IgG, IgM e IgA, e ELFA

(Biomerieux, Franca) das classes IgG e IgM

Positivo Negativo Total

ELISA IgG 50 53,2 44 46,8 94 100

ELISA IgA 1 1,1 93 98,9 94 100

ELFA IgM 0 0 94 100 94 100

Positivo Negativo Total

ELISA IgG 53 100 0 0 53 100

ELISA IgA 30 56,6 23 43,4 53 100

ELFA IgM 42 79,2 11 20,8 53 100

* Analise estatistica do G1. ELISA versus ELFA IgG valor de p = 0,318; Interv. Conf.
95% = 0,672-1,104.

**Andlise estatistica do G2. ELISA versus ELFA IgM p = 0,816; Interv. Conf. 95% =
0,774-1,171.

Obs: Nao foi possivel comparar os resultados entre G1 ELISA versus ELFA IgM e G2
ELISA versus ELFA IgG.
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Tabela 2. Resultados dos testes moleculares realizados em amostras de sangue
periférico das gestantes do G1 e G2 por cnPCR (JW62/63), Nested PCR, cnPCR
(B22/23) e qPCR

Positivo Negativo Total

cnPCR (JW62/63) 0 0,0 94 100,0 94 100

cnPCR (B22/23) 1 1,1 93 98,9 94 100

Grupo 2** N % N % N %

Nested PCR 3 5,7 50 94,3 53 100

qPCR 1 1,9 52 98,1 53 100

* p=0.390; GL = 3; x2 = 3.008.

** p=0.158; GL = 3; y2 = 5.196.
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2.2 Manuscrito 2

Avaliacdo dos testes sorolégicos e moleculares utilizados para a identificacdo da
infeccio por Toxoplasma gondii em pacientes atendidos no ambulatério de

Oftalmologia de um hospital escola na regiio noroeste paulista

Fernando Henrique Antunes Muratal, Vera Lucia Pereira-Chioccolaz; Fabiana
Nakashima', Mariana Previato', Rubens Camargo Siqueira', Amanda Pires Barbosa’,
Aparecida Perpétuo Silveira Carvalho'; Fabio Batista Frederico’; Luiz Carlos de

Mattosl, Cinara de Céssia Branddo de Mattos'

'Laboratorio de Imunogenética da Faculdade de Medicina de Sdo José do Rio Preto —

FAMERP

?Laboratoério de Biologia Molecular de Parasitas ¢ Fungos do Centro de Parasitologia e

Micologia, Instituto Adolfo Lutz, Sdo Paulo, Sdo Paulo, Brasil.

3 Ambulatério de Oftalmologia do Hospital de Base, Fundagdo Faculdade Regional de

Medicina de Sao José do Rio Preto (FUNFARME)

Resumo

Introducio: A toxoplasmose ocular (TO) ¢ a manifestacdo clinica mais
comumente encontrada nos individuos afetados. O diagnostico clinico ¢ dificil, sendo
necessaria a utilizagdo de testes sorologicos e moleculares para auxiliar no diagnostico
da doenca. Objetivo: Comparar os métodos sorologicos e moleculares na identificacdo

da infeccdo por T. gondii nos grupos de pacientes atendidos em um ambulatério de
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oftalmologia. Material e métodos: Foram compostos dois grupos. G1: Pacientes sem
lesdo sugestiva de toxoplasmose ocular (N = 185) e G2: Pacientes com lesdo
caracteristica de uveite toxoplasmica (N = 164) ambos os grupos foram atendidos no
Ambulatorio de Oftalmologia e Retinopatia da FUNFARME. Foram coletados amostras
de sangue para realizagdo dos testes sorologico e moleculares. Os resultados foram
comparados pelo indice Kappa e calculado os valores de sensibilidade (S),
especificidade (E), valor preditivo positivo (VPP) e negativo (VPN). Resultados: Os
testes sorologicos apresentaram: Kappa, G1: IgG = 0,97, IgM = 0,49; G2: 1gG = 0,85,
IgM = 0,74, ELISA e ELFA IgM S=6,1%, E=96,8%, VPP=62,5%, VPN=53,7% e
S=3,7%, E=98,9%, VPP=75,0%, VPN=53,7% respectivamente, ¢ para IgG S=96,3%,
E=34,6%, VPP=56,6%, VPN=91,4% e S=95,1%, E=35,7%, VPP=56,7%, VPN=89,2%
respectivamente. Para a analise molecular a pesquisa do T. gondii realizada pelo cnPCR
(JW62/63), Nested, cnPCR (B22/23) e qPCR apresentaram S=1,8%, E=99,5%,
VPP=75,0%, VPN=53,3%, S=2,4%, E=99,5%, VPP=80,0%, VPN=53,5%, S=6,1%,
E=98,4%, VPP=76,7%, VPN=54,2% e S=8,5%, E=98,4%, VPP=82,3%, VPN=54,8%
respectivamente. Conclusdo: Os resultados sugerem concordancia entre os métodos
sorologicos para pesquisa de anticorpos anti-7. gondii da classe IgG, e discordancia

entre 0os métodos moleculares, sendo necessario mais estudos dessas técnicas.

Palavras-chave: Toxoplasma gondii; diagndstico soroldgico; Toxoplasmose ocular

Introducao

A toxoplasmose ¢ uma doenca causada pelo parasito intracelular obrigatorio

Toxoplasma gondii. Em individuos imuncompetentes a doenca, em geral ¢



49

assintomatica. Quando sintomatica, a toxoplasmose ocular (TO) ¢ a manifestagdo
clinica mais comumente encontrada,” que pode ser em decorréncia da infecg¢ao

congénita ou adquirida. @4

As manifestagdes clinicas sdo decorrentes da invasdo de taquizoitos nas células
do hospedeiro, provenientes de uma infeccdo aguda, e também na infeccao cronica pela
reativacao de cistos contidos na retina com liberagdao de bradizoitos, o que leva a uma

intensa resposta inflamatoria e destrui¢io tecidual.”

Arr 1 5-8
A soroprevaléncia da toxoplasmose ocular no Brasil ¢ alta.®®  Estudos
realizados na regido noroeste do estado de Sao Paulo mostraram que a soroprevaléncia

foi de 74,5%, destes, 27,3% apresentavam a doenga ocular.”)

Devido as dificuldades do diagnostico clinico, o uso dos testes soroldgicos e
moleculares auxiliam no diagnostico da doenga, porém ndo ha um consenso sobre qual
o melhor método a ser utilizado. Assim a escolha de métodos com melhor sensibilidade
e especificidade podem melhor auxiliar o correto diagnostico da doenca. O objetivo
deste estudo foi avaliar os métodos soroldgicos e moleculares para diagnostico da
toxoplasmose em pacientes com e sem lesdes oculares sugestivas de toxoplasmose,
atendidos no ambulatorio de Oftalmologia do Hospital de Base de Sdo José do Rio

Preto, Sao Paulo.
Material e Métodos
Casuistica

Este estudo foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa da Faculdade de

Medicina de Rio Preto - FAMERP (CAAE 32259714.8.0000.5415).
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E um estudo retrospectivo que analisou 349 amostras de sangue de pacientes de
ambos os sexos atendidos e clinicamente avaliados no Ambulatorio de Oftalmologia da
Fundacao Faculdade Regional de Medicina, Hospital de Base — FUNFARME, Sao José
do Rio Preto, Brasil, no periodo de 2009 a 2014. Todos os pacientes foram convidados a
participar do projeto, e assinaram o termo de consentimento livre e esclarecido apos
receber todas as informagdes sobre os objetivos e os procedimentos a serem realizados
na pesquisa. Todos os pacientes selecionados eram imunocompetentes e foram
divididos em dois grupos: Grupo 1 (Gl): Pacientes sem lesdes sugestivas de
toxoplasmose ocular (N = 185), como glaucoma, retinopatia diabética tipo I,
descolamento de retina, degeneragdo macular relacionada a idade, uveite sem causa
definida, transplante de cornea, catarata, alteracdo de macula, lesdo pds operatoria, entre
outras doencas oculares, ¢ Grupo 2 (G2): Pacientes com lesdes caracteristicas de uveite
toxoplasmica (N = 164). O critério de inclusdo neste grupo foi a presenga de lesdes na
retina caracteristicas de toxoplasmose, e retinocoroidite com lesdo ativa (satélite). A
avaliacdo clinica ocular de todos os pacientes foi realizada por meio de exames de
fundo de olho (fundoscopia), além de fotodocumentacdo com uso de retinografia

colorida, angiografia e OCT (Optical Coherence Tomography).

Foram coletadas amostras de sangue periférico em tubo seco para realizacao da
analise sorologica e em tubo com EDTA para extracdo de DNA e realizacao dos testes
moleculares. As analises soroldgicas e moleculares foram realizadas no Laboratorio de

Imunogenética da Faculdade de Medicina de Sao José do Rio Preto - FAMERP.
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Pesquisa de anticorpos anti-7. gondii por ELISA e ELFA

A presenca de anticorpos anti-7. gondii foi confirmada pelos métodos ELISA -
Enzyme Linked Immuno Sorbent Assay (Diasorin, Italia) utilizando os kits ETI-
TOXOK-M reverse plus para pesquisa de [gM e ETI-TOXOK-G plus para pesquisa de
IgG, e ELFA - Enzyme Linked Fluorescent Assay (Biomerieux, Franga) utilizando os
kits Vidas®Toxo IgM (TXM) para pesquisa de IgM, Vidas®Toxo IgG 1I (TXG) para
pesquisa de IgG, e Vidas®Toxo IgG Avidity (TXGA) para avidez de IgG. A detecgdo de
anticorpos da classe IgM foi realizada pelo método ELISA de captura. Todas as
amostras que apresentaram anticorpos anti-7. gondii positivos para IgG e IgM por
ELFA foram testadas para avidez do IgG. A determinacdo da avidez das IgG foi
realizada pelo método ELFA. Baixos titulos de avidez (<25%) sao indicativos de
infecgdo recente. O método ELFA foi realizado em equipamento automatizado (Mini
Vidas, Biomerieux, Franga) e ambos os testes foram realizados conforme instru¢des do
fabricante. Os valores de referéncia utilizados pelo método ELISA IgG foram:
Reagentes, quando a concentragdo de IgG foi >15 Ul/mL, e ndo reagentes, quando a
concentracdo de IgG foi < 15 Ul/mL. Para o método ELISA IgM foram comparados os
valores da absorbancia das amostras com a média do controle do cut-off, sendo
consideradas reagentes as amostras com valores de absorbancia maior ou igual a do cut-
off e, ndo reagentes as amostras com valores de absorbancia menores que o valor do cut-
off. Para o método ELFA IgG foram: Reagentes quando apresentou titulo > 8 Ul/mL;
indeterminado quando apresentou > 4 e < 8 Ul/mL, e ndo reagente quando <4 Ul/mL.
Para o método ELFA IgM foram: Reagentes quando apresentou indice > 0,65 Ul/mL,

indeterminado quando > 0,55 e < 0,65 Ul/mL, e ndo reagente quando < 0,55 Ul/mL.
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Para a determinagdo da avidez das IgG foram: IgG de fraca avidez < 0,200; avidez

intermediaria 0,200 < e < 0,300; IgG de forte avidez > 0,300.
Extracdo do DNA genémico

Foi extraido o DNA gendmico a partir de 5 ml de sangue periférico colhido com
EDTA, com uso de kit comercial (Qiamp DNA blood mini kit, Qiagen, Alemanha) de
acordo com protocolo descrito por Mattos e colaboradores (2011)."? O DNA extraido
foi armazenado em freezer a -20°C até a realizagdo da reacdo em cadeia da polimerse

(PCR).
Identificacio do gene BI de Toxoplasma gondii
Reacio em Cadeia da Polimerase convencional (cnPCR)

Foram realizadas duas reagdes de cnPCR para identificar o 7. gondii em
amostras de sangue. Uma delas utilizando os oligoiniciadores B22 (Sense: 5’-
AACGGGCGAGTAGCACCTGAGGAGA-3’) e B23 (Anti-sense: 5’-
TGGGTCTACGTCGATGGCATGACAACT-3’), que amplificam um fragmento de
115 pares de base do gene B/ do T. gondii. Para a preparagao do mix foi utilizado 8,5
puL de H,0 Nuclease Free (Promega, EUA); 12,5 pL de GoTaq Green Master Mix
(Promega, EUA); 1,0 uL do primers B22 e 1,0 uL do B23 (IDT, EUA). O ciclo
utilizado para esta PCR foi 95°C por cinco minutos, 95°C por 45 segundos (35X), 62°C
por 45 segundos (35X), 72°C por 45 segundos (35X) e 5 minutos a 72°C em um
termociclador (Verity, Applied Biosystems, EUA). Em seguida o amplificado foi

submetido a corrida eletroforética em gel de agarose 1,5%.
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A outra reagdo utilizou os oligoiniciadores JW62 (Anti-sense: 5’-
TTCTCGCCTCATTTCTGGGTCTAC-3’) e JW63 (Sense: 5’-
GCACCTTTCGGACCTCAACAACCG-3’) que amplificam um fragmento de 286
pares de base do gene BI do T. gondii. Para a preparacao do mix foi utilizado 6,5 puL de
H,0 Nuclease Free (Promega, EUA); 12,5 uL. de GoTaq Green Master Mix (Promega,
EUA); 0,5 pL do primers JW62 e 0,5 pL do JW63 (IDT, EUA). O ciclo utilizado foi
95°C por cinco minutos, 95°C por 45 segundos (40X), 55°C por 45 segundos (40X),
72°C por 45 segundos (40X) e 5 minutos a 72°C em um termociclador (Verity, Applied
Biosystems, EUA). Em seguida o amplificado foi submetido a corrida eletroforética em

gel de agarose 1,5%.
Nested PCR

O material genético amplificado com o marcador JW 62/63 foi submetido a uma
segunda PCR (Nested PCR) utilizando os oligoiniciadores B22/23, conforme protocolo
desenvolvido com modificagdes publicado por Okay e colaboradores (2009)."" Para a
preparagdo do mix da segunda reacdo (Nested PCR) foi utilizado 6,5 pL de H,0
Nuclease Free (Promega, EUA); 12,5 uL de GoTaq Green Master Mix (Promega,EUA);
0,5 pL do primers B22 ¢ 0,5 uL do B23 (IDT, EUA). O ciclo utilizado para a Nested
PCR foi 95°C por cinco minutos, 95°C por 45 segundos (25X), 62°C por 45 segundos
(25X), 72°C por 45 segundos (25X) e 5 minutos a 72°C em um termociclador (Verity,
Applied Biosystems, EUA). Os amplicons foram analisados em gel de agarose a 1,5%

utilizando o corante SYBR Safe (Invitrogen, EUA).
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PCR em tempo real (QPCR)

O DNA gendémico foi submetido também ao método de PCR em tempo real
(qPCR) para pesquisa do gene BI. O ciclo foi realizado no aparelho Step One Plus
(Applied Biosystems, EUA) com volume final da reacdo de 20 pL, utilizando os
seguintes componentes: 4,5 pL de H,0 RNAse Free; 10,0 pL de 2x QuantiTect Probe
PCR Master Mix; 0,5 pL de PrimeTime (Qiagen, Alemanha) com as seguintes
temperaturas: uma vez de 50°C por 2 minutos, uma vez de 95°C por 15 minutos, 40
vezes 94°C por 15 segundos, 40 vezes de 60°C por 1 minuto e uma vez de 50°C por 30
segundos. Os primers ¢ a sonda utilizados nesta analise foram publicados por Gunel ¢

colaboradores (2012)."?

Em todas as reagdes de PCR (cnPCR, Nested e qPCR) foi incluido um controle
negativo (agua ultrapura) e um controle positivo (DNA extraido de 7. gondii da cepa
RH). O primer HGH que amplifica um fragmento de 400 pares de base do gene
hormoénio de crescimento humano foi utilizado como controle de amplificagdo e

detec¢do de inibidores da PCR.
Analise Estatistica

As andlises estatisticas foram realizadas utilizando o software IBM SPSS
Statistics, IBM v.23 para a determinag¢ao do valor de Kappa, ¢ o software GraPhPad
InStat Software, Inc 3.06 para determinar os valores de sensibilidade, especificidade,
valor preditivo positivo (VPP) e negativo (VPN) pelo Teste Exato de Fisher, com
intervalo de confianga de 95%. Os valores de p < 0,05 foram considerados

estatisticamente significantes.
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A analise de concordancia Kappa foi realizada para descrever a intensidade de
concordancia entre os dois testes soroldgicos. Os resultados foram interpretados
conforme publicado por Landis e Koch (1977)"” sendo considerados como
concordancia: Baixa: Kappa <0; Leve: Kappa 0 — 0,19; Razoavel: Kappa 0,2 a 0,39;

Moderada: Kappa 0,4 — 0,59; Grande: Kappa 0,6 — 0,79; Quase perfeita: Kappa 0,8 -1,0.
Resultados

A média de idade do GI foi igual a 51,6 anos (Minima 17; Maxima 85; SD
19,3), sendo 185 pacientes, 97 (52,4%) masculinos e 88 (47,6%) femininos, e a média
de idade do G2 foi igual a 45,7 anos (Minima 10; Maxima 90; SD 19,6), sendo 164
pacientes, 95 (57,9%) masculinos e 69 (42,1%) femininos. A média de idade do G1
apresentou diferenca estatisticamente significante com relagdo a média de idade do G2
(p = 0,0054; Teste t-student = 2,799; Grau de liberdade = 347; Intervalo de confianca de

95% = 1.734-9.936).

O valor de Kappa para deteccdo de anticorpos da classe I1gG anti 7-gondii para o
G1 foi 0,97, o que demonstra uma concordancia quase perfeita entre as duas técnicas
utilizadas, e para IgM foi de 0,49 demonstrando moderada concordancia entre as duas

técnicas utilizadas.

Para o G2 o valor de Kappa para anticorpos da classe IgG anti 7-gondii foi de
0,85 apresentando concordancia quase perfeita entre os métodos, e para IgM foi 0,74

apresentando grande concordancia entre os métodos utilizados.
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Das 185 amostras do G1 analisadas, 119 (64,3%) foram positivas para a IgG por
ELFA e 121 (65,4%) para IgG por ELISA. Duas (1,1%) amostras foram positivas para

ELFA IgM, e 6 (3,2%) foram positivas para ELISA IgM.

Das 164 amostras do G2, 156 (95,1%) foram positivas para IgG por ELFA e 158
(96,3%) para IgG por ELISA. 6 (3,7%) foram positivas para IgM por ELFA e 10 (6,1%)

por ELISA. Os resultados dos testes sorologicos do G1 e G2 encontram-se na tabela 1.

Das 2 (1,15) amostras do G1 que apresentaram sorologia positiva para IgG e
IgM, 1 (50,0%) apresentou forte avidez para IgG, e 1 (50,0%) avidez intermediaria. Das
6 (3,7%) amostras positivas para IgM e IgG do G2, 2 (33,3%) apresentaram avidez

intermedidria e 4 (66,7%) forte avidez.

Em relagdo ao resultado dos testes moleculares no G1, uma (0,5%) amostra foi
positiva no cnPCR (JW62/63), uma (0,5%) amostra no Nested PCR, 3 (1,6%) amostras
no cnPCR (B22/23) e 3 (1,6%) amostras no qPCR (valor de p = 0.567; grau de
liberdade = 3; y2 = 2.022). No G2, trés (1,8%) amostras foram positivas no cnPCR
(JW62/63), 4 (2,4%) amostras no Nested PCR, 10 (6,1%) amostras no cnPCR (B22/23)
e 14 (8,5%) no qPCR (valor de p = 0.012; grau de liberdade = 3; ¥2 = 10.936). Os

resultados dos testes moleculares encontram-se na tabela 2.

A sensibilidade (S), especificidade (E), valor preditivo positivo (VPP) e negativo
(VPN) foi calculada para cada teste sorologico e molecular separadamente. Quando
comparados a pesquisa de anticorpos da classe IgM por ELISA e ELFA apresentaram
S=6,1%, E=96,8%, VPP=62,5%, VPN=53,7% e S=3,7%, E=98,9%, VPP=75,0%,

VPN=53,7% respectivamente. Quando comparados com IgG apresentaram S=96,3%,
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E=34,6%, VPP=56,6%, VPN=91,4% e S=95,1%, E=35,7%, VPP=56,7%, VPN=89,2%

respectivamente.

Para a analise molecular a pesquisa do 7. gondii realizada pelos PCRs JW 62/63,
Nested PCR, cnPCR B22/23 ¢ qPCR apresentaram S=1,8%, E=99,5%, VPP=75,0%,
VPN=53,3%, S=2,4%, E=99,5%, VPP=80,0%, VPN=53,5%, S=6,1%, E=98,4%,
VPP=76,7%, VPN=54.2% e S=8,5%, E=98,4%, VPP=82,3%, VPN=54.8%

respectivamente.
Discussao

Esse trabalho buscou comparar os métodos soroldgicos e moleculares utilizados
para identificar a infec¢do por 7. gondii em pacientes atendidos no ambulatorio de
oftalmologia no municipio de Sdo José¢ do Rio Preto. A taxa de infecg¢do, detectada
pelos métodos sorologicos, demonstrou ser elevada na populagdo estudada, e a média de
idade do grupo de pacientes com lesdes oculares sugestivas de toxoplasmose foi menor
do que o grupo de pacientes sem lesdes sugestivas, o que esta de acordo com outros

trabalhos na literatura.”>'+1®

Os métodos sorologicos ELISA e ELFA sio amplamente utilizados para
identificar a infec¢do por 7. gondii no Brasil, apresentando alta sensibilidade e
especiﬁcidade.(‘l’”’w) Os resultados apresentados nesse trabalho mostraram que a
pesquisa de anticorpos da classe IgG pelos métodos soroldgicos apresentaram grande
concordancia de acordo com o indice Kappa, porém foi verificado uma maior

positividade de anticorpos da classe IgM por ELISA do que por ELFA.
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Os métodos automatizados como o ELFA t€ém mostrado maior sensibilidade e
especificidade quando comparados a outros métodos, apresentando vantagens de
eliminar interferentes que possam ocorrer durante os testes manuais.“**" A avaliagdo
dos anticorpos da classe IgM tem sido discutida por alguns autores pela possibilidade de
permanéncia desse anticorpo nas infec¢des cronicas e o risco de resultados falso-
positivos por reagdes cruzadas com autoanticorpos, fator reumatoide e outras doengas
virais e bacterianas.*'**** Em um estudo realizado por Dao e colaboradores (2003)
comparando a reagdo de anticorpos da classe IgM por ELISA e ISAGA em pacientes
sem suspeita clinica de infec¢do por 7. gondii, foi observado positividade em 5 amostras
por ELISA e nenhuma por ISAGA. Os autores concluiram que as diferentes
composi¢des do antigeno na fase soélida das reagdes podem ter levado aos resultados
falso-positivos por ELISA.?" A diferenca na composigio dos antigenos dos Kits ELFA
e ELISA pode também ter colaborado para a diferenca nos resultados encontrados neste
trabalho, além disso ndo foi possivel confirmar se os resultados apresentados pelo
ELISA IgM foram falso-positivos, visto que para isso seria necessario confirmar o
resultado com novas coletas de amostra e realizar outros métodos soroldgicos mais

precisos como o Dye test e, ou Western blot.

A baixa especificidade dos métodos para a pesquisa de IgG estd relacionada
principalmente a alta taxa de soroprevaléncia na regido estudada, ¢ a permanencia
desses anticorpos por toda a vida do hospedeiro, mesmo nao apresentando a doenga.
Melamed (2009)® descreve a dificuldade do diagnéstico sorolégico em pacientes com
lesdes oculares, visto que esses anticorpos estdo presentes tanto em individuos doentes

quanto em sadios, dificultando assim a correta identificagdo do agente etiologico.
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Em relacdo aos resultados dos testes moleculares do G2, trés (1,8%) amostras
foram positivas para o cnPCR (JW62/63), e também para o Nested PCR. Quando
submetidas a segunda reagdo por Nested PCR, 4 (2,4%) amostras foram positivas.
Concordando com nossos resultados, o estudo conduzido por Okay e colaboradores
(2009), utilizando amostras de liquido amniotico, também detectou 9 casos positivos a
mais no Nested PCR, utilizando os primers B22/23 do que somente no cnPCR (JW
62/63). Essas amostras foram submetidas a outro cnPCR utilizando somente os pares
de primers B22/23, sendo detectadas 10 (6,1%) amostras positivas, dessas, 1 foi
positiva também no cnPCR (JW62/63) e 2 no Nested PCR utilizando os mesmos pares
de primers. O melhor desempenho utilizando os pares de primers B22/B23 tem sido

1 11,26,2
descrito por outros autores, ' **"

concordando com nossos resultados. Quando
submetidas ao qPCR, 14 (8,5%) amostras foram positivas, dessas, 2 foram positivas
também no cnPCR JW62/63, 3 no Nested PCR e 3 no cnPCR (B22/23). A maior
positividade do qPCR pode ser justificada pelo fato do método identificar concentragdes
muito baixas de DNA, apresentando assim uma melhor sensibilidade em relacdo aos
métodos convencionais e Nested PCR, e melhor especificidade, visto que a reagdo por
qPCR reduz o risco de contaminagdo por carry-over.(28’29) Estas freqiliéncias ao serem

comparadas apresentaram diferenga estatisticamente significante, o que pode estar

associada a maior taxa de detec¢do do cnPCR (B22/23) e qPCR.

No Gl foi identificado 1 (0,5%) amostra positiva para cnPCR (JW62/63), a qual
também foi positiva no Nested PCR. Trés (1,6%) amostras foram positivas para o
cnPCR (B22/23) e 3 (1,6%) para qPCR. Todas as amostras positivas em algum dos
PCRs foram ndo reagentes para [gM. Das 6 amostras positivas no cnPCR (B22/23) e

qPCR, 4 nao apresentavam anticorpos da classe IgM e IgG para T. gondii (cnPCR=2;
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qPCR=2), o que pode ser indicativo de uma infec¢do muito recente, onde ainda nao ¢é

possivel identificar anticorpos pela analise sorolégica.

A deteccdo do DNA do 7. gondii pelos métodos moleculares ¢ bastante
controvérsa, visto que ha varias técnicas ¢ marcadores para a identificagdo do parasito, e
ndo hd um consenso de qual o melhor protocolo a ser utilizado. Além do mais, varios
fatores estdo relacionados a discrepancia dos resultados encontrados entre os tipos de
PCR, como a escolha do gene e primer, parametros de amplificacdo e caracteristicas

genéticas do hospedeiro e do parasito.'”

A baixa parasitemia encontrada nos pacientes com a doenca ocular pelos
métodos moleculares pode ser em decorréncia da baixa quantidade de parasitos
presentes na circulagdo sanguinea. Garweg e colaboradores (2011)®” descrevem a
dificuldade em identificar o parasito por PCR em amostras de humor aquoso de
pacientes imunocompetentes, mesmo esse sendo um método muito sensivel para
confirmar a presenga do toxoplasma. Portanto, a baixa parasitemia encontrada nesse
trabalho ¢é esperada, visto que os pacientes sdo imunocompetentes, e assim, a agdo do
sistema imune do hospedeiro pode reduzir a quantidade de parasito livre na circulagio

’ 22,31,32
sangulnea.( 31.32)

Conclusao

A taxa de infeccdo € elevada nos grupos de pacientes analisados, e a infeccdo ¢
freqiiente nos individuos mais jovens. Os métodos soroldgicos apresentaram
concordancia para pesquisa de anticorpos anti-7. gondii da classe IgG, e os métodos
moleculares apresentaram-se discordantes. O método ELISA apresentou maior

sensibilidade do que o ELFA na caracterizacdo da infeccdo aguda e cronica em
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pacientes com e sem lesdes caracteristicas de toxoplasmose, porém o ELFA apresentou
maior especificidade do que o ELISA. Entre os métodos moleculares, o qPCR
apresentou maior sensibilidade, no entanto apresentou menor especificidade quando

comparado ao cnPCR (JW62/63) e Nested PCR.
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Tabela 1. Resultados dos testes sorologicos das classes IgG e IgM realizados em
amostras dos pacientes do Gl e G2 por ELISA (Diasorin, Italia) e ELFA
(Biomerieux, Franca)

Positivo Negativo Total

ELISA IgM 10 6,1 154 93,9 164 100
ELFA IgM 6 3,7 158 96,3 164 100

G1. ELISA versus ELFA 1gG valor de p = 0,913; Interv. Conf. 95% = 0,875-1,181 ¢
ELISA versus ELFA IgM p = 0,283; Interv. Conf. 95% = 0,613-14,677.

G2. ELISA versus ELFA 1IgG valor de p = 0,785; Interv. Conf. 95% = 0,967-1,060 e
ELISA versus ELFA IgM p = 0,443; Interv. Conf. 95% = 0,619-4,481.
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Tabela 2. Resultados dos testes moleculares realizados em amostras de sangue
periférico dos pacientes do G1 e G2 por cnPCR (JW62/63), Nested PCR, cnPCR
(B22/23) e qPCR

Positivo Negativo Total

cnPCR (JW62/63) 1 0,5 184 99,5 185 100

cnPCR (B22/23) 3 1,6 182 98,4 185 100

Grupo 2** N % N % N %

Nested PCR 4 2,4 160 94,3 164 100

qPCR 14 8,5 150 98,1 164 100

*p=0.567; GL = 3; y2 = 2.022.

**p=0.012; GL = 3; x2 = 10.936.
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2.3 Manuscrito 3

Avaliacio sorologica e molecular para a identificacio da infeccao por Toxoplasma
gondii em neonatos nascidos de maes com suspeita de toxoplasmose durante a
gestacio, atendidas em um hospital escola na cidade de Sao José do Rio Preto, Sao

Paulo
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Aparecida Perpétuo Silveira Carvalho', Luiz Carlos de Mattos', Cinara de Céssia

Branddo de Mattos'
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Micologia, Instituto Adolfo Lutz, Sdo Paulo, Sao Paulo, Brasil.

3Hospital da Crianga ¢ Maternidade, Sdo José do Rio Preto, Sdo Paulo, Brazil

Resumo

Cinquenta amostras de neonatos nascidos de maes com suspeita de toxoplasmose
durante a gestacdo foram analisadas por ELISA (IgA, IgM e IgG) e cnPCR. 45 (90,0%)
amostras foram positivas para IgG, 1 (2,0%) para IgM, 3 (6,0%) para IgA e 13 (26,0%)
no cnPCR. Nosso estudo mostrou que o cnPCR pode auxiliar no diagnostico da

toxoplasmose congénita
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Short Communication
Introducao

A toxoplasmose ¢ uma doenca causada pelo parasito Toxoplasma gondii, e pode
ser grave principalmente durante a gesta¢do, onde o parasito pode atravessar a barreira
placentéria e atingir o feto.""® A gravidade da doenga esta associada a diversos fatores
como o tipo de cepa adquirida, estado imunolégico da gestante e o periodo da gestagao

S 4
em que ocorreu a transmissdo fetal.* )

A soroprevaléncia da doenga gestacional no Brasil ¢ alta quando comparada a
outros paises.®” Um estudo realizado com gestantes e seus neonatos atendidos no
ambulatorio de gestagao de alto risco no municipio de Sdo José do Rio Preto, Sdo Paulo,
mostrou que a soroprevaléncia nesses grupos foi de 64,4%, e a taxa de transmissao

congénita de 2,3%.

A doenga congénita pode levar ao desenvolvimento de seqiielas graves na

. ~ L 5.8
crianga ¢ no feto como lesdes oculares e neurologlcas,( 8)

e o diagndstico clinico da
toxoplasmose ¢ dificil, pois as manifestacdes sdo muitas vezes inespecificas. No entanto
a utilizagdo de testes sorologicos e moleculares podem auxiliar na deteccao da doenca

34
precoce.( A

Materiais e métodos

Este estudo foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa da Faculdade de
Medicina de Rio Preto - FAMERP (CAAE 32259714.8.0000.5415). Foram analisados
50 neonatos com até um més de vida, de maes que apresentaram suspeita clinica de

toxoplasmose durante a gestacdo, atendidas e tratadas no periodo de 2012 a 2015 no
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Ambulatério de Gestagdo de Alto Risco e Medicina Fetal da Fundacdo Faculdade

Regional de Medicina, Hospital de Base — FUNFARME, Sao José do Rio Preto.

Foram coletadas amostras de sangue periférico em tubo seco para a analise
sorologica, e com EDTA para a analise molecular. Anticorpos das classes IgA, IgG e
IgM anti-T. gondii foram analisados por ELISA (DiaSorin, Itdlia) utilizando os kits
comerciais ETI — TOXOK-A (IgA), ETI — TOXOK-G (IgG) e ELISA ETI — TOXOK-
M (IgM), sendo a pesquisa do IgA e IgM por ELISA de captura. Os valores de cut-off e
as interpretagdes dos resultados foram realizadas conforme instrugdes do fabricante.
Para a analise molecular, o sangue coletado foi encaminhando para o laboratorio de
referéncia do Estado para realizagdio da cnPCR. O cnPCR foi realizado conforme

protocolo descrito por Mattos e colaboradores (2011).)
Resultados

Das 50 amostras, 45 (90,0%) foram positivas para IgG, 1 (2,0%) para IgM, 3 (6,0%)

para IgA e 13 (26,0%) positivas no cnPCR. (Tabela 1)
Discussio

Este estudo buscou identificar a freqiiéncia de anticorpos utilizados para
identificagdo da toxoplasmose e a pesquisa do parasito por cnPCR em amostras de
sangue de neonatos de maes que apresentaram suspeita clinica de infeccdo por 7. gondii

durante a gestagao.

A maior detec¢do de anticorpos nesse grupo foi a de IgG, 45 (90,0%) amostras,
dessas, 1 (2,2%) foi positiva também para IgM, 3 (6,7%) para IgA e 11 (24,4%) na
cnPCR. Com relagdo a analise molecular, das 13 amostras positivas, 11 (84,6%) foram

positivas para I[gG e 1 (11,1%) para IgM.
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A alta taxa de detec¢ao de anticorpos da classe IgG em neonatos pode ser em
decorréncia da passagem desse anticorpo da mae para o filho via transplacentaria, os
quais podem permanecer detectaveis nos testes soroldgicos por alguns meses apos o
nascimento.® Em nosso estudo ndo foi possivel confirmar se esses anticorpos sdo
provenientes da mde ou da propria crianga, Vvisto que seria necessario o
acompanhamento clinico e sorologico dessas criangas para a confirmagdo, ou a
realizacdo de outros testes sorologicos que diferenciem os anticorpos maternos dos do
bebé, tais como Western blotting (WB) e, ou Enzyme-linked immunofiltration assay
(ELIFA), os quais permitem uma analise qualitativa de IgG e IgM por uma comparacao
dos padrdes de bandas ou padrdes de precipitagdo, respectivamente.”) A baixa taxa de
deteccdo dos anticorpos da classe IgM e IgA encontrada, pode estar relacionada ao
periodo em que ocorreu a transmissao fetal, visto que infecgdes que ocorrem no comego
da gestacdo podem levar a produgdo desses anticorpos no feto que, at¢ o momento do
parto ndo sdo mais detectaveis.”” A melhor detecgdo de anticorpos da classe IgA em
relacdo ao IgM pode estar relacionada pelo fato de que, o maior pico de IgA ocorre mais
tardiamente do que o do IgM, o que facilitaria a deteccdo desse anticorpo no

nascimento.®

A analise molecular por cnPCR apresentou uma melhor taxa de deteccdo da
infeccdo do que os testes soroldgicos. Em um estudo realizado por Sterkers e
colaboradores (2011)"? analisando amostras de sangue de neonatos por PCR, foi
possivel identificar a parasitemia na maioria das amostras analisadas, inclusive com

sorologia ndo reagente.

O diagnostico da doenca congénita ¢ muitas vezes dificil, pois em alguns casos o

neonato ndo apresenta sintomas ao nascimento, o que dificulta o diagndstico e atrasa o
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tratamento.”) Para a confirmagio da infec¢do pelos métodos sorologicos, € muitas vezes
necessario o acompanhamento clinico e sorolégico do neonato, sendo necessario a
realizacdo de novas coletas de sangue a cada més para detectar a presenga de anticorpos
da classe IgA e IgM, e monitorar a diminui¢ao nos niveis de anticorpos maternos que
possam ter sido transmitidos durante a gestacdo, os quais desaparecem dentro de 5 a §
meses.® Desta forma, o diagnostico molecular com o uso do cnPCR auxilia no

diagnostico precoce da toxoplasmose congénita em neonatos.
Financiamentos
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Tabela 1. Resultados dos testes sorologicos realizados no soro por ELISA
(Diasorin, Italia) das classes IgG, IgM e IgA, e molecular realizado por cnPCR no

sangue dos neonatos.

Testes Positivo Negativo Total

ELISA IgG 45 90,0 5 10,0 50 100,0

ELISA IgA 3 6,0 47 94,0 50 100,0
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Este estudo foi conduzido a fim de verificar a aplicabilidade de kits comerciais
utilizados no diagnoéstico sorologico e molecular da infecgdo por 7. gondii nos pacientes

com a doenga ocular, a gestacional e a congénita.

Os aspectos que fundamentam a realizagcdo deste estudo incluem a variabilidade
das cepas presentes na América do Sul, a diversidade de testes sorologicos e
moleculares utilizados no diagndstico da infeccao por 7. gondii e a falta de

padronizacao desses testes.

Os resultados apresentados nos manuscritos que compdem esta dissertacao
mostram que a taxa de infec¢@o por 7. gondii ¢ alta na regido estudada e que os testes
sorologicos e moleculares podem tornar-se ferramentas decisivas no diagnoéstico clinico
da doenga. Desta forma, ¢ importante a utilizacdo de testes sensiveis e especificos para

detectar a infeccdo por 7. gondii nos diversos grupos de pacientes acometidos.

Diversos métodos soroldgicos e moleculares foram desenvolvidos para
diagnodstico da infeccdo por 7. gondii, e, apesar de varios trabalhos realizarem a
comparagao destes métodos, ainda ndo foi possivel definir qual o melhor método a ser
utilizado. Esta dificuldade de padronizacdo de um método ideal para o diagnostico da
doenga tem sido discutida e diversos fatores podem estar relacionados as diferencas de
sensibilidade e especificidade apresentada entre os métodos, como ja discutida nos

manuscritos que compdem este trabalho.

Os métodos sorologicos ELISA e ELFA utilizados neste estudo foram
concordantes, o que mostra ser um fator importante ja que esses métodos sao utilizados
amplamente no Brasil para a triagem e pesquisa de anticorpos das classes IgG e IgM
anti-7. gondii em diversos grupos de pacientes como gestantes, recém nascidos e

pacientes imunocomprometidos.
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Além do mais, esses resultados mostram que os métodos manuais ou semi-
automatizados, como o ELISA, utilizado neste trabalho continuam apresentando bons
resultados na identificacdo de anticorpos anti-7. gondii, mesmo com a evolugao desses
métodos, como o desenvolvimento de métodos automatizados, que vem sendo

considerados mais sensiveis e especificos.

Os métodos moleculares utilizados neste estudo mostraram-se discrepantes.
Essas diferencgas estdo presentes também em outros trabalhos da literatura, o que mostra
a real dificuldade em identificar a parasitemia por estes métodos. Essas dificuldades
podem ser justificadas pelo fato de que os métodos moleculares foram desenvolvidos
recentemente, ¢ varios estudos vém sendo conduzidos comparando os diferentes
métodos e primers a fim de tentar definir qual o melhor método para identificagdo do

parasito para cada regido do mundo.

Apesar da frequente discussdo em torno dos métodos sorologicos e moleculares
para a pesquisa da infec¢do por 7. gondii, estes continuam sendo métodos essenciais
para auxiliar no correto diagnostico clinico das diferentes formas da infecgdo por T.

gondii.



4. Conclusoes
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1. Os testes soroldgicos comerciais utilizados na identificacdo de anticorpos
anti-7. gondii das classes IgG e IgM por ELISA e ELFA apresentaram

resultados concordantes.

2. Para a caracterizagdo da infec¢do aguda e cronica em gestantes, o método

ELFA apresentou maior sensibilidade do que o ELISA.

3. Para caracterizacdo da infec¢do aguda e cronica em pacientes com e sem
lesdes oculares caracteristicas de toxoplasmose, o método ELISA apresentou
maior sensibilidade do que o ELFA, porém este apresentou maior especificidade

do que o ELISA.

4. Os testes moleculares PCR convencional (cnPCR), PCR nested ¢ PCR em

tempo real (qPCR) apresentaram resultados discordantes.

5. Entre os testes moleculares realizados nos grupos de gestantes, o cnPCR
utilizando os pares de primers B22/23 apresentou maior sensibilidade, no

entanto, menor especificidade quando comparado aos demais métodos.

6. Entre os testes moleculares realizados nos grupos de pacientes com e sem
lesdes oculares, o qPCR apresentou maior sensibilidade, no entanto, menor

especificidade quando comparado ao cnPCR (JW62/63) e Nested PCR.
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Abstract

Introduction: Toxoplasmosis during pregnancy can be severe, thus serological
diagnosis is essential in characterizing the disease.

Methods: IgA, IgM and IgG anti-Toxoplasma gondii antibodies were checked in 64
high risk pregnant women by ELISA (DiaSorin, Italy).

Results: 43 (69.4%) were positive for IgA, 31 (50.0%) for IgG and 57 (91.9%) for IgM;
4 (4.5%) were positive for IgA and negative for IgM; 10 (16.1%) were negative for [gA
and IgM but IgG positive.

Conclusion: The investigation of these antibodies classes can support the diagnosis of

infection in pregnant women contributing to the clinical management.

Key-words: Toxoplasma gondii; acute infection; high risk pregnancy.
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Congenital toxoplasmosis is a serious disease that occurs when the Toxoplasma

gondii parasite crosses the placenta barrier and reaches the fetus during pregnancy @

@ The severity of the disease may be associated with the type of acquired strain, with
the immune status of the mother and with the gestational period in which maternal
infection and fetal transmission occured V.

The presence of anti-7. gondii antibodies is an important factor in determining
the period of infection. Antibodies of the IgA and IgM class are associated with recent
infection (acute infection) while the IgG class is associated with late infection (cronic
infection) @ © P ® The individual analysis of these antibodies do not differentiate the
infection time, since IgA and IgM antibodies may be positive for several months or
undetectable in acute infections.

The seroprevalence in pregnant women have been reported worldwide @ @ @),
and the classes IgG and IgM anti-7. gondii being the most used.

There are few reports of the IgA class of T. gondii antibodies in the literature of
the presence of these antibodies for the diagnosis of disease. This paper describes the
frequency of antibodies IgA, IgG and IgM anti-Toxoplasma gondii in high-risk pregnant
women.

This study was approved by the Research Ethics Committee of the Faculdade de
Medicina de Rio Preto — FAMERP (CAAE 32259714.8.0000.5415). Were analyzed 62
serum samples from high-risk pregnant women with suspected toxoplasmosis and / or
who had IgM antibodies at any time during pregnancy; the pregnant women were
attended and clinically evaluated at High Risk Antenatal Care and Fethal Medicine

Outpatients Clinics from the Fundacdo Faculdade Regional de Medicina, Hospital de

Base — FUNFARME, Sdao José do Rio Preto, Sdo Paulo state, Brazil.
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The peripheral blood samples were collected in dried tube to obtain serum and
the sera were stored at -20°C until the time of its use to identify IgM, IgA and IgG
antibodies against 7. gondii. The reactions were performed by ELISA with commercial
assay ETI — TOXOK-A (IgA), ETI — TOXOK-G (IgG) and ELISA ETI — TOXOK-M
(IgM) (DiaSorin, Italy) according to the manufacture instructions.

The mean ages of the pregnant women were 24.9 £6.9 (min 14; max 43). The
table 1 shows the results for the anti-7. gondii antibodies analysis; the table 2 shows the
serological profile for the 7. gondii antibodies.

Considering the severity of the toxoplasmosis in the pregnancy period and the
contribution of the serological diagnosis to identify the disease, this study investigated
the frequency of the IgM, IgA and IgG anti-7. gondii antibodies to identify the infection
in high risk pregnancy attended in a tertiary teaching hospital by Brazilian public health
service.

The most of the studies reported the use of the IgA antibodies only to identify
cases of the congenital infection. These antibodies have been shown as a really good
marker to detect and identify the congenital form of the disease, once (in case of
infection) the IgM antibodies class can be identified in the begining of the gestation and
be no detected in the baby at the birth @O 10

Besides, there are few reports describing the use of IgA supporting the diagnosis
in pregnant women, especially in Brazil.

As shown in table 1, the detection of IgM antibodies was more frequent than IgA
(91.9% and 69.4% respectively). However in 4 samples (6.5%) were detected the
presence of the IgA with the absence of the IgM antibodies and this results are in
agreement with the reported by Fricker-Hidalgo and cols (2013), which identified 5

positive samples for IgA and negatives for IgM an,
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Were found 10 (16.1%) samples with positive IgA and negative IgM with
positive IgG. This results are according with other study, demonstrating the importance
in clinical diagnosis of toxoplasmosis at gestational period a2

The difficulties for the diagnosis of toxoplasmosis has been described because
there is no specific policy in Brazil and no patterns in commercial assays to identify the
infection supporting the physicians in the management of the different forms of the
disease 1012,

Villard and cols (2015) described a new proposition to screen the toxoplasmosis
in France, highlighting the importance of the choice of serological method for
identifying the infection and subsequent prevention of the disease, particularly in
pregnant women. In this study they describe the importance of the interpretation of the
results and the association of the presence of the IgA and IgM antibodies characterizing
the maternal acute infection. In Brazil most of the public health service will not develop
more than one serological assay during antenatal care; most of them will not offer the
avidity assay to determine (estimate) the date of the maternal infection %),

Our study shows that the identification of the IgA anti-7. gondii antibodies as

well the routinely assayed IgM and IgG antibodies supports the diagnosis of

toxoplasmosis in pregnant contributing with the clinical.

Competing interest: The authors have declared that no competing interests exist.
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Table 1: Serological analysis of the IgA, IgM and IgG antibodies anti-T. gondii by
ELISA, in 62 high risk pregnant women, Sdo José do Rio Preto, Sdo Paulo state, Brazil.

POS NEG
Assay N % N %
ELISA IgA 43 69.4 19 30.6
ELISAIgM 57 91.9 5 8.1

ELISA IgG 31 50.0 31 50.0
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Table 2: Serological profile of the IgA, IgM and IgG anti-7. gondii antibodies by

ELISA in 62 high risk pregnant women, Sao José do Rio Preto, Sdo Paulo state, Brazil.

Serological profile n %
IgA+IgG+IgM+ 27 43.5
[gA+IgM-IgG+ 4 6.5
IgA-IgM+1gG+ 16 25.8
IgA-IgM-1gG+ 10 16.1
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