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RESUMO:

A toxoplasmose congénita é uma infegao resultante da transmissao vertical de T. gondii
aquando de uma primoinfe¢ao materna durante a gestacao. Pode ser prevenida através da
educacao das gravidas para os fatores de risco, podendo ser diagnosticada através de testes
seroldgicos e moleculares apropriados e tratada com protocolos terapéuticos que reduzem
o risco de transmissao vertical e o risco de sequelas no recém-nascido.

Existem varios métodos analiticos especificos para o diagnostico da toxoplasmose
durante a gravidez, no entanto, o diagndstico precoce da toxoplasmose congénita é mais
dificil, uma vez que a produgao de anticorpos contra T. gondii no feto ou recém-nascido é
frequentemente mascarado por anticorpos maternos e/ou inibida pela terapéutica instituida.

O diagnostico pré-natal da toxoplasmose faz-se pela detecio do DNA parasitario no
liquido amnidtico, sendo este o método de eleicao para a determinagao de infegao fetal,
seguido de inoculagao da amostra no murganho e pela ecografia fetal.

O diagnostico poés-natal é normalmente realizado através da detegao dos anticorpos
especificos IgM ou IgA, embora numa grande percentagem de criangas infetadas
congenitamente estes possam estar ausentes ou produzidos em concentragoes abaixo dos
limites de sensibilidade dos métodos disponiveis. Assim, na auséncia de sinais clinicos, o
diagnostico podera ser retardado até existir uma persisténcia ou aumento observavel de IgG
especifica. Pode-se ainda recorrer a inoculagio da placenta no murganho e a detegao do
DNA parasitario no sangue periférico, urina e LCR do recém-nascido. PCR positivo no
LCR, sangue periférico ou na urina do RN é considerado diagnostico definitivo de
toxoplasmose congénita. Uma vez que a maioria dos fetos e recém-nascidos infetados nao
apresentam manifestagoes clinicas da doenga, a realizagao de testes laboratoriais apenas a
recém-nascidos que apresentassem manifestagoes clinicas nao detetaria a infegao na maioria
das criangas infetadas desde o nascimento. Assim, os métodos laboratoriais disponiveis para
o diagndstico da infegao por T. gondii, que incluem testes serologicos, PCR, exames
citologicos e histologicos de tecido e fluidos corporais e isolamento do parasita, sao
essenciais para um diagndstico e tratamento o mais precoce possivel de modo a evitar

sequelas severas do feto e por consequéncia do recém-nascido.



ABSTRACT:

Congenital Toxoplasmosis is an infection resulting from the vertical transmission of T.
gondii, in a maternal primary infection, during pregnancy. Can be prevented through
education of pregnant women for the risk factors and may be diagnosed through serological
and molecular tests and treated with therapeutic protocols to reduce the risk of mother-to-
child transmission and the risk of sequelae in the newborn.

There are several specific analytical methods for the diagnosis of toxoplasmosis during
pregnancy, however, the early diagnosis of congenital toxoplasmosis is more difficult, since
the production of antibodies against T. gondii in fetus or newborn is often masked by
maternal antibodies and/or inhibited by therapy instituted.

Prenatal diagnosis of toxoplasmosis is done by detection of parasite DNA in amniotic
fluid, which is the method of choice for the determination of fetal infection, followed by
inoculation of the specimen in the gerbil and the fetal ultrasound.

Postnatal diagnosis is usually performed through the detection of specific antibodies IgM
or IgA, although a large proportion of congenitally infected children can be absent or
produced at concentrations below the limits of sensitivity of the methods available. Thus, in
the absence of clinical signs, diagnosis may be delayed until there is a persistence or
observable increase of specific IgG. You can still do an inoculation of the placenta in the
gerbil and the detection of parasitic DNA in peripheral blood, urine and CSF of newborn.
Positive PCR in CSF, peripheral blood or urine of newborn is considered definitive diagnosis
of congenital toxoplasmosis. Since most of the fetuses and newborns infected do not show
clinical signs of disease, if the laboratory tests were only submitted in newborns with clinical
manifestations would not detect the infection in most children infected at birth. Thus, the
available laboratory methods for the diagnosis of infection by T. gondii, including serological,
histological and cytological tests, PCR of tissue and bodily fluids, and isolation of the parasite,
are essential for a diagnosis and treatment as early as possible in order to avoid severe

consequences of the fetus and consequently of the newborn.



ABREVIATURAS

ABR -Auditory Brainstem (Audiometria do tronco encefélico)
ART - Antirretroviral

CT - Tomografia Computarizada

DNA - Acido Desoxirribonucleico

DT -DyeTest

ELISA - Enzyme-linked Immunosorbent Assays
IFA - Indirect Fluorescent Antibody

Ig = Imunoglobulina

ISAGA - Immunosorbent Agglutination Assay
LA - Liquido amnidtico

LCR - Liquido cefalorraquidiano

PCR - Polymerase Chain Reaction

qPCR - PCR quantitativo em tempo real

RN —Recém-nascido

TC - Toxoplasmose congénita

VPP - Valor Preditivo Positivo

VPN - Valor Preditivo Negativo
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I. INTRODUCAO
A Toxoplasmose é uma zoonose de distribuicio mundial, que pode infetar o homem e

uma ampla variedade de animais, como aves e mamiferos domésticos, incluindo gatos. E
causada por Toxoplasma gondii, um parasita eucarionte e intracelular obrigatério, de caracter
oportunista. >’

O ciclo de vida de T. gondii caracteriza-se como heteroxeno, possuindo hospedeiros

definitivos ou completos (gatos) e hospedeiros intermediarios ou incompletos (mamiferos,
herbivoros e aves). Os hospedeiros completos apresentam uma fase sexuada e outra fase
assexuada. Os hospedeiros incompletos apenas se multiplicam assexuadamente. !
A fase sexuada tem inicio quando um gato ingere uma das trés formas de transmissao:
taquizoito, quisto contendo bradizoitos e oocistos. Estas formas infetantes podem penetrar
no epitélio intestinal e multiplicarem-se, originando um conjunto de merozoitos que
permanecem fechados no interior de um vacuolo celular. A lise do vacuolo liberta e
dissemina os merozoitos, que irao infetar novas células. Os merozoitos evoluem para
gametocitos, os quais sofrem um processo de maturagio dando origem aos gametas: o
microgameta fecunda o macrogameta formando o zigoto. Este reveste-se de uma parede
originando o oocisto. Apds alguns dias, o oocisto imaturo € excretado simultaneamente com
as fezes (Figura ). O periodo que decorre entre a infegao inicial e a libertagao dos
oocistos varia de acordo com a estrutura infeciosa contaminante, sendo mais curto quando a
infecao resulta da ingestao de quistos teciduais (3-10 dias) do que apos a ingestao de
oocistos (superior a |8 dias), independentemente da dose infetante. No exterior, os
oocistos sofrem maturagao por um processo de esporogonia, formando esporozoitos
(Figura 1). O oocisto maduro pode manter-se viavel, em solo himido, durante meses.

Na fase assexuada, o homem, bem como qualquer animal de sangue quente, pode ingerir
oocistos, contendo esporozoitos, tornando-se assim um hospedeiro intermediario (Figura
l). O parasita tem a capacidade de infetar estes hospedeiros, fazendo a sua replicagao no
interior de qualquer célula nucleada. Os esporozoitos penetram nas células do hospedeiro
intermediario e transformam-se em taquizoitos, os quais se replicam rapidamente e se
disseminam por novas células, caracterizando a infegio aguda. ©!

Com a multiplicagao e propagacao dos taquizoitos surge a imunidade especifica. Em
alguns casos, pode ocorrer a morte do hospedeiro imunodeprimido ou até morte fetal. Os
taquizoitos diferenciam-se em bradizoitos, como consequéncia da resposta imunitaria, os
quais constituem uma forma de laténcia quando encerrados no interior dos quistos teciduais.
A multiplicagdo dos bradizoitos é caracteristicamente pouco acelerada, constituindo a

infecao cronica. No hospedeiro, podem permanecer os quistos, contento bradizoitos,
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durante meses a anos. Pode ocorrer uma reativagao espontanea, revertendo-se novamente
os bradizoitos em taquizoitos. Contudo, geralmente uma resposta imunitaria eficiente
impede a disseminagao de taquizoitos. Nos individuos imunocomprometidos esta situagao
verifica-se com maior frequéncia.”

A transmissao da infecao pode ocorrer, também, quando um hospedeiro suscetivel,
intermediario ou definitivo, ingere quistos teciduais vidveis, provenientes de animais com
infecao croénica (Figura ). Os bradizoitos sao libertados no epitélio intestinal e voltam a

diferenciar-se em taquizoitos. *!
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Figura |: Ciclo de vida do parasita Toxoplasma gondii. A via de contaminagao principal é
fecal-oral, isto &, ocorre através da ingestao de alimentos crus ou mal cozinhados que
contém quistos ou que sao contaminados com oocistos, geralmente a partir de gatos
infetados de forma aguda, podendo estes também, serem transportados para os alimentos

através de insetos (moscas e baratas).**!



2. TOXOPLASMOSE CONGENITA

A Toxoplasmose congénita é uma infegao resultante da transmissao transplacentaria de
T. gondii aquando de uma primoinfecao (exposi¢ao pela primeira vez) materna durante a
gravidez, ou durante o parto normal (vaginal).’*? O feto é infetado geralmente por
taquizoitos que atravessam a placenta via circulagao materna durante a infegao primaria,
embora haja quistos teciduais adormecidos, de infecao passada, que podem reiniciar o ciclo
de vida do parasita em gestantes imunodeprimidas, podendo, em casos raros, ocorrer em
gestantes imunocompetentes se houver uma infegdo com uma estirpe de parasita de maior
viruléncia.®!

A incidéncia e a gravidade da Toxoplasmose congénita variam consoante o trimestre de
gravidez no qual a infegao materna foi adquirida sendo a severidade da infegao fetal, por
transmissao vertical, inversamente proporcional ao periodo de gestagao: no terceiro
trimestre existe maior risco de transmissao, contudo a gravidade das consequéncias sao
moderadas.*”! A gravidade da infecio e dos danos causados ao feto dependem também do
estadio ou forma do parasita, carga parasitaria, estado imunoloégico da mulher e da interagao
entre o parasita e o hospedeiro.! Nas infegdes maternas nio tratadas e adquiridas no
primeiro trimestre, cerca de |7% dos fetos sao infetados e normalmente apresentam doenga
grave. Ja na infecao materna nao tratada e adquirida no terceiro trimestre, cerca de 65% dos
fetos sao infetados e geralmente apresentam doenga leve ou assintomatica no nascimento.
Estas taxas estdo relacionadas com o fluxo de sangue placentario, viruléncia, inéculo de
T.gondii e capacidade imunoldgica da mae para limitar a parasitémia./*

Quando a infegdo ocorre no primeiro trimestre ha uma grande probabilidade de
ocorrer morte fetal. Se ocorrer no segundo trimestre, o bebé pode nascer prematuramente
mostrando sinais de encefalite com convulsoes, pleocitose do liquor e calcificagoes
cerebrais. Pode ainda apresentar Tétrade de Sabin, isto é, microcefalia com hidrocefalia,
coriorretinite, atraso mental e calcificagdes intracranianas, sendo esta sindrome a mais
caracteristica da toxoplasmose congénita.”’! Se a infecio ocorrer no Ultimo trimestre de
gravidez, o recém-nascido (RN) pode apresentar principalmente pneumonia, miocardite ou
hepatite com ictericia, anemia, plaquetopenia, coriorretinite, auséncia de ganho de peso ou
pode permanecer assintomatico.

Em doentes imunodeprimidos, nomeadamente portadores de SIDA, a encefalite é a
causa mais vulgar de lesGes intracerebrais por toxoplasmose.'!

Existem 3 estirpes principais de toxoplasma presentes nas diferentes zonas do mundo,

caraterizando-se a estirpe | como altamente virulenta, responsavel pelos casos de encefalite
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grave em imunodeprimidos, e as estirpes Il e Ill como avirulentas. Assim, identificagao e
caracterizagao genotipica e fenotipica das estirpes de T. gondii influenciam o prognostico da
infecao e a escolha da prevengao, verificando-se maior prevaléncia da estirpe do tipo |l em

Portugal, estirpe destituida de viruléncia ™!

Atualmente em Portugal, na consulta pré-concecional ou na primeira consulta da
gravidez, é realizado o rastreio da toxoplasmose. O resultado do anticorpo IgG é
determinante para uma intervengao posterior, isto é, se a mulher apresentar IgG anti-
toxoplasma positiva, a andlise nao é repetida; todavia, se nao forem detetados IgG
especificos, o teste serologico deve ser repetido uma vez, por trimestre, de forma a ser
detetada uma possivel seroconversio durante a gestagao. Neste caso é de maxima
relevancia a gravida ser orientada e sensibilizada, para a adogao de cuidados basicos (medidas

higiénicas e dietéticas) ou ser corretamente tratada, aquando da infecio materna e fetal.”’



3. DIAGNOSTICO

O diagnostico da toxoplasmose € muito complexo, principalmente na diferenciagao entre
infecdo aguda e a crénica.l’ No caso de individuos imunocompetentes é realizado por

métodos serologicos e em individuos imunodeprimidos por métodos parasitoldgicos.!

3.1. Diagnostico por métodos indiretos
Os testes serologicos de determinagao de anticorpos especificos anti-Toxoplasma

continuam a ser, atualmente, a primeira linha de diagnostico de infecao atual, recente ou
passada. Contudo, a interpretagao da cinética destes anticorpos nem sempre é facil e
continua a representar um desafio no diagnéstico laboratorial e clinico.® Assim:
IgG: Aparece entre a 2* e a 3% semana, apods a infecao e aumenta até as 6-8 semana e
mantém-se positiva toda a vida (Figura 2). A sua deteciao apenas indica que houve
exposi¢ao ao parasita. Este é de especial importancia para a triagem da infecao em
mulheres gravidas. A IgG é transmitida por via transplacentaria ao RN. Para diferenciar
os IgG transmitidos pela mae ao feto, dos que sao sintetizadas por este, € promissora a
técnica de Western blot, realizada com o soro do recém-nascido e da mae em
simultineo, embora esta técnica se realize em poucos laboratorios, devido a sua
complexidade e custos elevados.®
IgM: Torna-se positiva na |* semana apés a infegao, incrementando rapidamente até
alcangar o titulo maximo no primeiro més. Comega a diminuir apos 2 ou 3 meses e
desaparece posteriormente, permanecendo residualmente positiva, por vezes, durante
anos (Figura 2). A presencga de IgM na mulher gravida serve apenas de orientagao para
a possibilidade de haver uma infecao recente e deve ser confirmado através de outras
técnicas de diagndstico. No entanto, a sua presenga € determinante pois, devido a sua
grande dimensao, estas nao atravessam a barreira placentaria, logo a sua presenca
indicara infegao congénita. Contudo, existem casos de falsos positivos por
“contaminagao” com sangue materno, por rutura da barreira placentaria, pelo processo
de extragao de sangue do cordao umbilical ou, mesmo por falta de especificidade da
técnica usada. Por outro lado, também poderao ocorrer falsos negativos, isto €, auséncia

de IgM em RN infetados, devido a imaturidade do sistema imunitario ou a baixa

sensibilidade das técnicas utilizadas.®®



IgA: Tal como o IgM também pode persistir mais de um ano, pelo que é apenas
indicativo e nao diagndstico, quando positivo. Permite o diagnostico no RN, tal como o
IgM, podendo também originar falsos negativos em RN infetados.

IgE: Aumenta rapidamente depois da infecao aguda e desaparece antes dos 4 meses,
permanecendo detetavel durante um curto a variavel periodo de tempo, nao sendo por
isso sempre Util para o diagndstico.®

Avidez da IgG: Este baseia-se no aumento da afinidade funcional (avidez) ou forca de
ligacao entre o IgG especifico e o antigénio. Esta for¢a aumenta ao longo da infegao,
sendo os anticorpos de baixa avidez originados numa fase inicial e os de alta avidez
produzidos posteriormente, com mais especificidade. Um alto indice de avidez indica
uma infecao que ocorreu ha mais de 4 meses e se a gravida esta no primeiro trimestre é
indicativo que a infegao ocorreu no periodo pré-concecional tendo baixo risco de
transmissao vertical. Um baixo indice de avidez nao exclui uma infecao recente ou
inferior a 4 meses e portanto pode existir, risco de infecao placentaria e consequente

infecao fetal. Existem casos em que se detetou baixa avidez até um ano apos a infegao

inicial.’®

IgG titer reaches a
plateau within 2-3 months
IgM titer in the absence of treatment
reaches a plateau
within 1 month
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FIGURA 2: Cinética da resposta dos anticorpos. Representagao das diferentes cinéticas dos

diferentes isotipos de imunoglobulinas, podendo diferir entre pacientes e de acordo com a

técnica seroldgica utilizada.

[14]

Na suspeita de infecao aguda, independentemente da frequéncia da vigilancia, deve-se

efetuar um seguimento seroldgico materno, especialmente nas seguintes situagoes:
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IgG-/IgM-: Deve haver uma monitorizagao serolédgica durante a gravidez de uma
mulher nao imunizada, mesmo apds o aconselhamento e pratica das medidas basicas
para a prevengao primaria. Em Portugal, recomenda-se a repeticao dos testes
serolégicos uma vez a cada trimestre ou em casos de ocorréncia de manifestagoes
clinicas que possam indicar uma infe¢ao. Desta forma, a periodicidade da monitorizagao
seroldgica esta correlacionada com os fatores de custo/beneficio dos rastreios. Perante
a detecao de uma seroconversao durante a gestagao devera ser iniciada a terapéutica

farmacolégica adequada a sua profilaxia o mais atempadamente possivel.”!

IgG-/IgM+: Uma mulher gravida ou em situagao pré-concecional, em que exista a
suspeita de infecao aguda, deve repetir os testes serologicos apds 3 semanas. Contudo,
a mulher gravida deve iniciar o tratamento farmacologico profilatico de imediato.
Passadas 3 semanas, se o resultado for IgG +/IgM+ confirmar-se-a a existéncia de infecao
primaria recente; se o resultado da primeira serologia se mantiver como IgG - /IgM +,
indica que os anticorpos IgM nao sao especificos e a gravida nao apresenta infecao aguda

e continua sem imunidade.”

IgG+/IgM+: No caso de estas duas classes de anticorpos serem detetadas em
simultaneo, deve determinar-se a avidez das IgG, de forma a determinar a possivel data
da infecao. Este teste tem em conta que a avidez dos anticorpos IgG adquiridos apos a
infecao, em relagao ao antigénio, aumenta ao longo do tempo. No caso de haver uma
forte avidez, ha uma extrapolagao para 4 meses antes, no minimo. Se houver uma fraca
avidez, é impossivel datar a infegao, nao se podendo excluir uma primoinfe¢ao recente.
A fraca avidez podera também dever-se ao facto do sistema imunitario da mulher ainda
nao ter alcangado a maturagao das IgG, ou a incapacidade de maturagao das IgG. Deve
repetir-se o teste serologico, apds 3 semanas, qualquer seja o resultado seroldgico,
utilizando uma nova amostra e realizando um ensaio paralelo, com as primeiras
amostras. Caso os niveis de IgG se mantiverem estaveis, conclui-se a existéncia de uma
infecao antiga. Eventualmente, se os titulos de IgG aumentarem significa uma
primoinfecao recente. Nas situagoes em que ha indicio de manifestagoes clinicas, como
adenopatias de origem desconhecida, deve dar-se inicio a terapéutica farmacoldgica
profiltica, enquanto se aguarda pelos novos resultados serolégicos.”

Apenas nas mulheres consideradas imunes (IgG + /IgM-), nao se justifica a repeticao dos

testes seroldgicos, tendo em consideragao o ratio custo/beneficio, embora alguns
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autores considerem que, na presenga de niveis muito baixos de IgG e simultaneamente,
com suspeita clinica de infegao, é aconselhavel repetir a medicao 3 semanas depois da
primeira titulagao; o quadruplo do aumento dos IgG é um forte indicio de infecao,
embora nao justifique a repeticio seroldgica, por rotina, como representado

esquematizadamente na Figura 3.7

| Possiveis resultados dos festes serologicos ]

Ig6- / IgM- g6+ / Ig- Ig6- / IgM+ g6+ / lgM+
Iniciar medidas de V i Deve iniciar fratamento. Determinacio da avidez dos
prevencio primrio. T'n‘ulos de Ig 6 Titulos de Ig G Repetir serologia passadas Ig6*
Rastreio seralagico muito reduzidos enormalmentes tris semands
durante a gravidez positivos
SEM INFECCAO, * Fraca Forte
SEMIMUNIDADE ~ Repetir passadas IMUNIDADE Ig6-/ Ight+ Ig6+ / Ight+ avidez avidez
frés semanas: i
se aumento de titulos . # ¢ * * i
superior a 4x, entdo Anticorpos IgM ndo (ONfIRMADA INFE(GO INFECCAD
INFECCAO ACTIVA espeificos. INFECCAO RECENTE RECENTE ANTIGA
SEM INFECCAO,
SEM IMUNIDADE

* Mesmo que se ufilize esta técnica recente, deve repefir-se a serologia passados frés semanas. Nessa altura, caso o titulo das IgG esteja estével, ent@o trata-se de uma infeccdo antiga com Igh
residuais. (aso o titulo das g6 estejo 0 oumentar, entdo trata-se de uma infeccdo recente.

Figura 3: Diferentes possibilidades de resultados seroldgicos no diagnostico de

Toxoplasma gondii.””

Os testes seroldgicos sao ainda os mais uUteis, em parte devido a rapida formagao de
quistos teciduais apds uma infe¢ao aguda, o que limita a possibilidade da detegao direta do
parasita ou do seu DNA. Estes testes detetam anticorpos especificos anti-toxoplasma, sendo
IgG e IgM os mais usados. Ja os testes para pesquisa da imunidade celular s6 estao
disponiveis em alguns laboratérios de referéncia, e a sua utilidade e performance estao
menos estabelecidas relativamente aos testes seroldgicos.”

Existe um largo espectro de kits comercialmente disponiveis que sao amplamente
utilizados como testes de rastreio de rotina. Contudo, estes variam em algumas das suas
caracteristicas e qualidade com limitagoes no que respeita a sua performance. Algumas vezes
€ necessario enviar amostras de soro a um laboratorio de referéncia, onde existam testes
mais especificos para que se possa proceder a confirmagao da doenga, bem como para
estabelecer a data em que se estabeleceu a infecao.”” Normalmente, os resultados positivos
relativos a IgM anti-Toxoplasma, necessitam de posterior confirmagao por laboratoérios de

referéncia.””
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O diagndstico da infecao por T.gondii, seja aguda ou croénica, nao pode ser confirmada
apenas por um Unico teste. Na maioria dos casos, sao necessarios diversos testes para
distinguir a infecao aguda da cronica, sendo a combinagao de testes dependente
especificamente do estado clinico do doente, gravida ou imunodeprimido.™”

Um conjunto de testes sao usados com sucesso, tais como: Sabin-Feldman Dye Test
(para a detegao de IgG); IgM, IgA- e IgE- ELISA, Teste de Aglutinagao Diferencial (mede os

anticorpos IgG, sendo também conhecido como AC/HS); Teste de Avidez de IgG™

Método serolégico com recurso a proteinas recombinantes:

Para a detecao da infecao por T. gondii devem ser utilizados métodos com elevada
sensibilidade e especificidade, cruciais para a correta ponderagao da instituicao da
terapéutica. Como ja referido anteriormente, a toxoplasmose é geralmente diagnosticada
através da demonstracao de imunoglobulinas IgM e IgG especificas dos antigénios de T.
gondii. A maioria dos testes comercialmente disponiveis utilizam antigénios nativos de T.
gondii, sofrendo grandes variagdes na precisiao do teste.!'”

Os antigénios recombinantes tém, um grande potencial como reagentes de diagndstico
para utilizagdo em ensaios de detecao da toxoplasmose. Apesar das vantagens associadas ao
potencial destes antigénios recombinantes no diagndstico serologico, apenas alguns kits de
diagnostico comerciais sao baseados nestes antigénios, limitando assim o seu uso no
diagnéstico da doenca.!'”

Diversos antigénios recombinantes foram usados para detecao de T.gondii em bebés,
tendo capacidade de diferenciar bebés infetados de nao infetados, particularmente com
idades inferiores a 4 meses. A presenca de anticorpos IgM anti-Toxoplasma especificos contra
antigénios recombinantes podem ser utilizados no diagnostico pos-natal precoce de TC.

Foi também descoberto que os RN com infe¢ao primaria por T. gondii produzem
anticorpos 1gG2 e 1gG3 contra os antigénios recombinantes, enquanto que as IgG
provenientes da transferéncia vertical sao principalmente anticorpos IgGl. Assim, a andlise
das amostras de soro provenientes da mae e do bebé, contra certos antigénios
recombinantes, poderio vir a melhorar o diagnostico de infecio de TC no RN.['

Os antigénios recombinantes standard vao ser de especial utilidade em paises com
recursos limitados, devido ao seu elevado potencial como reagentes de diagnostico, estes
podem ser usados em kits comerciais de diagnostico, permitindo um diagnodstico de menor
custo e de maior acessibilidade para esses paises (nao tendo de recorrer a laboratérios de

referéncia).l'”
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O ensaio de avidez de IgG e IgG| tem demonstrado grande utilidade na diferenciagao da
infecdo aguda da croénica. Contudo, os resultados variam de acordo com os antigénios
utilizados, sendo necessario uma maior pesquisa e investigagao para identificar os antigénios
recombinantes que podem discriminar com precisao os anticorpos de alta e de baixa
avidez.I'!

Até hoje, a confirmagao de toxoplasmose, na maioria das situagoes, exige uma variedade
de testes, muitas vezes so realizados em laboratorios de referéncia. Porém, na maioria dos
paises tais centros de referéncia para o diagnostico da toxoplasmose nao estao disponiveis.
Assim, a descoberta de novos marcadores e o desenvolvimento de ensaios de diagndstico de
infecio que utilizem antigénios recombinantes sao essenciais, especialmente para a
confirmagao de infecao aguda, de modo a eliminar a repeticao de testes e a racionalizar
recursos, possibilitando assim, reducao do custo de diagnostico da doenga e torna-lo mais

acessivel nos paises em desenvolvimento. '

3.2. Diagnostico por métodos diretos

3.2.1. Técnicas moleculares

Existem diversas técnicas moleculares (PCR, PCR em tempo real) que utilizam
diferentes sequéncias de DNA para detectar o parasita.”

No diagnostico pré-natal a amostra de eleicao para o PCR é o liquido amnidtico, que
deve ser recolhido 4 semanas apos a data estimada da infegao e sempre a partir das 18
semanas de gestagao. Esta técnica tem sido também bem sucedida em amostras de LCR,
sangue, urina e em tecidos placentares e fetais no diagnostico da infegio fetal.”

O PCR do LA tem uma sensibilidade entre os 65-92% e uma especificidade préxima de
100%, tendo revolucionado o diagnostico de infegao por T. gondii intrauterina, ou pré-natal,
permitindo um diagnodstico precoce e evitando, desta forma, a utilizagao de procedimentos
invasivos no feto.®?

Parece que a sensibilidade do procedimento varia em fungao do tempo de gestagao
aquando da infegao materna, com uma sensibilidade maxima quando se da a infegao entre as
|7 e 2] semanas. O valor preditivo negativo (VPN) nas doentes que adquiriram a infegao no
primeiro trimestre € alto, devido a baixa transmissao do parasita neste periodo de gestagao.
Um resultado positivo indica uma infecao congénita, mas um resultado negativo podera nao
descartar a possibilidade da mesma. Contudo, a sensibilidade do PCR no LA parece ser
superior a que se obtém no sangue, urina e LCR do RN, pelo que deve ser sempre realizado

em caso de suspeita de infegio materna em qualquer trimestre de gravidez.”
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A técnica de PCR em tempo real (QPCR) permite a quantificagao da carga parasitaria,
sendo que uma carga elevada parece estar relacionada com uma infegao fetal precoce e
também com a gravidade da infe¢ao. Existem poucos estudos de qPCR do sangue de cordao
umbilical, tendo uma baixa sensibilidade (16%), mas um resultado positivo permite o
tratamento precoce da doenga.”

Aquando do nascimento pode realizar-se o PCR no preparado de placenta. A
especificidade de um resultado positivo de PCR na placenta sobre a possibilidade de infegao
no RN é de cerca de 97%, indicando apenas, em alguns casos, que somente a placenta esta
infetada e nao o feto. A sensibilidade varia entre 50% no primeiro trimestre de gravidez e
87% no terceiro trimestre. O estudo anatomopatolégico da placenta é pouco rentavel, uma
vez que é pouco especifico, pelo que se desaconselha esta técnica.®

No diagnéstico pos-natal, a técnica de PCR no sangue, urina e LCR pode realizar-se
como complemento do método serolégico no RN com suspeita de infegao, no qual nao se
detetam IgM e IgA especifica. Esta apresenta boa especificidade, pelo que um resultado
positivo confirma a presenca de infecao. No entanto, a sensibilidade é mais baixa do que o
PCR no LA, sendo que um resultado negativo nao exclui a presenca de infecao e nestes
casos, deve haver uma monitorizagao serologica. Assim, a andlise simultanea dos 3 tipos de
amostras permite aumentar a sensibilidade do método.®

Nao existindo nenhum ensaio padronizado de PCR, as caracteristicas e desempenho
variam amplamente dependendo do laboratoério, do gene-alvo, dos primers e da amostra

utilizada. Para que haja maxima confianga nos resultados obtidos deve ser realizada em

laboratérios de referéncia.’”

3.2.2. Isolamento do parasita

O isolamento do parasita é realizado mediante a inoculagao intraperitoneal em animais
(murganhos) ou em culturas celulares in vitro. E uma técnica de referéncia usada para
confirmagao do diagndstico, mas a sensibilidade e VPN tém grandes variagoes, dependendo

das condi¢des de preservagio das amostras, carga parasitaria e viruléncia.’®

4. DIAGNOSTICO PRE-NATAL
O diagnostico pré-natal da TC tem como principal objetivo identificar a infecao no feto,

prevenindo lesdes e eventuais manifestagcoes clinicas, no periodo de gestacao, tendo por

base exames radiolégicos (ecografia) e PCR do LA (Tabela 1).!'"
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Muitas vezes, a infecao por T. gondii é assintomatica, sendo necessario um controlo
serolégico repetido para gravidas nao imunes, embora ocasionalmente possa apresentar um
quadro inespecifico de mal estar geral, febre moderada e adenopatias generalizadas.!'"

A sensibilidade do PCR no LA varia com o trimestre em que foi adquirida a infegao pela
gravida, sendo o segundo trimestre o que revela maior sensibilidade, podendo ainda ser
melhorada pela selegao de sondas e primers especificos, bem como pela quantidade da
amostra de DNA.['

Nos paises em que nao é realizado o rastreio pré-natal de seroconversao materna para
a toxoplasmose, o diagnostico pode ser sugerido pela detegao de sinais compativeis com
infecao fetal, através de ecografias de rotina. Nesses casos, utilizam-se outros meios de
diagnostico, como testes seroldgicos e, quando indicado, a avaliagao do LA deve ser utilizada
para determinar se as alteragdes estio relacionadas com a infegao por T. gondii.”

A amniocentese ¢é contraindicada em mulheres gravidas imunocomprometidas,
nomeadamente HIV positivas, pelo risco de infecao do feto, tal nao ocorre aquando do

tratamento com terapéutica ART.I'2

4.1. [Exames radiolégicos
O acompanhamento da gravida por ecografias de rotina ao longo da gravidez tem por

objetivo diferenciar fetos portadores de infecdo congénita assintomatica de fetos com
alteragoes ultrassonograficas compativeis com a infecao.

Assim sendo, nos casos em que a seroconversao materna ocorre durante a gravidez, as
ecografias devem ser realizadas todos os meses, ou até mesmo a cada 2 semanas. Os sinais
mais caracteristicos nos exames de ultrassons estao relacionados com alteracoes a nivel
cerebral. Apesar da microcefalia ser um sintoma classico de toxoplasmose, este nao é
observado in utero.”) Outros sinais detetados por ultrassons mas menos especificos podem
ser observados em muitas outras infe¢oes fetais, tais como hepatomegalia, ascites, derrame
pleural e aumento do tamanho da placenta. Uma Ressonancia Magnética Fetal demonstra as
mesmas lesoes cerebrais que a ecografia, como dilatagao ventricular e necroses pontuais. A
exceléncia de resultados dos ultrassons de sondas de alta frequéncia tornam a Ressonancia
Magnética uma técnica relativamente menos relevante. No entanto, esta pode ainda fornecer
alguma informagao adicional como, em alguns casos, a hipoplasia parcial do cerebelo. A
Ressonancia Magnética Fetal pode ser utilizada como diagnostico pré-natal para confirmagao

de infe¢oes fetais.”
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Destaca-se a importancia da avaliagao ultrassonografica para estabelecer um prognostico
fetal e na monitorizagao da terapéutica instituida, permitindo a elaboragao do plano de

atuacao pos-natal adequado, visando diminuir a severidade das lesGes nas criangas afetadas.

4.2. Amniocentese e detecdo direta do parasita
O diagndstico biologico pré-natal deve ser realizado em gravidas que apresentem

seroconversao durante a gravidez ou cujo feto demonstre sinais na ecografia que indiciem
anomalias causadas por T.gondii. As infecoes maternas adquiridas antes das 20 semanas de
gestagao com a presenca de mais de 100 parasitas/mL no LA estao associadas a elevado risco
de infegao fetal severa (morte fetal, hidrocefalia e anasarca).

E recomendado, fazer a amniocentese depois das |8 semanas de gestacio e até pelo
menos 4 semanas depois da data estimada de infegao materna, para minimizar o risco de
falsos negativos, devido a passagem tardia do parasita através da placenta para o feto.!"’!

A técnica de referéncia para o diagnostico da toxoplasmose é o PCR em amostras de
LA, amplificando-se inicialmente o locus gene Bl do parasita. Desde o ano 2000 que a técnica
qRT-PCR foi desenvolvida, tendo sido alterado o gene-alvo para o fragmento de DNA 529-
bp, devido a presenca de um maior nimero de copias no genoma do parasita. Esta nova
técnica, tem melhor sensibilidade (92%) mantendo a especificidade e o VPP (100%).”

O PCR do LA tem uma performance excelente, contudo deve ser ponderado o risco de
inducdo de aborto por amniocentese, e o ratio risco-beneficio deve ser claramente
compreendido pelos futuros pais. Os efeitos psicologicamente negativos tém de ser
ponderados com os beneficios esperados. No primeiro trimestre de gestacao, um resultado
negativo estd associado a uma probabilidade de 99% de nio infecdo no feto.”

Na detecio direta do parasita é utilizada a inoculagio do material biologico em
murganhos, ou seja, o LA ¢ injetado intraperitonealmente no murganho nao imune que é
sacrificado depois as 3-6 semanas, sendo pesquisada a presenga de quistos cerebrais
(especificidade de 100% e sensibilidade 42-64%). Esta técnica foi gradualmente descartada
devido a qualidade de resultados do PCR, contrastando com a baixa sensibilidade e a demora

na obtencao de resultados pela técnica de inoculagio.”

4.3. Sangue Fetal
O uso de amostras de sangue fetal para a detecao de sinais bioldgicos nao especificos

(hipereosinofilia, elevados niveis totais de IgM e trombocitopenia) ou sinais biologicos
especificos (IgM ou IgA contra T.gondii, isolamento do parasita em murganhos) nio é muito
sensivel, sendo acompanhada de elevado risco de morte fetal. Atualmente nao é utilizada

como diagndstico de rotina da toxoplasmose congénita.”
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Tabela I: Diagnéstico pré-natal versus pos-natal. (Adaptado de MONCADA et al.’2)

Diagnostico pré-natal (feto) versus diagnostico pés-natal (RN)

Feto RN
o Obtencio de LA através de amniocentese as 18 o Historia clinica e exame fisico;
semanas de gravidez ou apés e Avaliacdo neurolégica pediatrica;
- O PCR tem como objetivo a detecio de DNA de T.gondii ¢ Exame oftalmolégico pediatrico;

e Hemograma com contagem diferencial de plaquetas;
* Obtencdo de ecografias fetais e Testes de funcdo hepatica (incluindo bilirrubina
- A cada 4 semanas ao longo da gestagao direta e GGTP);
e Pesquisa de Ig especificas anti-T. gondii no sangue
periférico (soro}
1gG (Dye Test é a melhor técnica)
IgM ISAGA (5 dias apds o nascimento
IgA ELISA (10 dias apds o nascimento)
e PCR:
Sangue periférico, urina ou LCR caso seja indicada uma

puncao lombar;

e Anialise do LCR no caso de indicacdio de puncdo
lombar
Contagem celular diferencial de proteinas e glicose;

e ABR antes dos 3 meses de idade

Avaliagdo audioldgica total antes dos 24-30 meses de idade;

e Ecografia a cabeca e CT (sem contraste)

e Avaliacdo oftalmolégica de rotina

5. DIAGNOSTICO POS-NATAL
O diagnostico da toxoplasmose congénita no RN tem inicio na correta recolha de dados

relativos a toxoplasmose durante a gestagao (Tabela 1). Com todos os dados relativos ao
periodo de gestacao podera definir-se a semana em que ocorreu a infegao materna, de

forma, a avaliar o risco e o prognédstico de infegio fetal.['!

5.1. Serologia e PCR
O diagnéstico definitivo da TC no RN pode ser realizado através de exames serolégicos

e de PCR (Tabela I). ['?

Um resultado positivo de IgG especifica anti-Toxoplasma numa crianga de 12 meses de
idade é considerado diagnéstico de TC e é também considerado o diagnéstico laboratorial
definitivo. Em oposi¢ao, um resultado negativo de IgG especifico, até aos 12 meses de idade,
numa crianga capaz de produzir anticorpos IgG e que nao esteja a fazer nenhum tratamento
anti-Toxoplasma, descarta a possibilidade de ter TC. Criangas nascidas de maes infetadas
cronicamente nascem com IgG anti-toxoplasma materna, devido a transmissao vertical

passiva.['”
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O diagnostico seroldgico pode também ser feito em RN com IgM ou IgA anti-
Toxoplasma positivos, respetivamente aos 5 ou |0 dias apos o nascimento (de forma a
excluir a contaminagao por sangue materno). O método IgM-ISAGA e o método IgA-ELISA
apresentam um desempenho superior em relagao a determinacao da IgG no diagnostico da
TC nas criangas.

No entanto, parece que o método IgM-ISAGA é mais sensivel que o IgM-ELISA no
diagnostico da doenga congénita. Os baixos titulos de IgM pela técnica de ISAGA, podem ser
observados em RN que tenham recebido transfusao de produtos sanguineos ou os seus
derivados, sendo estes resultados frequentemente falsos positivos.['?

A andlise do LCR pode ser util em RN infetados com T. gondii e que apresentem sinais
clinicos e estudos de imagem sugestiva de envolvimento do SNC. O LCR pode ser extraido
e analisado por testes serolégicos, PCR e por outros exames de rotina, caso a pungao
lombar seja segura e viavel. Quando o IgM especifico de T. gondii é positivo no LCR trata-se
de um diagndstico de uma doenga congénita, enquanto o resultado positivo IgG especifico
para o T. gondii reflete possivelmente uma transferéncia passiva do IgG especifico do T.gondii.
Um resultado positivo de T. gondii por PCR no LCR, no sangue periférico e na urina do RN ¢
considerado diagnostico definitivo de toxoplasmose congénita. Estes testes devem ser
realizados em todos os RN com suspeitas de estarem infetados com o parasita, sendo as

amostras idealmente obtidas antes do inicio do tratamento.!'?

5.2. Técnicas de imagiologia e ecografia
O estudo do cérebro do RN através de técnicas de imagiologia pode revelar

calcificagoes ou hidrocefalia. Uma tomografia computarizada (CT) sem contraste é superior
a um exame de ultrassons na detecao destas malformagoes no SNC. Um exame de
Ressondncia Magnética ao cérebro do RN, apesar de util, pode ser arriscada devido a
necessidade de sedagao. As calcificagdes, a microcefalia com hidrocefalia e ascites podem

também ser detetadas através de ecografia cerebral.l'”

5.3. Avaliacao oftalmolégica e audiolégica
Uma avaliagao de rotina aos olhos, realizada por um oftalmologista experiente, é

recomendavel a cada 3 meses até aos |18 meses de idade, seguida de uma avaliagao a cada 6
ou 12 meses até aos 18 anos de idade. Contudo, a frequéncia destas avaliagdes deve ser

adaptada tendo em conta a severidade da doenga. A qualquer sintoma ou sinal ocular que
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surja é indispensavel a avaliagao imediata, independentemente das avaliagdes de rotina
realizadas anteriormente.

O rastreio da perda auditiva, através da audiometria do tronco encefilico (ABR) ou
emissoes auto acusticas, deve ser realizado periodicamente durante o |1° ano em RN nos
quais ha uma suspeita ou confirmagao de toxoplasmose. Ambos os testes aparentam relativa
fiabilidade em criangas com idades inferiores a 3 meses. Todas as criancas com a infecao
congénita devem realizar uma avaliagao auditiva completa se os rastreios revelarem alguma
suspeita. Além disso, independentemente dos resultados dos rastreios, devem fazer uma

avaliagao auditiva pelo menos | vez nos primeiros 2 anos de vida.

5.4. Hemograma e funcao hepatica
Os RN com infe¢oes clinicas ou subclinicas (assintomaticas) podem apresentar

leucopenia ou leucocitose, podendo também apresentar linfocitose periférica, monocitose
e/ou eosinofilia. Ha ainda casos frequentes de anemia e trombocitopenia. As enzimas
hepaticas e a bilirrubina indireta elevadas foram igualmente descritas durante a disseminagao
da doenca.l'”

Quando se compara o diagnostico pré-natal versus pés-natal € possivel verificar que existe a
disposicao uma ampla variedade de métodos de diagnosticos disponiveis para o RN, o que ja

nao se verifica no feto, havendo, por vezes, uma grande dificuldade em realizar um

diagnostico precoce definitivo da doenga (Tabela 1)
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6. CONCLUSAO

Sendo a toxoplasmose uma zoonose de ampla distribuicao geografica mundial, presente
na lista das 10 infecoes oportunistas mais frequentes, a otimizagao das formas de intervengao
clinica e o investimento no diagnostico e prevengao tornam os procedimentos contra a
infecio mais seguros e eficazes.”

Apesar das evidéncias da eficacia do tratamento da infegao por T. gondii, o diagnodstico e
tratamento precoce tem melhorado o prognostico, curso normal da doenga, a longo prazo.
No entanto, continuam a ser necessarios check-ups de rotina a criangas infetadas como
prevencao de lesdes oculares tardias.!'!

Atualmente, o diagndstico de infegao fetal faz-se pela detegao do DNA parasitario por
PCR numa amostra de LA, sendo este o método de eleicao para a determinagao de infegao
fetal, seguido de inoculagao da amostra no murganho e pela ecografia fetal pormenorizada. Ja
no RN, faz-se recorrendo a ensaios seroldgicos para determinagao de IgM e IgG e de
Imunoblot para diferenciar IgG maternas das do RN, seguido da inoculagao da placenta no
murganho e da detegao do DNA por PCR no sangue periférico e LCR. Devera também ser
feito um estudo da repercussao da infegao sobre os oOrgaos e sistemas, através de
hemograma, fungao hepatica, ecografia cerebral e exame oftalmologico, de acordo com os
protocolos de diagndstico e terapéutica em infeciologia perinatal.

Em suma, existem diversos tipos de diagnostico pré e pods-natal com diferengas na
sensibilidade e especificidade, tendo concluido que a técnica que oferece melhores
resultados é o PCR do LA, tendo em conta os ratios risco-benefico e custo-beneficio,
permitindo um diagnostico precoce evitando a utilizagao de procedimentos invasivos no
feto. No entanto, € sempre aconselhavel em mulheres nao imunes, a educagao para a saude

e uma vigilancia serolégica apertada, durante a gravidez.
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GLOSSARIO

Anasarca: é um sintoma caraterizado por um inchago generalizado pela pele do corpo,
devido ao derrame do fluido no espago extracelular.

Ascite: é uma acumulacao de liquidos na cavidade abdominal.

Bradizoito: é uma forma de reproducao lenta de T. gondii, presente nas infe¢oes congénitas
e cronicas.

Coriorretinite: inflamacao da retina e da cordide, que pode levar a cegueira completa
através da degeneracao da retina.

ELISA: técnica que consiste na ligagao entre antigénios e anticorpos especificos, fazendo o
rastreio rapido de varias amostras.

Fator Reumatoide: anticorpo contra a por¢ao Fc do anticorpo IgG.

Hepatomegalia: inflamagao do figado, ficando com um tamanho exacerbado, isto &, maior
do que o normal.

Heteroxeno: ciclo de vida parasitdrio caracterizado por s6 ser completado (o ciclo) na
presenca de dois ou mais hospedeiros.

Hidrocefalia: acumulagao de LCR no interior da cavidade craniana (nos ventriculos ou no
espago subaracnoide).

Hidropsia fetal: é uma complicagao que gera edema num feto em desenvolvimento
intrauterino, que aparece em pelo menos dois locais diferentes.

Isotipo: é cada um dos tipos de anticorpos, determinado por uma das cinco formas
possiveis, IgA, IgD, IgE, IgG, IgM.

Oocisto: forma evolutiva enquistada do ciclo sexuado de determinados parasitas.
Pleocitose do liquor: é o aumento anormal do numero de leucécitos em fluidos
corporais.

Seroconversao: corresponde 4 passagem de um doente de seronegativo para seropositivo.
Taquizoito: sao as formas de proliferagao rapida, estando presentes em grande numero,
nas infegoes agudas.

Trombocitopenia: ¢ a redugao do nimero de plaquetas no sangue.

Ultrassonografia ou Ecografia: ¢ um método de diagnostico que utiliza o eco produzido
pelo som para ver em tempo real as reflexoes produzidas pelas estruturas e orgaos do
organismo.

VPN: é a proporgao de doentes com resultados verdadeiramente negativos entre os

diagnosticados como negativos.



VPP: é a propor¢ao de doentes com resultados verdadeiramente positivos entre os
diagnosticados como positivos.
Zoonose: doencas que podem ser transmitidas entre os animais vertebrados e o homem,

tendo como agentes desencadeadores microrganismos (bactérias, fungos, virus, helmintes e

rickettsias).



