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RESUMO

Informacoes sobre a melhor estratégia para triagem soroldgica da toxoplasmose em
gestantes sao escassas e poucos estudos mencionam o uso de amostras de sangue capilar.
Realizou-se uma revisao sistemética para pesquisar os métodos sorolégicos empregados em
programas de triagem pré-natal da toxoplasmose no mundo e as caracteristicas principais
destes programas, com busca nas bases de dados PUBMED e LILACS. Foram selecionados
artigos referentes a programas de triagem soroldgica pré-natal da toxoplasmose que descre-
vessem a amostra (sangue capilar ou soro) e o teste sorologico utilizado. Foram encontra-
dos 1554 trabalhos no PUBMED e 242 na LILACS, sendo 58 em duplicata. Foram analisados
47 artigos finais. Os testes sorologicos de triagem citados com maior frequéncia foram os
imunoenzimaéticos para deteccao de IgG (19 ou 40,4%) e IgM (18 ou 38,3%) e, entre os testes
confirmatérios, o mais utilizado foi o teste de avidez de IgG (14 ou 29,8%). Todos os estudos
analisados utilizaram amostras de soro para a triagem pré-natal da toxoplasmose.

Palavras-chave: Toxoplasmose Congénita; Triagem Neonatal; Cuidado Pré-Natal; Teste
em Amostras de Sangue Seco; Sorologia; Testes Sorol6gicos/métodos.

ABSTRACT

The best strategy for toxoplasmosis serological screening in pregnant women is not com-
pletely defined and few studies mention the use of capillary blood samples. A systematic re-
view of the literature was conducted to investigate the serological methods used in prenatal
screening programs of toxoplasmosis in the world and the main features of these programs,
with search in PubMed and LILACS databases. We selected articles that described their sero-
logical prenatal screening programs, with mention of the sample (capillary blood or serum)
and of the serological tests used. We found 1554 articles in PubMed database and 242 ar-
ticles in LILACS, with 58 duplicates. 47 final articles were analyzed. The serological screen-
ing tests most frequently cited were immunoassays for the detection of IgG (19, 40.4%) and
IgM (18, 38.3%) and between confirmatory tests, the most used was IgG avidity test (14,
29.8%). All analyzed studies used serum samples for toxoplasmosis prenatal screening.
There is need for studies assessing and testing different samples in longitudinal studies.

Key words: Toxoplasmosis, Congenital; Neonatal Screening; Prenatal Care; Dried Blood
Spot Testing; Sorology; Serologic Tests/methods.

INTRODUCAO

A toxoplasmose congénita ocorre, em sua maioria, na primoinfeccao da gestan-
te. Como a maior parte dessas infec¢oes € assintomatica e o tratamento da gestante
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pode diminuir transmissao ou danos para o feto, jus-
tifica-se a triagem soroldgica pré-natal, recomendada
em regides com elevada prevaléncia da doenca.!

Diferentes métodos soroldgicos sao empregados
com o objetivo de diagnosticar o estado imunitario da
gestante em relacao a infec¢ao pelo Toxoplasma gon-
dii durante a gravidez. A partir da detecgao de anticor-
pos contra esse parasito no sangue materno, buscou-
-se identificar as gestantes previamente infectadas e,
para aquelas com provéavel infec¢ao aguda na gesta-
¢do, estimar a época em que a infeccao foi adquirida.

Os primeiros testes utilizados para esse proposito
foram o de fixacao de complemento em 1937 € o do
corante descrito por Sabin e Feldman? em 1948. Este
é considerado, até o momento, o padrao de referén-
cia contra o qual os outros testes foram comparados
e utiliza taquizoitos vivos de T. gondii, complemento
e corante azul de metileno. Se houver anticorpos, os
parasitos sao lisados e nao incorporarao o corante.’
Devido ao risco de infec¢ao laboratorial acidental
pelo uso de parasitos vivos, o teste do corante foi
substituido por testes padronizados, de alto desem-
penho, sensibilidade e especificidade, como os en-
saios de aglutinacao, imunofluorescéncia indireta
(IFD), testes imunoenzimaticos e, mais recentemente,
os quimioluminescentes.

A hemaglutinagao e a aglutinacao indireta de-
tectam anticorpos séricos anti7. gondii, que reagem
com hemadcias ou particulas (latex, poliestireno),
respectivamente, sensibilizadas com antigenos do
parasito. E a aglutinacao direta consiste na agluti-
nacao de parasitos inteiros na presenca de anti-
corpos antitoxoplasma. Os testes de aglutinacao
nao exigem o uso de equipamentos, sao baratos e
rapidos, mas apresentam baixa reprodutibilidade.*
A TFT utiliza toxoplasmas mortos fixados em lamina
de microscopia e anticorpos anti-imunoglobulinas
humanas marcados com fluoresceina. A reacao €
observada em microscopio de fluorescéncia e pos-
sibilita a distincao entre IgM e IgG anti7. gondii.® Sua
técnica € barata, porém trabalhosa, e exige soros
de referéncia para padronizagao. Por ser pouco sen-
sivel, nao detecta a chamada IgM residual, que sao
anticorpos persistentes em titulos baixos por meses
apo6s a infecgao aguda. A IFI e as reacoes de agluti-
nacao apresentam resultados quantitativos a partir
da diluicao do soro do paciente. As amostras ini-
cialmente reagentes sao diluidas sucessivamente e
novamente incubadas com os toxoplasmas fixados
nas laminas. Os resultados sao expressos em titulos

representados pela maior diluicao do soro, que ain-
da apresenta reatividade.

Os imunoensaios enzimaticos, inicialmente repre-
sentados pelo método de Enzyme-Linked Immunosor-
bent Assay (ELISA), detectam varias classes de anti-
corpos (IgM, IgG, IgA, IgE) e permitem que o soro de
varios pacientes sejam examinados de uma s6 vez. Os
testes podem ser automatizados para uso populacio-
nal e tém resultados precisos, reprodutiveis e padro-
nizados por leitura de cor em espectofotometro. Utili-
zam extratos, fragmentos ou proteinas recombinantes
do parasito fixados em cavidades (pogos) de placas
de poliestireno para mensuracao dos anticorpos com
uma anti-imunoglobulina humana especifica contra o
isotipo de interesse (IgG, IgM, etc.) marcada com uma
enzima. Apos adicao de substrato especifico, sob acao
da enzima, ha desenvolvimento de cor. Sao variagoes
da técnica original do ELISA, o ELISA de captura, o Mi-
croparticle Enzyme Immunoassay (MEIA) e o Enzyme-
-Linked Fluorescent Assay (ELFA), que sao mais sensi-
veis e detectam IgM residual. A quimioluminescéncia,
de alta sensibilidade, detecta anticorpos antiT. gondii
por meio de imunoglobulinas anti-IgG ou anti-IgM mar-
cadas com composto luminescente e também detecta
IgM residual. Os resultados desses testes sao expressos
em Ul/mL para IgG, em relagao ao padrao de referén-
cia da OMS. Para IgM, ainda nao existe tal padrao e os
resultados sao expressos em indices (relagcao entre as
densidades 6pticas da amostra em um soro de reativi-
dade minima, limiar entre reagente e nao reagente).”

O Immunosorbent Agglutination Assay (ISAGA)
€ um teste que detecta anticorpos IgM por captura,
mas seu resultado é revelado por aglutinacao direta
de suspensao de organismos inteiros de toxoplasma.
E mais sensivel do que a IFI e os ensaios imunoenzi-
maticos para diagndstico de infec¢ao aguda.?

O teste de avidez de IgG é importante ferramenta na
determinagdo da época da infec¢ao pelo toxoplasma,
quando realizado no primeiro trimestre de gestacao. E
um ensaio imunoenzimatico realizado em duplicata,
em que uma das reacoes € tratada com um reagente
caotrépico, mais comumente ureia 6M, para dissociar
anticorpos de baixa avidez. Uma relacao entre os dois
ensaios € calculada e expressa em porcentagem. Um
exame com alta avidez indica que os anticorpos foram
produzidos ha mais de 12 a 16 semanas, o que torna esse
ensaio um bom marcador para infec¢oes cronicas.>®

O rastreamento sorolégico para diagnoéstico da
toxoplasmose na gestante iniciou-se ha cerca de 40
anos. Os primeiros paises que a introduziram de forma
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compulséria foram a Austria, que desde 1975 realiza
vigilancia trimestral das gestantes suscetiveis, e a Fran-
¢a, que preconiza a sorologia para toxoplasmose em
mulheres desde 1978 como teste pré-nupcial e desde
1985 no pré-natal, com acompanhamento mensal e
gratuito das gestantes soronegativas. Outros trés pai-
ses europeus implantaram programas nacionais de
rastreamento antenatal sisteméticos: Itdlia e Eslovénia
desde 1995, com seguimento das gestantes negativas
de forma mensal e trimestral, respectivamente, e Litua-
nia, que preconiza exames no primeiro trimestre de
forma universal com repeticao da sorologia no terceiro
trimestre para a gestante suscetivel.” Varios outros pai-
ses no mundo adotam rotinas para triagem das gestan-
tes, porém nao sao regidos por uma politica nacional
regulatéria, como Bélgica, Alemanha, Finlandia, Gré-
cia, Argentina e Brasil. Nestes, hé diferentes iniciativas
locais, com servigos de triagem com abrangéncia esta-
dual, municipal ou hospitalar.

No Brasil, o Ministério da Satde recomenda a
triagem pré-natal, mas cabe aos municipios decidir
por sua realizacao. Alguns estados contam com pro-
gramas bem-estabelecidos de triagem para as gestan-
tes por intermédio do Sistema Unico de Satde. Em
Goias e Mato Grosso do Sul, utilizam-se amostras de
sangue capilar (puncao digital) conservado em pa-
pel filtro para triagem de gestantes desde 2002-2003
como parte do “Programa de Protecao a Gestante”.
Em Minas Gerais, a Secretaria de Estado da Satde
implantou em fevereiro de 2013 o “Programa de Con-
trole da Toxoplasmose Congénita” em parceria com o
NUPAD/UFMG.? Foi garantido o acesso universal das
gestantes usuarias do sistema publico de satide como
parte do Programa Maes de Minas. E serdo utilizadas
amostras de sangue capilar conservado em papel fil-
tro para pesquisa dos anticorpos anti7. gondii.

Ainda sao escassas as informagoes sobre a melhor
estratégia a ser adotada para triagem sorolégica da
toxoplasmose em gestantes e poucos estudos mencio-
nam o uso de amostras de sangue capilar. Neste traba-
lho, foi realizada revisao sistematica para pesquisar os
diferentes métodos sorologicos empregados em pro-
gramas de triagem pré-natal da toxoplasmose no mun-
do e as caracteristicas principais desses programas.

METODOLOGIA

A estratégia de pesquisa dos artigos seguiu as
recomendacoes publicadas pelas diretrizes PRISMA

Rev Med Minas Gerais 2015; 25 (Supl 6): S68-S81

para revisoes sisteméticas®’ e Cochrane Collabora-
tion Group." A busca foi feita até 29 de marco de 2015.
A pesquisa bibliografica foi realizada nas bases de
dados PUBMED e LILACS utilizando os descritores:
"Toxoplasmosis™ "Toxoplasmosis, Congenital”, ‘Preg-
nancy”, "Pregnant Women”, "Prenatal Care”, "Preg-
nancy Complications, Parasitic” "Serologic Tests” " Tria-
ge”, "Maternal Serum Screening Tests” and "Serology”,
sem restricao de linguagem ou desenho de estudo.
Foram lidos titulos e resumos para selecionar arti-
gos que se referissem a programas de triagem sorologi-
ca pré-natal da toxoplasmose. Considerou-se programa
de triagem o acompanhamento longitudinal da gestan-
te com realizacdo de um exame soroldgico no inicio
da gravidez para deteccao de anticorpos anti7. gondii
em todas as mulheres e repeticao desse exame em pelo
menos uma ocasiao durante a gestacao, em trimestre
diferente da primeira sorologia, naquelas soronegati-
vas. Outros critérios utilizados para inclusao foram:
= informacao do nimero total de gestantes envolvi-
das na triagem,;
= descricao da amostra (sangue capilar — pungao
digital, ou soro — punc¢ao venosa) coletada em ser-
vicos de atencao pré-natal;
descrigao do teste soroldgico utilizado na triagem;
= estar publicado nos idiomas ingl€s, portugues, es-
panhol, francés ou italiano.

Os artigos completos selecionados foram lidos
pela pesquisadora principal para confirmar a elegibi-
lidade e para extrair dados. A extracao de dados foi
realizada pela pesquisadora principal e verificada por
um segundo pesquisador. Buscaram-se artigos que
respondessem sobre a estratégia diagnostica adotada
no programa de triagem, especificando o teste de tria-
gem adotado. Foram excluidos estudos que se limita-
vam a determinacao da prevaléncia da toxoplasmose.

Os desfechos primarios de interesse foram os tes-
tes sorologicos utilizados para triagem pré-natal, sua
sensibilidade/especificidade, o carater compulsério
ou nao do programa de triagem e sua abrangéncia
territorial, o método de classificacao das gestantes
em relagao ao seu estado imunitario ao T. gondii (Le-
bech® ou NCCLS?) e a periodicidade de repeticao da
sorologia nas gestantes soronegativas. Os desfechos
secundarios de interesse foram a prevaléncia da in-
feccao por T gondii nas gestantes das diferentes po-
pulagoes estudadas, a taxa de infec¢ao aguda na gra-
videz, o seguimento dos recém-nascidos dessas maes
e a taxa de transmissao congeénita.
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Em seguida, procedeu-se a um refinamento da sele-
cao dos artigos pela utilizagao de critérios para identi-
ficar estudos de abrangéncia populacional (municipal,
estadual ou nacional), com teste confirmatério do diag-
noéstico de toxoplasmose e com resultados dos perfis
sorologicos de todas as gestantes. Portanto, foram ex-
cluidos do grupo inicial os artigos que relatavam:
= programas de triagem de abrangéncia hospitalar;
m auséncia de informacao dos resultados dos exa-

mes de toda a populacao estudada (gestantes

com infec¢ao cronica ou aguda e as suscetiveis);

= auséncia de confirmacao do diagnoéstico da to-
xoplasmose, isto €, nao repeticao dos testes apos
duas a quatro semanas ou nao utilizagao de testes
de referéncia. Os desfechos secundéarios foram
analisados nesse subgrupo de artigos que ofere-
ciam dados completos.

As seguintes variaveis foram registradas: pais, ano
de publicacao, tempo de seguimento das gestantes,
abrangéncia e obrigatoriedade do programa de tria-
gem, tipos de testes sorologicos utilizados nas ges-

1803 registros identificados nas
bases de dados PUBMED (n=1558)
e LILACS (n=245)

[ |

:

1750 registros apés remocao das duplicatas

'

137 estudos selecionados com
base no titulo/resumo

75 artigos completos acessados para
aplicacao dos critérios de inclusdo

47 estudos incluidos ao final da
primeira etapa de sele¢ao
(4 trabalhos foram considerados como 1 por
apresentarem informages complementares)

:

17 estudos incluidos ao final da segunda
etapa de selegdo

Figura 1 - Diagrama de fluxo do estudo.

tantes para triagem inicial e os confirmatorios, locais
de coleta e processamento das amostras de sangue,
intervalos de coleta de exames nas soronegativas,
idade média das gestantes, sintomas de infeccao agu-
da e drogas utilizadas para seu tratamento, nimero
de gestantes com infeccao cronica e infec¢ao aguda
pelo T gondii, época provavel da infec¢ao, nimero
de fetos com infecc¢ao sintomaticos e assintomaticos.

Utilizou-se o software SPSS versao 18.0 para elabora-
¢ao do banco de dados e anélise. Foi utilizada estatisti-
ca descritiva. O estudo foi aprovado pelo COEP-UFMG.

RESULTADOS

A busca bibliogréafica encontrou 1.558 artigos na
base de dados PUBMED e 245 artigos na LILACS, sen-
do 58 em duplicata. Cinco trabalhos foram adiciona-
dos apos recuperacao em referéncias bibliogréficas.
Apo6s exclusao por andlise de titulos e resumos, res-
taram 137 artigos que se tratava de provavel triagem
sorolégica da toxoplasmose na gestante (Figura 1).

5 trabalhos identificados
por meio de outras fontes

Excluidos 62 registros:
- Teste diagnéstico ndo descrito no estudo (n=10)

—» - Descricao do acompanhamento apenas de

gestantes com suspeita de infecgao aguda (n=26)
- |dioma (n=26)

25 artigos excluidos:
- Dados incompletos sobre a triagem (n=17)

—» - Estudos com dados em duplicata (n=4)

- Viés de amostragem (n=3)
- Teste soroldgico ndo descrito (n=1)

Segunda etapa de selegdo -30 estudos

exclufdos segundo os critérios:

- Programas de triagem de abrangéncia hospitalar (n=23)
- Auséncia de informagao dos resultados dos

exames de toda a populagéo estudada (n=3)

- Auséncia de confirmagao do diagndstico

da toxoplasmose (n=4)
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Destes, 26 foram excluidos pelo idioma em que foram
publicados (12 alemaes, cinco poloneses, trés russos,
dois htingaros, um dinamarqués, um chinés, um tche-
co, um turco), 10 por auséncia de descricao do teste
sorologico utilizado no estudo e 26 por terem acompa-
nhado apenas gestantes com suspeita de infec¢ao agu-
da por toxoplasmose. Foram, portanto, selecionados 75
estudos para leitura detalhada. Destes, 21 foram exclu-
idos devido a informag¢oes incompletas sobre o progra-
ma, que nao permitiram classifica-los como triagem.

Foram excluidos quatro artigos®'¢ porque houve
sobreposicao de dados com outros estudos.'™® Ou-
tros quatro artigos referiam-se a mesma populagao
de gestantes e, por conterem informacoes comple-
mentares, foram considerados como um sé estu-
do.?"?" Em conclusao, restaram 47 artigos para anali-
se ap6s a primeira etapa de sele¢ao.™%

Destes 47, 30 foram excluidos na segunda etapa de
selecao, apos aplicacao dos critérios para identificar
estudos com abrangéncia populacional e realizagao
de confirmacao da infeccao. Restaram 17 artigos'™
21-24, 30, 34-36, 38, 40, 41, 43, 49, 58, 60-62 qUe fOl'am analisadOS em
relacdo as caracteristicas demograficas como pre-
valéncia da infec¢ao, nimero de infec¢oes agudas e
taxa de transmissao congénita.

Considerando todos os 47 estudos da primeira
etapa de selecdo, foram acompanhadas 623.054 ges-
tantes. Os artigos foram publicados entre os anos de
1966 e 2014, em diversos paises (Figura 2). O tempo
de acompanhamento das gestantes triadas variou en-
tre seis meses,* no minimo, e 203 meses*’ no maior

periodo de seguimento, com média de 48,32 meses
(DP=7,17, IC95% 33,85-62,78).

Dos 10 artigos que apresentavam programas de
triagem de carater compulsorio e entre eles, oito ava-
liavam programas compulsoérios nacionais da Eslove-
nia, Austria, Franca, Italia ou Tunisia.!9 23 39 41.46,49.63.64

O intervalo de coleta de amostras nas gestantes
soronegativas foi mencionado por 44 estudos e qua-
se metade deles relatou intervalo trimestral de coleta
nas gestantes soronegativas (19 estudos; 43,2%). In-
tervalos mensais de vigilancia das gestantes susceti-
veis foram citados em sete trabalhos (15,9%), entre
0s quais se encontravam artigos dos programas de
triagem compulséria nacional da Franga, Tunisia e
[talia.?83958 Esquemas de coleta bimensais foram
citados por outros sete estudos (15,9%) e em dois tri-
mestres da gestacao em seis trabalhos (13,6%).

Dos oito artigos que relataram os locais de coleta
de amostras sorologicas das gestantes, seis realiza-
ram coletas em unidades de satde descentralizadas
(75%). O local de processamento das amostras foi ci-
tado por 23 estudos e foi realizado preferencialmente
em laboratérios centrais (20 estudos, 87%).

O critério de classificagao das gestantes de acor-
do com o perfil soroldgico para toxoplasmose foi ci-
tado em apenas um estudo,” que utilizou os critérios
de Lebech et al.

Utilizaram-sediversostestessorologicosdetriagem
inicial nos47 programas estudados, sendo os de maior
frequéncia osimunoenzimaticos para deteccao delgG
(ELISA, ELFA, MEIA), citados em 19 estudos (40,4%).

Figura 2 - Paises de origem da publicacao de 47 estudos realizados entre 1966 e 2014 sobre triagem da toxoplasmose
em gestantes. Em laranja, programas compulsérios no periodo estudado. Em azul, programas ndo compulsoérios.
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Foram seguidos pelos testes imunoenzimaticos para
IgM e pela imunofluorescéncia indireta (IFI) IgG, ci-
tados em 18 trabalhos cada (38,3%, cada). IFI IgM foi
utilizada por 12 programas (25,5%), assim como 0s
testes de aglutinacao que incluem aglutinacao direi-
ta, microaglutinacao, aglutinagcao em latex ou hema-
glutinacao indireta. O teste do corante foi citado em
nove trabalhos (19,1%). Em menor parte dos estudos,
foram utilizados para triagem o teste de fixacao de
complemento (trés estudos ou 6,4%), reagoes imuno-
enzimaticas para deteccao de IgA e I[SAGA IgM (dois
estudos ou 4,3%, cada) e quimioluminescéncia (um
artigo, 2,1%).

Entre os testes confirmatorios, o mais utilizado foi
o de avidez de IgG, citado em 14 estudos (29,8%), todos
publicados a partir da década de 1990 e presentes em
88,9% (oito entre nove estudos), daqueles publicados
de 2010 em diante (Figura 2). A avidez de IgG foi segui-
da por IFI [gM como exame confirmatério em 13estu-
dos (27,7%), imunoensaios enzimaticos para IgM em

12 trabalhos (25,5%) e ISAGA IgM em nove (19,1%).
Os exames imunoenzimaticos para IgA e o teste do
corante foram citados como confirmatérios em oito
artigos (17,0%), cada. Os testes de aglutinacao (direta,
diferencial HS/AC e/ou indireta) apareceram em cin-
co estudos (10,6%). Trés trabalhos citaram o Western
Blot como diagnostico de certeza na gestante (6,4%),
todos com metodologias in house nao comerciais. Ain-
da foram descritos o uso de ISAGA IgA e IgE, teste de
fixacao de complemento (dois estudos cada, 4,3%) e
imunoenziméticos IgG e IgE (um estudo cada, 2,1%).

Nenhum trabalho avaliou a sensibilidade ou espe-
cificidade dos testes empregados nos programas de
rastreamento.

As informagdes sobre os métodos soroldgicos
de rastreamento e confirmacao do diagnostico de
toxoplasmose em gestantes citados nos 47 estudos
incluidos, assim como tamanho da amostra, tempo
de acompanhamento das gestantes e intervalos de
coleta nas soronegativas, sao mostrados na Tabela 1.

Tabela 1 - Dados sobre os 47 estudos de triagem pré-natal da toxoplasmose em gestantes realizados entre

1966 e 2014
, A . L . | |
Tempo de Métodos soroldgicos Métodos soroldgicos g
. ; s S Y coleta de
Autor , Tamanho seguimento  utilizados para rastreamento  confirmatorios do diagnostico
Pais amostras nas
(Ano) daamostra das gestantes de toxoplasmose datoxoplasmose estantes
(meses) em gestantes em gestantes g .
soronegativas
Messerer?® L. MEIA IgM e IgG Avidez de IgG (1A, RADIM, Réf.
(2014) Al L . (ABBOTT Diagnostic) KITGA. Toxoplasmose EIA. WELL) ~ Vensal
ELFA (Vidas toxo IgM,
Capretti MG® - EIA IgM, IgG e IgA bioMérieux) Avidez de 1gG
(2014) Itélia 10.347 36 (Enzygnost Toxoplasmosis) (Vidas Toxo IgG Outro
Avidity, bioMérieux)
2 : ISAGA IgM, IgA, IgE e Avidez
(CZ%T??)I = Argentina 12.035 143 i E:ESIZ'F:;?)TZ%ISS:MI) de IgG (Vidas Toxo IgG Avidity, Trimestral
! bioMérieux), IFI lgM
2% ISAGA IgM (bioMérieux).
ég?g:'ah RB®  Tunisia 2070 0 (PlgtL;ﬁfT'g)'(‘g °ja6 " Avidez de 1gG Mensal
' (Platelia Toxo Avidity, Biorad)
Sakikawa M? ~ Aglutinag@o em latex (Toxotest- Em dois
(2012) KD N &) MT Eiken, Eiken Chemical Co.) trimestres
ELISA IgM e 1gG (DiaPro,
. Diagnostic Bioprobes) e ELISA . .
Eﬁ%@f&%?z) Brasil 422 15 de captura IgM e IgG (DiaPro, AV'd:ZV?;i Ig(?)i([}/'\l;li:rsi;r&)(()o lG Trimestral
Diagnostic Bioprobes); MEIA v,
IgM e 1gG (ABBOTT Diagnostic)
ELFA IgM e IgG (Vitek . )
PZE?B)HKEH Egito 323 12 ImmunoDiagnostic Assay Sysm AV'dGZV?; Ig%i([:/'\'ﬁZ;JS))(()U IgG -
VIDAS Toxo, bioMérieux) v,
ISAGA IgM (bioMérieux) e
Roc ML ELISA de captura IgG (Axym ¢ jap ‘4o cantura IgA (Platelia, .
Espanha 47.635 203 Abbott até 2002; Advia Centauro h Trimestral
(2010) Siemens de 2002-2008) Pasteur). Avidez de IgG
(quimioluminescéncia, Diasorin).
33 1
Noya BA — 678 12 ) ELISA IgM e lgG ; ) Avu.iez_de 1gG ) Outro
(2010) (in house; ndo comercial) (in house; ndo comercial)
Continua...
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... continuagdo

Tabela 1 - Dados sobre os 47 estudos de triagem pré-natal da toxoplasmose em gestantes realizados entre

1966 e 2014
P - Intervalo de
Tempo de Métodos soroldgicos ; - )
- ; - Métodos soroldgicos confir- coleta de
Autor . Tamanho seguimento  utilizados para rastreamento - R
Pais matérios do diagnéstico da amostras nas
(Ano) daamostra dasgestantes de toxoplasmose
toxoplasmose em gestantes gestantes
(meses) em gestantes .
soronegatlvas
Sabin Feldman, ISAGA (in
ELFA IgM e IgG (Vidas house, ndo comercial); IFl
Carral L toxo, bioMérieux) IgM (bioMérieux), ISAGA
(2008) Argentina 13.632 n Quimioluminescéncia IgM e IgG IgM, IgA e IgE (in house, Trimestral
(DPC Immunolite), ELISA IgM e ndo comercial), Avidez de
19G (AXSYM, Abbott Diagnostics). IgG (Vidas Toxo IgG Avidity,
bioMérieux)
Ribeiro AC® f q Avidez de IgG ;
(2008) Brasil 832 43 ELISA IgM e IgG (Diesse) (WAMA Diagnéstica) Trimestral
Pefia MSR*® IFl IgM e IgG PCR em sangue materno e .
(2006) Cuba 181 6 (in house, nao comercial) liquido amnidtico* Trimestral
Szénasi 2" - CFT, ELISA IgM e IgG ELISA IgA (Platelia toxo, -
(2005) AR | A L (Platelia toxo, Bio-Rad) Bio-Rad) Bt
. ELISA IgM e IgG (in house,
Nébrega OT¥ . ELISA IgM e 1gG = R o .
(2005) Brasil 2.636 n (in house, ndo comercial) nao Zomercml{ repeticao Bimestral
os testes iniciais
Antoniou M* - . IFA 1gM e IgG (Biosna);
(2004) Grécia 5.532 Al ELISA IgM, 1gG e IgA (Alphadia) ISAGA IgM (bioMérieux) Mensal
. IFI 1gG (in house, ndo comercial),
Spalding . MEIA IgA (IMx Toxo), .
SM® (2003) Brasil 2.126 17 ELISA IgM (C_APTIA Toxo, Avidez de IgG (MEIA) Trimestral
Trinity Biotech).
Ricci M ELISA 1gG (Dia-Sorin), ELISA IgM
(2003) Italia 8.061 59 (Organon Teknika); Aglutinagao - Mensal
Direta (bioMérieux)
ELISA IGM e IgA (Platelia,
il 0. - Avi
:‘200%6'2; J Eslovénia 21.270 47 IFA (in house, ndo comercial) (g.ly?.:ﬁga)iiﬁr\:;dle?;rggri Trimestral
Bouty)
Qublan HS* - IFI IgG e ELISA IgM .
(2002) Jordania 280 16 (In house, ndo comerciais) - Trimestral
Jenum PA® ELISA IGM e IgG (Platelia Toxo, Aglutinago direta para IgG (Toxo .
(1998) Noruega 35.940 " Sanofi Diagnostics Pasteur) ! Screen DA, bioMérieux); ISAGA Trimestral
g 1gM (bioMérieux); Sabin Feldman
Microaglutinacdo (bioMérieux); EIA IgA (Enzyngost
ISAGA IgM (bioMérieux); Toxoplasmosis; e técnica in
Sabin Feldman (in house, ndo house, ndo comercial) ELISA
Rodriquez comercial). EIA IgM de captura de captura IgA (ETI-TOXO0K —
JcH (?996) Espanha 3.580 43 (Enzyngost Toxoplasmosis- Sorin, Biomedica; CLONATEC -
Behring; Bioelisa Toxo- Biokit; TOXO A Ab EIA - Clone
Captia Toxo- Mercia Diagnostic; Systems). Avidez de 1gG
ETI-TOXOK — Sorin, Biomedica;  (Menarini diagnostics); Western
CorEIA Toxo — Clone Systems). Blotin house, ndo comercial.
EIA IgM e IgG (Labsystems),
. Western Blot (in house),
Lappalainen E'iﬁl(')gg?cg‘;;“;”EZJEANd"e”:;S:mg ISAGA IgM (bioMérieux), EIA
M- Finlandia 16.733 160 ] IgA (Toxo A Ab EIA Clonatec), Trimestral
IgM (Toxenz —M Northumbia P g ;
(1992-1995) Biologicals) Aglutinagao Diferencial,
g ELISA IgE, Avidez de IgG
(in house, ndo comerciais)
Logar J'® A Sabin Feldman, IFI EIA IgM e IgA (Sanofi .
(1995) Eslovénia 20.953 2 (in house, ndo comerciais) Diagnostics Pasteur) Trimestral
Gonzalez-
Morales T% Cuba 5.537 47 ELISA (in house, ndo comercial) Trimestral
(1995)
: pp6
m'gg)‘” > Itélia 3602 17 ELISA IgM e IgG (Eti-Toxo, Sorin) Bimestral
Continua...
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Tabela 1 - Dados sobre os 47 estudos de triagem pré-natal da toxoplasmose em gestantes realizados entre

1966 e 2014
. , . Interval
Tempo de Métodos soroldgicos ; , . ) tenvalolds
- . " Métodos soroldgicos confir- coletade
Autor , Tamanho seguimento  utilizados para rastreamento - NP
Pais matérios do diagnéstico da amostras nas
(Ano) da amostra das gestantes de toxoplasmose
toxoplasmose em gestantes gestantes
(meses) em gestantes .
soronegativas
ISAGA IgM (bioMérieux); .
P Sabin Feldman, IFI (Toxo-Spot
47
Roos T Alemanha  2.104 18 Aglutinaggo direta lg6 IF, bioMérieux), CFT, ELISA IgM;  Trimestral
(1993) (Toxo-Screen-direct Western Blot P30 1aM e laA
agglutination test, hioMérieux). g g
) 8 .
Erg;é()lm DM Israel 213 16 IFI; Sabin Feldman IgM (ndo especifica o método) tr?nTei?;:s
Aspock H*® < IFl IgM, ISAGA IgM,
(1922) Austria 167.041 127 IFI, Sabin Feldman ELISA IgM, CFT, ELISA IgA Trimestral
(ndo cita laboratorio)
ﬁﬂal\r;ltﬁﬁargéz) Colombia 1.000 47 IFI gG (in house, ndo comercial) Bimestral
A 51
M&I’Z)JR Cuba 2.058 " IFl (in house, ndo comercial) Trimestral
i Sabin Feldman, Sabin Feldman, hemaglutinacéo,
JMW? (1989) Escécia 16.000 47 hemaglutinacao, ELISA IgG, IFI ELISA de captura IgM -
IgM (in house, ndo comerciais) (Toxonostika, Organon Teknika)
Foulon W2 . IFI IgM e 1gG, hemaglutinacéo, Sabin Feldman
(1988) Belgica 6.543 % CFT (n&o cita laboratorio) (ndo cita laboratorio) Outro
Jeannel D' IFl IgM e 1gG Aglutinagdo Direta, ISAGA
(1988) Franga Gl & (in house, ndo comercial) (ndo cita laboratorio) Mensal
IFI IgM (ELectro- Nucleonics
Sever JL® . = ] Laboratories e Microbiological .
(1988) EUA 22.845 95 HAI (in house, ndo comercial) Research); ELISA IgM (in Bimestral
house, ndo comercial)
illi 54
ﬁ'ggl)m i Gabao 268 Aglutinac@o Direta, IFl IgG e IgM Trimestral
Boveda - . - IFl IgM, ELISA .
MIC? (1986) Espanha 3.251 48 IFl 19G (n&o cita laboratério) (ndo cita laboratério) Trimestral
Meirelles ] IFl IgM e 1gG IFlIgM e IgG
Filho J% (1985) A Sl . (in house, ndo comercial) (in house, ndo comercial) i
Saenz REY . o - Em dois
(1984) Panama 878 24 IFI, ELISA (n#o cita laboratorio) trimestres
Lappierre J% IFI; Aglutinacdo Direta o 28
(1983) Franca 15.132 n G e IFl IgM (ndo cita laboratdrio) Mensal
Williams KA L. CFT, Hemaglutinacao Sabin e Feldman, IFl IgM Em dois
(1981) Escocia 10677 35 (in house, ndo comercial) (in house, ndo comercial) trimestres
Stray-Pedersen Sabin Feldman, IFI IgG Em dois
B4 (1980) Noruega 8.043 (Dakopatts A/S) IFl IgM (Dakopatts A/S) .
Beach PG - . . HAL, IFI, IFI IgM Em dois
(1979) EUA 95.929 40 HAI (in house, ndo comercial) (in house, ndo comercial) trimestres
Viens P a " = q IFl IgM
(1977) Canada 4.136 IFI (in house, ndo comercial) e T e Outro
Roux C% Sabin e Feldman, IFl IgM
(1976) Franca 6.269 B (in house, ndo comercial) Outro
Roux C®% Sabin e Feldman, IFl IgM .
(1975) i sl i (in house, ndo comercial) i)
- Des . N
Morin P Franca 189 6 ) Aglutmagao Direta. Aglutinagéo D~|reta para IgM Bimestral
(1974) (in house, ndo comercial) (in house, ndo comercial)
1 66
Legr(;lss)J Franca 1.858 24 Sabin e Feldman Sabin e Feldman Trimestral
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Considerando-se exames realizados por periodos
de tempo divididos em décadas, os testes imunoen-
zimaticos sao citados apenas a partir de 1980. Ja os
testes de imunofluorescéncia, quando utilizados para
triagem inicial das gestantes, foram citados nos arti-
gos publicados até o ano de 2009, nao mais aparecen-
do nos artigos a partir de 2010 (Figura 3).

6
5 f— JL g
- F G
Nimero de estudos
que citaram os testes & 1 [ mEusAim
soroligicos " ELSA g
3 = = Teste do Comnte
Avides igG
2 1 I W Aghatinggbes
gl Al N ﬂ I_
o B8 = = l— _— =

1966-1979  1930-1985  1530-1999  2000-2009 2010- 2004
Anot de publicagio dot artigos

Figura 3 - Métodos soroldgicos mais utilizados para
triagem da toxoplasmose nas gestantes em 47 estu-
dos realizados entre 1966 e 2014, de acordo com a
década de publicacao.

Todos os estudos analisados utilizaram amostras
de soro para a triagem pré-natal da toxoplasmose.
Quatro artigos®™™ selecionados com base no titulo
e resumo fizeram o uso de amostras em papel-filtro,
mas nao preencheram os critérios de inclusao da pri-
meira etapa de selecao da revisao sistematica. Todos
eram brasileiros e transversais, para determinagao
da prevaléncia da toxoplasmose em gestantes. Trés
se referiam ao Programa de Protecao a Gestante, que
utiliza testes imunoenzimaticos em amostras elui-
das de papel-filtro em Mato Grosso do Sul % e em
Goias.” Boa-Sorte N ef al™ determinaram a acuracia
dos testes em papel-filtro quando comparados com
0 soro em amostra Gnica de gestantes em Salvador.

Os 17 trabalhos identificados a partir do refina-
mento da selecao dos 47 artigos iniciais foram analisa-
dos separadamente em relacao aos perfis sorologicos
maternos de infeccao pelo 7. gondii e aos aspectos
da transmissao vertical da doenca. Nesses estudos,
foram acompanhadas 443.077 gestantes, o que repre-
senta 71% da amostra total dos 47 artigos selecionados
na revisao sistematica. Dos dezessete trabalhos, nove
(53%) foram publicados antes do ano 2000.

A idade média das gestantes foi de 26,3 anos (DP
1,32, IC95% 24,2- 28 4) e a mediana para idade foi de
26,2 anos. A maioria desses estudos (13) apresentava
um programa de rastreamento de abrangéncia muni-
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cipal (76,5%). Trés trabalhos eram nacionais (17,6%)
e um estadual (5,9%).

O teste sorol6gico mais utilizado para triagem ini-
cial nesses 17 estudos foi a IFI IgG, citada em mais da
metade dos artigos (nove, 52,9%), seguida pelos imu-
noensaios enzimaticos para IgM, citados em oito estu-
dos (47,1%) e os testes imunoenzimaticos para IgG em
sete trabalhos (41,2%), cinco deles publicados ap6s o
ano 2000. Quatro programas de triagem utilizaram a
[FT IgM (23,5%) e trés, o teste do corante (17,6%).

O teste mais citado como confirmatério foi a IFI
IgM em oito trabalhos (47,1%), seguida por avidez de
IgG, testes imunoenzimaticos para IgA e ISAGA IgM
em seis estudos cada (35,3%).

A taxa de prevaléncia de toxoplasmose na gesta-
¢do variou de 8,1%, em Oregon (EUA),®! a 75,1%, no
Brasil.*> O percentual de infec¢bes agudas entre as
gestantes soronegativas oscilou entre 0,0% e 14,2%.
No total, foram descritas 156 soroconversoes agudas
e 64 fetos infectados, dos quais 21 eram sintomaticos
(32,8%). Destes estudos, 12 realizaram seguimento
dos recém-nascidos de maes com suspeita de toxo-
plasmose aguda na gravidez, o que provavelmente
permitiu a detecc¢ao de 39 recém-nascidos infectados
assintomaticos (60,9%). A taxa de transmissao verti-
cal independente da idade gestacional variou entre
zero e 33,3%, esta na Francga.”

Na Tabela 2 estao compilados os dados sobre o sub-
grupo dos 17 estudos descritos neste estudo, com infor-
macoes sobre testes diagnosticos utilizados, abrangén-
cia dos programas de triagem, prevaléncia da infec¢ao
por T gondii nas gestantes, nimero de infecgoes agu-
das e a taxa de transmissao vertical da toxoplasmose.

DISCUSSAQ

Os métodos soroldgicos mais utilizados para tria-
gem pré-natal da toxoplasmose na gestante foram os
testes imunoenzimaticos para IgG e IgM. Estiveram
presentes nos estudos publicados a partir da déca-
da de 1980, identificados pela revisao sistematica e
foram utilizados de forma crescente, sendo a forma
de triagem inicial mais citada a partir do ano 2000,
como se vé na Figura 3. Os testes da familia do ELISA
se consagraram desde o seu surgimento, devido as
caracteristicas de precisao, reprodutibilidade e au-
tomacao, permitindo a realizacao de exames de alta
sensibilidade e especificidade em larga escala e de
forma padronizada.
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Tabela 2 - Dados sobre o subgrupo de 17 estudos selecionados na revisao sistematica com programas de
triagem de abrangéncia nacional, estadual ou municipal, que utilizaram teste confirmatério para o diagnosti-
co da toxoplasmose na gestacado e descreveram os resultados de exames de todas as gestantes participantes

. Nimero de Nimero de gestantes .
Abrangéncia . . ~ Ndmero de
e . gestantes imunes cominfecgdo aguda por - Taxa
Autor®"(Ano) Pais do programa X o soroconversdes
. atoxoplasmosee toxoplasmose na gestacao (%
de triagem oo 0 = » . agudas nas gestantes
prevaléncia (%) emrelagéo as soronegativas)
R 30
I CLE Brasil Municipal 253 (60,0) 0(0,0) 0 00
(2012)
Carral L* (2008) Argentina Municipal 6.680 (49,0) 121(1,7) - 41
Ribeiro AC* (2008) Brasil Municipal 624 (75,1) 2(1,0) 1 0,0
Pefia MSR¥ (2006) Cuba Municipal 80 (44,2) 1(1,0) 1 -
Szénasi Z'7 (2005) Hungria Municipal 18.420 (58,0) 225(1,7) 20 0,0
Antoniou M3 (2004) Grécia Municipal 1.628 (29,4) 185 (4,7) 6 0,0
Spalding SM* (2003) Brasil Municipal 1.583 (74,5) 77 (14,2) 0 39
Logar J* (2002) Eslovénia Municipal 7.151(33,6) 132 (0,9) - 8.3
Jenum PA® (1998) Noruega Nacional 3.907 (10,9) 47(0,2) 17 234
Logar J'¢ (1995) Eslovénia Nacional 18.420 (45,0) 225(1,7) - -
Lappalainen M 22 A -
(1992-1995) Finlandia Municipal 9.430(20,3) 69 (0,6) 13 9,5
Aspdck H* (1992) Austria Nacional 70.692 (42,3) 1.136 (1,2) - -
Jeannel D'(1988) Franca Municipal 1.200 (35,1) 33(1,5) 26 333
Lappierre J% (1983) Franca Municipal 8333 (55,0) 81(1,2) 39 17,3
L 60

DopyrPedersen B Noruega Municipal 1038 (12,9) 54(0,8) 9 74
Beach PG®' (1979) EUA Estadual 7791 (8,1) - 22 -
Viens P% (1977) Canada Municipal 1688 (40,8) 52(2,1) 2 11

Os testes de imunofluorescéncia para IgM e IgG
foram os segundos mais citados e predominaram nos
estudos publicados antes da década de 1990 (Figu-
ra 3), assim como os testes de aglutinagao, terceiros
mais citados entre os 47 estudos de triagem das ges-
tantes para toxoplasmose. Ambos, IFI e aglutinagoes,
foram importantes substitutos do teste do corante,
por serem de facil execugcao e apresentarem baixo
custo e reduzido risco biolégico.

O teste do corante, quarto mais mencionado
para diagnoéstico pré-natal de toxoplasmose, é con-
siderado até os dias atuais como teste de referéncia.
Provavelmente por esse motivo, nunca deixou de ser
utilizado, tendo sido citado desde os estudos mais an-
tigos até os mais atuais.

O teste de avidez de IgG foi empregado pelos estu-
dos publicados a partir de 1990 e apareceu como o tes-
te confirmatério mais utilizado entre todos os progra-
mas de triagem da revisao sistemaética, principalmente
a partir de 2010 (oito entre nove estudos, 88,9%) (Figura
3). Esse teste revolucionou a triagem das gestantes para
toxoplasmose, por auxiliar na determinacao de qua-
dros de infecc¢ao recente ou tardia com IgM residual.

Portanto, foi possivel notar uma evolugao histori-
ca nas técnicas citadas para diagnostico da toxoplas-
mose em gestantes ao longo das cinco décadas que
a revisao sistematica abrangeu (desde 1966 até 2014,
Figura 3), refletindo o aperfeicoamento tecnolégico
que ocorreu nos laboratérios para acompanhar os
desafios diagnosticos da toxoplasmose em gestantes
na prética clinica.

O PCR em liquido amniético, apesar de nao ser
teste sorologico, foi considerado confirmatério em um
trabalho do grupo dos 17 artigos com abrangéncia po-
pulacional e resultados completos de todas as gestan-
tes. Sao conhecidas as limitacoes desse método como
teste de referéncia por depender da idade gestacional
da sua realizacao para confirmacao da infec¢ao por
T gondii na gestante e falta de padronizacao dos pri-
mers, mas 0 mesmo € bastante sensivel e, se positivo,
confirma o diagnoéstico de infecgao materna e fetal.

Acompanhando uma tendéncia mundial a pro-
pedéutica diagnodstica, pode-se perceber tendéncia
a descentralizacao da aten¢ao a saide da gestante
em relacao a toxoplasmose com coletas de amostras
bioldgicas em centros de atencao pré-natal periféri-
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cos, mantendo a analise concentrada nos laborat6-
rios de referéncia.

A maioria dos trabalhos encontrados € prove-
niente de paises do Velho Mundo (Figura 2), onde as
infec¢oes se dao por cepas menos virulentas do toxo-
plasma e causam doenca com menos gravidade.” No
Brasil e em outros paises latino-americanos, encon-
tram-se cepas mais patogénicas do parasito,””™ além
de situagao socioeconémica menos favorecida e alta
prevaléncia da doenca. Justifica-se, nas Américas, a
busca por programas de triagem adaptados a sua ex-
tensao territorial com grandes regidoes em desenvol-
vimento, onde os testes diagnosticos frequentemente
nao sao realizados. O uso de amostras de sangue
seco em papel-filtro torna a triagem acessivel ao uni-
verso da populagao, pois a coleta nao necessita ser
realizada por pessoal de laboratério especializado,
dispensa o deslocamento da gestante, pode ser con-
servada a temperatura ambiente e transportada pelo
correio, resultando em exames com baixo custo.

Nao houve, nesta revisao sistematica, publicacoes
comparando testes utilizados para triagem da toxoplas-
mose em amostras de papel-filtro e soro. Todos os pro-
gramas utilizaram amostras em soro e os artigos com
programas que utilizam amostras de sangue em papel-
-filtro nao preencheram os critérios de inclusao adotados
nesta revisao, ja que realizaram a comparagao pontual
entre os dois tipos de amostras e nao acompanharam
as gestantes de forma longitudinal. Cafiedo-Solares™
fez essa comparacao em ambiente controlado de labo-
ratério e observou 6tima concordancia entre os testes
(IgG e IgM) realizados nas duas amostras. Boa-Sorte et
al™ compararam amostras em sangue Seco e Soro para
triagem de diversas doencgas de transmissao congenita
em uma populacao de 692 gestantes na pratica clinica,
de forma transversal. Encontraram acuracia de 99,.7%
(IC95% 98,9-99,9) para diagnéstico da toxoplasmose
com o papel-filtro (em comparagao ao soro), em amos-
tra inica de cada gestante, sem seguimento longitudinal.

Ha necessidade de trabalhos que avaliem testes
e diferentes amostras em coortes de gestantes para o
sucesso dos programas de triagem brasileiros.

O assunto proposto para a revisao sistematica foi
ousado e abrangente. Foi necessario criar uma estra-
tégia de busca que restringisse o nimero de trabalhos
sobre o tema para objetivar a pesquisa. Se, por um lado,
esses critérios podem levar a um viés de amostragem
por diminuirem o universo pesquisado, eles também
permitem a exequibilidade da pesquisa, proporcionan-
do a manipulagao dos dados desses artigos finitos.
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Apenas um artigo citou o uso da classificacao de
Lebech et al.? para definir os perfis imunolégicos das
gestantes. E desejavel a padronizacao dos perfis so-
rologicos da toxoplasmose durante a gestagao para
que estudos de triagem sejam comparaveis de forma
fidedigna. Apesar disso, foi possivel dividir as gestan-
tes em grupos (infec¢ao passada, infec¢ao aguda e
suscetivel), de acordo com informag¢oes encontradas
no corpo dos artigos.

Os trabalhos selecionados apresentam popula-
¢oes e tamanhos de amostras diversos, assim como
diferentes épocas de publicacao e pluralidade dos tes-
tes diagnosticos, o que pode dificultar a comparagao
entre eles. Porém, a heterogeneidade permitiu uma
constatagao evolutiva das técnicas sorologicas de tria-
gem para toxoplasmose, utilizadas ao longo dos anos
de pesquisas clinicas, com um olhar abrangente entre
os diferentes paises, com diversas condi¢coes econo-
micas e sociais, o que enriqueceu o estudo.
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