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Resumo

A toxoplasmose é uma doenca de ampla distribuicdo geografica, sendo um grave problema de saude publica. A infecgao primaria durante a gravidez pode
causar infeccdo congénita ao feto e gerar consequéncias graves. Neste contexto, a reacdo em cadeia da polimerase (PCR) é atualmente um dos métodos
mais eficientes para investigacdo fetal em casos de suspeita de infeccdo. Portanto, o objetivo do presente estudo foi realizar uma revisao bibliogréfica
sobre a toxoplasmose congénita e seu diagndstico molecular através da PCR. Para tanto, foram pesquisados artigos publicados no periodo de janeiro
de 2010 a abril de 2021 em diferentes bases de dados usando os descritores "Reacdo em Cadeia da Polimerase", "Toxoplasma gondii" e "Toxoplasmose
congénita". A partir da pesquisa, foi possivel verificar que a combinacdo de métodos soroldgicos com a realizacao da PCR, principalmente no liquido
amniotico, constitui uma importante ferramenta para o diagnéstico antenatal e pés-natal da toxoplasmose congénita. Além disso, a PCR em tempo real
parece ndo apresentar melhores resultados em comparacao a PCR convencional. Nao obstante, estudos voltados a padronizagao da técnica visando
melhor sensibilidade sdo necessérios, uma vez que o diagnéstico da toxoplasmose gestacional/congénita permite a implementagéo do tratamento a
fim de minimizar as consequéncias da infeccao ao neonato.
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Abstract

Toxoplasmosis is a disease of wide geographical distribution, being a serious public health concern. The primary infection during pregnancy may
cause congenital infection of the infant and lead to serious consequences. In this context, the polymerase chain reaction (PCR) is currently one of the
most efficient methods for fetal investigation in cases when infection is suspected. Therefore, the present study aimed to conduct a literature review
on congenital toxoplasmosis and its molecular diagnosis by PCR. Thus, the research for papers published between January 2010 and April 2021 was
conducted in different databases, using the terms "polymerase chain reaction", "Toxoplasma gondii" and "congenital toxoplasmosis". It was possible to
verify that the combination of serological methods and PCR, mainly of the amniotic fluid, is a valuable tool the antenatal and post-natal diagnosis of
congenital toxoplasmosis. Furthermore, real time PCR seems to have no better results in comparison to conventional PCR. Nevertheless, studies related
to standardization of the technique aiming higher sensitivity are necessary since the diagnosis of gestational/congenital toxoplasmosis enables the
treatment in order to minimize the consequences of the infection to the infant.
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INTRODUCAO

A toxoplasmose é uma doenca de ampla distribuicao
geografica, o que a torna um grave problema de saude em
varios paises, sendo causada principalmente pela ingestao
de oocistos do protozodrio Toxoplasma gondii presentes na
agua, nos alimentos ou no solo contaminando com fezes
felinas, ou de cistos presentes em carne crua ou mal cozida.
-3 Quando a infecgdo ocorre durante a gravidez (transmissao
vertical), ha risco de infeccao congénita, que pode causar
lesbes graves ao feto.”? No entanto, aproximadamente 85%
dos recém-nascidos com toxoplasmose congénita nao apre-
sentam sinais clinicos evidentes ao nascimento.®” Quando
presentes, as manifestacdes podem ser encefalite, ictericia,
urticaria e hepatoesplenomegalia, geralmente associada a
coriorretinite, hidrocefalia e microcefalia, com altas taxas de
morbidade e mortalidade."”

As incidéncias de toxoplasmose no Brasil estao entre as
mais altas relatadas na literatura, ndo obstante a vigilancia
epidemioldgica especifica para esta doenca ainda estejaem
fase de estruturacao.® Mundialmente, a soroprevaléncia
da doenca é variada, possivelmente em decorréncia das
diversidades étnicas e geograficas relacionadas as condicdes
sanitarias, indices socioeconémicos e, ainda, de acordo com
a idade e a populacao estudada. A prevaléncia da infeccao
latente varia entre 10% e 75% na populacdo mundial, com
base em estudos soroldgicos.”®

A prevaléncia da infeccdo congénita varia de 0,1 a 0,3
por mil nascidos vivos. A taxa de transmissdo materno-fetal
aumenta com a idade gestacional, de menos de 15% na
132 semana de gestacdo para mais de 70% na 362 semana.
@ |sto ocorre porque a barreira placentaria é mais eficiente
no primeiro semestre de gestacao, permitindo a passagem
do protozoario em menos de 10% das gestantes infectadas.
Porém, a barreira placentaria se torna mais permeavel con-
forme a evolugdo da gestagao.”

Caso exista a suspeita de infeccao fetal, a amniocentese
deve ser realizada para a identificacdo do DNA do parasito.
Uma das técnicas que pode ser utilizada é a reacao em cadeia
da polimerase (PCR), um dos métodos mais eficientes para
investigacao fetal."” Neste contexto, é importante destacar
que o tratamento precoce e adequado das mulheres infec-
tadas durante a gravidez reduz as complicacdes, sequelas e
Obitos, tornando evidente os beneficios da triagem pré-na-
tal.2"" Portanto, o objetivo deste trabalho foi realizar uma
revisao bibliografica acerca do diagndstico da toxoplasmose
gestacional/congénita com énfase nos métodos moleculares.

MATERIAL E METODOS

Foi realizada uma revisao narrativa de carater descritivo
a partir de publicagdes em bases de dados on-line, relacio-
nada a utilizacdo da PCR no diagnéstico complementar da
toxoplasmose congénita. A coleta de material foi baseada na
busca de artigos cientificos publicados no periodo de janeiro
de 2010 aabril de 2021, nas bases de dados Biblioteca Virtual
da Saude (BVS), LILACS, PubMed (National Library of Medicine)
e SciELO (Scientific Electronic Library Online). Na pesquisa
foram utilizadas as seguintes palavras-chave: “reacdo em
cadeia da polimerase”, “Toxoplasma gondii", *
congénita’,bem como a combinacao entre elas, nos idiomas
portugués e inglés.

toxoplasmose

Inicialmente foram selecionadas 64 publicacdes através
da leitura do titulo e resumo, abrangendo artigos originais,
de revisdo e comunicacdes breves. As referéncias listadas
nos trabalhos selecionados, quando de livre acesso, também
foram utilizadas como fonte de pesquisa. Foram incluidos
artigos publicados no referido periodo, que priorizaram a
utilizagcao da técnica de PCR para o diagnéstico da toxoplas-
mose congénita. Foram excluidos da pesquisa monografias e
resumos, bem como artigos publicados no periodo anterior
aoano 2010, que utilizaram outros métodos no diagndstico
dainfeccéo, excluindo a PCR, ou ainda que demonstraram o
uso do teste para deteccdo de outras doencas.

RESULTADOS E DISCUSSAO

A partir dos critérios de inclusao e exclusao, 18 arti-
gos foram elegiveis para integrar a presente pesquisa. Na
Tabela 1, encontra-se a relacdo dos artigos publicados no
periodo abrangido sobre o uso da PCR no diagnéstico da
toxoplasmose congénita. Pode-se verificar que a maioria
dos estudos foi do tipo retrospectivo, sendo que o nimero
amostral variou de 12 a 1.386. No que concerne as técnicas
para diagnéstico da toxoplasmose congénita, a PCR do
liquido amnidtico foi a mais utilizada, seguida da PCR do
sangue materno e do neonato.

Os melhores métodos para deteccdo precoce da infeccao
congénita sdo ELISA (IgG e IgM), teste de avidez de anticorpos
IgG e PCR do liquido amniético. ™ O diagnéstico da infec-
cao materna é realizado atualmente pelo perfil sorolégico
da doenca aguda, que exibe positividade para anticorpos
IgM e IgG. Como os niveis de anticorpos IgM podem se
manter positivos por um longo periodo (até 18 meses) apds
a infeccdo, outros métodos devem ser utilizados, como o
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Tabela 1
Artigos publicados entre janeiro de 2010 e abril de 2021 sobre o uso da reacdo em cadeia da polimerase (PCR) no diagndstico da toxoplasmose gestacional/congénita
Tipo de estudo Numero amostral Técnica utilizada Referéncia
Estudo prospectivo 12 neonatos PCR do sangue periférico (12)
Revissio da literatura Nao se aplica PCR do material pIacgntarlo, |nocula§a,o de sangue fetal 13)
em camundongos, Elisa e cultura de células
Estudo trapsversal descritivo e 98 gestantes e seus 99 recém-nascidos (um parto laM, 196, avidez de lgG, PCR do liquido amnidtico 14
retrospectivo gemelar)
Estudo prospectivo 146 gestantes AvidezdelgGe PCB do Ilqy!do amniético, sangue (15)
materno e do corddo umbilical
Estudo retrospectivo 33 amostras de liquido amnidtico PCR comercial aninhado, PCR convencional e PCR em (16)
tempo real
Estudo prospectivo 23 neonatos com infeccao congénita e 31 ndo Avidez de Ig'G ’e'PCR convencional e em tempo real a7
infectados (sangue periférico)
Estudo retrospectivo 488 gestantes PCR do liquido amnidtico (18)
Estudo retrospectivo 1.386 gestantes com IgG positivo PCR do liquido amnidtico (19)
Estudo prospetivo 487 geftantes e.seus recém-nascidos (quando houve IgM, !g.G, PCR e avidez de IgG (todos avaliados no sangue 20)
deteccdo de anticorpos IgG) periférico)
Revisao da literatura (metandlise) 4.171 amostras PCR do liquido amnidtico (21)
Estudo retrospectivo 346 gestantes com suspeita de infecdo primaria lgG, IgM, avidez de IgG e PCR do liquido amniético (22)
Estudo prospectivo londitudinal 128 amostras clinicas (76 de liquido amnidtico e 52 de PCR, kit comercial Toxoplasma ELITe MGB (ELITech), Q)
prosp 9 placenta) kit comercial EXTRAblood e kit comercial QIA minikit
Estudo retrospectivo 65 pacientes com toxoplasmose congénita confirmada PCR do liquido amnidtico (23)
Estudo retrospectivo 778 gesta'nte's “’"? avidez baixa ou [ndeterm|nada de PCR em tempo real do liquido amnidtico (24)
IgG no primeiro trimestre de gestacao
Estudo de coorte prospectivo ﬁ]éd9e?i(;size:)ntes com lgG positivo ¢ IgM positivo ou PCR do liquido amnidtico, sangue materno e do neonato (25)
Estudo retrospectivo 216 pac|en'Fes e 43 fetos/criangas com Te.nos de12 PCR do liquido amnidtico (26)
meses de vida com toxoplasmose congénita
Estudo observacional transversal 80 gestantes com toxoplasmose gestacional PCR deliquido amnictico e placenta e/ou inoculagdo em 9)
camundongo
Estudo prospectivo 500 amostras de sangue materno e corddo umbilical IgG, IgM e PCR (se sorologia positiva) 27

teste de avidez de IgG, que resulta em baixa avidez (<30%)
para os casos cuja infec¢do ocorreu nas Ultimas 12 semanas
e alta avidez (>60%) para aqueles ocorridos ha mais de 12
semanas.“® Nos casos de infeccdo materna aguda ou nos
casos de exames sorologicos com alta suspeita de infeccdo
adquirida durante a gestacdo, deve-se fazer aamniocentese
eaPCR-exame que apresenta boa acuracia e que se tornou
procedimento de escolha no diagnéstico da infeccéo fetal.
(4 Em um estudo realizado com 12 neonatos, a toxoplas-
mose congénita foi confirmada em 50% destes pela PCR
positiva para o T. gondii no sangue periférico coletado até
15 dias ap6s o nascimento."? Cabe ressaltar que em um dos

neonatos a PCR positiva foi o primeiro exame que confirmou
o diagnéstico de toxoplasmose congénita, o que permitiu
o inicio do tratamento antiparasitario a fim de minimizar as
consequéncias da doenca.

A sensibilidade e especificidade dos testes usados paraa
investigacao da infecgao fetal tem sido relatada na literatura.
Em estudo realizado em Israel com fetos e/ou criangas com
menos de 12 meses de vida com toxoplasmose congénita, a
sensibilidade da PCR juntamente com o teste de IgM foi de
93%.%9 Em outro estudo, conduzido com neonatos infectados
e ndo infectados, a sensibilidade geral da PCR convencional
e em tempo real foi de 82,6%."” Achados de outro estudo
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comparativo incluem sensibilidades de 81% para PCR do
material placentdrio, 58% para inoculacdo em camundongos e
15% para cultura celular."® Por outro lado, uma sensibilidade
inferior, correspondendo a 54%, mas especificidade superior
(de 100%) foi relatada em um estudo realizado na Franca. A
sensibilidade variou de 33% a 68% quando o diagnostico
antenatal foi positivo e negativo ou ausente, respectivamente.
Os autores relacionaram tais diferencas na sensibilidade ao
tratamento antenatal dos casos diagnosticados.®

Alguns estudos tém evidenciado aimportancia de com-
binar os resultados do teste de avidez de IgG no sangue
materno e PCR do liquido amniético e sangue do neonato
para o diagnostico de toxoplasmose gestacional/congénita.
Entre eles, um estudo realizado no Japéo relatou PCR positiva
do liquido amniético da amniocentese pré-natal ou no parto,
ou no sangue do neonato. Mais de 50% dos casos investiga-
dos (7/12) foram diagnosticados como tendo toxoplasmose
congénita, e tinham baixa avidez de 1gG.%® OQutro estudo,
realizado com 346 gestantes sob suspeita de infeccdo primaria
pelo T. gondii, mostrou que a PCR do liquido amnidtico foi
negativa em apenas um dos 15 neonatos infectados com
0 protozoario.”? Os autores relacionam os resultados da
PCR negativa a falha do teste, erradicacdo do parasito pelo
tratamento antes da amniocentese e transmissao placenta-
ria tardia resultando na transmissao do protozodario apds a
amniocentese. Ademais, outro estudo evidenciou a transmis-
sao vertical da toxoplasmose em 28% (7/25) das pacientes
com anticorpos IgM positivo, através da realizacdo da PCR e
testes soroldgicos nos recém-nascidos.??

Apesar de a técnica de PCR ter sido utilizada como exame
complementar para diagnostico confirmatério da infeccéao
congénita, existem algumas inconsisténcias na literatura. Em
estudo realizado em um hospital publico do Rio de Janeiro,
a PCR apresentou resultado negativo nas sete gestantes
em que foi realizada, sendo inconclusiva para avaliacdo da
sua eficacia.’ A PCR também foi negativa quando usada
para triagem da toxoplasmose congénita/gestacional em
pacientes cuja sorologia foi positiva para anticorpos IgG
e IgM.?” Em outro estudo retrospectivo realizado na Itélia
com 778 pacientes no primeiro trimestre de gestacdo, com
avidez de IgG baixa ou indeterminada, a PCR do liquido
amniético foi positiva em apenas duas, sendo que, destas, o
diagnéstico de toxoplasmose congénita foi confirmado em
uma. Isso pode ter ocorrido porque as pacientes estavam em
tratamento.“? Em outro estudo, a PCR foi positiva no liquido
amnioético em apenas 6,2% (9/146) das pacientes com IgG
com baixa avidez."®

Ainda nesse contexto, os resultados de uma metanalise
acerca da realizacdo da PCR em liquido amniético reforcam
que estudos sobre ensaios de PCR para toxoplasmose fetal
sdo geralmente suscetiveis a viés.?" A falta de padronizacao
da PCR para Toxoplasma devido a diversidade de métodos
desenvolvidos em laboratério representa um obstaculo para
o diagnéstico da toxoplasmose congénita. No Brasil, além da
falta de padronizacdo dos testes, a falta de obrigatoriedade
em triar componentes sanguineos para toxoplasmose em
gestantes é um grave problema enfrentado no Sistema Unico
de Saude. Ademais, existem poucos grupos de estudo no Brasil
em area basica, para realizacao de pesquisas em genémica
e protedmica de cepas de T. gondii, para o design de novos
métodos diagndsticos, drogas parasiticidas e de um modelo
vacinal para humanos e animais.(2'4

No entanto, uma PCR positiva usando liquido amniético
ou sangue do corddo umbilical confirma a toxoplasmose
congénita, constituindo o teste bioldgico mais informativo
para o diagnéstico da doencga no pré-natal. Ressalta-se que
as mulheres gravidas devem ter um acompanhamento
sorolégico mensal, direcionando para aamniocentese e PCR
quando uma infec¢do primaria for documentada.?

Outro aspecto que deve ser destacado refere-se ao tipo de
PCR.APCRem tempo real é uma metodologia rapida, sensivel
e quantitativa de deteccao do T. gondii em amostras clinicas.
Este método pode ser usado para estimar a concentracdo de
parasitos no fluido corporal e, no caso de liquido amniotico,
é capaz de contribuir precocemente para o prognéstico da
toxoplasmose congénita.”® No entanto, cabe ressaltar que
ha relatos na literatura de pacientes IgM-negativos com PCR
positiva, o que pode implicar falsa positividade ou ocorréncia
de parasitemia na fase crénica da doenca."®

Os trés tipos de PCR (nested, convencional e em tempo
real) foram testados em um estudo. Dentre os achados,
observou-se que a PCR em tempo real nao foi mais sensivel
que a convencional. Ambas apresentaram sensibilidade de
88% e especificidade de 100%, ao passo que a nested-PCR
(kit comercial) apresentou sensibilidade menor que 50%,
demonstrando que os padrbes dos kits comerciais nao
devem se basear no DNA pré-extraido, mas devem ter como
objetivo avaliar o desempenho do método de extracdo e da
propria PCR.1® Similarmente, a PCR em tempo real também
ndo apresentou melhor sensibilidade em comparacédo a
convencional em outro estudo realizado com neonatos com
infeccdo congénita e nao infectados.!” Desta forma, mais
estudos sdo necessarios para explorar o potencial dessa
técnica no diagnostico da toxoplasmose.
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CONCLUSAO

A otimizacao de um rastreamento para a toxoplasmose
depende de fatores como o investimento na prevencéao pri-
maria nas mulheres soronegativas, antes e durante a gravidez,
rastreamento mensal da mulher soronegativa, diagnéstico
acurado de infeccdo fetal e terapéutica adequada para
cada caso, estudo evolutivo do recém-nascido infectado até
prova de que nao esta infectado e estudo evolutivo correto
nas criangas com infeccdo comprovada. Com estas acoes, a
prevencao primaria, secundaria e o diagndstico e tratamento
da toxoplasmose congénita estariam completos.

Diversos estudos nacionais e internacionais demonstra-
ram a importancia da utilizacdo da PCR para o diagnéstico
confirmatorio da toxoplasmose congénita. O pré-natal é
muito importante no acompanhamento de uma gestante
com toxoplasmose aguda, pois melhora consideravelmente
o prognostico de latentes infectados. A triagem materna
para a deteccao precoce da toxoplasmose é uma importante
ferramenta que permite a adocdo de medidas profilaticas
e/ou terapéuticas, reduzindo a taxa de transmissao vertical
e danos ao desenvolvimento do feto. A PCR constitui-se de
um instrumento valioso, no entanto o diagndéstico da toxo-
plasmose ainda é baseado na sorologia.

Apesar de muitos estudos terem utilizado a PCR para o
diagnostico confirmatorio da toxoplasmose gestacional/con-
génita nos ultimos anos, a comparagao de seus resultados esta
sujeita a vieses em virtude da prevaléncia da toxoplasmose
na populacdo amostrada, do periodo da coleta de amostras,
realizacao de tratamento pela gestante, do tipo daamostra e
técnica de PCR utilizada. Ndo obstante, as técnicas moleculares
se encontram em constante avaliacao, e sendo assim, apesar
de serainda cedo para determinar uma técnica padrao-ouro
diferente da sorologia, a PCR é um método promissor que
pode complementar os resultados soroldgicos e nortear a
conduta clinica.
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