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INTRODUCAO

Resumo

Objetivo: Validar o uso do teste soroldgico para toxoplasmose em papel filtro em amostras
de sangue de gestantes do municipio de Goiania e regido metropolitana. Métodos: Trata-se
de um estudo prospectivo, onde foram coletadas 1.006 amostras de sangue em gestantes
no municipio de Goiania e regido metropolitana. Todas as gestantes que concordaram par-
ticipar da pesquisa assinaram um Termo de Consentimento Livre e Esclarecido. A avaliagéo
do perfil sorolégico foi realizada pela técnica de ELISA (ensaio imunoenzimatico), com amos-
tras de soro e papel filtro, para pesquisa de anticorpos anti-Toxoplasma gondiidas classes
IgM e IgG, sendo que o kit utilizado ndo é padronizado para a pesquisa de anticorpos IgM no
papel filtro. A analise estatistica foi processada no banco de dados do programa Epilnfo®
versdo 3.2.1, que avaliou a prevaléncia de soropositividade, frequéncia de positividade no
soro, frequéncia de positividade no papel filtro, sensibilidade, especificidade, valor preditivo
positivo, valor preditivo negativo e indice kappa. Resultados: Na andlise realizada no soro
obtiveram-se 421 amostras positivas para anticorpos da classe IgG e trés positivas para
anticorpos da classe IgM. Em papel filtro obtiveram-se 443 positivas para anticorpos da
classe IgG e uma positiva para anticorpos da classe IgM. Conclusao: O estudo permitiu
identificar a semelhanga de amostras positivas tanto com o uso do soro como no papel filtro
para pesquisas de anticorpos da classe IgG, porém, para a pesquisa de anticorpos da
classe IgM, o uso do soro apresentou maior sensibilidade quando comparado ao exame
realizado com o papel filtro.
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oculares, auditivas e morte intradtero. A taxa de soro-
conversao materna esta relacionada ao contato com uma

A toxoplasmose é uma zoonose de ampla distribuicéo
geografica, geralmente assintomatica, causada pelo
protozoario intracelular obrigatério Toxoplasma gondii. Ain-
feccdo pode ser adquirida por meio da ingestdo de carne
crua ou malcozida contendo cistos teciduais, pela ingestao
acidental de oocistos liberados pelas fezes dos felideos, que
podem estar presentes em agua e/ou alimentos, ou, ainda,
pela transmissao transplacentaria por taquizoitos."

Nesse caso, o parasito é capaz de atravessar a bar-
reira transplacentaria, atingir o concepto e ocasionar a in-
feccdo congénita, levando a perturbagdes neurologicas,

fonte de infecgéo, ao nimero de mulheres susceptiveis, res-
posta imunolégica materna e a prevaléncia em uma deter-
minada comunidade. Anecessidade de um diagnéstico pre-
coce e definitivo se faz necessaria porque auxilia na pre-
vengdo de casos mais graves.?

No curso dainfecgédo ocorrem quase que simultanea-
mente, a producéo de anticorpos da classe IgM e 1gG, que
permitem que os testes sorologicos se tornem de grande
importancia para o diagnoéstico e estabelecimento da fase
da doenca. A distingéo entre as fases aguda e cronica é de
suma importancia clinica, principalmente porque a infecgcéo
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vertical ocorre no periodo inicial da infeccdo quando a ges-
tante soronegativa passa a ser soropositiva. Existem varias
técnicas sorolégicas para o diagnostico da toxoplasmose,
e os principais testes s@o o imunoenzimatico (ELISA), teste
de hemaglutinagdo indireto (HAI) e a imunofluorescéncia
indireta (IF1).®

O método laboratorial de escolha utilizado na maioria
dos laboratérios clinicos é o imunoenzimatico (ELISA), cuja
técnica se baseia na pesquisa de anticorpos das classes
IgM e IgG e apresentam elevada sensibilidade e especi-
ficidade. A deteccédo de anticorpos IgM séo sugestivos de
fase aguda, enquanto anticorpos IgG sao sugestivos de fase
cronica.¥

O papel filtro é utilizado como uma alternativa para a
coleta do sangue total, pelo baixo custo e facilidade no
armazenamento e transporte de amostras, uma vez que es-
tas estao estaveis e néo infectantes podendo ser transpor-
tadas para laboratérios especializados sem a necessidade
de refrigeragéo e acondicionamento especiais. O papel fil-
tro é utilizado principalmente na realizagdo da triagem
neonatal (teste do pezinho) e de triagem do pré-natal (teste
da mamae) onde é realizada a pesquisa de anticorpos es-
pecificos para diversas doengas como toxoplasmose, virus
da imunodeficiéncia humana (HIV), sifilis, citomegalovirus,
rubéola, hepatites B e C, doenca de Chagas e virus linfo-
tropico da célula T (HTLV).“ Portanto, o objetivo do presen-
te estudo foi validar o uso do papel filtro no teste sorolégico
para toxoplasmose.

MATERIAL E METODOS

Consideragdes éticas

O estudo foi aprovado pelo Comité de ética em Pes-
quisa da Pontificia Universidade Catoélica de Goidas com o
parecer de N°36980714.5.0000.0037, em consonancia as
questdes éticas contidas na Resolugéo 466/12 do Conse-
lho Nacional de Saude.

Selegao do grupo de estudo

Foirealizado um estudo de prevaléncia em gestantes,
no municipio de Goiania e regiao metropolitana. As pacien-
tes eram provenientes do Sistema Unico de Saude (SUS) e
foram atendidas nos servigos de salide do estado de Goias,
no Centro de Atencéo Integral a Satide (CAIS) Nova Era, no
municipio de Aparecida de Goiania, na Unidade Basica de
Saude (UBS) da Vila Mutirdo, no Hospital e Maternidade
Dona Iris e na Secretaria de Promocéao Social localizada na
cidade de Inhumas-GO, no periodo de outubro de 2014 a
janeiro de 2016.

A selec¢é@o das gestantes foi aleatéria nas unidades de
salde. Apos serem convidadas e receberem todos os es-
clarecimentos a respeito da pesquisa, as que concordaram
em participar assinaram o Termo de Consentimento Livre e
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Esclarecido (TCLE). Quando menor de idade, foi coletada
a assinatura do responsavel legal. Em seguida foi aplicado
um questionario socioeconémico para avaliagéo dos habi-
tos alimentares, fatores demograficos, comportamentais e
obstétricos. Todas as perguntas feitas foram relacionadas
com os possiveis fatores de risco para adquirir a toxo-
plasmose, tais como: origem dos alimentos, da dgua e des-
tino do esgoto, modo de criagcdo de animais domésticos
(caes e gatos), habitos de higiene, dados obstétricos como
idade gestacional e relatos de abortos pregressos.

Coleta de amostras bioldgicas

A coleta de sangue venoso foi realizada com a utiliza-
céo de seringas descartaveis de 5 mL e imediatamente a
amostra foi distribuida nas areas demarcadas no papel fil-
tro Whatman 903®, sendo o restante acondicionado em tu-
bos de 4 mL contendo gel separador para a obtencéao de
soro, e o material identificado com as iniciais de cada paci-
ente e numero de registro. As amostras foram encaminha-
das para o Instituto de Patologia Tropical e Saude Publica
da Universidade Federal de Goias (IPTSP-UFG), para a
realizacdo da pesquisa de anticorpos das classes IgM e IgG
anti-T. gondii, tanto no soro como no papel filtro.

Avaliacao do perfil sorolégico

Foi utilizado o kit comercial SERION ELISA classic®,
seguindo todas as orientagdes do fabricante sendo que este
kit € padronizado apenas para pesquisa de anticorpos IgG
utilizando papel filtro, porém, nesta pesquisa foram realiza-
dos testes de IgM com essa marca para avaliagdo da
acuracia.

O kit SERION ELISA classic® baseia-se na interacao
especifica de anticorpos com os antigenos corresponden-
tes. As cavidades da microplaca sédo revestidas com
antigenos especificos de T. gondii. Se existirem anticorpos
especificos na amostra, estes seréo ligados ao antigeno
fixo. Um anticorpo secundario, que foi conjugado com a
enzima fosfatase alcalina, detecta e liga-se ao complexo
imune (antigeno/anticorpo). O substrato incolor p-nitro-
fenilfosfato é entdo convertido no produto corado p-nitro-
enol. Aintensidade do sinal do produto desta reacao é pro-
porcional a concentragéo do analito na amostra e é medi-
do por fotometria.

Os resultados foram apenas qualitativos, expressos em
reagentes e ndo reagentes, tanto para IgG quanto para IgM,
podendo ser encontradas qualquer uma das seguintes situ-
acles: sororreatividade (IgG reagente/IgM reagente; 19G
reagente/lgM ndo reagente; IgG ndo reagente/IgM reagente)
e susceptibilidade (IgG néao reagente/IlgM nao reagente). Ao
finalizar os testes sorol6gicos, as pacientes que apresenta-
ram sorologia condizente com a fase aguda da infecgéao fo-
ram informadas sobre os resultados e encaminhadas ao cli-
nico que as acompanhava durante o pré-natal.
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Analise estatistica

Os resultados das sorologias foram processados no
programa Epilnfo® verséo 3.2.1. Foi realizada a avaliagédo
da prevaléncia, a frequéncia de positividade no soro e pa-
pel filtro; para a comparacéo entre as amostras foi calcula-
da a sensibilidade, especificidade, valor preditivo positivo
(VPP), valor preditivo negativo (VPN) e o indice kappa (),
sendo que os resultados obtidos a partir da amostra de soro
foram adotados como padréao-ouro.

Os calculos de sensibilidade, especificidade, VPP,
VPN e « foram calculados em tabela de contingéncia ou ta-
bela 2x2 (Tabela 1).

Tabela 1 - Tabela de contingéncia 2 x 2 utilizada para analise

Teste Padréo Ouro Total
Positivo Negativo
Positivo a b a+b
Negativo c d c+d
Total a+c b+d n

A sensibilidade a/(a+c) é definida como a capacidade
de um teste detectar os individuos verdadeiramente positi-
vos, ou seja, de diagnosticar corretamente os doentes. A
especificidade d/(b+d) é definida como a capacidade de um
teste detectar os verdadeiros negativos, isto €, de diagnosti-
car corretamente os individuos sadios. O valor preditivo posi-
tivo a/(a+b) é a proporgéo de doentes entre os positivos no
teste. O valor preditivo negativo d/(c+d) é a proporcéo de sa-
dios entre os negativos no teste. O indice kappa informa a
proporgéo de concordancia, entre técnicas além do espera-
do, que varia de "menos 1" (completo desacordo nas leitu-
ras) a "mais 1" (completo acordo nas leituras), onde zero in-
dica 0 mesmo que leituras feitas ao acaso. Tabela 2.9

Tabela 2 - Escala de concordancia para interpretagédo do indice
kappa

Kappa Concordancia

< 0,00 Nenhuma
0,00 - 0,20 Fraca
0,21 - 0,40 Sofrivel
0,41 - 0,60 Regular
0,61-0,80 Boa
0,81-0,99 Otima

1,00 Perfeita
RESULTADOS E DISCUSSAO

Foram analisadas 1.006 amostras no papel filtro
sendo 443 positivas e 563 negativas para IgG anti-T.
gondii, uma amostra positiva e 1.005 negativas para IgM
anti-T. gondii. No soro foram 421 amostras positivas e
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585 negativas para IgG, trés amostras positivas e 1.003
negativas para IgM (Figura 1).

1.006
amostras
[ 1
Papel
filtro Soro
IgM l IgG IgM lgG
1 l 1.005 443 J 563 3 1.003 4 585
positiva gati positivas| |negativas| | positivas| |negativas| | positivas| |negativas

Figura 1. Resultado das amostras analisadas com papel filtro e soro.

A sensibilidade calculada para IgM foi de 33,3% e para
1gG foi de 89,3% no papel filtro em comparagéo com a amos-
tra de soro, sendo que a determinada pelo fabricante no
soro foi de 97,8% para IgM e de 98,2% para IgG. Em um
estudo com gestantes realizado no estado do Mato Grosso
do Sul, foi encontrada uma sensibilidade de 99,4% para IgM
e de 99,3% para IgG no papel filtro.® Em Minas Gerais, re-
alizou-se uma comparacao entre ensaios imunoenzimaticos
em amostras de papel filtro e soro, e a sensibilidade encon-
trada foi de 56,8% para IgM e de 84,0% para IgG no papel
filtro pela técnica de ensaio imunoenzimatico por fluores-
céncia (ELFA).® Em Brasilia, na analise comparativa entre
soro e papel filtro, foi demonstrada uma sensibilidade de
99,83% no papel filtro para IgM.®

Analisando-se a sensibilidade na comparacao entre
soro e papel filtro para diagnéstico de outras doencas in-
fecciosas, no estudo do Mato Grosso do Sul, foi encontra-
da uma sensibilidade de 100% para citomegalovirus IgM
e de 99,6% para IgG, de 99,5% para doenca de Chagas
IgG, de 100% para herpes simples 1 e 2 IgM, de 97,9%
para IgG, de 98,1% para hepatite C 1gG, de 99,7% para
HBsAg, de 99,5% para anti-HBC, de 100% para HTLV | e
I, de 98,9% para sifilis IgG e de 99,6% para rubéola IgM e
1gG. Em outros estudos realizados com papel filtro, no
Rio de Janeiro, foi encontrada uma sensibilidade de 100%
para deteccdo de HIV 1 e 2 e para T. pallidum, e para
anti-HCV foi de 89,58%:® no estudo realizado no Instituto
Oswaldo Cruz, foi encontrada uma sensibilidade de 90,5%
para anti-HBc, de 97,6% para HBsAg e de 78,0% para
anti-HBs.® No estudo com papel filtro em Goias foi encon-
trada a sensibilidade de 100% para doenga de Chagas.("®

A especificidade calculada para IgM neste estudo
foi de 100% e para IgG de 88,5%, no papel filtro, sendo
que a indicada pelo fabricante no soro foi de 95,7% para
IgM e de 99,4% para IgG. No estudo do Mato Grosso do
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Sul, foi encontrada uma especificidade de 99,8% para IgM
e de 99,8% para IgG no papel filtro.® Em Minas Gerais, foi
de 98,4% para IgM e de 96,9% para IgG,!'? enquanto que,
no estudo em Brasilia, foi encontrada uma especificidade
de 98,73% para IgM.®

Ao se analisar a especificidade para outras infecgdes,
o estudo do Mato Grosso do Sul encontrou uma especifi-
cidade de 97,7% para citomegalovirus IgM, de 100% para
IgG, de 99,8% para doenca de Chagas IgG, de 98,9% para
herpes simples 1 e 2 IgM, de 99,5% para hepatite C 1gG,
de 99,8% para HBsAg, de 99,8% para Anti-HBC, de 99,9%
para HTLV | e Il, de 99,9% para sifilis e de 99,8% para ru-
béola IgM e 1gG.”* No Rio de Janeiro, foi encontrada uma
especificidade de 100% para detecgcédo de HIV 1 e 2 e para
T. pallidum e, para Anti-HCV, foi de 99,81%;® no estudo
realizado no Instituto Oswaldo Cruz, foi encontrada uma
especificidade de 92,6% para anti-HBc, de 96,7% para
HBsAg e de 97,3% para anti-HBs.® No estudo com papel
filtro para doenca de Chagas em Goias, foi de 100%.(0

O valor preditivo positivo (VPP) foi de 100% para
IgM e de 84,9% para IgG. O valor preditivo negativo (VPN)
foi de 99,8% para IgM e de 92,0% para IgG. No estudo
em Minas Gerais, o VPP encontrado foi de 63,6% para
IgM e de 97,3% para IgG, e o VPN foi de 97,5 para IgM e
de 96,4% para IgG.® O indice kappa calculado para IgG
foi de 0,88, sendo classificado com uma 6tima concor-
dancia entre soro e papel filtro. Para IgM foi de 0,49, clas-
sificado com uma concordancia regular. Em um estudo
realizado em Brasilia, o k¥ encontrado foi de 0,98, indi-
cando uma 6tima concordancia entre o soro e papel filtro
para IgM.®

Sugerimos que o «k tenha sido regular para IgM de-
vido ao fato de que o kit utilizado para a realizagcé@o dos
exames ainda néo foi validado para utilizagdo do materi-
al colhido em papel filtro. Excluimos interferéncias do fa-
tor reumatoide, pois na metodologia utilizada ele é inclu-
ido para evitar falsos positivos de IgM.

CONCLUSAO

Demonstramos uma boa sensibilidade, especificidade
e uma 6tima concordancia para a pesquisa de anticorpos
da classe IgG, devido a semelhancga entre os resultados en-
contrados em papel filtro e soro. Porém, a adaptacédo do
uso do Kit comercial para a pesquisa de anticorpos da classe
IgM em papel filtro apresentou uma boa especificidade e
baixa sensibilidade, demonstrando uma concordancia re-
gular quando comparado ao soro.

Devido ao indice kappa néo ter apresentado valor es-
perado para IgM como foi para IgG, sugerimos que novas
pesquisas sejam realizadas, até que haja a padronizacao
do kit para realizacéo de exames utilizando amostras em
papel filtro.
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Abstract

Objective: To validate the use of the serological test for toxoplasmosis
in filter paper in blood samples from pregnant women from the city of
Goiania and the metropolitan region. Methods: This is a prospective
study in which 1,006 blood samples were collected in pregnant women
in the city of Goiénia and in the metropolitan region. All pregnant women
who agreed to participate in the study signed a Free and Informed Consent
Form. Serological profile evaluation was performed using ELISA
(immunoenzymatic assay), with serum and filter paper samples, to
investigate anti-Toxoplasma gondii antibodies of the IgM and IgG clas-
ses, and the kit used is not standardized for the research of IgM antibodies
on the filter paper. Statistical analysis was performed in the database of
the Epilnfo® version 3.2.1 program, which evaluated the prevalence of
seropositivity, frequency of serum positivity, filter paper positivity frequency,
sensitivity, specificity, positive predictive value, negative predictive value
and index the kappa. Results: In the serum analysis, 421 samples were
positive for antibodies of the IgG class and three were positive for
antibodies of the IgM class. In the filter paper yielded 443 positive for
antibodies of the IgG class and one positive for IgM class antibodies.
Conclusion: The study allowed to identify the similarity of positive
samples both with the use of serum and in the filter paper for IgG class
antibodies. However, for serum IgM antibodies, the use of serum was
more sensitive when compared to serum IgG. taken with the filter paper.
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Diagnosis; serology; pregnant women; toxoplasmosis
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