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Diagnostico molecular da toxoplasmose: revisao

Molecular diagnosis of toxoplasmosis: review

Alicia Kompalic-Cristo" *3; Constanca Britto% Octavio Fernandes?

TR resumo

Toxoplasmose A toxoplasmose infecta milhdes de pessoas no mundo inteiro, sendo que a prevaléncia da infeccdo huma-
Toroplasma gonli na na maioria dos paises esta entre 40% e 50%. No Brasil essa taxa aumenta até 80%, dependendo da

area estudada. Na maioria dos hospedeiros a infecgdo é assintomatica. A mulher gravida com sorologia
Diagndstico

negativa pode contribuir para o incremento da morbidade, transmitindo o Toxoplasma gondii para o
PCR feto, através da placenta, se adquirir toxoplasmose aguda durante a gravidez. O diagnéstico da toxo-
plasmose aguda é baseado na deteccéo de IgM anti-Toxoplasma gondii circulante. A alta sensibilidade
das técnicas soroldgicas atuais trouxe a realidade da presenca de IgM residuais confundindo muitas vezes
o diagnéstico final. Nesse sentido, as técnicas moleculares, tais como a reacéo em cadeia da polimerase
(PCR), podem ajudar a uma melhor interpretacéo do estado real da interacdo parasito/homem, embora
sejam ainda pouco validadas para uso na rotina de diagnéstico laboratorial da toxoplasmose.

abstract lSE
Toxoplasmosis infects millions of people worldwide. The prevalence of human infection in many countries is | Toxoplasmosis
estimated in approximately 40% to 50%. In Brazil this rate increases up to 80%, depending on the studied
area. The majority of human hosts present the infection as asymptomatic carriers. Serologically negative preg-
nant women may contribute to a higher morbidity of the disease due to parasite transmission to the fetus via | Diagnosis
placenta if acute toxoplasmosis is acquired during pregnancy. The diagnosis of acute toxoplasmosis has relied | pcg

on the evidence of circulating anti-parasite IgM. The high sensitivity of the present serological techniques has
brought results of residual IgM eventually confounding final diagnosis. In this scenario, the molecular techni-
ques, such as the polymerase chain reaction (PCR), may promote a better interpretation of the real status of
human/parasite interaction, although they have not been extremely validated for routine use in the diagnosis
of toxoplasmosis.

Toxoplasma gondii

A toxoplasmose é uma zoonose de distribuicdo

Introducéo

O Toxoplasma gondii foi descoberto quase ao mes-
mo tempo por Nicolle e Manceaux, na Tunisia, e por

universal que acomete milhdes de pessoas no mundo.
Em diversos paises, tém sido descritas soroprevaléncias

Splendore, no Brasil, em 19083 69, E um protozoério
intracelular, que pode parasitar os mais diversos tecidos
de vérios mamiferos e aves. Seu ciclo de vida é conhecido
desde finais da década de 1960, embora muitos porme-
nores da infec¢do ainda precisem ser esclarecidos®.

que variam de 15% a 85% na populacdo humana®.
Em criangas, a soroprevaléncia é relativamente baixa,
aumentando de acordo com a idade, com a exposicao a
mais fatores de risco durante o transcorrer da vida- "7
No Brasil, a soroprevaléncia tem sido determinada entre
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50% e 80%"". Em Recife essa taxa é de 64% e 79%"%: no
Rio de Janeiro se observou uma soroprevaléncia de 79%; em
Manaus, de 71%; em Séo Paulo, de 68%; e entre indigenas
brasileiros, variou de 52% a 65%®™.

A parasitose pode se apresentar de diversas formas no
organismo humano, porém estudos sorolégicos indicam
que mais de 80% das infecgcdes primarias por T. gondii sdo
assintomaticas??.

Para que a toxoplasmose congénita possa ocorrer, a
infeccdo primaria deve se apresentar durante a gravidez®
17, Assim, a multiplicacdo dos taquizoitas pode ser acom-
panhada da infeccdo da placenta, levando a possibilidade
de transmissdo vertical. No feto, o parasito se aloja em
células do sistema fagocitico-mononuclear, dando origem
as estruturas intermedidrias denominadas pseudocistos;
espalha-se por via sangiiinea ou linfatica para qualquer
6rgéo ou tecido, incluindo sistema nervoso central e olhos,
pelos quais tem um tropismo maior®.

As mulheres com infeccdo cronica por T. gondii ndo
contaminam seus filhos durante o periodo intra-uterino, e
também ndo existem provas de que a toxoplasmose em
etapa cronica seja causa de abortos. Os casos de reativa¢do
da infeccdo pelo T. gondii, causados por imunossupressao
materna, poderiam levar a infeccdo do feto durante a gravi-
dez®?. O sucesso da infeccéo fetal depende de fatores como
viruléncia do T. gondii, desenvolvimento placentério, idade
gestacional e carga parasitaria, entre outros®.

Durante o primeiro trimestre da gestacdo, a infeccdo
pelo T. gondii pode levar a morte fetal. No segundo trimes-
tre, pode ocasionar a chamada tétrade de Sabin, em que
o feto apresenta hidrocefalia, com macro ou microcefalia
(em 50% dos casos), retinocoroidite (em 90% dos pacientes
com infecgdo), calcificacdes cerebrais (em 69%) e retardo
mental ou perturbacdes neurolégicas (em 60% dos casos);
o recém-nascido também pode apresentar lesGes iniciais
como nédulos miliares disseminados por todo o encéfalo,
ou em torno de focos necréticos; os ventriculos cerebrais
podem estar dilatados e as lesdes cerebrais podem se cal-
cificar. Do mesmo modo, outras alteracdes oculares ainda
podem acontecer, como graus varidveis de degeneracéo
e edema de retina, lesdes vasculares da cordide, neurite
6ptica, microftalmo, nistagmo, estrabismo, entre outras.
Entre as manifestacdes neuroldgicas podem ser citadas as
perturbacdes psicomotoras, convulsdes, opistétono, etc. As
criancas que sobrevivem a toxoplasmose congénita sdo, na
maioria das vezes, mentalmente retardadas®®.

A manifestacéo clinica da toxoplasmose no momento
do nascimento é infreqliente, porém é a forma mais grave

de apresentacdo no neonato. Ela pode se apresentar como
infeccdo generalizada, com hepato e esplenomegalia,
miocardite, pneumonia, ictericia, num recém-nascido
de aspecto prematuro, o que geralmente corresponde a
infeccdes tardias durante a gravidez. As infec¢bes congé-
nitas, na sua maioria, sdo assintomaticas no momento do
nascimento, porém a quase totalidade dos neonatos com
tais doencas apresentam sequelas em algum momento da
vida, principalmente complicacdes de tipo ocular ou do
sistema nervoso central. Muitos casos de retinocoroidite na
vida adulta podem ser consequiéncia de uma toxoplasmose
congénita assintomatica no momento do nascimento®.

O diagnéstico definitivo de toxoplasmose congénita
pode ser dificil em criancas nascidas de mées nas quais foi
diagnosticada ou suspeitada a infeccdo durante a gravidez.
Materiais para investigacdo do parasito ou amostras de
sangue seriadas podem n@o estar disponiveis e, em adicéo,
o diagnoéstico soroldgico é complicado pela presenca de
IgG materna antitoxoplasma, a qual pode ser detectada no
sangue da crianca durante o primeiro ano de vida“®.

A maior parte dos casos de toxoplasmose pés-natal
ou adquirida ndo exibe um quadro clinico definido. Nos
individuos imunocompetentes a parasitose costuma ser as-
sintomatica®’? ou oligossintomatica, enquanto nos pacien-
tes imunocomprometidos (portadores de HIV, neoplasias,
transplantados, entre outros) podem ocorrer quadros de
gravidade variavel, capazes de provocar a morte. E consi-
derada uma das maiores causas de morbimortalidade em
pacientes com sindrome de imunodeficiéncia adquirida
(AlDS)(ZO, 24, 43)'

O sistema imunolégico desenvolve imunidade humoral
ativada pelo sistema complemento, preferencialmente com
anticorpos IgM e IgA, no caso de transmissao oral mediada
pela ingestdo de oocistos madurost'% %), e posteriormente
com IgG e IgE. A IgM aparece aproximadamente na pri-
meira ou na segunda semana ap6s a infeccéo, alcancando
um pico em seis a oito semanas, quando entdo declina.
Pode permanecer no paciente até quatro a seis meses
ap6s o inicio da infeccdo por T. gondii (etapa considerada
aguda ou recente) ou persistir em titulos baixos por mais
de 12 meses, sendo considerada IgM residual™. A IgG se
encontra também presente desde o inicio da parasitose,
porém ndo desaparece totalmente, mantendo niveis no
soro por toda a vida, embora possam ser mais baixos. Essa
etapa equivale a fase cronica ou latente da doenca. Para
se ter certeza do momento da infeccéo toxoplasmica em
que se encontra um individuo, é necesséria a realizacdo de
testes sorolégicos que detectem anticorpos anti-T. gondii,
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do tipo IgM e IgG, principalmente. A presenca de altos
niveis de IgG, assim como a persisténcia de IgM durante
periodos longos de tempo, complica a interpretacéo dos
testes soroldgicos e a discriminacéo entre casos agudos e
cronicos'16:38),

Diagnéstico laboratorial

Ainfeccdo pelo T. gondii pode ser diagnosticada indire-
tamente, através de métodos soroldgicos, e diretamente,
por reacdo em cadeia da polimerase (PCR), hibridacéo,
isolamento e anatomopatologia®".

Sorologia

O primeiro teste disponivel para detectar anticorpos
especificos anti-T. gondii foi a reacéo de Sabin-Feldman
(dye test). Cinquienta anos depois da sua descrigao, ainda
é considerado um teste de referéncia com taxas altas de
sensibilidade e especificidade. Entretanto, a sua utilizacdo
tem sido restrita pelo uso obrigatério de toxoplasma vivo,
o0 que traz graves problemas de biosseguranca®?.

O sorodiagnoéstico € vastamente usado nos exames de
rotina da gravida para se prevenir a toxoplasmose congé-
nita. Diferentes técnicas tém a propriedade de detectar
esses anticorpos no sangue dos pacientes. Testes como
imunofluorescéncia, hemoaglutinacdo, immunosorbent
agglutination assay (ISAGA), enzyme-linked immunosorbent
assay (ELISA) ou microparticle enzyme immunoassay (MEIA)
tém papel principal no cenério do diagnéstico da infeccdo
pelo T. gondiit®11-3251-63) Tém sido evidentes certas limita-
¢Oes desses métodos, uma vez que sao descritas falhas ao
detectar IgG e IgM durante a fase ativa da infeccao, e tem
sido demonstrado que esses anticorpos podem ndo ser
produzidos durante as primeiras semanas da parasitemia®.
Sendo assim, o risco de toxoplasmose congénita pode ndo
ser detectado nesses casos.

Mais recentemente evidenciou-se que a avidez da IgG
pelo antigeno de T. gondii (que mede a capacidade de
ligagdo entre esse anticorpo e seu antigeno) medida pela
afinidade funcional aumenta com o passar do tempo®“?.
Isso, segundo a opinido de vérios autores, € um marcador
informativo a medida que a baixa avidez da IgG poderia
ser interpretada como indicador do diagnéstico de infecgdo
toxoplasmica recente, em combinacdo com um painel de
outros exames®?, porém ainda é evidente uma extensa
janela de valores indeterminados®@- 9.

De igual forma, o diagnéstico sorolégico da toxoplas-

mose é complicado em pacientes imunocomprometidos,
fetos, recém-nascidos, receptores de érgaos transplantados
e principalmente, em pacientes com AIDS. Nesses casos e
nas gestantes com diagndstico sorolégico presuntivo de fase
aguda, a deteccdo direta do parasito pode ser proposta®“®
4.0 surgimento do virus da imunodeficiéncia humana
(HIV) tem incrementado a necessidade de diagnésticos
mais sensiveis e eficientes para infeccdes oportunistas. A
toxoplasmose latente tem o risco de se transformar em
encefalite toxoplasmica nesses pacientes“!“2. Do mesmo
modo, tem se incrementado a necessidade de diagnésticos
precoces para detectar a reagudizacdo de toxoplasmose
latente em pacientes com outros tipos de imunossupressao,
tais como cancer, transplante de érgaos e outras®“.

Isolamento

O isolamento do parasito de sangue ou outros fluidos
corporais demonstraria uma possivel infeccdo aguda®".
Métodos tradicionais de detec¢do direta do parasito como
diagnéstico inequivoco sdo dificilmente realizaveis nessa
doenca, devido a ampla disseminacdo do seu agente causal
e ao seu tropismo por vdrias células do organismo humano,
gerando negatividade repetida na pesquisa direta do toxo-
plasma‘’ 3”72, De igual forma, sabe-se que a parasitemia
€ detectavel de forma intermitente em alguns pacientes®*
35449, Por ser um parasito intracelular obrigatério, a cultura
in vitro € complicada de ser mantida, tem custo elevado e
necessita de longo tempo para fornecer resultado, muitas
vezes s6 sendo efetiva em menos de 50% dos casos. O
isolamento do parasito pode ser feito com a inoculagdo em
camundongos, o que é mais sensivel, porém requer de trés

a seis semanas e manutencao de animais em biotérios?®
33, 39, 45, 50)'

Métodos moleculares

Durante os Gltimos 15 anos, o diagndstico de agentes
infecciosos inclui o uso de tecnologia que envolve os éci-
dos nucléicos. O diagndstico de organismos parasitarios é
o Ultimo campo da microbiologia clinica que incorporou
essas técnicas, devido aos custos altos dos ensaios de bio-
logia molecular e as baixas prevaléncias dessas infeccdes
em paises que estdo na vanguarda da biotecnologia. A
presenca do parasito pode ser demonstrada através de seus
componentes antigénicos ou de segmentos de DNA.

Em 1985, a estratégia para se amplificar um alvo geno-
mico mediante a replicacdo do DNA in vitro foi descrita®”. O
ensaio da PCR é uma técnica utilizada em testes clinicos para
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deteccéo de alteracdes genéticas ou infeccdes por diferentes
agentes etiol6gicos®??. Avancos recentes no conhecimento
do genoma do T. gondii tornaram possivel a utilizacdo da
PCR para a deteccdo do parasito® 72.

Amostras de sangue testadas para se investigar para-
sitemia por ensaios de PCR, amplificando-se segmentos
dos genes B1 e P30 de T. gondii, mostraram o potencial da
técnica para o diagndstico ndo-invasivo da toxoplasmose
disseminada®'. 23 38 64 70),

Diferentes pares de iniciadores para replicacdo in vitro
dirigidos a diferentes alvos tém sido utilizados. O primei-
ro a ser testado e mais amplamente usado é o gene B1,
que se encontra repetido em 35 cépias no genoma do
protozodrio parasito. Diversos grupos designaram varios

iniciadores que se anelam em diferentes localizacdes do
gene(9, 28, 46, 54, 68, 69)_

O gene BT possui um tamanho de 2,2Kb, foi isolado e
descrito por Boothroyd et al. (1987), demonstrando ter uma
natureza repetitiva no genoma. Burg et al. (1989) demons-
traram a alta sensibilidade da PCR na deteccdo de apenas
um parasito presente no lisado celular usando o gene B1
como alvo de amplificacdo. Junto a 100 mil células humanas,
esses autores conseguiram detectar até um Unico parasito.
Os resultados mostravam a alta especificidade do gene B1
do T. gondii e a caracteristica de ser uma regido conservada
em todas as cepas testadas. Os resultados descritos sugerem
que o DNA do parasito pode ser detectado diretamente do
creme leucocitario. Recentemente ficou demonstrada a baixa
especificidade desse sistema, uma vez que foi evidenciada a
co-amplificagdo de outras seqiiéncias-alvo nos cromossomos
humanos. Nao obstante, ainda continua sendo o alvo mais
usado no diagnéstico de parasitemia®?.

Em estudos citados por Wong e Remington (1993) e
realizados por Thulliez et al., foi demonstrado que a sensi-
bilidade e a especificidade da PCR amplificando o gene B1
de parasitos presentes no liquido amniético foi de 100%,
em contraste com a inoculacdo de sangue fetal ou liquido
amnidtico em camundongos e culturas. A possibilidade de
realizar a PCR para detectar T. gondii em sangue humano,
como teste diagnéstico, tem sido descrita(38). Assim, a
PCR revolucionou o diagnéstico pré-natal de toxoplasmose
congénita, uma vez que limita o uso de métodos invasivos
no feto®.31.66),

Um outro alvo também amplamente usado é o gene
P30, que se encontra representado como cépia Unica
codificando para o principal antigeno de superficie do
protozodrio. Diferentes pares de iniciadores foram igual-
mente propostos para esse gene®@ 3% 627D Na literatura,

protocolos que empregam a PCR convencional (qualitativa)
para a deteccdo de genes em cdpia Unica, como o gene
P30, aparecem menos sensiveis'?.

Outras seqliéncias-alvo também tém sido utilizadas
como: 1) o gene codificante para o RNA da subunidade
menor ribossdmica, que se encontra repetido em 110
copias por genoma; 2) um fragmento de 529pb presente
em 200 a 300 cépias por célula; 3) os genes de cdpia Unica
codificantes para o e  tubulina; e 4) um aparente segmento
repetitivo de DNA néo-codificante (TGR1E)® 30.3437),

Diversos estudos demonstram a capacidade da PCR
em amplificar fragmentos especificos de DNA a partir de
fluidos corporais diferentes® 5. 79, tais como sangue %
21,23,42,43, 46, 64, 66), |quId0 amniético(29,31,36, 54), “quor(ZO, 66, 69)/
humor aquoso®-8®, fluido de lavado bronco-alveolar®® e
até urina®.

Por outro lado, a PCR s6 serd positiva em casos de
parasitemia; assim, em casos de toxoplasmose cerebral ou
pulmonar, a PCR sera de utilidade apenas quando houver
disseminacdo ou passagem do parasito para o sangue, tal
como ocorre na etapa aguda dessa parasitose“®. Nos casos
de baixa parasitemia pode ser o método de escolha, permi-
tindo a deteccdo do parasito e apontando uma interpretacdo
mais exata da etapa de infeccdo pelo T. gondii, indispensével
para a prevencdo do nascimento de uma crianga com toxo-
plasmose congénita; assim como na terapia farmacolégica
€ no apoio psicolégico requerido por uma futura mae com
probabilidades de ter esse diagndstico. Por outro lado, nos
paises nos quais o aborto terapéutico é permitido, abortos
desnecessarios poderiam ser evitados®?.

Muitos autores tém avaliado a PCR como técnica de
diagndstico de encefalite toxoplasmica®, toxoplasmose
pulmonar e até toxoplasmose congénita, usando diferentes
protocolos, todos eles sugerindo estarem corretos e po-
dendo ser indicados. Esses excitantes resultados sugerem
que infeccdes fetais podem ser diagnosticadas cedo na
gravidez, através da analise de liquido amniético, sem a
necessidade de obtencdo de amostras de sangue fetal ou
de procedimentos mais invasivos®é 73,

Numerosos ensaios tém sido desenvolvidos, mas ne-
nhum foi suficientemente otimizado e validado com um
nimero grande de individuos® 4 79, Segundo Bastien
(2002), o diagndstico por PCR para a toxoplasmose esta
longe de ser padronizado e ainda ndo se tem um consenso
que defina as condices do método. Além de outros fatores,
a sensibilidade e a especificidade da PCR dependem ndo
s6 da seqliéncia-alvo no DNA do parasito, mas também
dos pares de iniciadores de amplificacdo desenhados. In-
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felizmente, pouco tem sido publicado para o Toxoplasma
gondiina literatura nesse sentido. Apesar das raras propostas
de PCR para o diagnéstico de toxoplasmose, elas ndo sdo
consensuais, € mais comparagdes sdo necessarias para se
conseguir uma melhor padronizacéo.

A PCR em tempo real foi recentemente introduzida para
o diagnéstico da toxoplasmose. Nessa metodologia sdo
combinados os tempos de amplificacdo e deteccdo numa
mesma fase(™> 9. A técnica pode ser usada para estimar a
concentracdo de parasitos no fluido corporal e no caso de
liquido amnibtico é capaz de contribuir precocemente para o
prognoéstico da toxoplasmose congénita, ao permitir avaliar a
concentracdo de parasitos no mesmo®%*®. Com esse cendrio,
os resultados obtidos por Romand et al. (2004) mostram
excelente relacao entre carga parasitaria, periodo da infeccao
materna e risco de infeccao fetal, abrindo novas perspectivas
para a valorizacdo da PCR em tempo real como um ensaio que
pode contribuir significantemente na orientacdo diagnéstica
e terapéutica por parte dos obstetras e infectologistas®®.

A PCR quantitativa também pode prover dados adicio-
nais que auxiliam na escolha de tratamento especifico. A
carga parasitaria pode ser determinada e relacionada com
a sintomatologia e o tratamento. Esse exame é de utilidade
para o monitoramento da eficacia do tratamento e pode
ajudar no entendimento da patogénese da reativacao da
toxoplasmose(?.

APCR em tempo real é uma metodologia rapida, sensivel
e quantitativa de deteccéo do T. gondii em amostras clinicas.
O ensaio pode ser usado na rotina de laboratérios em com-
binagao com testes sorolégicos. E particularmente (til em
pacientes com AIDS, uma vez que a capacidade destes em
gerar IgM se encontra limitada, além da dificuldade encon-

trada para a interpretacdo dos estudos sorolégicos. Os ensaios
quantitativos pela PCR parecem ser apropriados para o diag-
ndstico da toxoplasmose e 0 monitoramento terapéutico( 5.
Porém mais estudos sdo necessdrios para explorar o potencial
dessa técnica no diagnéstico da toxoplasmose®* 59,

Apesar de todos esses esforcos, pergunta-se ainda se o
diagnéstico da toxoplasmose utilizando técnicas moleculares
de amplificacdo de DNA é inequivoco. Relatos de pacientes
IgM-negativos com PCR positivas estdo presentes na literatu-
ra, desconfiando-se de falsa positividade ou se considerando
parasitemia na fase cronica da doenca®@®. Vérios casos de
PCR positivas em pacientes assintomaticos sao referidos e se
desconhece o valor preditivo positivo do teste®® 4 46),

Conclusoes

O diagnéstico da toxoplasmose é ainda hoje baseado
na sorologia, e as técnicas moleculares se encontram em
etapas recentes de avaliacdo. E muito cedo para determi-
nar uma técnica padrado-ouro diferente da sorologia, uma
vez que os diferentes sistemas descritos na literatura se
mostram efetivos mas nem sempre reprodutiveis, ou com
baixa especificidade.

Os métodos discutidos anteriormente tém nos auxiliado
grandemente no diagnéstico da toxoplasmose. Porém,
devem ser interpretados no contexto da situacdo clinica
- histéria do paciente e sintomatologia - associados aos
resultados dos outros exames realizados.

Falta muito ainda a percorrer nesse mundo da biologia
molecular encaminhada a aplicacdo de uma técnica para
o diagnéstico de uma parasitemia tdo pouco conhecida
como a produzida pelo Toxoplasma gondii.
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