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“Um modelo ¢ a representacdo abstrata de um sistema do ponto de vista do criador.
Isso ajuda a simular a realidade, a questiona-la e a compreendé-la... a arte diz respeito
sobretudo ao ato de se dispor a questionar as coisas. Respostas sdo obtidas apenas no

sentido em que sdo necessarias para continuar estimulando mais e novas perguntas. ”

(Jochen Volz, sobre a Obra Fonte 193, 2007 de Cinthia Marcelle. In: Guia “Do objeto para 0 mundo”
Colecdo Inhotim, Palacio das Artes, Centro de Arte Contemporanea e Fotografia. 12 de dezembro de

2014 a 08 de marco de 2015).
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Resumo geral

INTRODUCAO: Ha escassez de informacfes sobre o uso de amostras de sangue
capilar para triagem pré-natal da toxoplasmose e sobre a acurdcia dos testes de
rastreamento em sangue seco. A existéncia de um programa de triagem pré-natal em
Minas Gerais que utiliza sangue seco motivou este estudo. OBJETIVOS: Revisar de
forma sisteméatica a evidéncia cientifica publicada sobre os métodos sorolégicos
utilizados em programas de triagem pré-natal da toxoplasmose. Determinar o
desempenho do teste Imunoscreen (ELISA de captura) em sangue seco para deteccdo de
IgM e 1gG anti-Toxoplasma gondii na gestacdo em comparacdo com o teste ELFA-
VIDAS em soro, utilizado como método de referéncia, e avaliar a concordancia entre
eles. METODO: Na primeira parte do estudo, realizou-se uma revisdo sistematica da
literatura de acordo com recomendac6es das diretrizes PRISMA e Cochrane, com busca
nas bases de dados PUBMED e LILACS até 29 de marco de 2015. Na segunda parte,
realizou-se estudo transversal em gestantes do Programa de Controle da Toxoplasmose
Congénita em Minas Gerais (PCTC-MG) com coleta simultdnea de sangue seco e soro
entre 01 de julho e 31 de dezembro de 2014. Para elaboracdo do banco de dados e
analise estatistica, utilizou-se o software Statistical Package for Social Sciences (SPSS)
18.0. O projeto de pesquisa obteve apoio das Instituicdes envolvidas, foi aprovado pelo
Comité de Etica da UFMG e contou com recursos do CNPg. RESULTADOS: Os
programas de triagem pré-natal identificados na revisdo sistematica empregaram o soro
como amostra bioldgica e citaram, com maior frequéncia, 0s testes imunoenzimaticos
para IgG e IgM como triagem, sendo o teste de avidez de IgG o mais utilizado entre os

testes confirmatorios. No estudo transversal, foram recebidas 750 amostras. Apds
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exclusdo de 40 amostras (inadequadas ou com longos intervalos de coleta entre papel
filtro e soro), restaram 710 gestantes, em que a prevaléncia da toxoplasmose foi de
45,2%. Para possibilitar avaliacdo da concordancia, foram adicionadas 33 gestantes IgM
positivas detectadas pelo PCTC-MG entre 01 de agosto e 31 de dezembro de 2014,
sendo analisadas, finalmente, 743 amostras. Encontrou-se moderada concordancia entre
0s testes para IgM (Kappa 60,0%) e muito boa concordancia (91,1%) quando o Kappa
foi ajustado pela prevaléncia de IgM. A concordancia para 1gG foi muito boa (Kappa
81,6%). A especificidade foi alta tanto para IgM (98,4%) quanto para 1gG (96,9%) e a
sensibilidade para IgG também foi alta (84,0%). A sensibilidade de IgM no teste em
estudo foi mais baixa (55,3%). Um novo valor de cut-off obtido na curva ROC para IgM
resultou em melhor performance do teste. CONCLUSAQ: A concordancia para IgG
entre sangue seco e soro foi muito boa, assim como para IgM ap06s ajuste do Kappa pela
prevaléncia. A menor sensibilidade observada para IgM deve ser melhor avaliada em
estudos com maior tamanho de amostra. Ajuste no ponto de corte do teste Imunoscreen-

IgM pode melhorar a sensibilidade e deve ser avaliado.

Palavras-Chave: Toxoplasmose congénita; Triagem; Cuidado pré-natal; Teste em

amostras de sangue seco; Sorologia.
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Abstract

INTRODUCTION: There is a shortage of information about the use of capillary blood
samples for prenatal screening of toxoplasmosis and about the accuracy of screening
tests in dried blood. The existence of a prenatal screening program in Minas Gerais that
uses dried blood spot tests motivated this study. OBJECTIVES: To review
systematically the published scientific evidence on the serological methods used in
prenatal screening programs of toxoplasmosis. Determine the performance of
Imunoscreen test (capture ELISA) in dried blood for the detection of IgM and IgG anti-
Toxoplasma gondii during pregnancy compared with the ELFA-VIDAS test in serum,
used as the reference method, and evaluate the correlation between them. METHODS:
In the first part of the study, we performed a systematic review of the literature
according to recommendations of the PRISMA guidelines and Cochrane, with search in
PUBMED and LILACS until 29 March, 2015. The second part was a cross-sectional
study in pregnant women from the Control Program of Congenital Toxoplasmosis in
Minas Gerais (PCTC-MG) with simultaneous collection of dried blood and serum
between July 1 and December 31, 2014. For the preparation of the database and
statistical analysis was used the software Statistical Package for Social Sciences (SPSS)
18.0. The research project was supported by the institutions involved, was approved by
the Ethics Committee of the UFMG and had the CNPq resources. RESULTS: Serum
was the biological sample used by the prenatal screening programs identified in the
systematic review. Enzyme immunoassays for 1gG and IgM were the most cited as
screening. The IgG avidity test was the most used among the confirmatory tests. In the

cross-sectional study, 750 samples were received. After exclusion of 40 samples
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(inadequate samples or with long intervals between collection of filter paper and
serum), it remained 710 patients, in which the prevalence of toxoplasmosis was 45.2%.
To enable evaluation of the agreement between dried blood and serum, were added 33
IgM positive pregnant women detected by PCTC-MG between August 1 and December
31, 2014. There were analyzed, finally, 743 samples. Moderate agreement was found
between tests for IgM (Kappa 60.0%) and very good agreement (91.1%) when the
Kappa was adjusted by the prevalence of IgM. The agreement for IgG was very good
(Kappa 81.6%). Specificity was high for both IgM (98.4%) and 1gG (96.9%), and
sensitivity of 1gG was also high (84.0%). The sensitivity of IgM in the test under study
was lower (55.3%). A new value of cut-off obtained from the ROC curve for IgM
resulted in better performance of the test. CONCLUSION: The agreement for 1gG
between dried blood and serum was very good, as well as for IgM when Kappa was
adjusted for prevalence. The lower sensitivity observed for IgM should be better
evaluated in studies with larger sample size. Adjusting the cut-off point of Imunoscreen-

IgM test can improve the sensitivity and should be evaluated.

Keywords: Congenital Toxoplasmosis; Screening; Prenatal care; Serology.
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I-Introducdo

A toxoplasmose é uma infeccdo parasitéaria que afeta cerca de um terco da popula¢do mundial (1). A
transmissao transplacentaria do Toxoplasma gondii ocorre quando h& primoinfeccdo durante a
gravidez e é causa importante de morbidade e mortalidade, podendo causar aborto, parto prematuro e
comprometimento fetal, com desenvolvimento de sequelas motoras, cognitivas, auditivas e visuais na
crianca com toxoplasmose congénita. Estudo realizado em Minas Gerais utilizando a triagem
neonatal para identificacdo das criancas com toxoplasmose congénita mostrou que a prevaléncia
dessa infeccdo é alta (um infectado para cada 770 nascidos vivos) e as criangas apresentam elevado

comprometimento visual (2).

A infeccdo pelo T. gondii é potencialmente prevenivel e o pré-natal € um momento importante para
intervencdo educativa e diagnoéstica para reducdo dos casos de infeccdo congénita. Programas de
vigilancia e controle da toxoplasmose congénita sdo desenvolvidos ha décadas em alguns paises ou
regides da Europa, como a Franca, Austria, Italia, entre outras. Avaliacdes recentes tém mostrado
reducdo dos casos de infeccdo congénita e diminuicdo do comprometimento das criancas quando as
gestantes infectadas séo identificadas e tratadas precocemente (3,4). Com base nesses resultados, 0s
pesquisadores recomendam a adogdo dessa estratégia para a vigilancia e controle da toxoplasmose
em paises que apresentam elevada prevaléncia dessa infeccdo, como a observada no Brasil.
Recentemente, tém sido publicados varios estudos mostrando a diversidade das cepas do parasito que
circulam no Brasil, com maior patogenicidade em relacdo as cepas identificadas nos paises do
hemisfério norte (5,6), e esses achados reforcam a recomendagdo de programas para o controle da

infeccdo congénita e a busca por alternativas que os tornem factiveis em paises com grande extensdo



territorial e recursos econdmicos limitados.

No Brasil, estima-se a prevaléncia da toxoplasmose entre 50 e 90%, e em Belo Horizonte em 60%
(7). A partir desses dados, estima-se que cerca de 20 a 40% das gestantes apresentam risco de
infeccdo aguda. Esta cursa, geralmente, de forma assintomatica, mas o diagnostico pode ser feito pela
determinacdo da resposta de anticorpos especifica contra o parasito. E bem determinado o perfil
soroldgico para identificacdo da infecgdo cronica e aguda (8) e os testes para deteccdo de anticorpos
anti-T. gondii devem ser feitos 0 mais precocemente possivel na gravidez para definir o perfil
imunoldgico da gestante em relacdo a parasitose, o0 que permite adocdo de condutas especificas para

cada grupo.

Existem diversos métodos soroldgicos utilizados para testar anticorpos anti-toxoplasma em gestantes.
Nas primeiras décadas de triagem, os testes empregavam técnica ora trabalhosa e de alto risco
biolégico como o teste do corante de Sabin e Feldman que utiliza parasitos vivos, ora metodologias
de baixa sensibilidade para imunoglobulina M (IgM) e baixa reprodutibilidade, como os testes de
imunofluorescéncia e de aglutinacdo. Posteriormente, surgiram o0s testes imunoenzimaticos
automatizados, de alta precisdo e reprodutibilidade e o teste de avidez de imunoglobulina G (IgG)
para determinacdo da época de infeccdo da gestante quando realizado ainda no primeiro trimestre de
gestacdo, através da deteccdo de anticorpos com forte ligacdo ao antigeno, os chamados anticorpos de
alta avidez, produzidos ha 3 ou 4 meses (9). Atualmente, a maioria dos laboratoérios clinicos utiliza
testes imunoenzimaticos para a triagem rotineira de IgM e 1gG anti-T. gondii (10). Em casos de
suspeita de infeccdo aguda, sdo utilizados testes confirmatérios de alta especifidade, como o

Immunosorbent Agglutination Assay (ISAGA) (especificidade 98,4%) (9) e o Enzyme-Linked



Fluorescent Assay (ELFA) (especificidade 98,4% para IgG e 90,9% para IgM) (11).

O soro € o material biologico tradicionalmente utilizado para a realizacdo dos testes de deteccdo de
anticorpos anti-T. gondii. O sangue colhido por puncdo digital e transportado seco em papel filtro,
doravante chamado sangue seco, é descrito como amostra alternativa para realizacdo dos testes
soroldgicos em gestantes (12), vantajoso pela coleta menos invasiva do que a puncgdo venosa, baixo
custo e a facilidade de transporte. Esta técnica foi descrita em programas de rastreamento brasileiros
nos estados de Goias (13) e Mato Grosso do Sul (MS) (14, 15) que possuem o Programa de Protecdo
a Gestante, implantado desde 2002-2003, que utiliza sangue seco para rastreamento de diversas
doencas de transmissdo congénita na gravidez, inclusive a toxoplasmose. Estudo realizado em mais
de 30.000 gestantes deste programa em MS, utilizando amostra de sangue seco, encontrou
prevaléncia de toxoplasmose prévia a gestacdo em 91,6% e concluiu que haveria menos gestantes
susceptiveis neste estado e menor ocorréncia de infeccdo congénita (14). Esta prevaléncia,
consideravelmente maior do que as relatadas em outros estudos nacionais (59,8 a 77,1%) (16, 17), foi
questionada pela pesquisadora Eliane Amaral em editorial (18), sendo levantada a hip6tese de menor
acuracia do teste em sangue seco, com possivel aumento da taxa de falso-negativo de IgM, menor
identificacdo das gestantes com infeccdo aguda e, consequentemente, de casos de infeccdo congénita.
Ainda ha poucos estudos sobre a acuracia dos testes de triagem na gestante quando se utiliza o
sangue seco e ha necessidade de trabalhos de comparacdo das amostras colhidas em papel filtro com

0 soro.

Cafedo-Solares et al. (19) descreveram 100 amostras pareadas de sangue seco e soro de gestantes

selecionadas por conveniéncia em laboratorio, analisadas para IgM anti-T.gondii com um teste



imunoenzimatico Enzyme-Linked Immunosorbent Assay (ELISA) de captura e encontraram 92% de

sensibilidade e 100% de especificidade.

Boa-Sorte N. et al. (20) compararam amostras em sangue seco e soro para triagem de diversas
doencas de transmissdo congénita, inclusive toxoplasmose, em uma populacdo de 692 gestantes na
pratica clinica, de forma transversal. Encontraram prevaléncia de IgM de 1,88% (95% CI: 0.6-2.71) e
acuracia de 99.7% (95% CI: 98.9-99.9) para diagndstico da toxoplasmose com 0 sangue seco em
comparacdo com o soro, porém foi analisada amostra Unica de cada gestante, sem seguimento
longitudinal. Essa incerteza quanto ao desempenho do teste impde a necessidade de compara-lo com
imunoensaios convencionais para o diagnostico da gestante, tanto para IgM quanto para IgG, de

forma prospectiva e considerando os diferentes perfis soroldgicos de infecgdo por T. gondii.

Resolucdo da Secretaria de Estado da Saude de Minas Gerais (SES-MG) publicada em 20 de Junho
de 2012 (21) definiu a realizacdo do diagnostico laboratorial em Rede da Toxoplasmose Aguda
Gestacional e Congénita em gestantes e recém-nascidos do Estado de Minas Gerais. Parceiro da SES-
MG na execucdo do Teste de Triagem Neonatal no Estado de Minas Gerais (Teste do Pezinho), o
Nucleo de Acbes e Pesquisa em Apoio Diagndstico (NUPAD) da Universidade Federal de Minas
Gerais (UFMG) € o executor dessa triagem diagnoéstica no pré-natal desde fevereiro de 2013. A
existéncia de um programa de triagem pré-natal no estado utilizando a coleta de sangue seco para
realizacdo dos testes IgM e IgG para toxoplasmose torna esse momento propicio para avaliacdo da

concordancia entre os testes realizados em sangue seco e soro.
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2- Justificativa do estudo

A vigilancia e controle da toxoplasmose congénita através da estratégia de triagem pré-natal tém sido
recomendados por pesquisadores para ser adotada em paises com elevada prevaléncia da infeccéo.
Nessa triagem pré-natal, busca-se identificar as gestantes em risco para adquirir a infeccdo aguda
(suscetiveis) e aquelas agudamente infectadas, que serdo tratadas. Tradicionalmente, sdo utilizadas
amostras de soro para deteccdo de anticorpos IgM e IgG anti-T. gondii. Essa forma classica de
triagem exige infraestrutura do sistema de saude e apresenta alto custo, considerando-se que varios
testes serdo repetidos nas gestantes suscetiveis. Na busca de alternativas que tornem possivel a
implantacdo de vigilancia e controle da toxoplasmose congénita com menor custo, algumas regides
no Brasil tém adotado amostras de sangue seco para realizacdo do rastreamento de gestantes, pois se
trata de material biologico facil de coletar, armazenar e transportar, 0 que diminui o custo dos
programas. Porém, ainda sdo escassas as informacdes sobre 0 uso das amostras de sangue seco para o
rastreamento da toxoplasmose em gestantes e sua acuracia. Faz-se necessario avaliar se existe boa
concordancia entre os resultados de IgM e IgG obtidos em amostras de sangue seco e amostras de

Soro.

A existéncia de um programa de triagem pré-natal para diagndstico da toxoplasmose em gestantes no
estado de Minas Gerais que utiliza 0 sangue seco para realizacdo dos testes IgM e IgG anti-
Toxoplasma gondii motivou este estudo de comparagdo entre ensaios imunoenzimaticos em amostras

de sangue capilar e soro, este considerado como método de referéncia.



3-Objetivos

3.1-Objetivo geral

1. Avaliar a concordancia entre dois imunoensaioenzimaticos para determinacdo de IgM e IgG
anti-T. gondii na gestacdo, sendo um o método em estudo realizado em sangue seco (ELISA

de captura) e outro, em soro (ELFA-VIDAS), considerado como método de referéncia.

3.2-Objetivos especificos

1. Determinar a prevaléncia da toxoplasmose nas gestantes de Minas Gerais.

2. Determinar o desempenho do teste imunoenzimatico utilizado para triagem em sangue seco
(sensibilidade, especificidade, valor preditivo positivo e negativo, razdo de verossimilhanca
positiva e negativa) quando comparado com 0 Soro.

3. Avaliar a necessidade de definicdo de novos pontos de corte para 0s ensaios
imunoenzimaticos em sangue seco adaptados para a populacédo de gestantes mineiras.

4. Revisar de forma sistematica a evidéncia cientifica publicada sobre os métodos soroldgicos
utilizados para diagnostico da toxoplasmose em gestantes nos programas de triagem pré-natal

no mundo.



4- Metodo

4.1- Artigo 1: revisdo sistematica

4.1.1- Delineamento do estudo

Trata-se de uma revisdo sistematica da literatura para pesquisar os métodos sorolégicos empregados
em programas de triagem pré-natal da toxoplasmose no mundo e suas caracteristicas principais. A
pesquisa bibliografica foi realizada em duas bases de dados de acesso gratuito na &rea da salde,
PUBMED e LILACS, utilizando os descritores: ‘Toxoplasmosis’, ‘Toxoplasmosis, Congenital’,
‘Pregnancy’, ‘Pregnant Women’, ‘Prenatal Care’, ‘Pregnancy Complications, Parasitic’, ‘Serologic
Tests’, ‘Triage’, ‘Maternal Serum Screening Tests’ and ‘Serology’, sem restricdo de linguagem ou

desenho de estudo.
As estratégias de busca bibliografica utilizadas foram:

LILACS: ((MH: C03.752.250.800 OR Toxoplasmose OR Toxoplasmosis OR MH:
C03.752.250.800.445 OR "Toxoplasmosis, Congenital" OR "Toxoplasmosis Congénita” OR
"Toxoplasmose Congénita”) AND (Gravidez OR Embarazo OR Pregnancy OR Gestantes OR
"Mujeres Embarazadas" OR "Pregnant Women" OR "Cuidado Pré-Natal" OR "Atencion Prenatal
OR "Prenatal Care" OR "Complica¢des Parasitarias na Gravidez" OR "Complicaciones Parasitarias
del Embarazo” OR "Pregnancy Complications, Parasitic™)) AND ("Testes Sorologicos” OR "Pruebas
Seroldgicas” OR "Serologic Tests" OR triagem OR triaje Or triage OR "Testes para Triagem do
Soro Materno™ OR "Pruebas de Deteccion del Suero Materno” OR "Maternal Serum Screening

Tests" OR Serology OR Serologia OR Sorologia OR sorolégic$ OR serolégic$ OR serolog$)
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PUBMED: (((("Toxoplasmosis"[Mesh:NoExp]) OR "Toxoplasmosis, Congenital*[Mesh])) AND
((("Pregnancy Complications, Parasitic"'[Mesh] OR  "Pregnancy"[Mesh]) OR "Pregnant
Women"[Mesh]) OR "Prenatal Care"[Mesh])) AND (((("Serologic Tests"[Mesh]) OR

"Serology”[Mesh]) OR "Triage"[Mesh]) OR "Maternal Serum Screening Tests"[Mesh])

(((((((("Toxoplasmosis"[Mesh:NoExp]) OR  "Toxoplasmosis,  Congenital"[Mesh])) AND
((("Pregnancy Complications, Parasitic"'[Mesh] OR  "Pregnancy"[Mesh]) OR "Pregnant
Women"[Mesh]) OR "Prenatal Care"[Mesh])) AND (((("Serologic Tests"[Mesh]) OR
"Serology"[Mesh]) OR "Triage"[Mesh]) OR "Maternal Serum Screening Tests"[Mesh]))) OR
(((((Toxoplasmosis OR "Congenital Toxoplasmosis"[Title/Abstract])) AND (Pregnancy OR
"Pregnant Women" OR "Prenatal Care"[Title/Abstract]))) AND ((Serology OR Triage OR "Maternal
Serum Screening Tests" OR "Serologic Tests"[Title/Abstract]))))) NOT
((((("Toxoplasmosis"[Mesh:NoExp]) OR "Toxoplasmosis, Congenital“[Mesh])) AND ((("Pregnancy
Complications, Parasitic"[Mesh] OR "Pregnancy”[Mesh]) OR "Pregnant Women"[Mesh]) OR
"Prenatal Care"[Mesh])) AND (((("Serologic Tests"[Mesh]) OR "Serology"[Mesh]) OR

"Triage"[Mesh]) OR "Maternal Serum Screening Tests"[Mesh]))

A estratégia de pesquisa dos artigos seguiu as recomendac¢des publicadas pelas diretrizes PRISMA
para revisdes sistematicas e Cochrane Collaboration Group. A busca foi feita até 29 de marco de
2015. Foram selecionados artigos que se referissem a programas de triagem sorolégica pré-natal da

toxoplasmose, com descricdo da amostra (sangue seco ou soro) e do teste soroldgico utilizado.

4.1.2- DefinicOes, variaveis estudadas e critérios de inclusdo e excluséo
Considerou-se como programa de triagem o acompanhamento longitudinal da gestante com realizagéo

de um exame soroldgico no inicio da gravidez para deteccdo de anticorpos anti-T.gondii em todas as
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mulheres e repeticdo deste exame em pelo menos uma ocasido durante a gestacdo, em trimestre
diferente da primeira sorologia, naquelas soronegativas. Foram incluidos artigos com informacéo do
namero total de gestantes envolvidas na triagem, que descreviam a amostra coletada em servicos de
atencdo pré-natal (sangue capilar por puncdo digital ou soro através de puncdo venosa) e o teste
soroldgico utilizado na triagem. Os artigos deveriam estar publicados nos idiomas inglés, portugués,
espanhol, francés ou italiano. Os desfechos priméarios de interesse foram os testes sorolégicos
utilizados para triagem pré-natal, sua sensibilidade e especificidade, o carater compulsoério ou ndo do
programa de triagem e sua abrangéncia territorial, 0 método de classificacdo das gestantes em relacao
ao seu estado imunitario ao T. gondii (Lebech ou NCCLYS) e a periodicidade de repeti¢cdo da sorologia

nas gestantes soronegativas.

Foram excluidos, numa segunda etapa de sele¢do, os estudos sobre programas de triagem de
abrangéncia hospitalar, com auséncia de informacdo dos resultados dos exames de toda a populacdo
estudada (gestantes com infeccdo cronica ou aguda e as suscetiveis) ou com auséncia de
confirmacdo do diagnostico da toxoplasmose, isto é, ndo repeticdo dos testes apds duas a quatro
semanas ou ndo utilizacdo de testes de referéncia. Neste grupo selecionado apds aplicacdo dos
critérios de exclusédo, foram avaliados os desfechos secundarios de interesse: prevaléncia da infeccao
por T. gondii nas gestantes das diferentes populagdes estudadas, a taxa de infeccdo aguda na gravidez,

0 seguimento dos recém-nascidos destas mées e a taxa de transmissdo congénita.

As seguintes varidveis foram registradas: pais, ano de publicacdo, tempo de seguimento das gestantes,
abrangéncia e obrigatoriedade do programa de triagem, tipos de testes soroldgicos utilizados nas
gestantes para triagem inicial e os confirmatorios, locais de coleta e processamento das amostras de
sangue, intervalos de coleta de exames nas soronegativas, idade media das gestantes, sintomas de

infeccdo aguda e drogas utilizadas para seu tratamento, nimero de gestantes com infeccao cronica e
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infeccdo aguda pelo T. gondii, época provavel da infecgdo, nimero de fetos infectados sintomaticos e

assintomaticos.

4.2- Artigo 2: estudo transversal

4.2.1- Delineamento do estudo

Estudo transversal de uma amostra populacional de gestantes do Programa de Controle da
Toxoplasmose Congénita (PCTC), implantado em Minas Gerais em fevereiro de 2013 pela Secretaria
de Estado da Salde, em parceira com o0 NUPAD- UFMG. Foi realizado no periodo entre 01 de julho

e 31 de dezembro de 2014.

4.2.2- Casuistica
Gestantes participantes do PCTC, atendidas nos 853 municipios do estado de Minas Gerais. Esta
populacdo é constituida de usuérias do Sistema Unico de Saude (SUS), atendidas para assisténcia

pré-natal nas Unidades Basicas de Saude (UBS).

4.2.3- Amostra
Elegeu-se a populacdo de gestantes do estado como objeto do estudo. Estimou-se o tamanho da
amostra em 1000 gestantes, nimero suficiente para reproduzir a distribuicdo habitual dos perfis

soroldgicos observados na pratica clinica (Figura 1).
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Total de gestantes do PCTC participantes do estudo:

*  Gestantes testadas por ordem de chegada no programa de triagem em 853
municipios de Minas Gerais = 1000

+  Gestantes identificadas pelo PCTC com infeccdo aguda (soroconversio) =40

TOTAL DA AMOSTRA = 1040 GESTANTES

Figura 1: Fluxograma para estimar amostra de gestantes participantes do estudo — expectativa da distribuicdo dos perfis

de resposta dos anticorpos anti-Toxoplasma gondii.
PCTC: Programa de Controle da Toxoplasmose Congénita de Minas Gerais

Como se estima em 40% o numero de gestantes susceptiveis a toxoplasmose e em 1% a taxa de
soroconversao na gravidez (COUTO et al. 2006), espera-se encontrar, em um total de 1000 gestantes,
aproximadamente 390 susceptiveis e 4-6 com infeccdo aguda. Para que o nimero desse Ultimo grupo
de gestantes fosse suficiente para diluir o viés de baixas frequéncias esperadas nas tabelas 2x2,
optou-se pela inclusdo de aproximadamente 40 gestantes com infeccdo aguda (soroconversao),
admitidas no PCTC no mesmo periodo do estudo. Portanto, consideraram-se dois momentos para

obtencdo das amostras: 1) inquérito soroldgico em gestantes participantes do PCTC; 2) inclusdo de

gestantes com IgM reagente em sangue seco detectadas pelo PCTC.

4.2.4- Local do estudo

Diante da dificuldade logistica de coletar amostras de gestantes nos 853 municipios do estado,
procedeu-se a selecdo aleatoria das UBS em cada uma das 13 macrorregifes de Minas Gerais. Para

essa selecdo, considerou-se a proporcdo de resultados “IgM e 1gG positivos”, ou provavel infecgao

identificadas pelo PCTC

n=40
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aguda, nas gestantes participantes do PCTC entre primeiro de agosto de 2013 e 31 de marco de 2014.
Em cada uma das 13 macrorregides do estado de Minas Gerais verificou-se o0 quanto, em proporcéo,
a prevaléncia de cada macrorregido representava da soma das prevaléncias das 13 macrorregides.
Assim, dividiram-se 0s 1000 elementos amostrais (kit soro + papel filtro) de forma proporcional as
prevaléncias de provavel infeccdo aguda das macrorregifes, de modo que em uma macrorregido com
maior prevaléncia havera uma maior quantidade de pacientes triados do que numa regido com menor
prevaléncia (Tabela 1). O nimero de Unidades de Coleta (UC) cadastrado e a prevaléncia de IgM e

IgG positivos encontrados por macrorregido foi obtido da base de dados do PCTC no NUPAD.

Tabela 1: Quantidade de kits de coleta a serem enviados por macrorregiéo.

Regido Prevaléncia Porcentagem das Kits a serem
Prevaléncias encaminhados
Jequitinhonha 0,0046768 8,9% 89
Nordeste 0,0027113 5,2% 52
Triangulo do sul 0,0046118 8,8% 88
Norte de Minas 0,0033214 6,4% 64
Leste 0,0047169 9,0% 89
Oeste 0,0029726 5,7% 57
Leste do Sul 0,0048494 9,3% 93
Triangulo do Norte 0,0039531 7,6% 76
Noroeste 0,0044493 8,5% 85
Sul 0,0041427 7,9% 79
Sudeste 0,0041254 7,9% 79
Centro Sul 0,0031725 6,1% 61
Centro 0,0045982 8,8% 88
Total 0,0523014 100,00 1000

Na tabela 2, encontram-se: o total de UC cadastradas e ativas em cada macrorregido; a média mensal
de gestantes triadas por UC no periodo de 01/08/2013 a 31/03/2014 pelo PCTC; a quantidade de UC
necessaria para realizar a coleta da amostra calculada para o estudo em aproximadamente um més e a

porcentagem de UC necessaria em relacdo ao total de UC presente em cada macrorregido.
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Tabela 2: Unidades de Coleta necessarias para coleta de exames por macrorregido.

Regido UC ativas Média de UC necessarias %
triagens/més/UC Unidades
(Ago/13 a Necessarias
Mar/14) do Total
Jequitinhonha 76 2,60 29 6,0%
Nordeste 207 2,43 26 25,0%
Triangulo do sul 109 2,84 35 47 4%
Norte de Minas 345 3,00 27 15,2%
Leste 184 3,43 38 34,2%
Oeste 269 2,69 22 11,1%
Leste do Sul 114 2,48 19 19,4%
Triangulo do
Norte 134 3,78 22 6,7%
Noroeste 102 4,71 22 8,6%
sul 441 3,37 38 16,4%
Sudeste 238 2,13 24 5,7%
Centro Sul 109 2,43 21 16,4%
Centro 502 3,22 32 30,3%
Total 2830 - 355 12,5%

Na tabela 3, esta representada a quantidade de exames de soro e sangue seco a serem realizados em
cada uma das UC selecionadas; a quantidade de UC necessarias para se realizar os exames em cada
macrorregido e o nimero total de exames que serdo realizados em cada macrorregido. Por questes
de arredondamento no nimero médio mensal de exames realizados por UC, o numero total de

exames estimados para este estudo foi de 1038.



16

Tabela 3: Quantidade de amostras a serem triadas por macrorregiao.

Macrorregido Exames a serem Unidades de Coleta Total de
realizados por necessarias exames
uc
Jequitinhonha 3 30 920
Nordeste 2 27 54
Triangulo do sul 3 36 108
Norte de Minas 3 28 84
Leste 2 39 78
Oeste 2 23 46
Leste do Sul 5 20 100
Triangulo do Norte 3 23 69
Noroeste 3 23 69
Sul 2 39 78
Sudeste 3 25 75
Centro Sul 4 22 88
Centro 3 33 09
Total - 368 1038

As UC dentro de cada macrorregido foram selecionadas de modo proporcional a quantidade média de
triagens realizadas ao més e por UC pelo PCTC durante 0 mesmo periodo de 01 de agosto de 2013 a
31 de marco de 2014. Esse procedimento € conhecido como Amostragem do tipo P.P.S. (esta sigla
vem do inglés: sampling with probabilities proportional to size), onde a UC que realizou um nimero
maior de triagens tem uma probabilidade maior de ser sorteada do que uma UC que realiza um
namero inferior de triagens, para uma mesma macrorregido. Foi selecionada, também, uma
quantidade de pelo menos 10% de UC a mais do que a quantidade necessaria, para servir como
destino dos kits de coleta de soro numa eventual impossibilidade de realizagdo dos exames por

alguma UC pré-selecionada. Essas UC foram designadas como reservas.

Assim, cada UC selecionada devera realizar a quantidade de exames em soro e papel filtro
determinada para sua macrorregido (Tabela 3). Os exames em cada UC deverdo ser realizados por
ordem de chegada das gestantes a unidade. No Anexo A, encontram-se listadas as UC selecionadas
para cada macrorregido, bem como a quantidade de exames (soro e papel filtro) a serem realizados.

Além disso, estdo listadas também as UC reservas.
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4.2.5- Critérios de incluséo e excluséo

Foram incluidas gestantes participantes do programa de triagem pré-natal de Minas Gerais que
expressaram sua concordancia em participar pela assinatura do termo de consentimento apos
esclarecimento (TCLE). Gestantes que se recusaram a participar do estudo foram excluidas, assim

como aquelas cujas amostras foram inadequadas para a realizacéo dos testes.

4.3- Procedimentos de coleta das amostras

4.3.1- Contato com 0s municipios e unidades béasicas de satude

Realizou-se contato telefénico com a referéncia técnica de cada UC sorteada para apresentacdo do
estudo e esclarecimentos sobre os procedimentos de coleta de sangue em papel filtro e soro.
Deveriam ser incluidas no estudo gestantes na ordem em que chegassem para iniciar o pré-natal, no
momento da primeira coleta de sangue. A coleta de soro deveria ser simultdnea ao sangue seco ou
ocorrer com uma diferenca de até 24 horas desta, ja que nem todas as unidades de satde dispdem de
laboratério no mesmo local em que funcionam. Também foram contatadas as referéncias técnicas dos
municipios participantes para informacdes sobre o projeto. Logo ap6s o contato, foi enviado um e-
mail para cada referéncia com o informe sobre o Projeto de Pesquisa (ANEXO B). Foram recebidos
telefonemas com davidas das unidades participantes através da linha gratuita do Setor de Controle do
Tratamento (SCT) do NUPAD durante o periodo de realiza¢do do estudo. Num segundo momento,
realizou-se busca ativa das UBS que ainda ndo haviam enviado todas as amostras planejadas, através

de novos telefonemas e contatos eletronicos.

4.3.2- Kits de coleta

Cada unidade de saude sorteada recebeu o numero de kits de coleta determinado para sua
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macrorregido (Tabela 3). Dentro da embalagem, foi enviada uma caixa de isopor com tubo para
coleta de soro, gelo reciclavel, envelope verde-claro do PCTC com papel filtro, Informe de
Esclarecimento sobre a pesquisa (ANEXO B), Termo de Consentimento Livre e Esclarecido
(ANEXO C) para gestantes menores de 18 anos e seus pais e para gestantes maiores de idade e
Instrumento de Habilitagdo de Postagem dos Correios para o servico de SEDEX sem custo para o
municipio. O envelope e o papel filtro deveriam ser identificados com etiquetas impressas com
codigo de barras provenientes do NUPAD. O tubo de soro deveria ser identificado com o mesmo
coédigo utilizado em ambos acima, sendo rotulado com esparadrapo preenchido com caneta
esferogréafica contendo nome e codigo da paciente e data da coleta. O envelope contém campos de
identificacdo de preenchimento obrigatorio (nome, data de nascimento, data de coleta da amostra,
endereco, telefone, documento de identidade, nimero do cartdo do SUS, SISPRENATAL e Unidade
de Saude) e campos com preenchimento desejavel com informacfes do cartdo da gestante (data da
ultima menstruacdo, idade gestacional, nimero de gestagdes anteriores, niUmero sequencial de coleta
correspondente a amostra). As amostras deveriam ser encaminhadas para 0 NUPAD até o dia

seguinte da coleta através de postagem nos Correios via SEDEX, conforme rotina do Programa.

4.3.3- Procedimento para coleta do sangue venoso, simultaneamente a do sangue

por puncéo digital

Apdbs esclarecimento sobre o estudo e convite para participar do mesmo, as gestantes assinaram
Termo de Consentimento se houvesse concordancia. Sangue venoso e sangue seco foram colhidos,
respectivamente, através de puncdo venosa e puncdo digital, com posterior envio do material ao
laboratério de referéncia do NUPAD em Belo Horizonte. As amostras foram coletadas entre 01 de

julho de 2014 e 31 de dezembro de 2014.

O estudo foi cego para os profissionais responsaveis pela realizagdo dos exames soroldgicos. Os

pesquisadores principais tiveram conhecimento dos resultados dos testes realizados nas duas
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amostras, pois necessitaram adotar procedimentos clinicos de interesse do paciente. Todas as UBS
foram orientadas a coletar, simultaneamente, os testes em sangue seco e em soro das gestantes para

evitar viés de verificacgéo.

4.4- Testes laboratoriais utilizados no estudo

4.4.1- Teste em estudo, realizado em amostras de sangue seco

Foram utilizados testes de imunoensaioenzimatico da marca “Imunoscreen” do laboratério “MBiolog
Diagnosticos Ltda.” para determina¢do de anticorpos IgM e IgG especificos anti-T. gondii em
amostras de sangue seco coletadas em papel filtro. O “Imunoscreen IgM — SS” é um imunoensaio
enzimatico (ELISA) de captura para determinacdo qualitativa de anticorpos IgM anti-toxoplasma.
Amostras de sangue seco em papel filtro (S&S 903) foram eluidas com o tampédo de eluicdo na
microplaca recoberta com anticorpos monoclonais anti-lgM humana. Os anticorpos IgM presentes na
amostra eluida foram capturados pelas anti-lgM presentes na placa. Apés lavagem, foram detectados
pelo antigeno adicionado do T. gondii purificado complexado a anticorpos monoclonais especificos
marcados com peroxidase. Foi adicionado peroxido de hidrogénio e o complexo capturado na fase
solida produziu um sinal 6ptico que foi captado em filtro azul 450nm, utilizando o filtro de 620nm
como referéncia. Os resultados foram interpretados de acordo com a absorbancia das amostras
dividida pelo valor de cut-off (média aritmética dos controles negativos + 0,250): (Referéncia: bulas

dos testes Imunoscreen IgM e 1gG).

Quadro 1: Interpretacdo dos Resultados do teste “Imunoscreen IgM — SS”

IgM

Negativo <0,9
Indeterminado >09e<1,1
Positivo >1,1

Fonte: Bula do teste Imunoscreen Toxoplasmose IgM- SS, MBiolog Diagndsticos Ltda.
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O kit ndo sofre influéncia de fatores reumatdides e anticorpos anti-nucleares, se presentes na amostra.

De acordo com o fabricante, o teste apresenta sensibilidade de 100% e especificidade de 98,1%.

O “Imunoscreen IgG — SS” é um imunoensaio enzimatico para determinagcdo quantitativa de
anticorpos 1gG anti-toxoplasma. Amostras de sangue seco em papel filtro (S&S 903) foram eluidas na
microplaca recoberta com antigeno de T. gondii purificado. Anticorpos IgG anti-toxoplasma da
amostra se ligaram a antigenos da placa, formando um complexo antigeno-anticorpo (Ag-Ac). Apos
lavagem, foram adicionados anticorpos anti-lgG marcados com peroxidase que se ligam ao complexo
Ag-Ac. O complexo capturado na fase sélida foi revelado apds adi¢cdo de peroxido de hidrogénio,
produzindo sinal optico proporcional a quantidade de anticorpos IgG anti-toxoplasma presentes na
amostra. Os resultados foram obtidos em Ul/ml apéds interpolacdo dos valores de absorbancia das
amostras num gréafico com valores de absorbancia dos calibradores (eixo y) contra a concentracdo
correspondente (eixo x). Amostras com concentracdes maiores que o calibrador 2 (cut-off), cuja
concentracédo corresponde a 10Ul/ml, foram interpretadas como reagentes para anticorpos IgG anti-T.

gondii. O fabricante informa sensibilidade de 100% e especificidade de 99,1%.

AN A e V"\'f'-j
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Figura 2: Kits Imunoscreen Toxoplasmose —SS 1gG e IgM, respectivamente, contendo placas de poliestireno
descartaveis, controles e reagentes para a reacdo ELISA de captura em sangue seco.
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Figura 3: Sangue seco em papel filtro no picotador automatico do Laboratério de Triagem Pré-Natal do
NUPAD-UFMG e placa de ELISA abaixo (seta). O picote é depositado numa cavidade de placa especifica, em

posicdo determinada pelo esquema de placa gerado a partir da leitura de cédigo de barras de identificagdo do
papel filtro.

Figura 4: Placa de ELISA do teste Imunoscreen Toxoplasmose no Laboratério de Triagem Pré-Natal do
NUPAD-UFMG durante a reagdo ELISA de captura: pogos da placa contendo picotes de papel filtro com
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sangue seco eluido com tampéo de eluicdo.

4.4.2- Teste padrao de referéncia, realizado em amostras de soro

As amostras foram submetidas a pesquisa de anticorpos IgM e IgG para toxoplasmose, pela
metodologia ELFA BioMérieux S.A., Lyon, France, utilizando-se o sistema VIDAS, automatizado,
no Laboratdrio de Toxoplasmose da Fundagdo Ezequiel Dias do Estado de Minas Gerais (FUNED) e
no Laboratério Hermes Pardini, em Belo Horizonte. ELFA-IgM é um método automatizado, de
grande reprodutibilidade, que elimina as interferéncias do fator reumatoide. Devido a sua alta
sensibilidade, pode detectar niveis baixos de anticorpos por longos periodos apos fase aguda (cerca de
18 meses). As imunoglubulinas M sdo capturadas por anticorpos policlonais presentes na fase sélida
do teste. Anticorpos antitoxoplasma (anti-P30) conjugados a fosfatase alcalina ligam-se ao complexo
antes formado. A acdo da enzima no substrato 4-metil-umbeliferil fosfato gera produto fluorescente,
cuja fluorescéncia é medida em 450nm. O aparelho faz os calculos automaticamente e libera um
indice. O exame ¢é util para confirmacéo de IgM positivo em outros ensaios. Apresenta sensibilidade

de 100% e especificidade de 98,6% (WILSON et al. 1997).

Quadro 2: Interpretagdo dos resultados do teste “ELFA IgM”

IgM

Negativo <0,55
Indeterminado >0,55<0,65
Positivo > 0,65

Fonte: Bula do teste ELFA IgM BioMérieux S.A.

Para pesquisa de anticorpos IgG pelo método ELFA-VIDAS, emprega-se a mesma metodologia,
sendo os resultados interpretados conforme tabela 6. Titulos altos ndo predizem, de forma isolada,

infeccdo recente. Apresenta sensibilidade de 98,1% e especificidade proxima a 100%.
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Quadro 3: Interpretacdo dos resultados do teste “ELFA-IgG”

190G

Negativo <40
Indeterminado >4,0<8,0
Positivo >8,0

Fonte: Bula do teste ELFA 1gG BioMérieux S.A.

4.4.3- Teste de Avidez de IgG

E um ensaio imunoenzimatico realizado em duplicata, em que uma das reacdes é tratada com um
reagente, comumente uréia 6M, gque desestabiliza as liga¢bes i6nicas entre anticorpos e antigenos.
Estas ligacGes sdo fracas na fase aguda da doenca, quando os anticorpos IgG ainda sdo imaturos e
observa-se baixa avidez. Na fase cronica, tem-se elevada avidez, indicando que os anticorpos foram
produzidos ha mais de 12 a 16 semanas. Uma relacdo entre os dois ensaios € calculada e expressa em
porcentagem. E um exame indicado para mulheres gravidas, principalmente no primeiro trimestre da
gestacdo, que apresentam 1gG e IgM positivos. A deteccdo de anticorpos de alta avidez em pacientes
com IgM positivo indica infeccdo adquirida ha mais de 4 meses. Para a realizacdo do teste de avidez
de IgG, foi utilizada a metodologia ELFA pela FUNED (Tabela 7), e quimioluminescéncia pelo

Hermes Pardini (Tabela 8).

Quadro 4: Interpretacdo dos resultados do teste avidez de 1gG realizado pela FUNED pela

metodologia ELFA.

Avidez de 1gG ELFA

Baixa Avidez < 0,200

Avidez Intermediaria >0,200 ¢ < 0,300
Alta Avidez > 0,300

Fonte: FUNED.
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Quadro 5: Interpretacdo dos resultados do teste de avidez de 1gG realizado pelo laboratério Hermes

Pardini por quimioluminescéncia.

Avidez de 1gG QUIMIOLUMINESCENCIA
Baixa Avidez < 50%

Avidez Intermediaria > 50% e < 60%
Alta Avidez > 60%

Fonte: Laboratério Hermes Pardini.

4.5- Analise estatistica

Para elaboracgdo do banco de dados e analises estatisticas, foi utilizado o software Statistical Package
for Social Sciences (SPSS) 18.0. Na analise estatistica foram comparados os dois testes (o teste em
estudo e o padrdo de referéncia) e calculadas medidas de sensibilidade, especificidade, valor preditivo
positivo e negativo, razdo de verossimilhanca positiva e negativa e concordancia. Calculou-se
também a prevaléncia da toxoplasmose nas gestantes de Minas Gerais. Utilizou-se o teste qui-
quadrado de aderéncia ou teste de ajustamento para avaliar se a distribuicdo das amostras recebidas de
cada macrorregido se aproximava da distribuicdo das amostras esperadas quando se realizou a
alocagdo das unidades amostrais obtidas pelo tamanho amostral estabelecido. O coeficiente de
concordancia de Kappa foi utilizado para avaliar concordancia entre 0s testes em sangue Seco e soro
(Quadro 6). Foi realizada curva ROC (Receiver Operating Characteristic) para descrever
quantitativamente o desempenho dos testes utilizados em sangue seco (triagem pré-natal) na

classificacdo das gestantes em infectadas e ndo infectadas pelo T. gondii.

Quadro 6: Interpretacéo do coeficiente de concordéancia de Kappa

Kappa Concordancia
<0,20 Ruim

0,20- 0,40 Razoavel
0,41- 0,60 Moderada
0,61- 0,80 Boa

0,81- 1,00 Muito boa

Fonte: Adaptado de Altman DG, Practical Statistics for Medical Research. London: Chapman & Hall; 1991.
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4.6-Consideracoes éticas

O projeto de pesquisa foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa da UFMG (CAAE —
12760813.5.0000.5149). O planejamento das atividades obteve o0 apoio das Instituicdes envolvidas.
Foi feito contato com as Secretarias Municipais de Satde e Unidades Bésicas de Salde participantes
com a finalidade de apresentacdo e discussdo dos objetivos do trabalho e planejamento das
atividades. Os resultados dos exames realizados foram disponibilizados na pagina virtual do
NUPAD, conforme da rotina do PCTC. A participacdo na pesquisa foi voluntéaria e ndo houve
compensagao financeira por ela, assim como ndo houve nenhum custo para participar.

Garantiu-se a continuidade do acompanhamento e tratamento dos pacientes independente da sua

incluséo no estudo. Foi preservado o sigilo dos pacientes participantes da pesquisa.
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5- Resultados e Discussao

5.1-Artigo 1

Esse artigo foi submetido ao periddico Revista Médica de Minas Gerais.

REVISAO SISTEMATICA DOS METODOS SOROLOGICOS UTILIZADOS EM GESTANTES NOS
PROGRAMAS DE TRIAGEM DIAGNOSTICA PRE-NATAL DA TOXOPLASMOSE

(METODOS SOROLOGICOS UTILIZADOS NA TRIAGEM PRE-NATAL DA TOXOPLASMOSE:
REVISAO SISTEMATICA)

Barbara Araljo Marques®; Glaucia Manzan Queiroz de Andrade”; Suzane Pretti Figueiredo Neves®;

Fernando Henrique Pereira*; Mariza Cristina Torres Talim®

'Mestranda do Programa Salde da Crianca e do Adolescente — UFMG 2Professora Adjunta do
Departamento de Pediatria da Faculdade de Medicina — UFMG. 3Professora Adjunta do
Departamento de Propedéutica Complementar da Faculdade de Medicina da UFMG. “Estatistico do

NUPAD e da Faculdade de Medicina da UFMG ° Bibliotecaria do Campus Satde da UFMG.

Contato: Béarbara Aradjo Marques: Rua Pilar, 170/402, Grajad, Belo Horizonte, Minas Gerais —

Brasil. b.araujomarques@gmail.com

Resumo: Ainda sdo escassas as informacdes sobre a melhor estratégia para triagem soroldgica da
toxoplasmose em gestantes e poucos estudos mencionam o uso de amostras de sangue capilar. Foi
realizada uma revisao sistematica da literatura para pesquisar os metodos soroldgicos 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 que se
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referissem a programas de triagem soroldgica pré-natal da toxoplasmose, com descri¢do da amostra
(sangue capilar ou soro) e do teste soroldgico utilizado. Foram encontrados 1558 artigos na base de
dados PUBMED e 245 artigos na LILACS, sendo 58 em duplicata. Foram analisados 47 artigos
finais. Os testes soroldgicos de triagem citados com maior frequéncia foram o0s ensaios
imunoenziméticos para deteccdo de 1gG (19, 40,4%) e IgM (18, 38,3%) e, entre 0s testes
confirmatdrios, o mais utilizado foi o teste de avidez de IgG, (14, 29,8%). Todos os estudos
analisados utilizaram amostras de soro para a triagem pré-natal da toxoplasmose. H& necessidade de

trabalhos que avaliem testes e diferentes amostras em estudos longitudinais.

Abstract: The best strategy for toxoplasmosis serological screening in pregnant women is not
completely defined and few studies mention the use of capillary blood samples. A systematic review
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 serological prenatal
screening programs, with mention of the sample (capillary blood or serum) and of the serological
tests used. We found 1558 articles in PubMed database and 245 articles in LILACS, with 58
duplicates. 47 final articles were analyzed. The serological screening tests most frequently cited were
immunoassays for the detection of 1gG (19, 40.4%) and IgM (18, 38.3%) and between confirmatory
tests, the most used was 1gG 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.

Introducéo: A toxoplasmose congénita ocorre, em sua maioria, na primoinfeccéo da gestante. Como
a maior parte dessas infecgOes € assintomatica e o tratamento da gestante pode diminuir transmisséo
ou danos para o feto, justifica-se a triagem soroldgica pre-natal, recomendada em regibes com

elevada prevaléncia da doenca *.
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Diferentes métodos soroldgicos sdo empregados com o objetivo de diagnosticar o estado imunitario
da gestante em relacdo a infeccéo pelo Toxoplasma gondii durante a gravidez. Através da deteccdo de
anticorpos contra este parasito no sangue materno, busca-se identificar as gestantes previamente
infectadas e, para aquelas com provavel infeccdo aguda na gestagdo, estimar a época em que a

infeccéo foi adquirida.

Os primeiros testes utilizados para este proposito foram o teste de fixacdo de complemento em 1937
e o teste do corante descrito por Sabin e Feldman em 1948 2. Este é considerado, até 0 momento, 0
padrdo de referéncia contra o qual os outros testes foram comparados e utiliza taquizoitos vivos de T.
gondii, complemento e corante azul de metileno. Se houver presenca de anticorpos, 0s parasitos sdo
lisados e ndo incorporardo o corante *. Devido ao risco de infeccdo laboratorial acidental pelo uso de
parasitos vivos, o teste do corante foi substituido por testes padronizados, de alto desempenho,
sensibilidade e especificidade, como os ensaios de aglutinacdo, imunofluorescéncia indireta (IFI),

testes imunoenzimaticos e mais recentemente, 0os quimioluminescentes.

A hemaglutinacdo e a aglutinacdo indireta detectam anticorpos séricos anti-T. gondii que reagem com
heméacias ou particulas (latex, poliestireno), respectivamente, sensibilizadas com antigenos do
parasito e a aglutinacdo direta consiste na aglutinacdo de parasitos inteiros na presenca de anticorpos
anti-toxoplasma. Os testes de aglutinacdo ndo exigem o uso de equipamentos, sdo baratos e rapidos,
mas apresentam baixa reprodutibilidade *. A IFI utiliza toxoplasmas mortos fixados em lamina de
microscopia e anticorpos anti-imunoglobulinas humanas marcados com fluoresceina. A reacdo é
observada em microscépio de fluorescéncia e possibilita distingdo entre IgM e IgG anti-T. gondii °.
Sua técnica é barata, porém trabalhosa e exige soros de referéncia para padronizacdo. Por ser pouco
sensivel, ndo detecta a chamada IgM residual, que sdo anticorpos persistentes em titulos baixos por
meses apos a infeccdo aguda. A IFI e as reagBes de aglutinagdo apresentam resultados quantitativos

através da diluicdo do soro do paciente. As amostras inicialmente reagentes sdo diluidas



29

sucessivamente e novamente incubadas com os toxoplasmas fixados nas laminas. Os resultados séo

expressos em titulos representados pela maior diluicdo do soro que ainda apresenta reatividade.

Os imunoensaios enzimaticos, inicialmente representados pelo método de ELISA (Enzyme-Linked
Immunosorbent Assay) detectam varias classes de anticorpos (IgM, 1gG, IgA, IgE) e permitem que o
soro de varios pacientes sejam examinados de uma s vez. Os testes podem ser automatizados para
uso populacional e tém resultados precisos, reprodutiveis e padronizados por leitura de cor em
espectofotdmetro. Utilizam extratos, fragmentos ou proteinas recombinantes do parasito fixados em
cavidades (pocos) de placas de poliestireno para mensura¢do dos anticorpos com um uma anti-
imunoglobulina humana especifica contra o isotipo de interesse (IgG, IgM, etc) marcada com uma
enzima. Apds adicdo de substrato especifico, sob acdo da enzima, ha desenvolvimento de cor. Séo
variacOes da técnica original do ELISA, o ELISA de captura, o MEIA (Microparticle Enzyme
Immunoassay) e o0 ELFA (Enzyme-Linked Fluorescent Assay), que sdo mais sensiveis e detectam
IgM residual. A quimioluminescéncia, de alta sensibilidade, detecta anticorpos anti-T. gondii através
de imunoglobulinas anti-lgG ou anti-lgM marcadas com composto luminescente e também detecta
IgM residual. Os resultados destes testes sdo expressos em Ul/ mL para IgG, em relacdo ao padrédo de
referéncia da Organizacdo Mundial de Saude (OMS). Para IgM, ainda ndo existe tal padrdo e 0s
resultados sdo expressos em indices (relacdo entre as densidades Opticas da amostra em um soro de

reatividade minima, limiar entre reagente e néo reagente) °.

O ISAGA (Immunosorbent Agglutination Assay) é um teste que detecta anticorpos IgM por captura,
mas seu resultado € revelado por aglutinacdo direta de suspensdo de organismos inteiros de
toxoplasma. E mais sensivel do que a IFI e os ensaios imunoenzimaticos para diagnéstico de infeccio

aguda ®.

O teste de avidez de IgG é uma importante ferramenta na determinagéo da época da infec¢do pelo

toxoplasma, quando realizado no primeiro trimestre de gestacdo. E um ensaio imunoenzimatico
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realizado em duplicata, em que uma das reacdes é tratada com um reagente caotropico, mais
comumente uréia 6M, para dissociar anticorpos de baixa avidez. Uma relacdo entre os dois ensaios é
calculada e expressa em porcentagem. Um exame com alta avidez indica que os anticorpos foram
produzidos ha mais de 12 a 16 semanas, 0 que torna este ensaio um bom marcador para infeccGes

crénicas > °.

O rastreamento sorologico para diagnéstico da toxoplasmose na gestante iniciou-se ha cerca de
quarenta anos. Os primeiros paises que a introduziram de forma compulséria foram a Austria, que
desde 1975 realiza vigilancia trimestral das gestantes susceptiveis, e a Franca, 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 paises
europeus implantaram programas nacionais de rastreamento antenatal sistematicos: Italia e Eslovénia
desde 1995, com seguimento das gestantes negativas de forma mensal e trimestral, respectivamente,
e Lituania, que preconiza exames no primeiro trimestre de forma universal com repeticdo da
sorologia no terceiro trimestre para a gestante suscetivel ". Varios outros paises no mundo adotam
rotinas para triagem das gestantes, porém ndo sdo regidos por uma politica nacional regulatoria,
como Bélgica, Alemanha, Finlandia, Grécia, Argentina e Brasil. Nestes, ha diferentes iniciativas

locais, com servicos de triagem com abrangéncia estadual, municipal ou hospitalar.

No Brasil, o Ministério da Saude recomenda a triagem pré-natal, mas cabe aos municipios decidir por
sua realizacdo. Alguns estados contam com programas bem estabelecidos de triagem para as
gestantes através do Sistema Unico de Salde. Em Goias e Mato Grosso do Sul, utilizam-se amostras
de sangue capilar (puncéo digital) conservado em papel filtro para triagem de gestantes desde 2002-
2003 como parte do “Programa de Protecao a Gestante”. Em Minas Gerais, a Secretaria de Estado da
Saude implantou em fevereiro de 2013 o “Programa de Controle da Toxoplasmose Congénita” em

parceria com 0 NUPAD/UFMG 8. Foi garantido o acesso universal das gestantes usudrias do sistema
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publico de saude, como parte do Programa Maes de Minas, e serdo utilizadas amostras de sangue

capilar conservado em papel filtro para pesquisa dos anticorpos anti-T. gondii.

Ainda sdo escassas as informacdes sobre a melhor estratégia a ser adotada para triagem sorolégica da

toxoplasmose em gestantes e poucos estudos mencionam o uso de amostras de sangue capilar.

Neste estudo, foi realizada uma revisao sistematica para pesquisar os diferentes métodos sorolégicos
empregados em programas de triagem pré-natal da toxoplasmose no mundo e as caracteristicas

principais destes programas.

Metodologia: A estratégia de pesquisa dos artigos seguiu as recomendacdes publicadas pelas
diretrizes PRISMA para revises sistematicas * '° e Cochrane Collaboration Group **. A busca foi
feita até 29 de marco de 2015. A pesquisa bibliogréfica foi realizada nas bases de dados PUBMED e
LILACS utilizando os descritores: ‘Toxoplasmosis’, ‘Toxoplasmosis, Congenital’, ‘Pregnancy’,
‘Pregnant Women’, ‘Prenatal Care’, ‘Pregnancy Complications, Parasitic’, ‘Serologic Tests’,
‘Triage’, ‘Maternal Serum Screening Tests’ and ‘Serology’, sem restricdo de linguagem ou desenho

de estudo.

Foram lidos titulos e resumos para selecionar artigos que se referissem a programas de triagem
soroldgica pré-natal da toxoplasmose. Considerou-se como programa de triagem o acompanhamento
longitudinal da gestante com realizacdo de um exame soroldgico no inicio da gravidez para detec¢ao
de anticorpos anti-T. gondii em todas as mulheres e repeticdo deste exame em pelo menos uma
ocasido durante a gestacdo, em trimestre diferente da primeira sorologia, naquelas soronegativas.
Outros critérios utilizados para inclusdo foram: a) informagdo do numero total de gestantes
envolvidas na triagem; b) descricdo da amostra (sangue capilar - puncdo digital, ou soro - pungéo
venosa) coletada em servicos de atencdo pré-natal; c) descricdo do teste soroldgico utilizado na

triagem; d) estar publicado nos idiomas inglés, portugués, espanhol, francés ou italiano.
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Os artigos completos selecionados foram lidos pela pesquisadora principal para confirmar a
elegibilidade e para extrair dados. A extracdo de dados foi realizada pela pesquisadora principal e
verificada por um segundo pesquisador. Buscaram-se artigos que respondessem sobre a estratégia
diagndstica adotada no programa de triagem, especificando o teste de triagem adotado. Foram

excluidos estudos que se limitavam a determinacéo da prevaléncia da toxoplasmose.

Os desfechos primarios de interesse foram os testes sorolégicos utilizados para triagem pré-natal, sua
sensibilidade/especificidade, o carater compulsoério ou ndo do programa de triagem e sua abrangéncia
territorial, o0 método de classificacdo das gestantes em relacdo ao seu estado imunitario ao T.
gondii (Lebech **ou NCCLS?® e a periodicidade de repeticio da sorologia nas gestantes
soronegativas. Os desfechos secundarios de interesse foram a prevaléncia da infeccdo por T.
gondii nas gestantes das diferentes populagdes estudadas, a taxa de infec¢do aguda na gravidez, o

seguimento dos recém-nascidos destas mées e a taxa de transmissdo congénita.

Em seguida, procedeu-se a um refinamento da selecdo dos artigos pela utilizacdo de critérios para
identificar estudos de abrangéncia populacional (municipal, estadual ou nacional), com teste
confirmatdrio do diagnostico de toxoplasmose e com resultados dos perfis soroldgicos de todas as
gestantes. Portanto, foram excluidos do grupo inicial os artigos que relatavam: a) programas de
triagem de abrangéncia hospitalar; b) auséncia de informacgdo dos resultados dos exames de toda a
populacdo estudada (gestantes com infec¢do cronica ou aguda e as suscetiveis); ¢) auséncia de
confirmacdo do diagnostico da toxoplasmose, isto é, ndo repeticdo dos testes ap6s duas a quatro
semanas ou ndo utilizacdo de testes de referéncia. Os desfechos secundarios foram analisados nesse

subgrupo de artigos que ofereciam dados completos.

As seguintes varidveis foram registradas: pais, ano de publicacdo, tempo de seguimento das



33

gestantes, abrangéncia e obrigatoriedade do programa de triagem, tipos de testes soroldgicos
utilizados nas gestantes para triagem inicial e os confirmatérios, locais de coleta e processamento das
amostras de sangue, intervalos de coleta de exames nas soronegativas, idade média das gestantes,
sintomas de infeccdo aguda e drogas utilizadas para seu tratamento, nimero de gestantes com
infeccdo cronica e infeccdo aguda pelo T. gondii, época provavel da infeccdo, nimero de fetos

infectados sintomaticos e assintomaticos.

Utilizou-se o software SPSS versdo 18.0 para elaboracdo do banco de dados e analise. Foi utilizada

estatistica descritiva. O estudo foi aprovado pelo COEP-UFMG.

Resultados: A busca bibliografica encontrou 1558 artigos na base de dados PUBMED e 245 artigos
na LILACS, sendo 58 em duplicata. Cinco trabalhos foram adicionados ap0s recuperacdo em
referéncias bibliograficas. Apos exclusdo por analise de titulos e resumos, restaram 137 artigos que
se tratavam de provavel triagem soroldgica da toxoplasmose na gestante (Figura 1). Destes, 26 foram
excluidos pelo idioma em que foram publicados (doze alemdes, cinco poloneses, trés russos, dois
hangaros, um dinamarqués, um chinés, um tcheco, um turco), dez por auséncia de descri¢do do teste
soroldgico utilizado no estudo e 26 por terem acompanhado apenas gestantes com suspeita de
infeccdo aguda por toxoplasmose. Foram, portanto, selecionados 75 estudos para leitura detalhada.
Destes, 21 foram excluidos devido a informacdes incompletas sobre o0 programa que nao permitiram

classifica-los como triagem.
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1803 registros identificados nas bases de
dados PUBMED (n= 1558) e LILACS (n=245)

| |
I

1750 registros apos remogio das ’

5 trabalhos identificados por meio de
outras fontes

duplicatas

Excluidos 62 registros:

-Teste diagnostico ndo descrito no estudo
(n=10)

- Descrigdo do acompanhamento apenas de
gestantes com suspeita de infec¢do aguda
(n=26)

- ldioma (n=26)

137 estudos selecionados
com base no titulo/resumo

25 artigos excluidos:
-Dados incompletos sobre a triagem

(n=17)
75 artigos completos acessados - Estudos com dados em duplicata (n=4)
para aplicagao dos critérios de - Viés de amostragem (n=3)
inclusdo - Teste sorologico ndo descrito (n=1)
Segunda etapa de selegdo - 30 estudos
excluidos segundo os critérios:
- Programas de triagem de abrangéncia
47 estudos incluidos ao final da primeira hospitalar (n=23)
etapa de selecdo - Auséncia de informagao dos resultados dos
(4 trabalhos foram considerados como 1 [ _[exames de toda a populagdo estudada (n=3)
por apresentarem informagdes - Auséncia de confirmagdo do diagnostico da
complementares) toxoplasmose (n=4)

final da segunda etapa de
selegdo

17 estudos incluidos ao |

Figura 1: Diagrama de fluxo da revisdo sistematica.

Quatro artigos > foram excluidos porque houve sobreposicdo de dados com outros estudos *"2.
Outros quatro artigos se referiam a mesma populacdo de gestantes e, por conterem informacdes
complementares, foram considerados como um s6 estudo 1, Em conclusédo, restaram 47 artigos

para analise apds a primeira etapa de selecéo .

Destes 47, trinta foram excluidos na segunda etapa de selecdo, apds aplicacdo dos critérios para
identificar estudos com abrangéncia populacional e realizacdo de confirmagéo da infeccdo. Restaram

17-19, 21-24, 30, 34-36, 38, 40, 41, 43, 49, 58, 60-62 que foram analisados em relag:éo as

dezessete artigos
caracteristicas demograficas como prevaléncia da infeccdo, nimero de infeccdes agudas e taxa de

transmissdo congeénita.
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Considerando todos os 47 estudos da primeira etapa de selecdo, foram acompanhadas 623.054
gestantes. Os artigos foram publicados entre os anos de 1966 até 2014, em diversos paises (Figura 2).
O tempo de acompanhamento das gestantes triadas variou entre seis meses *®, no minimo, e 203
meses ** no maior periodo de seguimento, com uma média de 48,32 meses (DP=7,17, 1C95%: 33,85-

62,78).

Figura 2: Paises de origem da publicacdo de 47 estudos realizados entre 1966 e 2014 sobre triagem
da toxoplasmose nas gestantes. Em laranja, programas de triagem pré-natal da toxoplasmose
compulsorios no periodo estudado. Em azul, programas nao compulsérios.

Dez artigos apresentavam programas de triagem de carater compulsorio e entre eles, oito avaliavam

programas compulsorios nacionais da Eslovénia, Austria, Franca, Itdlia ou Tunisia ™ 28 39 41 46.49. 63

64

O intervalo de coleta de amostras nas gestantes soronegativas foi mencionado por 44 estudos e quase
metade deles relatou intervalo trimestral de coleta nas gestantes soronegativas (dezenove estudos;
43,2%). Intervalos mensais de vigilancia das gestantes susceptiveis foram citados em sete trabalhos

(15,9%), entre os quais se encontravam artigos dos programas de triagem compulsoria nacional da
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Franca, Tunisia e Italia ™ #* *° °° Esquemas de coleta bimensais foram citados por outros sete

estudos (15,9%) e em dois trimestres da gestagdo, em seis trabalhos (13,6%).

Dos oito artigos que relataram os locais de coleta de amostras sorologicas das gestantes, seis
realizaram coletas em unidades de saude descentralizadas (75%). O local de processamento das
amostras foi citado por 23 estudos e foi realizado preferencialmente em laboratérios centrais (vinte

estudos, 87%).

O critério de classificacdo das gestantes de acordo com o perfil sorolégico para toxoplasmose foi

citado em apenas um estudo ** que utilizou os critérios de Lebech et al *2.

Utilizaram-se diversos testes soroldgicos de triagem inicial nos 47 programas estudados, sendo os de
maior frequéncia os imunoenzimaticos para deteccdo de 1gG (ELISA, ELFA, MEIA), citados em
dezenove estudos (40,4%). Foram seguidos pelos testes imunoenziméaticos para IgM e pela
imunofluorescéncia indireta (IF1) 1gG, citados em dezoito trabalhos cada (38,3%, cada). IFI IgM foi
utilizada por doze programas (25,5%), assim como os testes de aglutinagdo que incluem aglutinacao
direita, microaglutinacdo, aglutinagdo em latex ou hemaglutinagdo indireta. O teste do corante foi
citado em nove trabalhos (19,1%). Em menor parte dos estudos, foram utilizados para triagem o teste
de fixacdo de complemento (trés estudos ou 6,4%), reacdes imunoenzimaticas para deteccao de IgA e

ISAGA IgM (dois estudos ou 4,3%, cada), e quimioluminescéncia (um artigo, 2,1%).

Entre os testes confirmatorios, o mais utilizado foi o teste de avidez de 1gG, citado em quatorze
estudos (29,8%), todos publicados a partir da década de 1990 e presente em 88,9% (oito entre nove
estudos), daqueles publicados a partir de 2010 inclusive (Figura 2). A avidez de IgG foi seguida por
IFI IgM como exame confirmat6rio em treze estudos (27,7%), imunoensaios enzimaticos para IgM
em doze 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
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aglutinacdo (direta, diferencial HS/AC e/ou indireta) apareceram em cinco estudos (10,6%). Trés
trabalhos citaram o Western Blot como diagndstico de certeza na gestante (6,4%), todos com
metodologias in house ndo comerciais. Ainda foram descritos o uso de ISAGA IgA e IgE, teste de
fixacdo de complemento (dois estudos cada, 4,3%) e imunoenzimaticos 1gG e IgE (um estudo cada;

2,1%).

Nenhum trabalho avaliou a sensibilidade ou especificidade dos testes empregados nos programas de

rastreamento.

As informacGes sobre os métodos soroldgicos de rastreamento e confirmacdo do diagndstico 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 séo mostrados na Tabela

1.
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Tabela 1. Dados sobre os 47 estudos de triagem pré-natal da toxoplasmose em gestantes realizados entre 1966 e 2014.

Autor "¢ Tempo de . - ) - Intervalo de
(Ano) Tamanho | sequimento Métodos soroldgicos Métodos soroldgicos coleta de
Pais da 9 das utilizados para confirmatérios do AMOStras nas
amostra estantes rastreamento de diagnéstico da estantes
g toxoplasmose em gestantes | toxoplasmose em gestantes g :
(meses) soronegativas
” Avidez de 1gG (IA,
Messerer - MEIA IgM e IgG RADIM, Réf. KITGA.
(2014) Algeria 1.028 4t (ABBOTT Diagnostic) Toxoplasmose EIA. Mensal
WELL)
Capretti EIA IgM, IgG e IgA E'i-oFl\ﬁé(r}g:j’)f)S:\’/’i‘ge'fm
MG?* Italia 10.347 36 (Enzygnost ; Outro
(2014) Toxoplasmosis) ng (.V |da§ TOX(? 19G
Avidity, bioMérieux)
” ISAGA IgM, IgA, IgE e
Carral L Argenti Sabin Feldman 1gG (in Avidez de 1gG (Vidas -
(2013) na 12.035 143 house; ndo comercial) Toxo IgG Avidity, Trimestral
bioMérieux), IFI IgM
Abdallah . ISAGA IgM (bioMérieux).
RB®  Tunisia  2.070 a7 ELISA oW eB'i%ig"ate“a Avidez de IgG (Platelia Mensal
(2013) ' Toxo Avidity, Biorad)
Sakikawa Aglutinagdo em latex Em dois
M2 Japdo 4.466 89 (Toxotest-MT Eiken, trimestres
(2012) Eiken Chemical Co.)
ELISA IgM e 1gG (DiaPro,
Bittencourt EDII_E:gr,]A?SdtéCcSI?L?rrao?e:/)l Z Avidez de 1gG (Vidas
LHFB* Brasil 422 15 19G (DiaP pD' gVl Toxo 1gG Avidity, Trimestral
(2012) 9G (DiaPro, Diagnostic bioMeérieux)
Bioprobes); MEIA IgM e
1gG (ABBOTT Diagnostic)
Deeb [LEA 1gM e 166 (VItek - avidez de 1gG (Vidas
HKE Egito 323 12 9 y Toxo 1gG Avidity, -
Sysm VIDAS Toxo, L2
(2012) et bioMérieux)
bioMérieux)
ISAGA IgM (bioMérieux)
ELISA de captura IgG e ELISA de captura IgA
Roc ML* (Axym Abbott até 2002; (Platelia, Pasteur). Avidez .
(2010) Espanha 47635 203 Advia Centauro Siemens de 1gG Trimestral
de 2002-2008) (quimioluminescéncia,
- ) ) Diasorin).
Noya BA Venezu 678 12 ELISA IgM e 1gG (in Avidez de 1gG (in house; Outro
(2010) ela house; ndo comercial) ndo comercial)
ELFA IgM ¢ IgG (Vidas Sabin Feldman, ISAGA (in
toxogbioMgrieux) house, ndo comercial); IFI
Carral L*  Argenti Quimioll;minescéncia IgM ISAI(QBJXI(R;IO'}ATEUIX)E (in
9 13.632 11 e 19G (DPC Immunolite), gV, 1gA €19 Trimestral
(2008) na house, ndo comercial),
ELISA IgM e IgG . .
(AXSYM, Abbott Avidez de 1gG _(\_/ldas
Dia no'stics) Toxo 1gG Avidity,
g ' bioMérieux)
Ribeiro .
AC® Brasil 832 43 ELISA IgM e 1gG (Diesse) AV|de[z)_de IqG.(WAMA Trimestral
(2008) iagndstica)
Pefa .
MSR® Cuba 181 6 IFI IgM e 19gG (m house, PCR em sangue materno e Trimestral
(2006) néo comercial) liquido amniotico*
Szénasi Z* ) CFT,ELISAIgM elgG  ELISA IgA (Platelia toxo, .
(2005) ~ Hungria  31.759 167 (Platelia toxo, Bio-Rad) Bio-Rad) Bimestral
NGbrega . ELISA IgM e IgG (in
oT¥ Brasil 2.636 11 ELISA |~9M e 19G .(m house, ndo comercial) — Bimestral
house, ndo comercial) o L
(2005) repeticdo dos testes iniciais
Antoniou - ELISA IgM, 1gG e IgA IFA IgM e 1gG (Biosna);
M Grécia 5532 1 (Alphadia) ISAGA IgM (bioMérieux)  Viensal




(2004)

Spalding
SM40
(2003)

Ricci M¥
(2003)

Logar J*

(2002)

Qublan
HS42
(2002)

Jenum
PA®
(1998)

Rodriguez
Jc44
(1996)

Lappalaine
n M21-24
(1992-
1995)

Logar J*8
(1995)
Gonzélez-
Morales
T45
(1995)
Valcavi
pp*
(1995)

Roos T#
(1993)

Franklin
DM48
(1993)

Aspock H*
(1992)

Santacruz
MMSO
(1992)

Brasil

Italia

Eslovén
ia

Jordania

Norueg
a

Espanha

Finlandi
a

Eslovén
ia

Cuba
Italia

Aleman
ha

Israel

Austria

Colomb
ia

2.126

8.061

21.270

280

35.940

3.580

16.733

20.953

5.537

3.602

2.104

213

167.041

1.000

17

59

47

16

11

48

160

23

47

17

18

16

127

47

IF1 1gG (in house, ndo
comercial), ELISA IgM
(CAPTIA Toxo, Trinity

Biotech).
ELISA IgG (Dia-Sorin),

ELISA IgM (Organon

Teknika); Aglutinacéo
Direta (bioMérieux)

IFA (in house, ndo
comercial)

IF1 1gG e ELISA IgM (In
house, ndo comerciais)

ELISA IGM e IgG
(Platelia Toxo, Sanofi
Diagnostics Pasteur)

Microaglutinacdo
(bioMérieux); ISAGA IgM
(bioMérieux); Sabin
Feldman (in house, ndo
comercial). EIA IgM de
captura (Enzyngost
Toxoplasmosis-Behring;
Bioelisa Toxo- Biokit;
Captia Toxo- Mercia
Diagnostic; ETI-TOXOK —
Sorin, Biomedica; CorEIA
Toxo — Clone Systems).

EIA IgG (Toxenz -G
Northumbia Biologicals) e
ELISA de captura IgM
(Toxenz —M Northumbia
Biologicals)

Sabin Feldman , IFI (in
house, ndo comerciais)

ELISA (in house, ndo
comercial)

ELISA IgM e IgG (Eti-
Toxo, Sorin)
ISAGA IgM (bioMérieux);
Aglutinacéo direta 1gG
(Toxo-Screen-direct
agglutination test,
bioMérieux).

IFI; Sabin Feldman
IFI, Sabin Feldman

IF1 1gG (in house, ndo
comercial)

MEIA IgA (IMx Toxo),
Avidez de 1gG (MEIA)

ELISA IGM e IgA
(Platelia, Bio-Rad); Avidez
de 19G (S.p.A. Italiana
Laboratori Bouty)

Aglutinacéo direta para
1gG (Toxo Screen DA,
bioMérieux); ISAGA IgM
(bioMeérieux); Sabin
Feldman

EIA IgA (Enzyngost
Toxoplasmosis; e técnica
in house, ndo comercial)

ELISA de captura IgA
(ETI-TOXOK - Sorin,
Biomedica; CLONATEC
TOXO A Ab EIA - Clone
Systems). Avidez de 1gG
(Menarini diagnostics);
Western Blot in house, ndo
comercial.

EIA IgM e IgG
(Labsystems), Western
Blot (in house), ISAGA
IgM (bioMérieux), EIA

IgA (Toxo A Ab EIA
Clonatec), Aglutinacdo
Diferencial, ELISA IgE,

Avidez de 1gG (in house,
ndo comerciais)
EIA IgM e IgA (Sanofi
Diagnostics Pasteur)

Sabin Feldman, IFI (Toxo-
Spot IF, bioMérieux),
CFT,ELISA IgM ;
Western Blot P30 IgM e
IgA
IgM (n&o especifica o
método)

IFI IgM, ISAGA IgM,

ELISA IgM, CFT, ELISA
1gA (ndo cita laboratdrio)

Trimestral

Mensal

Trimestral

Trimestral

Trimestral

Trimestral

Trimestral

Trimestral

Bimestral

Trimestral

Em dois
trimestres

Trimestral

Bimestral
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Molé JR®! IFI (in house, ndo .
(1992) Cuba 2.058 11 comercial) Trimestral

Chatterton Sabin Feldman, Sabin Feldman,

IMWE2 Escécia 16.000 47 hemaglutinacdo, ELISA hemaglutinacdo, ELISA de )
(1989) ' 1gG, IFI IgM (in house, captura IgM (Toxonostika,
ndo comerciais) Organon Teknika)
20 IFI IgM e 1gG, .
Fozjllggg\;v Bélgica 6.549 95 hemaglutinagdo, CFT (ndo (naiagltg Eﬂggﬁ;io) Outro
cita laboratorio)
19 : Aglutinacéo Direta,
Jeannel D Franca 3.416 24 IFl IgM e 1gG ('f‘ house, ISAGA (néo cita Mensal
(1988) ndo comercial) -
laboratério)
IFI IgM (ELectro-
53 . ~ Nucleonics Laboratories e
Se(\igrsélg EUA 22.845 95 HAIC((;%B?CL:Z?)’ nao Microbiological Research); Bimestral
ELISA IgM (in house, nao
comercial)
Billiault S
X5 Gabio 268 Aglutinagho Direta, IF Trimestral
19G e IgM
(1987)
Boveda . .
MIC Espanha  3.251 48 IFII 19G (nao cita IFI Igl\/ll, ELISA (ndo cita Trimestral
(1986) aboratorio) aboratorio)

Meirelles . .

Filho J%® Brasil 131 6 IFI Igl\!l e 1gG ('!1 Ihouse, IFl IgM elgG (".1 rouse, Mensal
(1985) ndo comercial) ndo comercial)

Séenz REY’ , IFI, ELISA (ndo cita Em dois
(1984) Panama 878 24 laboratério) trimestres

Lappierre . S .

18 Franca 15.132 71 IF|,~Ag!ut|nagao I,Dl_reta IFI IgM (r]ap cita Mensal
(1983) (n&o cita laboratorio) laboratorio)

WQ}&%?S Escocia 10.677 35 CFT, Hemaglutinacéo (in Sabin e Feldman, IFI IgM Em dois
(1981) ' house, ndo comercial) (in house, ndo comercial) trimestres
Stray-

Pedersen Norueg Sabin Feldman, IFI IgG Em dois

B® a 8.043 (Dakopatts A/S) IFI IgM (Dakopatts A/S) trimestres
(1980)
61 . ~ . .
Beach PG EUA 95.929 40 HAI (in hoqse, nao HAI, IF[, IFI IgM _(m E_m dois
(1979) comercial) house, ndo comercial) trimestres

Viens P% . IFI (in house, n&o IFI IgM (in house, ndo
(1977)63 Canada 4.136 comercial) comercial) Outro

Roux C Sabin e Feldman, IFI IgM
(1976)6 Franca 6.269 23 (in house, ndo comercial) Outro

Roux C% Sabin e Feldman, IFI IgM .

(1975) Franca 3.409 1 (in house, nao comercial) Bimestral
. S . Aglutinacéo Direta para
Morin P* Franca 189 6 Aglutinagao D|reta_(|n gIgM (iE\ house na% Bimestral
(1974) house, ndo comercial) o
comercial)
‘o 166
T(elrggé]) Franca 1.858 24 Sabin e Feldman Sabin e Feldman Trimestral

lg: imunoglobulina; MEIA: Micro particule Enzyme Immuno Assay; EIA: Enzyme Immuno Assay; ELFA:
Enzyme-Linked Fluorescente Assay; ISAGA: Immunosorbent Agglutination Assay; IFI: Imunofluorescéncia
indireta= IFA: Indirect Fluorescent Antibody; CFT: teste de fixagdo de complemento; HAI: hemaglutinagéo

indireta

* O PCR em liquido amniético foi considerado como teste confirmatério apesar de ndo ser teste sorolégico.
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Considerando-se exames realizados por periodos de tempo divididos em décadas, os testes
imunoenzimaticos sdo citados apenas a partir de 1980. Ja os testes de imunofluorescéncia, quando
utilizados para triagem inicial das gestantes, foram citados nos artigos publicados até o ano de 2009,

n&o mais aparecendo nos artigos a partir de 2010 (Figura 3).

= IFl igM

s 1 i
= IFl igG
Nimero de estudos
que citaram os testes 4 11 WELISA IgM
sorologicos  ELISA IgG
3TR ] 1 i ™ Teste do Corante
Avidez igG
o | B Aglutinagdes
0 = ~ - ~ = 7

1966-1979 1980-1989 1990-1999 2000-2009 2010-2014
Anos de publicagdo dos artigos

Figura 3: Métodos sorolégicos mais utilizados para triagem da toxoplasmose nas gestantes em 47
estudos realizados entre 1966 e 2014, de acordo com a década de publicag&o.

Todos os estudos analisados utilizaram amostras de soro para a triagem pré-natal da toxoplasmose.

6770 selecionados com base no titulo e resumo fizeram o uso de amostras em papel

Quatro artigos
filtro, mas ndo preencheram os critérios de inclusdo da primeira etapa de selecdo da revisao
sistematica. Todos eram brasileiros e transversais, para determinacao da prevaléncia da toxoplasmose
em gestantes. Trés se referiam ao Programa de Protecdo a Gestante que utiliza testes

| 67 88 o em Goias °°.

imunoenzimaticos em amostras eluidas de papel filtro em Mato Grosso do Su
Boa-Sorte N et al determinou a acuracia dos testes em papel filtro quando comparados com 0 soro em

amostra Unica de gestantes em Salvador .
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Os dezessete trabalhos identificados a partir do refinamento da sele¢éo dos 47 artigos iniciais foram
analisados separadamente em relacdo aos perfis sorolégicos maternos de infec¢do pelo T. gondii e
aos aspectos da transmissdo vertical da doenca. Nestes estudos, houve o acompanhamento de
443.077 gestantes, o que representa 71% da amostra total dos 47 artigos selecionados na reviséo

sistematica. Nove dos dezessete trabalhos (53%) foram publicados antes do ano 2000.

A idade média das gestantes foi de 26,3 anos (DP 1,32, 1C95%: 24,2- 28,4), e a mediana para idade
foi de 26,2 anos. A maioria destes estudos (treze) apresentava um programa de rastreamento de

abrangéncia municipal (76,5%). Trés trabalhos eram nacionais (17,6%) e um estadual (5,9%).

O teste soroldgico mais utilizado para triagem inicial nestes dezessete estudos foi a IFI 1gG, citada
em mais da metade dos artigos (nove, 52,9%), seguida pelos imunoensaios enzimaticos para IgM,
citados em oito estudos (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 IFI 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 gestacdo variou desde 8,1% em Oregon (EUA) &, até
75,1%, no Brasil *. O percentual de infeccbes agudas entre as gestantes soronegativas oscilou entre
0,0% até 14,2%. No total, foram descritas 156 soroconversdes agudas e 64 fetos infectados, dos quais
21 eram sintomaticos (32,8%). Doze destes estudos realizaram seguimento dos recém-nascidos de
mé&es com suspeita de toxoplasmose aguda na gravidez, o que provavelmente permitiu a deteccéo de
39 recém-nascidos infectados assintomaticos (60,9%). A taxa de transmissdo vertical independente

da idade gestacional variou entre zero e 33,3%, esta na Franca .

Na tabela 2, estdo compilados os dados sobre o subgrupo dos 17 estudos descritos acima, com
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informagdes sobre testes diagndsticos utilizados, abrangéncia dos programas de triagem, prevaléncia
da infec¢do por T. gondii nas gestantes, nimero de infec¢Bes agudas e a taxa de transmissao vertical

da toxoplasmose.

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 confirmatorio para o
diagnostico da toxoplasmose na gestacdo e descreveram o0s resultados de exames de todas as
gestantes participantes.

Abrangéncia do Nimero de Nuri?ﬁ‘[a?:géeog:gj&zrg%zgom Namero de
Autor Ref Pais roarama de gestantes imunes a toxoplasmose na gestacsio soroconversdes Taxa
(Ano) P trgia em toxoplasmose e ?0/ em rela a% 3 & agudas nas TV
g prevaléncia (%) s(;ronegat(i;vas) gestantes
Bittencourt
LHFB%® Brasil Municipal 253 (60,0) 0 (0,0 0 0,0
(2012)
34
C?;Ba(;gls Argentina Municipal 6.680 (49,0) 121 (1,7) - 4,1
‘hai 35
R'bfz'g%gc Brasil Municipal 624 (75.1) 2 (1,0) 1 0,0
5 36
Perzgo'\(’)'g)R Cuba Municipal 80 (44.2) 1(10) 1 ;
Lo L 17
Szf;ggg)z Hungria Municipal 18.420 (58,0) 225 (1,7) 20 0,0
H 38
A”‘?;ng)'\" Grécia Municipal 1,628 (29,4) 185 (4,7) 6 0,0
Spalding
Sm% Brasil Municipal 1.583 (74,5) 77 (14,2) 0 39
(2003)
41
'-?296"(;;) Eslovénia  Municipal 7.151 (33.,6) 132 (0,9) - 8,3
43
Jen(lig]ng Noruega Nacional 3.907 (10,9) (61' 72) 17 234
18 '
L?fSE;SJ) Eslovénia  Nacional 18.420 (45,0) 225 (1.7) . .
Lappalainen
M 2124 Finlandia Municipal 9.430 (20,3) 69 (0,6) 13 9,5
(1992-1995)
.. 49
ASFf;é‘Z'; Austria Nacional 70.692 (42,3) 1.136 (1,2) - -
19
Je"ggg'e')j Franca Municipal 1.200 (35,1) 33 (1,5) 26 33,3
Lappierre J% - 8333 81
(1983) Franca Municipal (55.0) (1.2) 39 17,3
Stray-
Pedersen B®®  Noruega Municipal 1038 (12,9) 54 (0,8) 9 7.4
(1980)
61
Be(a&;;; EUA Estadual 7791 (8,1) - 22 -
: 62
Viens P Canadé Municipal 1688 (40,8) 52 (2,1) 2 77

(1977)
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Discussao:

Os métodos sorologicos mais utilizados para triagem pré-natal da toxoplasmose na gestante foram os
testes imunoenzimaticos para IgG e IgM. Estiveram presentes nos estudos publicados a partir da
década de 1980 identificados pela revisdo 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 automacdo, permitindo a realizacdo de exames de alta sensibilidade e

especificidade em larga escala e de forma padronizada.

Os testes de imunofluorescéncia para IgM e 1gG foram os segundos mais citados, e predominaram
nos estudos publicados antes da década de 1990 (Figura 3), assim como os testes de aglutinacéo,
terceiros mais citados entre os 47 estudos de triagem das gestantes para toxoplasmose. Ambos, IFI e
aglutinacdes, foram importantes substitutos do teste do corante, por serem de facil execugdo e

apresentarem baixo custo e menor risco bioldgico.

O teste do corante, quarto mais mencionado para diagnéstico pré-natal de toxoplasmose, é
considerado até os dias atuais como teste de referéncia. Provavelmente por este motivo, nunca deixou

de ser utilizado, tendo sido citado desde os estudos mais antigos até os mais atuais.

O teste de avidez de 1gG foi empregado pelos estudos publicados a partir de 1990 e apareceu como 0
teste confirmatorio mais utilizado entre todos os programas de triagem da revisdo sistematica,
principalmente a partir de 2010, inclusive (oito entre nove estudos, 88,9%) (Figura 3). Este teste
revolucionou a triagem das gestantes para toxoplasmose por auxiliar na determinagdo de quadros de

infeccdo recente ou tardia com IgM residual.

Portanto, foi possivel notar uma evolugdo historica nas técnicas citadas para diagnéstico da

toxoplasmose em gestantes ao longo das cinco décadas que a revisao sistematica abrangeu (desde
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1966 ate 2014, Figura 3), refletindo o aperfeigoamento tecnoldgico que ocorreu nos laboratérios para

acompanhar os desafios diagndsticos da toxoplasmose em gestantes na prética clinica.

O PCR em liquido amniotico, apesar de nao ser teste soroldgico, foi considerado como teste
confirmatorio em um trabalho do grupo dos dezessete artigos com abrangéncia populacional e
resultados completos de todas as gestantes. Sao conhecidas as limitacdes deste método como teste de
referéncia por depender da idade gestacional da sua realizacdo para confirmacéo da infeccdo por T.
gondii na gestante e falta de padronizacdo dos primers, mas o mesmo € bastante sensivel e, se

positivo, confirma o diagnéstico de infeccdo materna e fetal .

Acompanhando uma tendéncia mundial de propedéutica diagnostica, pode-se perceber uma tendéncia
de descentralizacdo da atencdo a saude da gestante em relacdo a toxoplasmose com coletas de
amostras bioldgicas em centros de atencdo pré-natal periféricos, mantendo a anélise concentrada nos

laboratoérios de referéncia.

A maioria dos trabalhos encontrados é proveniente de paises do Velho Mundo (Figura 2), onde as
infeccOes se d&o por cepas menos virulentas do toxoplasma e causam doenca de menor gravidade 2.
No Brasil e em outros paises latino-americanos, encontram-se cepas mais patogénicas do parasito '
7> além de situagdo socioecondmica menos favorecida e alta prevaléncia da doenca. Justifica-se, nas
Américas, a busca por programas de triagem adaptados a sua extensao territorial com grandes regides
em desenvolvimento, onde os testes diagndsticos frequentemente ndo sdo realizados. O uso de
amostras de sangue seco em papel filtro torna a triagem acessivel ao universo da populacao, pois a
coleta ndo necessita ser realizada por pessoal de laboratério especializado, dispensa o deslocamento
da gestante, pode ser conservada na temperatura ambiente e transportada pelo correio, resultando em

exames com baixo custo.

N&o houve, nesta revisdo sistematica, publicagdes comparando testes utilizados para triagem da
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toxoplasmose em amostras de papel filtro e soro. Todos os programas utilizaram amostras em soro e
0s artigos com programas que utilizam amostras de sangue em papel filtro ndo preencheram os
critérios de inclusdo adotados nessa revisao, ja que realizaram a comparagdo pontual entre os dois
tipos de amostras e ndo acompanharam as gestantes de forma longitudinal. Cafiedo-Solares fez essa
comparacio em ambiente controlado de laboratdrio e observou 6tima concordancia " entre os testes
(IgG e IgM) realizados nas duas amostras. Boa-Sorte N. et al compararam amostras em sangue seco e
soro para triagem de diversas doencas de transmissdo congénita em uma populagédo de 692 gestantes
na prética clinica, de forma transversal "°. Encontraram acuracia de 99.7% (IC95% 98.9-99.9) para
diagndstico da toxoplasmose com o papel-filtro (em comparagdo com o soro), em amostra Unica 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 revisdo sistematica foi ousado e abrangente. Foi necessario criar uma
estratégia de busca que restringisse 0 nimero de trabalhos sobre o tema para objetivar a pesquisa. Se
por um lado estes critérios podem levar a um viés de amostragem por diminuirem o universo
pesquisado, eles também permitem a exequibilidade da pesquisa, proporcionando a manipulacdo dos

dados destes artigos finitos.

Apenas um artigo citou o uso da classificacdo de Lebech et al para definir os perfis imunolégicos das
gestantes. E desejavel a padronizacéo dos perfis soroldgicos da toxoplasmose durante a gestacéo para
que estudos de triagem sejam comparaveis de forma fidedigna. Apesar disto, foi possivel dividir as
gestantes em grupos (infeccdo passada, infeccdo aguda e suscetivel), de acordo com informagdes

encontradas no corpo dos artigos.

Os trabalhos selecionados apresentam populacfes e tamanhos de amostras diversos, assim como
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diferentes épocas de publicagdo e pluralidade dos testes diagnosticos, o que pode dificultar a
comparacgdo entre os estudos. Porém, a heterogeneidade permitiu uma constatagdo evolutiva das
técnicas soroldgicas de triagem para toxoplasmose, utilizadas ao longo dos anos de pesquisas
clinicas, com um olhar abrangente entre os diferentes paises, com diversas condi¢cGes econémicas e

sociais, 0 que enriqueceu o estudo.
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Resumo: A triagem pré-natal para identificacdo de toxoplasmose aguda em gestantes tem sido
utilizada em programas europeus como estratégia para evitar a transmissdo vertical da toxoplasmose
ou reduzir os danos da toxoplasmose congénita. Nesse rastreamento, sdo utilizados principalmente os
imunoensaios em amostras de soro para identificar as imunoglobulinas M (IgM) e G (IgG) anti-
Toxoplasma gondii e ainda sdo escassas as informacgdes sobre o uso de amostras de sangue capilar
para essa triagem. Poucos estudos avaliam a acuracia dos testes de triagem pré-natal em sangue
capilar seco transportado em papel filtro, embora esse tipo de amostra seja utilizado em programas de
rastreamento em gestantes no Brasil, pois se trata de material bioldgico facil de coletar, armazenar e

transportar, o que diminui o custo dos programas. A existéncia de um programa de triagem pré-natal


mailto:b.araujomarques@gmail.com

58

no estado de Minas Gerais utilizando a coleta de sangue seco para realizagéo dos testes IgM e 1gG
para toxoplasmose motivou este estudo. OBJETIVOS: Avaliar a concordancia do teste Imunoscreen
(ELISA), em sangue seco, para determinacéo de IgM e IgG anti-Toxoplasma gondii na gestagdo, com
o teste ELFA-VIDAS, em soro, utilizado como método de referéncia. Determinar o desempenho do
teste em sangue seco quando comparado com o soro. METODO: Realizou-se estudo transversal em
gestantes do Programa de Controle da Toxoplasmose Congénita em Minas Gerais (PCTC-MG) com
coleta simultanea de sangue seco e soro entre 01 de julho e 31 de dezembro de 2014 para avaliar a
concordancia (Kappa) entre o teste Imunoscreen (imunoensaioenzimatico de captura) utilizado para
determinacéo de IgM e IgG anti-T. gondii em amostra de sangue seco na gestacdo e o teste ELFA-
VIDAS, realizado em soro e considerado como o método de referéncia. Foi avaliado o desempenho
do teste Imunoscreen-IgM e 1gG em relagéo ao padréo de referéncia (ELFA) e calculadas medidas de
sensibilidade, especificidade, valor preditivo positivo e negativo, razéo de verossimilhanga positiva e
negativa. Foi realizada curva ROC (Receiver Operating Characteristic) para descrever
quantitativamente o desempenho dos testes realizados em sangue seco para classificacdo das gestantes
em infectadas e ndo infectadas pelo T. gondii. Para elaboracéo do banco de dados e analise estatistica
utilizou-se o software Statistical Package for Social Sciences (SPSS) 18.0. O projeto de pesquisa
obteve apoio das Instituicdes envolvidas, foi aprovado pelo Comité de Etica da UFMG e contou com
recursos do CNPg. RESULTADOS: Foram recebidas, no total, 750 amostras. 40 gestantes foram
excluidas devido a amostras inadequadas de sangue seco ou soro (apenas soro sem papel filtro) ou
longos intervalos de coleta entre as duas amostras (outliers). Restaram 710 gestantes no estudo,
amostra com distribuicdo semelhante a amostra estimada de 1038 gestantes, de acordo com o teste
qui-quadrado de aderéncia (p=0,126). A prevaléncia da toxoplasmose foi de 45,2%. Para possibilitar
avaliacdo da concordancia entre testes em sangue seco e soro, foram adicionadas 33 gestantes IgM
positivas detectadas pelo PCTC-MG entre 01 de agosto e 31 de dezembro de 2014, as 710 do estudo.

Finalmente, foram analisadas amostras de 743 gestantes. Encontrou-se moderada concordancia entre
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0 teste Imunoscreen-IgM em sangue seco quando comparado com o soro (Kappa 60,0%) e muito boa
concordéncia (91,1%) quando o Kappa foi ajustado pela prevaléncia de IgM. A concordancia para
IgG foi muito boa (Kappa 81,6%). A especificidade foi alta tanto para IgM (98,4%) quanto para 1gG
(96,9%) e a sensibilidade para 1gG também foi alta (84,0%). A sensibilidade de IgM no teste em
estudo foi mais baixa (56,8%). Um novo valor de cut-off obtido na curva ROC para IgM resultou em
melhor performance do teste. A &rea sob a curva ROC foi maior que 95% tanto para IgM quanto para
IgG. CONCLUSAO: A implantagdo da triagem pré-natal para toxoplasmose em Minas Gerais
utilizando amostra de sangue seco minimizou dificuldades de logistica e custos, possibilitando o
acesso ao programa de todas as gestantes usuarias do SUS no estado. Nessa populacdo, o teste
Imunoscreen-IgM e IgG anti-T. gondii em sangue seco mostrou bom desempenho (elevada
especificidade para IgM e IgG e sensibilidade para 1gG) e discriminou bem os resultados positivos e
negativos. A menor sensibilidade observada para IgM deve ser melhor avaliada em estudos com
maior tamanho de amostra. Ajuste no ponto de corte do teste Imunoscreen-lgM pode melhorar a
sensibilidade e deve ser avaliado. Novos estudos sdo necessarios, com maior tamanho de amostra,

para avaliar o desempenho do teste na identificacdo da toxoplasmose aguda na gestante.

Palavras-Chave: Toxoplasmose congénita; Triagem; Cuidado pré-natal; Teste em amostras de

sangue seco; Sorologia.

Summary: The prenatal screening for toxoplasmosis has been used in European programs as a
strategy to prevent vertical transmission of toxoplasmosis or reduce damage from congenital
toxoplasmosis. In this screening are used mainly immunoassays in serum samples to identify
immunoglobulin M (IgM) and G (IgG) anti-Toxoplasma gondii. Information on the use of
dried blood spot testing for this screening is still scarce. Few studies assess the accuracy of prenatal
screening tests in dried blood, although this type of sample is used in screening programs for
pregnant women in Brazil, since it is a biological material easy to collect, store and transport, which

decreases the cost of the programs. The existence of a prenatal screening program in the state of
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Minas Gerais using dried blood for IgM and IgG testing for toxoplasmosis motivated this study.
OBJECTIVES: To evaluate the agreement between Imunoscreen assay (ELISA) in dried blood and
ELFA-VIDAS test in serum, used as the reference method, for determination of IgM and 1gG anti-
Toxoplasma gondii during pregnancy. Determine the performance of the dried blood test when
compared with the serum. METHODS: we performed a cross-sectional study in pregnant women
from the Control Program of Congenital Toxoplasmosis in Minas Gerais (PCTC-MG) with
simultaneous collection of dried blood and serum between July 1 and December 31, 2014. To prepare
the database and statistical analysis we used the software Statistical Package for Social Sciences
(SPSS) 18.0. The research project was supported by the institutions involved, was approved by the
Ethics Committee and had the CNPq resources. RESULTS: There were a total of 750 samples. 40
patients were excluded because of inadequate samples of dried blood or serum (serum without filter
paper) or long intervals between the two samples collection (outliers). 710 pregnant women remained
in the study, sample with similar distribution to the estimated sample of 1038 pregnant women,
according to the Chi-square adherence test (p = 0.126). The prevalence of toxoplasmosis was 45.2%.
To enable evaluation of the agreement between tests in dried blood and serum, there were added 33
IgM positive pregnant women detected by PCTC-MG between August 1 and December 31, 2014, to
the 710 of the study. Finally, 743 samples of pregnant women were analyzed. Moderate agreement
was found between Imunoscreen-IgM in dried blood compared to serum (Kappa 60.0%) and very
good agreement (91.1%) when the Kappa was adjusted by the prevalence of IgM. The agreement for
IgG was very good (Kappa 81.6%). Specificity was high for both IgM (98.4%) and IgG (96.9%), and
sensitivity to 1gG was also high (84.0%). The sensitivity of IgM in the test under study was lower
(55.3%). A new cut-off value obtained from the ROC curve for IgM resulted in better performance of
the test. The area under the ROC curve was greater than 95% for both IgM and IgG.
CONCLUSION: The implementation of prenatal screening for toxoplasmosis in Minas Gerais using

dried blood sample minimized logistical difficulties and costs, enabling access to the program for all
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pregnant women users of SUS in the state. In this population, the Imunoscreen IgM and 1gG anti-T.
gondii in dried blood showed good performance (high specificity for IgM and 1gG and sensitivity to
IgG) and can discriminate positive and negative results. The lower sensitivity observed for IgM
should be better evaluated in studies with larger sample size. Adjust the cutoff point of Imunoscreen-
IgM test can improve the sensitivity and should be evaluated. Further studies are needed with larger
sample size to evaluate the test results in the identification of acute toxoplasmosis in pregnant

women.

Introducdo: A primoinfeccdo pelo Toxoplasma gondii durante a gestacdo acarreta risco de
transmissdo vertical do parasito para o concepto. Quando a infec¢cdo materna ocorre no primeiro
trimestre da gestacdo, o risco de transmissdo € baixo, mas as sequelas sdo graves se o feto for
acometido, podendo haver comprometimento do sistema nervoso central e de tecidos oculares. Por
outro lado, se a infeccdo materna ocorre no final da gravidez, hd maior probabilidade de
contaminacdo fetal devido a alta vascularizacdo da placenta, porém as consequéncias sao,
geralmente, menos graves e muitas criancas nascem assintomaticas, embora isso ndo impeca que a

maioria delas desenvolva sequelas oculares tardias.

O pré-natal é um momento importante para implantacdo de medidas de prevencdo da transmissdo
vertical da toxoplasmose. Como a infeccdo aguda em gestantes € assintomatica na maioria das vezes,
a vigilancia é realizada por meio de exames sorolégicos, que avaliam quantitativamente os anticorpos
produzidos em resposta a parasitose. O teste para detec¢do de anticorpos IgM e 1gG anti-T. gondii
deve ser feito 0 mais precocemente possivel na gravidez para definir, com maior seguranga, o perfil
imunologico da gestante em relagdo ao parasito. Anticorpos IgM sugerem infeccdo aguda, mas
podem ser detectaveis varios meses apods a infecgcdo. Os anticorpos 1gG, principalmente quando em
titulos persistentemente baixos, indicam infecgdo cronica, ocorrida ha meses ou anos. Esta mesma

classe de anticorpos pode indicar infeccdo aguda quando em titulos elevados ou ascendentes e
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associados a baixa avidez, que significa uma baixa afinidade das imunoglobulinas jovens pelo
antigeno. Gestantes que nunca tiveram contato com o parasito (suscetiveis) sdo consideradas em risco
para adquirir a infeccdo e devem ser orientadas sobre as medidas profilaticas, além de serem
submetidas a repeticdo periddica dos testes de triagem, a fim de se detectar uma possivel infeccdo

aguda.

Hé& vaérias metodologias para deteccdo de anticorpos séricos anti-T. gondii e, tradicionalmente, 0s
exames sao realizados no soro obtido através de pungdo venosa. Para 0 uso deste material bioldgico
em programas de triagem deve-se dispor de pessoal treinado para coleta com seringa, centrifuga para
separacdo do plasma e insumos para armazenar e transportar sob congelamento, o que gera altos
custos de implantagdo e manutencdo desses programas. A realizacdo de exames soroldgicos em
eluido de sangue seco, transportado em papel filtro, tem sido utilizada com sucesso em programas de
triagem neonatal ha cerca de cinco décadas (1) e é uma alternativa promissora para programas de
triagem pré-natal da toxoplasmose em gestantes. A coleta de sangue para transporte em papel filtro é
realizada através de técnica pouco invasiva de puncao capilar com lanceta e 0 material seco é estavel
em diversas temperaturas, podendo ser transportado com baixo custo. Dessa forma, amplia 0 acesso
dos pacientes de regides distantes e economicamente desfavorecidas aos servigos de salde. Cafiedo-
Solares et al compararam 100 amostras pareadas de sangue seco e soro de gestantes para detectar
IgM e 1gG anti-T. gondii e avidez de IgG através de ensaios imunoenzimaticos e encontraram boa

correlagdo entre as amostras, com sensibilidade de 92% e especificidade de 100% para IgM (2).

Ja existem programas de triagem pré-natal para toxoplasmose no Brasil que adotam o sangue seco
para pesquisa de anticorpos em gestantes. Desde 2002-2003, esta implantado o Programa de Protecéo
a Gestante em Goias e Mato Grosso do Sul para diagndstico de toxoplasmose na gravidez com 0 uso
de imunoensaioenzimatico para IgM e IgG anti-T. gondii e teste de avidez de IgG. Figueir6-Filho et
al (3) encontraram elevada prevaléncia da toxoplasmose (92%) em estudo com gestantes deste

Programa entre novembro de 2002 e outubro de 2003 em Mato Grosso do Sul e 0,4% de resultados
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IgM positivos. Sartori et al (4) estudaram gestantes do mesmo programa em Goiadnia em 2008 e

observaram prevaléncia de 67,7%, com 0,7% de mulheres com anticorpos IgM e IgG reagentes.

Amaral (5) questionou, em editorial, a possibilidade de menor acurécia do teste em sangue seco
devido a baixa prevaléncia de amostras reagentes para IgM detectada pelo estudo de Figueird-Filho
citado acima (3). A professora aponta para um possivel aumento da taxa de falso-negativo de IgM,
com menor identificacdo das gestantes com infeccdo aguda e, consequentemente, de casos de
infeccdo congénita com o uso do papel filtro e prop6e uma revisdo do desempenho dos testes em

Sangue seco comparados com 0 soro.

Boa-Sorte et al (6) encontraram 1,88% de exames IgM positivos por ensaio imunoenzimatico em
sangue seco e em soro de gestantes de Salvador acompanhadas entre novembro de 2009 e mar¢o de
2010. A acurécia dos testes em sangue seco quando comparados com o soro foi de 99.7% (1C95%:
98.9-99.9%), com sensibilidade de 92,3% (IC95%: 66.7-98.6%) e especificidade 99,9% (1C95%:

99.2-100%).

Em Minas Gerais (MG), esta implantado o Programa de Controle da Toxoplasmose Congénita
(PCTC) pela Secretaria de Estado de Saude em parceria com o Nucleo de Acdes e Pesquisa em
Apoio Diagnostico da Universidade Federal de Minas Gerais (NUPAD/UFMG) desde fevereiro de
2013 (7). A utilizacdo de amostras de sangue seco para triagem de gestantes para toxoplasmose
tornou possivel o rastreamento universal em Minas Gerais. Porém, o nimero escasso de publicacbes
avaliando a concordancia entre os resultados dos anticorpos IgG e IgM anti-T. gondii avaliados em
amostras de sangue seco e soro torna 0 momento propicio para o estudo comparativo entre essas duas
amostras e justifica 0 estudo em gestantes mineiras. Nessa populacdo, propde-se determinar a
prevaléncia da toxoplasmose e avaliar o desempenho do imunoensaio utilizado para triagem em
sangue seco (sensibilidade, especificidade, valor preditivo positivo e negativo, razdo de

verossimilhanga positiva e negativa) em relagdo a um teste sorologico comercial considerado como
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referéncia para o diagndstico da infecgéo.

Metodologia: Estudo transversal com gestantes participantes do PCTC, atendidas nos 853
municipios do estado de Minas Gerais. Estimou-se o tamanho da amostra em 1000 gestantes, nimero
suficiente para reproduzir a distribuicdo habitual dos perfis soroldgicos observados na prética clinica
(Figura 1). Como se estima em 40% o numero de gestantes susceptiveis a toxoplasmose (8) e em 1%
a taxa de soroconversdo na gravidez, espera-se encontrar, em um total de 1000 gestantes,
aproximadamente 390 susceptiveis e quatro a seis com infeccdo aguda. Para que o nimero desse
ultimo grupo de gestantes fosse suficiente para diluir o viés de baixas frequéncias esperadas nas
tabelas 2x2, optou-se pela inclusdo de aproximadamente 40 gestantes com infeccdo aguda, admitidas
no PCTC no mesmo periodo do estudo. Portanto, consideraram-se dois momentos para obtencao das
amostras: 1) inquérito soroldgico em gestantes participantes do PCTC; 2) inclusdo de gestantes com

IgM reagente em sangue seco detectadas pelo PCTC.

Estratificacdo do nimero de participantes de acordo com a proporgio de
resultados “IgM e IgG positivos™, ou provavel infeccio aguda, por

1000 gestantes participantes do PCTC
L macrorregides no estado.

v v v v

IgG positivo 1gG negativo az 2| IgG negativo IgG positivo
IgM negativo IgM negativo | 1gM positivo IgM positivo
n = 600 n 392 nx4 n4

l | i ‘ i n=2 N
Infe,u‘:ﬁo anﬂterior Gestap?el Gestante com toxoplasmose adquirida Gestante com infecgdo
ag E_Stglé: g ° SuSEE;l ; : em época indeterminada (IgG+e aguda provavelna gestagio
n- n= IgM+ no 1° exame realizado na (Baixa Avidez deIgG)
gestaclo e Alta Avidez deIgG) n & 4-6
n&?
Gestantes com infecgéo
Total de gestantes do PCTC participantes do estudo: aguda na gestacdo
+ Gestantes testadas por ordem de chegada no programa de triagem em 853 ] ('?oroconversao):
municipios de Minas Gerais = 1000 identificadas pelo PCTC
+ Gestantes identificadas pelo PCTC com infeccfo aguda (soroconversdo) =40 n=40

TOTAL DA AMOSTRA = 1040 GESTANTES

Figura 1: Fluxograma para estimar amostra de gestantes participantes do estudo - expectativa da distribuicdo
dos perfis de resposta dos anticorpos anti- Toxoplasma gondii.

Diante da dificuldade logistica de coletar amostras de gestantes nos 853 municipios do estado,

procedeu-se a selecdo aleatdria das Unidades Bésicas de Saude (UBS) em cada uma das 13
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macrorregides de Minas Gerais. Para essa sele¢do, considerou-se a propor¢ao de resultado “IgM e
IgG positivos”, ou provavel infec¢do aguda, nas gestantes participantes do PCTC entre 01 de agosto
de 2013 a 31 de marco de 2014. Em cada uma das macrorregides, verificou-se 0 quanto a sua
prevaléncia representava, em propor¢do, da soma das prevaléncias das 13 macrorregides. Assim,
dividiram-se os 1000 elementos amostrais (kit soro e papel filtro) de forma proporcional as
prevaléncias de provavel infeccdo aguda das macrorregides, de modo que, em uma macrorregido com
maior prevaléncia, houvesse uma maior quantidade de pacientes rastreadas do que numa regido com
menor prevaléncia. As Unidades de Coleta (UC) dentro de cada macrorregido foram selecionadas de
modo proporcional a quantidade média de triagens realizadas ao més e por UC pelo PCTC durante o
mesmo periodo de 01 de agosto de 2013 a 31 de margo de 2014. Esse procedimento é conhecido
como Amostragem do tipo P.P.S. (sampling with probabilities proportional to size), onde a UC que
realizou um numero maior de triagens tem uma probabilidade maior de ser sorteada do que uma UC
que realiza um numero inferior de triagens, para uma mesma macrorregido. O nimero de UC
cadastradas e a prevaléncia de IgM e IgG positivos encontrados por macrorregido foi obtido da base

de dados do PCTC em Minas Gerais no NUPAD/UFMG.

Na Tabela 1, encontram-se as prevaléncias de gestantes com provavel infeccdo aguda em cada
macrorregido, a quantidade de gestantes que fardo exames em soro e sangue seco em cada UC, a
quantidade de UC necessaria para atingir a amostra calculada para o estudo em aproximadamente um
més, e 0 numero total de gestantes que fardo exames em cada macrorregido. Por questdes de
arredondamento no nimero médio mensal de gestantes que fardo exames por UC, o total da amostra
calculada foi igual a 1038. Foi selecionada, também, uma quantidade de pelo menos 10% de UC a
mais do que o0 necessario para servir como destino dos kits de coleta numa eventual impossibilidade
de realizacdo dos exames por alguma UC pre-selecionada, sendo as mesmas designadas como UC
reservas. Foram incluidas gestantes participantes do PCTC-MG. As gestantes que se recusaram a

participar do estudo foram excluidas, assim como aquelas que apresentaram amostras inadequadas.
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Tabela 1: Determinacdo do nimero de gestantes necessarias para realizacdo de pesquisa de IgM e IgG anti-T.
gondii em cada macrorregional do estado de Minas Gerais e por Unidade de Coleta, de acordo com a
prevaléncia de infeccbes agudas (gestantes IgM e IgG positivas) encontrada no Programa de Controle da
Toxoplasmose Congeénita entre agosto de 2013 e marco de 2014.

Proporcéo
Prevaléncia ((jje percer|1tual de Nu(rj‘nero NGmero de NGmero de
. infeccBes agudas provavel infec¢do e
Regido (resultados IgM e aguda em relacdo gestantes UC, . gestant_eis por
19G positivos) ao total das por UC necessarias reglao
prevaléncias

Jequitinhonha 0,0046768 8,9 3 30 90
Nordeste 0,0027113 5,2 2 27 54
Triangulo do Sul 0,0046118 8,8 3 36 108
Norte de Minas 0,0033214 6,4 3 28 84
Leste 0,0047169 9,0 2 39 78
Oeste 0,0029726 5,7 2 23 46
Leste do Sul 0,0048494 9,3 5 20 100
Tridngulo do Norte 0,0039531 7,6 3 23 69
Noroeste 0,0044493 8,5 3 23 69

Sul 0,0041427 7,9 2 39 78
Sudeste 0,0041254 79 3 25 75
Centro Sul 0,0031725 6,1 4 22 88
Centro 0,0045982 8,8 3 33 99
Total 0,0523014 100 - 368 1038

* UC = Unidade de Coleta

Realizou-se contato telefénico com a referéncia técnica dos municipios participantes e de cada UC
sorteada para apresentacdo do estudo e esclarecimento sobre os procedimentos de coleta de sangue
em papel filtro e soro. Deveriam ser incluidas no estudo gestantes na ordem em que chegassem para
iniciar o pré-natal, no momento da primeira coleta de sangue. A coleta de soro deveria ser simultanea
ao papel-filtro ou ocorrer com uma diferenga de até 24 horas desta, levando em conta que nem todas
as unidades de saude dispbem de laboratério no mesmo local em que funcionam. Logo apds o
contato, foi enviado um e-mail para cada referéncia com o informe sobre o Projeto de Pesquisa.
Telefonemas com duvidas das unidades participantes foram recebidos através da linha gratuita do
Setor de Controle do Tratamento (SCT) do NUPAD durante o periodo de realizagdo do estudo. Num
segundo momento do estudo, realizou-se busca ativa das UBS que ainda ndo haviam enviado todas as

amostras planejadas, através de novos telefonemas e contatos eletronicos.
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Apdbs esclarecimento sobre o estudo e convite para participar do mesmo, as gestantes que
concordaram assinaram Termo de Consentimento. Sangue venoso e sangue seco foram colhidos,
respectivamente, através de pungdo venosa e puncdo digital, com posterior envio do material ao

laboratorio de referéncia do NUPAD em Belo Horizonte.

As amostras foram coletadas entre 01 de julho de 2014 e 31 de dezembro de 2014.

O estudo foi cego para os profissionais responsaveis pela realizacdo dos exames soroldgicos. Os
pesquisadores principais tiveram conhecimento dos resultados dos testes realizados nas duas

amostras, pois necessitaram adotar procedimentos clinicos de interesse do paciente.

Foram utilizados testes de imunoensaioenzimatico da marca Imunoscreen do laboratorio “MBiolog
Diagnosticos Ltda.” para determinacdo de anticorpos IgM e IgG especificos antitoxoplasma em
amostras de sangue seco no laboratério do NUPAD na Faculdade de Medicina da UFMG. Para IgM,
os resultados sdo fornecidos em indices, que representam a absorbancia das amostras dividida pelo
valor de cut-off (média aritmética dos controles negativos de cada placa + 0,250), e sdo interpretados
da seguinte forma: amostra reagente maior ou igual a 1,1; indeterminada > 0,9 e < 1,1; ndo reagente
menor que 0,9. De acordo com o fabricante, o teste apresenta sensibilidade de 100% e especificidade
de 98,1%. Para IgG, os resultados foram obtidos em Ul/ml ap6s interpolacdo dos valores de
absorbéncia das amostras num gréfico com valores de absorbancia dos calibradores (eixo y) contra a
concentracédo correspondente (eixo x). Amostras com concentragdes maiores que o calibrador 2 (cut-
off), cuja concentracdo corresponde a 10UI/ml, deverdo ser interpretadas como reagentes para

anticorpos IgG anti-T. gondii. O fabricante informa sensibilidade de 100% e especificidade de 99,1%.

Foi utilizado como teste de referéncia para pesquisa de anticorpos IgM e 1gG anti-T. gondii, em soro,
a metodologia ELFA (Enzime Linked Fluorescent Assay) BioMérieux S.A., Lyon, France, utilizando-
se o sistema VIDAS, automatizado, que €é utilizada em testes de rotina para laboratorios que

executam pequenos volumes de testes ou como técnicas de segunda linha para confirmacdo em
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laboratdrios de referéncia (9), apresentando étimas sensibilidade (93.8 a 98.4% para IgG; 81.8 a
90.9% para IgM) e especificidade (>99.0% para 1gG; 100.0% para IgM). Os resultados sé&o
interpretados como negativos se menores do que 0,55, indeterminados entre 0,55 e 0,64 e positivos se
maiores ou iguais e 0,65. Para IgG, o resultado é negativo se menor que 4,0, indeterminado entre 4,0
e 7,9 e positivo se maior ou igual a 8,0. Por motivos operacionais, parte dos testes em soro foi
processada no Laboratério de Toxoplasmose da Fundacdo Ezequiel Dias do Estado de Minas Gerais
(FUNED), que testou 642 amostras (85,6% do total), e parte no Laboratério Hermes Pardini, em Belo

Horizonte, que testou o restante. Foi utilizada a mesma metodologia ELFA em ambos os laboratorios.

O teste de avidez de IgG foi realizado em soro para todas as gestantes com resultados reagentes para
IgG. Foram utilizadas as metodologias quimioluminescéncia pelo laboratério Hermes Pardini (avidez
forte se maior ou igual a 60%, intermediaria entre 50 e 59% e fraca se menor que 50%) que testou 491
amostras (66% do total) e ELFA pela FUNED (avidez forte acima de 0,300, intermediaria se >0,200 e
< 0,300 e fraca se menor que 0,200), que testou o restante das amostras, também por motivos
operacionais. Na fase aguda da doenca, anticorpos IgG ligam-se fracamente ao antigeno (baixa
avidez) e na fase cronica (mais de 12 a 16 semanas), tem-se elevada avidez. A deteccdo de anticorpos
de alta avidez em pacientes com IgM positivo indica infec¢do adquirida ha mais de quatro meses, e,
portanto, o exame deve ser realizado ainda no primeiro trimestre da gravidez para defini¢do da época

de infeccdo da gestante.

Durante a analise, a populacdo estudada foi dividida em quatro grupos de acordo com os resultados
indeterminados nos testes para IgG e IgM. No primeiro grupo, foram considerados para a andlise 0s
resultados reagentes, os ndo reagentes e os indeterminados. No grupo 2, consideramos apenas 0S
resultados reagentes e ndo reagentes, ndo sendo contabilizados os indeterminados. Tal determinacdo é
coerente com 0 programa, uma vez que um resultado indeterminado em sangue seco é sempre
confirmado em amostra de soro. No terceiro grupo, os resultados indeterminados foram considerados

como positivos e no quarto grupo, os indeterminados foram considerados como resultados negativos.
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Calculou-se também a prevaléncia da toxoplasmose nas gestantes de Minas Gerais. Utilizou-se o
teste qui-quadrado de aderéncia ou teste de ajustamento para avaliar se a distribuicdo das amostras
recebidas de cada macrorregido se aproximava da distribuicdo das amostras esperadas quando se
realizou a alocacgdo das unidades amostrais obtidas pelo tamanho amostral estabelecido. O coeficiente
de concordancia de Kappa foi utilizado para avaliar concordancia entre os testes em sangue seco e
soro. Como e possivel encontrar baixos valores desta medida devido a baixa prevaléncia do evento
(no caso, IgM reagente), que costuma estar associada a baixos niveis de reprodutibilidade, e ndo
devido a erros substanciais relacionados ao teste que se deseja aferir, procedeu-se ao ajuste do Kappa
de acordo com a prevaléncia de IgM (vide ANEXO D). Foi realizada curva ROC (Receiver
Operating Characteristic) para descrever quantitativamente o desempenho dos testes utilizados em
sangue seco (triagem pré-natal) na classificacdo das gestantes em infectadas e ndo infectadas pelo T.
gondii.

O projeto de pesquisa foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa da UFMG (CAAE —
12760813.5.0000.5149) e contou com recursos do CNPq (Processo 456491/2014-7). O planejamento

das atividades obteve 0 apoio das Instituicdes envolvidas.

Para elaboracdo do banco de dados e analises estatisticas, foi utilizado o software Statistical Package
for Social Sciences (SPSS) 18.0. Na andlise estatistica foi avaliado o desempenho do teste
Imunoscreen em relagdo ao padréo de referéncia (ELFA) e calculadas medidas de sensibilidade,
especificidade, valor preditivo positivo e negativo, razdo de verossimilhanca positiva e negativa. Para
cada um desses parametros, o valor foi calculado excluindo os resultados indeterminados, incluindo
0s resultados indeterminados como resultados positivos e incluindo os resultados indeterminados

como resultados negativos.
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Resultados:

Foram recebidas, no total, 750 amostras. Ndo foi possivel mensurar as perdas por recusas de
participacdo de gestantes, uma vez que o convite para fazer parte da pesquisa e a leitura do termo de
consentimento foram realizados nas proprias UBS, mas o grupo de pesquisa ndo foi informado pelas
UBS de nenhuma recusa das gestantes em participar. Dezesseis gestantes foram excluidas porque
possuiam apenas amostras de soro, com auséncia de papel filtro, e oito foram excluidas porque
tiveram amostras inadequadas de papel filtro ou soro. Foram excluidas, ainda, 13 gestantes com
longos intervalos de coleta entre sangue seco e soro, consideradas outliers, e trés gestantes por nao
serem participantes do projeto e terem sido cadastradas inadvertidamente no recebimento de seus
soros, que se tratavam de confirmatoérios de resultados discordantes prévios detectados pelo PCTC.
Restaram 710 gestantes no estudo. Para avaliar se a distribuicdo das amostras recebidas de cada
macrorregido se aproximava da distribuicdo das amostras esperadas pela alocacdo das unidades
amostrais obtidas pelo tamanho amostral estabelecido, foi utilizado o teste qui-quadrado de aderéncia
ou teste de ajustamento. Considerou-se como Hipotese nula (Hp) que a distribuicdo entre amostras
recebidas e esperadas era semelhante de acordo com a procedéncia por macrorregides; e como
Hipdtese alternativa (H;), que havia diferenca nessa distribuicdo probabilistica entre as amostras da
mesma macrorregido. O resultado das diferencas entre a quantidade de amostras recebidas e
esperadas por cada macrorregido elevadas ao quadrado e divididas pelo nimero de amostras
esperadas foram somados, chegando ao resultado do teste qui-quadrado de aderéncia (17,68 para
x%,= 21,03 para nivel de significancia de 5%) (Tabela 2), que nao rejeitou Hy (p=0,126). Portanto, a
distribuicdo das 710 amostras recebidas mostrou-se estatisticamente semelhante a distribuicdo das

1038 amostras esperadas, em relagdo a sua procedéncia por macrorregioes.
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Tabela 2: Comparacao entre a distribuicdo das amostras de gestantes recebidas e as esperadas de sangue seco

e soro por macrorregional do estado de Minas Gerais entre 01 de julho e 31 de dezembro de 2014.

Indice da Proporgéo NGmero de
f6rmula do percentual da amostras Nudmero de
) ) Numero de amostra esperadas (E) amostras  Xiz
qui- Macrorregional  amostras esperada por emrelacdio a0  observadas 13 (0; — Ep)°
quadrado esperadas regio em total de 710 (O)por = Zi:l E;
. relagdo ao total amostras regido
(i) da amostra recebidas
1 Jequitinhonha 90 8,7 61,56 62 0,01
2 Nordeste 54 52 36,94 27 2,67
Triangulo do
3 108 10,4 73,87 89 3,10
Sul ' '
4 Norte de Minas 84 8,1 5746 57 0,01
5 Leste 78 7,5 53,35 41 0,76
6 Oeste 46 4,4 31,46 37 0,97
7 Leste do Sul 100 9,6 68,40 80 1,97
Triéngulo do
8 69 6,6 47,20 58 2,47
Norte
9 Noroeste 69 6,6 4720 38 1,79
10 sul 78 75 53,35 57 0,25
11 Sudeste 75 7,2 51,30 39 2,95
12 Centro Sul 88 8,5 60,19 58 0,08
13 Centro 99 9,5 67,72 61 0,67
Total 1038 100% 710 710 17,68

Teste qui-quadrado de aderéncia, p = 0,126
O valor de referéncia para distribuicdo de qui-quadrado com 12 graus de liberdade, considerando nivel de significancia de
5%, é igual a 21,03.

A prevaléncia da toxoplasmose entre as gestantes estudadas foi igual a 45,2%, restando 54,8% de

gestantes suscetiveis ao parasito, considerando os resultados de IgM e IgG em sangue seco e sem

contabilizar os resultados indeterminados.

Trinta e trés gestantes IgM positivas detectadas pelo PCTC entre 01 de agosto e 31 de dezembro de

2014 foram adicionadas as 710 do estudo para possibilitar a avaliacdo da concordancia entre testes

em sangue Seco e soro, pois como esperado, houve baixa frequéncia de gestantes com infecgdo aguda

(IgM positiva) na amostra do estudo. Finalmente, foram analisadas amostras de 743 gestantes.

A idade media das gestantes foi 25 anos (IC95%: 24,28 — 25,20) e a mediana de 24 anos. A idade
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minima encontrada foi de 12 anos e a maxima, 47 anos.

A idade gestacional média foi de 11,78 semanas (IC95%: 11,27 — 12,30) e a mediana, 10 semanas,
ambas dentro do primeiro trimestre de gestacdo. Na maioria das vezes, a amostra estudada referia-se
a primeira amostra coletada da gestante para o pré-natal (mediana de 1 para numero ordinal de
coleta). Houve 32 gestantes em que a amostra analisada ndo era a primeira do pré-natal (segunda
amostra em 26 casos, terceira amostra em cinco casos e quarta amostra em um caso), e destas, apenas

cinco eram gestantes IgM positivas adicionadas do PCTC.

A média para intervalo de coleta entre as amostras de sangue seco e soro foi de apenas um dia

(1C95%: 0,87- 1,42), com mediana de zero.

Tendo o soro como teste de referéncia (ELFA), a sensibilidade para IgM em sangue seco (ELISA de
captura) foi de 56,8% (I1C95%: 40,6- 73,0%) e a especificidade de 98,4% (IC95%: 97,5- 99,3%). O
valor preditivo positivo (VPP) foi de 63,6% (1C95%: 55,0- 72,3%) e o valor preditivo negativo

(VPN), 97,5% (IC95%: 96,3- 98,6%).

Para IgG em sangue seco, nessa mesma populagdo, quando comparado com o soro como referéncia,
encontramos sensibilidade de 84,0% (1C95%: 80,1-87,9%) e especificidade de 96,9% (IC95%: 95,4-

98,4%), com VPP de 97,3% (IC95%: 95,5- 99,0%)e VPN de 96,4% (1C95%: 94,4- 98,3%).

A razdo de verossimilhanca positiva (RVP) do teste para IgM foi 35,5 (1C95%: 18,1- 69,7%) e para
IgG 27,1 (IC95%: 14,2- 51,6%), e a razdo de verossimilhanca negativa (RVN), 0,44 para IgM

(1C95%: 0,30- 0,65%) e 0,16 para IgG (IC95%: 0,09- 0,29).

A medida do coeficiente de concordancia de Kappa para IgM em sangue seco e soro foi de 57,5%,
classificada como moderada concordancia entre os dois testes. Por sua vez, o Kappa para IgM
ajustado pela prevaléncia foi de 91,1%, indicando muito boa concordéancia. O Kappa para IgG foi de

81,6%, considerada muito boa concordéancia (10).
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Numa segunda analise, consideramos apenas o0s resultados reagentes e nao reagentes (Grupo 2), ndo
sendo contabilizados os indeterminados (Tabela 3). Nesta situacdo, a medida do coeficiente de
concordéncia de Kappa para IgM foi de 60,9%, classificada como boa, e 93,9% para IgG, muito boa.
Ja o Kappa para IgM ajustado pela prevaléncia foi 93,2%, indicando muito boa concordancia. As
medidas de sensibilidade e especificidade para IgM foram de 58,3% (1C95%: 42,2- 72,9%) e 98,6%
(1C95%: 97,4- 99,2%), respectivamente, e para 1gG 96,4% (1C95%: 94,4- 98,4%) e 97,5% (1C95%:
95,3- 98,7), respectivamente. O VPP para IgM foi 67,7% (1C95%: 51,3- 84,2%), e para IgG 97,3%
(1C95%: 95,5- 99,0%). J& o VPN foi de 97,9% (1C95%: 96,8- 98,9%) para IgM e 96,6% (IC95%:
94,8- 98,5%) para IgG. A RVP do teste para IgM foi 40,8 (IC95%: 20,8- 80,0%) e para IgG 38,02
(1C95%: 19,9- 72,5%). RVN foi de 0,42 para IgM (1C95%: 0,29- 0,62%) e 0,04 (IC95%: 0,02-

0,06%) para IgG (Tabela 3).

Na tabela 3, pode-se observar os resultados para o grupo 3, em que os resultados indeterminados
foram considerados como positivos e 0 grupo 4, com indeterminados considerados como resultados

negativos, tanto no sangue seco quanto em soro (Tabela 3).

Na amostra estudada, observou-se 15 resultados discordantes com IgM positivo em soro, porém
negativo em sangue seco. Em todos estes casos, as coletas de sangue seco e soro foram realizados no
mesmo dia ou com até 24 horas de diferenca entre elas. Em 77% dessas gestantes a coleta da amostra
foi realizada no primeiro trimestre de gestacdo (dez entre 13 casos com informacdo sobre idade
gestacional). Todas as amostras foram positivas para IgG em soro e sangue seco, exceto uma amostra
em sangue seco que apresentou resultado de 1gG indeterminado. Houve alta avidez de 1gG em 12
casos (80,0%), avidez intermediaria em dois casos (13,3%) e baixa avidez de IgG em apenas um caso
(6,6%), em destaque na tabela 4. Além disso, 14 amostras (93,3%) apresentaram valores de IgM em

soro muito proximas ao cut-off do teste (Tabela 4).



Tabela 3: Determinacdo da sensibilidade, especificidade, valor preditivo positivo (VPP), valor preditivo negativo (VPN), razdo de verossimilhanca positiva (RVP), razdo de
verossimilhanca negativa (RVN) e coeficiente de concordancia de Kappa para o teste Imunoscreen (sangue seco) em comparagdo com o teste de referéncia ELFA (soro) em

populacdo de gestantes, usuarias do sistema SUS em Minas Gerais, divididas em grupos de acordo com a inclusdo ou ndo dos resultados indeterminados na amostra

analisada.

Coeficiente de

Divisdo da amostra Sensibilidade % Especificidade VPP % VPN % RVP RVN Concordancia Kappa %
em grupos de acordo Resultado do teste (1C95%) % (1C95%) (1C95%) (1C95%) (1C95%) (1C95%) de Kappa % ajustado pela
Imunoscreen prevaléncia
com os resultados (IgM: 1gG) ara 1aM
indeterminados gV 19 IgM IgG IgM IgG IgM IgG IgM IgG IgM 19G IgM [o]€ IgM 19G P g
VP (21; 321)
Grupo 1 FP (10; 9) 56,8 84,0 984 96,9 63,6 973 975 96,4 355 27,1 044 0,16
Inclui resultados FN (15; 12) (35,6- (80,0- (97,5- (951- (55,0- (955-  (96,3- (944- (18,1- (14,2- (0,30- (0,09- 575 81,6 91,1
indeterminados VN (689; 346) 78,0) 88,0) 99,3) 987)  723) 990) 98,6) 98,3) 69,7) 51,6) 0,65) 0,29)
Total (743; 740)
VP (21; 321)
Grupo 2 FP (10; 9) 58,3 96,4 98,6 97,5 67,7 973 97,9 96,6 40,8 38,0 042 0,04
Exclui resultados FN (15; 12) (42,2- (94,4-  (97,4- (953- (51,3- (955-  (96,8- (94,8- (20,8- (19,9- (0,29- (0,02- 60,9 93,9 93,2
indeterminados VN (689; 346) 72,9) 98,4) 99,2) 987)  842) 990) 98,9) 98,5) 80,0) 72,5 0,62) 0,06)
Total (736; 740)
VP (25; 370)
Grupo 3 FP (11; 11) 58,1 96,6 984 969 694 971 975 96,4 37,0 313 0,43 0,03
Consideraresultados g (1g: 13) (433- (943 (97,2~ (946- (544- (954-  (96,3- (944-  (195- (175- (0,30- (0,02- 61,2 935 92,2
indeterminados como
positivos VN (689; 346) 71,6) 98,00 99,1) 983) 845 988)  986) 983) 70,1) 56,1)  0,60) 0,06)
Total (736; 740)
VP (21; 321)
Grupo 4 FP (12; 9) 56,8 84,0 983 975 63,6 973 97,7 851 334 334 044 0,16
Considera resultados g (16: 61) (40,9- (80,0-  (97,0- (953- (47,2~ (955-  (96,7- (8L7- (17,8- (175- (0,30- (0,13- 58,0 81,1 92,2
indeterminados como
VN (694; 349) 71,3) 87,4)  99,0) 987) 800) 990)  988) 886) 62,5) 638)  064) 0.21)

negativos

Total (736; 740)

V/P: verdadeiro positivo; FP: falso positivo; FN: falso negativo; VN: verdadeiro negativo
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Tabela 4: Resultados de IgM discordantes entre sangue seco e soro em 15 gestantes dentre 743
participantes do estudo de avalia¢do da concordéncia entre o teste Imunoscreen (sangue seco) e
o teste de referéncia ELFA (soro) em Minas Gerais, no periodo de 01 de julho a 31 de dezembro
de 2014.

Intervalo
G entre IgM em IgM em 1gG em sangue 1gG em _
Gestante Idade (sema- coleta de sangue seco Soro seco soro Awdezsde
nas) sangue (Imunoscreen)’! (ELFA—2 (Irr;unoscreen) (ELFA-4 IgG
Seco e soro VIDAS) (Ul/ml) VIDAS)
(dias)
1 36 9 0 0,26 1,02 18,1 (Ind) 70 54,8 (int)
2 20 - -1 0,45 0,97 166,3 2651 90,0 (forte)
3 29 8 0,31 0,70 74,7 210 82,8 (forte)
4 29 9 0 0,41 3,90 123,9 1614 35,0 (fraca)
5 24 8 -1 0,24 0,72 132,1 1220 82,0 (forte)
6 25 4 0 0,29 0,67 141,6 366 80,4 (forte)
7 31 5 0 0,62 1,09 113,6 136 55,2 (int)
8 23 9 0 0,40 0,90 1433 300 88,8 (forte)
9 33 22 0 0,27 0,94 51,9 268 0,402 (forte)
10 34 6 1 0,29 1,05 57,9 258 0,426 (forte)
11 22 - 0 0,57 0,68 130,6 229 0,495 (forte)
12 28 7 0 0,49 1,07 76,7 151 0,540 (forte)
13 25 14 0 0,33 0,85 1279 >300 0,489 (forte)
14 22 14 0 0,27 0,69 87,3 >300 0,494 (forte)
15 36 7 0 0,79 0,70 79,0 243 0,499 (forte)

IG = idade gestacional; Ind = Indeterminado; int = Intermediéria.

! Valores de referéncia para IgM em sangue seco (Imunoscreen): amostra reativa se maior ou igual a 1,1;
indeterminada se > 0,9 e < 1,1; néo reativa se menor que 0,9. Todos os resultados apresentados nesta
tabela para IgM em sangue seco foram negativos.

2 Valores de referéncia para IgM em soro (ELFA-VIDAS): reativo se maior ou igual a 0,65;
indeterminado entre 0,55 e 0,64 e ndo reativo se menor do que 0,55. Todos os resultados apresentados
nesta tabela para IgM em soro foram positivos.

% Valores de referéncia para 1gG em sangue seco (Imunoscreen): negativo < 6,2; indeterminado de 6,3 a
20; positivo > 20. Todos os resultados nesta tabela foram positivos para IlgG em sangue seco, exceto a
gestante nimero 1 que teve IgG indeterminado.

* Valores de referéncia para IgG em soro: negativo se menor que 4,0, indeterminado entre 40e 7,9 e
positivo se maior ou igual a 8,0. Todos 0s resultados nesta tabela foram positivos pra IgG em soro.

® Avidez de IgG realizada pelo método quimioluminescéncia (Hermes Pardini) nas gestantes de 1 a 8
(Valores de referéncia: avidez forte se maior ou igual a 60%, intermediaria entre 50 e 59% e fraca se
menor que 50%) e por ELFA (FUNED) nas gestantes 9 a 15 (Valores de referéncia: avidez forte acima de
0,300, intermediaria se >0,200 e < 0,300 e fraca se menor que 0,200).
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Nas curvas ROC, observou-se que o teste Imunoscreen, realizado em sangue seco, foi capaz de
discriminar as gestantes positivas e negativas quando comparado com o teste de referéncia, uma vez
que ele apresentou area sob a curva igual 98,2% para IgG e 95,8% para IgM (Figura 2). Na avaliacao
da curva ROC para IgM, determinou-se o ponto com maior propor¢do de resultados verdadeiro-
positivos e menor propor¢do de resultados falso-positivos e foi realizada uma simulagdo
considerando-se esse ponto (indice 0,40) como um novo valor de referéncia do teste. De acordo com
esse novo ponto de corte para 0 imunoensaio em sangue seco para IgM, as amostras foram
reclassificadas, analisadas e apresentaram sensibilidade de 78,8% e especificidade 94,8%, com valor

de Kappa de 52,7% (moderada concordancia).
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Figura 2: Curva ROC (Receiver Operating Characteristic) para IgM e IgG anti-T. gondii realizado em sangue
seco (Imunoscreen) comparado com o padrdo de referéncia ELFA-VIDAS realizado em soro em 743 gestantes
usudrias do SUS em Minas Gerais, no periodo de 01 de julho a 31 de dezembro de 2014.

Discussao:

A populacéo estudada ndo apresentou diferenca na procedéncia das gestantes por macrorregionais em
relacdo a distribuicdo estimada (p= 0.126). A prevaléncia da toxoplasmose nesse grupo foi 45,2%,
compativel com o resultado geral do programa no Estado, mas inferior aos achados em Belo

Horizonte (11) e estimados para Minas Gerais (12). A diminuicdo nas taxas de prevaléncia da
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toxoplasmose em gestantes tem sido relatada, principalmente na Europa, e relacionada aos avancos
na qualidade de vida econémica e educacional da populacdo (13). Estudo em Minas Gerais mostrou
grande heterogeneidade no desenvolvimento econdmico e educacional, e maior prevaléncia da
toxoplasmose nos pequenos municipios com pior indice de desenvolvimento humano (14). Os dados
disponiveis nesse momento ndo permitem associar o achado de prevaléncia do presente estudo com
melhoria das condic¢des de vida da populacdo. Outra hipotese para explicar a prevaléncia encontrada
é a possibilidade de a populacdo ter adquirido maior conhecimento da parasitose e suas fontes de
infeccdo, mas também ndo estdo disponiveis dados que corroborem essa afirmativa em Minas Gerais.
Avaliacdo realizada em outra regido endémica no Brasil (15) mostra o desconhecimento dos
profissionais de salde responsaveis pela assisténcia pré-natal em relacdo a toxoplasmose. Novos

estudos sao necessarios para esclarecer esse achado.

Observou-se que a coleta de amostras de sangue das gestantes participantes do estudo ocorreu no
final do primeiro trimestre de gestacdo (média de idade gestacional de 11,78 semanas, 1C95%: 11,27-
12,30), periodo que permite maior seguranca na avaliacdo dos perfis soroldgicos para definicdo da
época de ocorréncia da infeccdo pelo T. gondii e vigilancia da toxoplasmose aguda em gestantes. O
inicio do pré-natal foi mais precoce neste trabalho do que em estudo anterior realizado em Belo
Horizonte, que encontrou inicio do pré-natal em média com 16 semanas (11). Esse inicio precoce dos
cuidados de pré-natal tem sido observado nos dois anos do programa de controle da toxoplasmose
congénita em Minas Gerais e pode estar associado ao trabalho de saude publica para reducdo da
morbimortalidade materno-infantil. Esse resultado reforca 0 momento propicio para a triagem preé-

natal para toxoplasmose em Minas Gerais.

Como a determinacdo da sensibilidade e especificidade, assim como a curva ROC, independe da
prevaléncia do evento em estudo, o acréscimo das amostras obtidas em gestantes do programa a
amostra original ndo interferiu com os calculos das estimativas destes parametros (16). A

especificidade foi alta tanto para IgM (98,4%, 1C95%: 97,5-99,3%) quanto para IgG (96,9%, 1C95%:
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95,1-98,7%), o que significa que exames negativos apresentam grande probabilidade de representar
as gestantes verdadeiramente negativas. Portanto, o teste em sangue seco com resultados néo
reagentes simultaneos para IgM e 1gG pode ser interpretado, com boa chance de acerto, como
indicativo de suscetibilidade e indicar a repeticdo da sorologia no pré-natal. A sensibilidade para 1gG
também foi alta (84,0%, 1C95%: 80,0-88,0%), assim como a area sob a curva ROC, mostrando que o
teste discrimina bem os resultados positivos e negativos. A sensibilidade de IgM no teste em estudo
foi mais baixa (56,8%, 1C95%: 35,6-78,0%), podendo ocorrer resultados falso negativos, o que é
preocupante em testes de rastreamento. Em geral, quanto maior a especificidade, maior sera o valor
preditivo positivo (VPP do teste Imunoscreen-lgG = 97,3%; VPP do teste Imunoscreen-IgM =
63,6%), isto €, maior serd a probabilidade de, perante um resultado positivo, haver infec¢do. Quanto
maior a sensibilidade, maior sera o valor preditivo negativo (VPN do teste Imunoscreen-1gG =
96,4%; VPN do teste Imunoscreen-IlgM = 97,5%), isto €, maior serd a probabilidade de, perante um
resultado negativo, ndo haver doenca. Mas, os calculos de valor preditivo sofrem interferéncia da
prevaléncia da infecgcdo na populagdo em estudo. Quanto maior a prevaléncia da infec¢do, maior sera
o valor preditivo positivo e menor serd o valor preditivo negativo, isto é, quanto mais frequente for a
ocorréncia da infeccdo, mais provavel sera o encontro de verdadeiros positivos (aumentando o valor
preditivo positivo), mas também sera mais provavel encontrar falsos negativos (diminuindo o valor
preditivo negativo). Portanto, um resultado isolado de IgG positivo no primeiro trimestre de gestacédo
representa, com grande chance de acerto, uma infeccdo adquirida previamente. Mas, para IgM,
anticorpo menos prevalente (1-2 % em gestantes) (17), que reflete a ocorréncia de infec¢cdo aguda, é
menos provavel encontrar os verdadeiros positivos (menor VPP do teste). Por este motivo, foi
realizado o célculo do kappa ajustado pela prevaléncia. Como o coeficiente de kappa depende da
concordancia devido ao acaso, é possivel encontrar baixos valores desta medida devido a baixa
prevaléncia do evento (no caso, IgM reagente), que costuma estar associada a baixos niveis de

reprodutibilidade, e ndo devido a erros substanciais relacionados ao teste que se deseja aferir (18). O
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Kappa de 60,9% para IgM anti-T. gondii, desconsiderados os resultados indeterminados, teve
resultado de 93,2% quando ajustado pela prevaléncia, evidenciando a influéncia da baixa prevaléncia

do anticorpo IgM no célculo daquele parametro.

Importante considerar que estamos comparando o teste em estudo com um teste de referéncia que,
embora apresente elevada sensibilidade e especificidade, pode ndo representar todos os individuos

verdadeiros positivos e negativos.

Quando foram avaliados os resultados obtidos nas 15 amostras em que houve discordancia do
resultado de IgM entre os testes realizados nas amostras de sangue seco e soro, coletadas no primeiro
trimestre de gestacdo, observou-se que em 93,3% dos casos as gestantes apresentavam titulos de IgM
préximos ao cut-off nos resultados em soro, com alta avidez de IgG em 80,0% dos casos. Embora o
teste Imunoscreen, em sangue seco, tenha falhado na identificacdo de algumas gestantes com
resultados de IgM muito baixos, possivelmente residuais, os dados desse estudo sdo insuficientes
para avaliar a performance do teste para o diagnostico das infec¢bes agudas. Os imunoensaios
realizados em soro estdo cada vez mais sensiveis e frequentemente detectam “IgM ndo especificas” e
“IgM residuais” (associado com IgG positiva em titulo estavel). Nesses casos discordantes entre
diferentes metodologias € indispensavel a realizacdo de outros testes, como ISAgA IgM e aglutinacédo
diferencial, em laboratdrios experientes no diagnéstico de toxoplasmose, assim como a repeticdo da
sorologia em duas semanas para avaliar a evolucdo dos titulos de anticorpos e evitar erro de

interpretagéo (17).

O célculo simulado dos parametros de sensibilidade e especificidade para o teste Imunoscreen-IgM a
partir de um novo valor de cut-off obtido na curva ROC, resultou em melhor performance do teste.
De uma maneira geral, quanto menor for o cut-off, maior seré a habilidade do teste em classificar os
doentes como positivos, ou seja, maior sera a sensibilidade e menor a especificidade. Para escolha do

novo cut-off considerou-se o ponto onde a sensibilidade e a especificidade foram simultaneamente
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maiores, 0 que nem sempre é adequado. Em algumas situagdes, quando ndo se pode correr o risco de
ndo diagnosticar, ¢ melhor privilegiar a sensibilidade. A realizagdo de outros imunoensaios em
sangue seco e 0 acréscimo de outros testes em soro, além de estudos com amostras maiores poderiam

contribuir para esclarecer esses achados.

As razdes de verossimilhancas positivas para IgM e IgG (40,8 e 38,0, respectivamente) indicam que
0s resultados dos testes positivos sdao mais provaveis de serem verdadeiros-positivos do que falsos-
positivos. Por sua vez, a razdo de verossimilhanca negativa para 1gG (0,04), com resultado muito
préximo a zero, indica que o resultado negativo para esse teste € mais provavelmente verdadeiro-
negativo do que falso negativo. Para IgM (0,42) ndo observamos um resultado tdo bom, indicando a

possibilidade de encontrarmos resultados falsos negativos.

Das 743 gestantes incluidas no estudo, houve registro de 144 nascimentos até 0 momento do término
da coleta de dados. Realiza-se no PCTC o exame de rastreamento de IgM em sangue seco obtido no
Teste de Triagem Neonatal de todos os filhos de maes suscetiveis e com suspeita de infeccdo aguda
durante a gestacdo. Pretende-se realizar o seguimento dos recém-nascidos com indicacdo de
realizacdo de IgM em papel filtro das gestantes participantes neste estudo para confirmar ou descartar
a infeccdo congénita ao final de 12 meses de vida. Dessa forma, teremos mais um dado para estudar a

acurécia do exame em sangue seco para a deteccdo de infeccdo aguda em gestantes.

Concluindo, a implantacdo da triagem pré-natal para toxoplasmose utilizando amostra de sangue seco
minimiza dificuldades de logistica e custos, possibilitando o acesso de todas as gestantes do estado ao
programa. No presente estudo observou-se concordancia boa e muito boa, respectivamente para IgM
e IgG, e concordancia muito boa para IgM quando o kappa foi ajustado pela prevaléncia entre o teste
Imunoscreen e o teste de referéncia em soro. Novos estudos sdo necessarios, com maior tamanho de

amostra, para avaliar o desempenho do teste na identificacdo da toxoplasmose aguda na gestante.
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6- Consideracoes finais

Os meétodos soroldgicos mais utilizados para triagem pré-natal da toxoplasmose, identificados na
revisdo sistematica, foram os testes imunoenzimaticos para 1gG e IgM, determinados a partir de
amostras de soro. Estiveram presentes nos estudos publicados a partir da década de 1980 e foram
utilizados de forma crescente, sendo a forma de triagem inicial mais citada a partir do ano 2000. O
teste de avidez de 1gG foi empregado pelos estudos publicados a partir de 1990 e apareceu como 0
teste confirmatdrio mais utilizado entre todos os programas de triagem da revisdo, principalmente a
partir de 2010, inclusive. Este teste revolucionou a triagem das gestantes para toxoplasmose por

auxiliar na determinacédo da época da infeccdo pelo toxoplasma.

A maioria dos trabalhos encontrados na revisdao sistematica foi proveniente de paises do Velho
Mundo, onde as infeccdes se dao por cepas menos virulentas do toxoplasma e causam doenca de
menor gravidade (1). No Brasil e em outros paises latino-americanos, encontram-se cepas mais
patogénicas do parasito, além de situacdo socioecondmica menos favorecida e alta prevaléncia da
doenca (2-4). Justifica-se, nas Ameéricas, a busca por programas de triagem adaptados a sua extensao
territorial com grandes regiGes em desenvolvimento, onde os testes diagndsticos frequentemente ndo
sdo realizados. O uso de amostras de sangue seco em papel filtro torna a triagem acessivel ao
universo da populacdo, pois a coleta ndo necessita ser realizada por pessoal de laboratério
especializado e dispensa o deslocamento da gestante, além de a amostra poder ser conservada na

temperatura ambiente e transportada pelo correio, 0 que resulta em exames com baixo custo.

Na revisdo sistematica, ndo houve publicacbes comparando testes utilizados para triagem da

toxoplasmose em amostras de soro e sangue seco. Todos 0s programas utilizaram amostras em soro.
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O uso do sangue seco para rastreamento da toxoplasmose em gestantes é utilizado por programas pré-
natais brasileiros desde a década de 2000 e este material bioldgico representa uma alternativa
minimamente invasiva para a pung¢do venosa, com baixo custo e alcance populacional. H& poucos
trabalhos publicados sobre a acuracia de testes imunoenzimaticos realizados em eluido de sangue
seco quando comparado com o soro ou plasma para diagnosticar toxoplasmose em gestantes. O
sangue seco, que é o sangue total capilar colhido em papel filtro, tem sido utilizado desde a década de
1960 principalmente para rastreamento neonatal de doengas metabdlicas e infecciosas e esta
consagrado para este fim (5). Desde entdo, varios analitos clinicos tém sido medidos utilizando esta
amostra bioldgica. Sabe-se que o0 sangue seco requer adaptacfes nas técnicas de processamento de
amostras, ja bem estabelecidas para o soro, mas ainda pouco padronizadas para 0 sangue Seco.
Devem ser adaptados reagentes, materiais de calibracdo, protocolos de eluicdo e controle de
qualidade para otimizar a quantidade da amostra (6). Para triagem da toxoplasmose em gestantes com
sangue seco em papel filtro, alia-se a estas particularidades a complexidade do diagnostico desta
parasitose na gravidez, em que a analise dos testes soroldgicos deve levar em consideracdo diversos
aspectos como o perfil imunoldgico da gestante antes da concepg¢do ou no inicio da gestacao, a idade
gestacional em que o exame foi colhido, a repeticdo de testes de triagem inicial e uso de testes
confirmatdrios, o que forma um conjunto de dados que deve ser interpretado por equipe de referéncia

especializada.

Encontramos apenas dois estudos publicados até 0 momento que realizaram a comparacao entre 0s
dois materiais bioldgicos (soro e sangue seco) para diagnosticar toxoplasmose em gestantes, sendo o
primeiro em laboratério, que utilizou amostras selecionadas por conveniéncia (7) e o segundo que
realizou a comparacdo na prética clinica (8). Ambos relataram alta sensibilidade (92,0% e 92,3%,
respectivamente) e especificidade (100% e 99,9% respectivamente) para deteccdo de anticorpos IgM

anti-T. gondii.
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Realizamos um estudo transversal de base populacional estadual com gestantes do Programa de
Controle da Toxoplasmose Congénita de Minas Gerais para avaliar o desempenho do sangue seco
comparado com soro. Encontrou-se boa concordancia entre os testes de imunoensaioenzimatico de
captura em eluido de sangue seco quando comparados com o método ELFA-VIDAS de referéncia em
soro para IgM (Kappa 60,9%) e concordancia muito boa para 19G (Kappa 93,9%), quando os
resultados indeterminados ndo foram computados. A anélise do Kappa, isoladamente, tem sido
questionada para avaliar a concordancia entre dois examinadores, ou no caso, dois testes, porque
possui sérias restricdes, em determinadas situacdes (9) e ndo leva em consideracdo as discordancias
presentes nos dados. Além disso, o Kappa pode ser influenciado pela prevaléncia. Uma vez que o
valor de kappa depende da concordancia devido ao acaso, € possivel encontrar baixos valores desta
medida devido a baixa prevaléncia do evento, que costuma estar associada a baixos niveis de
reprodutibilidade, e ndo devido a erros substanciais relacionados ao teste que se deseja aferir (10).
Esta é uma possivel explicacdo para o Kappa de 60,9% para IgM anti-T. gondii em sangue seco
guando comparado com 0 soro, uma vez que este anticorpo é de baixa prevaléncia na populacao,
entre 1 a 2% (11), o que também foi verificado no presente estudo. Por este motivo, foi realizado o
calculo do Kappa ajustado pela prevaléncia de IgM, que indicou muito boa concordancia (93,2%)
entre os testes, desconsiderados os resultados indeterminados, evidéncia da influéncia da baixa

prevaléncia deste anticorpo no céalculo daquele parametro.

A especificidade foi alta tanto para IgM (98,4%, IC 95% 97,5- 99,3%) quanto para 1gG (96,9%,
IC95% 95,4- 98,4%) e a sensibilidade para IgG também foi alta (84,0%, 1C95% 80,1-87,9%), assim
como a area sob a curva ROC, que foi maior que 95% tanto para IgM quanto para IgG, mostrando

que o teste tem bom desempenho e discrimina bem os resultados positivos e negativos. Poréem, a
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sensibilidade de IgM no teste em estudo foi mais baixa (56,8%, IC 95%: 40,6- 73,0%), podendo
ocorrer resultados falso negativos, o que é preocupante em testes de rastreamento. O célculo
simulado dos parametros de sensibilidade e especificidade para o teste Imunoscreen-IgM a partir de
um novo valor de cut-off obtido na curva ROC resultou em melhor performance do teste. Uma
adaptacdo no ponto de corte dos testes utilizados no PCTC deve ser considerada num estudo com
maior tamanho de amostra, a fim de estabelecer com maior precisdo um valor de cut-off com
sensibilidade suficientemente alta, que ndo inviabilize o programa por detectar muitos casos falso-
positivos, o que aumentaria o0 volume de testes confirmatdrios necessarios. Existe a possibilidade de
0 teste Imunoscreen em sangue seco ndo detectar bem a IgM residual como os testes realizados em
soro e este pode ser um dos motivos para haver divergéncias entre as duas amostras. Na avaliacdo das
15 gestantes com resultados discordantes para IgM, com IgM positivo em soro, porém negativo em
sangue seco, em 93,3% dos casos os resultados de IgM no soro tiveram titulos muito proximos ao
cut-off, e alta avidez de 1gG em 80,0% dos casos. Testar um novo imunoensaio enzimatico, de outro
laboratério, € uma perspectiva que deve ser considerada. Por utilizar outros insumos para reagentes e

calibradores, pode haver modificacdo nos resultados de desempenho do teste em sangue seco.

A forca do nosso estudo inclui o tamanho da amostra estudada, que incluiu gestantes participantes do
PCTC em todo o estado. O PCTC, implantado em 852 municipios de Minas Gerais (apenas Belo
Horizonte ndo aderiu inicialmente), permitiu que a coleta fosse realizada de forma descentralizada,
em todas as 13 macrorregifes do estado, com unidades de coleta determinadas aleatoriamente, e
interpretacdo centralizada dos resultados no laboratério de referéncia do NUPAD-UFMG, FUNED e
Hermes Pardini, todos em Belo Horizonte. Além disso, houve credibilidade nas amostras que foram
coletadas, na maioria dos casos, simultaneamente (ou com até 24 horas de diferenca) e no primeiro

trimestre do pré-natal.
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O Grupo Brasileiro de Toxoplasmose Congénita da UFMG realiza o seguimento das criangas filhas
de mées detectadas no pré-natal com suspeita de infeccdo aguda. Pretende-se realizar um estudo
longitudinal com acompanhamento das criancas filhas das gestantes incluidas neste estudo, até
completarem um ano de idade, para esclarecer de forma mais fidedigna os resultados da comparagéo
entre sangue seco e soro, pois dados adicionais sobre a taxa de transmissdo congénita aumentam o

poder de diagnostico da infeccdo em gestantes.

LimitacGes do estudo incluem a realizacdo de coleta de amostra Unica de soro e papel filtro de cada
gestante, sem seguimento longitudinal, e 0 uso de um teste de referéncia que ndo pode ser

considerado um padrao-ouro verdadeiro, por ser outro teste sorolégico com acuracia inferior a 100%.

Como a triagem para toxoplasmose em gestantes com o sangue seco no Brasil acontece ha menos de
15 anos, e ha menos de trés anos em Minas Gerais, ainda sdo necessarios mais estudos sobre estes
programas de rastreamento. Uma perspectiva seria a organizacdo de um estudo multicéntrico entre 0s
servicos que ja possuem triagem implantada com o sangue seco no Brasil, o que possibilitaria
amostra mais robusta para avaliacdo comparativa entre soro e sangue seco, com validade externa para
0 pais. O resultado de um estudo de tamanha magnitude poderia levar a uma proposta de
rastreamento pré-natal brasileiro padronizado para toxoplasmose. A toxoplasmose tem alta
prevaléncia no Brasil e o pais ainda ndo possui uma politica nacional regulatéria compulsoria de

triagem em gestantes, 0 que € um passo determinante para a prevencao da toxoplasmose congeénita.
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7- Anexos

ANEXO A: Lista de Unidades de Coleta (UC) selecionadas para cada macrorregido,
quantidade de exames (soro e sangue seco) a serem realizados e UC reservas.

e Macrorregido 1 - Jequitinhonha:
Na macrorregido Jequitinhonha, serd necessario enviar trés kits de coleta para cada
UC selecionada. A seguir, na Tabela 1, encontra-se a lista das 30 UC’s desta

macrorregido. As trés tltimas UC’s sdo as reservas.

Tabela 1: Unidades de Coleta Selecionadas - Jequitinhonha

Id Unidade de Coleta Média
Coleta/Més*
1 SEC. MUNIC./POLICLINICA MUNICIPAL 14,25
DOMINGOS MOTA
2 CENTRO DE SAUDE DE COLUNA 9,625
3 UNIDADE BASICA DE SAUDE JULIA 7,25
RODRIGUES PEREIRA
4 ESF VILA OPERARIA 6,5
5 POSTO DE SAUDE DR. HUGO LOPES DE 6,125
MACEDO
6 ESF PIEDADE | 6
7 UNIDADE MISTA DE SAUDE 5,875
8 POSTO DE SAUDE JOSE DE SOUZA LIMA/ESF 5,75
BEIJA-FLOR
9 PSF PRIMEIRO DE MAIO 5,75
10 ESF PIEDADE Il 5,5
11 ESF VISTA ALEGRE 5,25
12 ESF CHAPADINHA 5
13 CENTRO DE SAUDE VIDA NOVA 4,875
14 POSTO DE SAUDE SANTA LUZIA 4,625
15 ESF LAVRAS VELHAS 4,375
16 ESF MARIA LUCIA 4,375
17 CENTRO DE SAUDE DE TURMALINA 3,75
18 CENTRO DE SAUDE DE LEME DO PRADO 3,625
19 ESF APARECIDA 3,5
20 POSTO DE SAUDE DE CHAPADA DO NORTE 3,5
21 ESF CAZUZA 3,125
22 POSTO DE SAUDE TIA ANINHA 2,75
23 PSF SAO GERALDO 2,75
24 UNIDADE BASICA DE SAUDE 2,75
25 ESF VILA DO PRINCIPE 2,625
26 ESF CAMINHOS DO IVITURUY 25

27 SEC. MUNIC./PSF DE CRUZINHA 2,5
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28 ESF BARAO DE SERRO 2,25

29 ESF SERRO FRIO 2,25
30 UNIDADE BASICA DE SAUDE MANGABEIRAS 2,25
12R CENTRO DE SAUDE CRISTO REI 2
2R PROGRAMA DE SAUDE DA FAMILIA SERRINHA 15
3R PROGRAMA DE SAUDE DA FAMILIA SOL 1,25

*Representa uma media do valor mensal de coletas realizadas pelas UC’s selecionadas.
Periodo considerado: Agosto/2013 a Marco/2014.

e Macrorregido 2 - Nordeste:
Na macrorregido Nordeste, sera necessario enviar dois kits de coleta para cada UC
selecionada. A seguir, na Tabela 2, encontram-se as 27 UC’s selecionadas. As trés
ultimas UC’s sdo as reservas.

Tabela 2: Unidades de Coleta Selecionadas - Nordeste

Id Unidade de Coleta Média
Coleta/Més*
1 POLICLINICA MUNICIPAL DE ARAGUAI 36,75
2 CENTRO DE SAUDE SEDE 12,125
3 UNIDADE BASICA DE SAUDE DE DIVISA ALEGRE 8,125
4 PROGRAMA DE SAUDE DA FAMILIA SAO PEDRO 7,625
5 UNIDADE MISTA CARLITO MURTA 7,5
6 PROGRAMA DE SAUDE DA FAMILIA JARDIM | E I 6,875
7 UNIDADE PSF LUZ DE AGUAS FORMOSAS 6,5
8 POSTO DE SAUDE DE SAO PEDRO DO JEQUITINHONHA 6,25
9 U S F MACHADO MINEIRO 6,125
10  PSF CENTRAL DE CATUJI 5,875
11  PROGRAMA DE SAUDE DA FAMILIA ESPERANCA 55
12  PROGRAMA DE SAUDE DA FAMILIA BELA VISTA 5,25
13  CENTRO DE SAUDE PROFESSORA EUTALIA DIAS 4,875
NEVES
14  USFPROGRESSO 4,75
15  CENTRO DE SAUDE DE CATUJI 4,625
16  PSF ENFERMEIRA DONA NANA DE PADRE PARAISO 4,125
17  PSF DR DOMINGOS SAVIO PEREIRA 4
18  UNIDADE DE SAUDE DA FAMILIA SAUDE E 4
CIDADANIA
19  POSTO DE SAUDE DE PONTO DOS VOLANTES 3,875
20  UNIDADE BASICA DE SAUDE DE JORDANIA 3,875
21  CENTRO DE SAUDE DE CRISOLITA 3,625
22  CENTRO DE SAUDE DE FRONTEIRA DOS VALES 3,25
23 PROGRAMA DE SAUDE DA FAMILIA DARWIN 3
CORDEIRO
24  PSF DONA AGOSTINHA RAMALHO DE MALACACHETA 3
25  UNIDADE DE SAUDE SAO BENTO 2,875
26  CENTRO DE SAUDE JOSE BENEDITO DE ALMEIRA 2,75
SANTANA

27 UNIDADE BASICA DE SAUDE MARIO PEREIRA DOS 2,75
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SANTOS BITIU
1*R PROGRAMA DE SAUDE DA FAMILIA SAO CRISTOVAO 2,625
22R  UNIDADE BASICA DE SAUDE DE FELISBURGO 2,125
3R UNIDADE DE SAUDE DA FAMILIA CENTRAL 1,625

*Representa uma média do valor mensal de coletas realizadas pelas UC’s selecionadas.
Periodo considerado: Agosto/2013 a Mar¢o/2014.

e Macrorregido 3 — Triangulo do Sul:
Na macrorregido Triangulo do Sul, sera necessario enviar trés Kits de coletas para cada
UC selecionada. A seguir, na Tabela 3, encontram-se as 36 UC’s selecionadas. As
quatro ultimas UC’s sdo as reservas.

Tabela 3: Unidades de Coleta Selecionadas — Triangulo do Sul.

Id Unidade de Coleta Média
Coleta/Més

1 UBS TIRADENTES 31,625

2 LABORATORIO MUNICIPAL DE PATOLOGIA 26,125
CLINICA

3 CAISM- Centro de aten¢do integral a satde da mulher 16,75

4 UBS LUIZ MENEGHELLO 16,125

5 Hospital Universitario- Centro de atendimento a gestante 15

6 UBS GERALDO AFONSO DA SILVA 8

7 CENTRO DE SAUDE DE CAMPO FLORIDO 7

8 UBS ROSA MARIA FRANGE MONTES DO 6,75
NASCIMENTO

9 UNIDADE BASICA DE SAUDE AGDA BORGES 6,75

10  PSFIDR. VITOR VIEIRA DA SILVA 6,25

11  ESTRATEGIA DE SAUDE DA FAMILIA SANTA 5,75
MARIA

12  UNIDADE BASICA DE SAUDE DR. ALEXANDRE 5,125
ALVES

13  ESF NOVO HORIZONTE PSF | 5

14  UBSJULIETA ANDRADE CUNHA 4,875

15  UBS ALVARO GUARITA 4,75

16 ESF Bairro de Lourdes 4,625

17  PSF Il ANTONIO BARBOSA LEAO 4,375

18 PROGRAMA DE SAUDE DA FAMILIA SAO 4,25
FRANCISCO

19  PSF Il - ALDERICO ANTONIO ALVES 4,125

20 ESF Parque das Americas Il 4

21  PROGRAMA DE SAUDE DA FAMILIA PRIMAVERA 4

22 UNIDADE BASICA DE SAUDE JOSE RIBEIRO DE 3,875
SILVA

23 Estrategia Saude da Familia 3,75

24  ESF SAUDE EM CASA 3,5

25  UNIDADE DE SAUDE DR JOSE OLIMPIO DIAS 3,5

26 ESF Maringa 3,125

27 USF RESIDENCIAL 2000 3,125
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28  CENTRO DE SAUDE DE LIMEIRA DO OESTE 3

29 ESTRATEGIA DE SAUDE DA FAMILIA SAO JOSE 2,875
30 ESTRATEGIA DE SAUDE DA FAMILIA SAO LUCAS 2,875
31  CENTRO DE SAUDE DE COMENDADOR GOMES 2,625
32  ESF Il PERDIZES 2,625
33 HOSPITAL DAS CLINICAS DA UFTM 1,875
34 URS Nidia Modesto Veludo 1,875
35 ESTRATEGIA DE SAUDE DA FAMILIA SAO PEDRO 1,75
36 CENTRO DE SAUDE DE UNIAO DE MINAS 1,375
12R ESF JOSE ALVES GONDIM SOBRINHO 1
22R PROGRAMA DE SAUDE DA FAMILIA PLANALTO 1
3R ESTRATEGIA DE SAUDE DA FAMILIA SANTARITA 0,875
42 R ESF Vila Arquelau 0,375

Macrorregido 4 — Norte de Minas

Na macrorregido Norte de Minas, serd necessario enviar trés kits de coleta para cada UC
selecionada. A seguir, na Tabela 4, encontram-se as 28 UC’s selecionadas. As trés
ultimas UC’s sdo as reservas.

Tabela 4: Unidades de Coleta Selecionadas — Norte de Minas.

Id Unidade de Coleta Meédia
Coleta/Més*
1 CENTRO DE SAUDE DR. OSCAR MAURICIO PORTO 15,25

2 ZACARIAS FARIAS VIEIRA 13,25

3 AMBULATORIO MUNIC. DE SAUDE/PSF 13

4 UNIDADE DE SAUDE HERLINDA SILVEIRA DIAS 12,75
BRITO

5 PREFEITURA MUNICIPAL 12

6 CENTRO DE SAUDE SAGRADA FAMILIA 10,5

7 CENTRO DE SAUDE ALMERINDO ALVES DE BRITO 8,625
FARIAS

8 PSF SAUDE PARA TODOS 8,625

9 SECRETARIA MUNICIPAL DE SAUDE DE VARZEA 8,625
DA PALMA

10  CENTRO DE SAUDE DE CAPITAO ENEAS 8,25

11  UNIDADE BASICA DE SAUDE CENTRAL 7,875

12  POSTO DE SAUDE COLONIA DOS PESCADORES 7,375

13 PSF VILA FORMOSA/PSF NOSSA SRA. DE FATIMA 7,25

14  CENTRO DE SAUDE DR. VALDIR SILVEIRA 7,125

15  PROGRAMA DE SAUDE DA FAMILIA CENTRAL 7,125

16  PSF SAUDE NO CAMPO/PSF MATO VERDE 7,125

17  POSTO DE SAUDE PEDRAS GRANDES 6,375

18  UNIDADE PROG. SAUDE DA FAMILIA /VIDA E 6,375
SAUDE

19  CENTRO SAUDE DE GAMELEIRAS 5,75

20 CENTRO DE SAUDE SANTA LUZIA 5,625

21  UBS DELSON PINHEIRO DE AGUIAR 5,625

22 CENTRO DE SAUDE DE SAO JOAO DO PACUI 5,5
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23  UBS BRAZ JOAQUIM RIBEIRO 55

24 PROGRAMA DE SAUDE DA FAMILIA SAO 5,25
JOAOZINHO

25  UAPS NOSSA SENHORA FATIMA 4,75

26  POSTO DE SAUDE DE BOA VISTA 4,5

27 PSF VALE DAS CANCELAS/UBS BOCAIUVA 4,375

28  UNID. SAUDE MILTON BOREM DE ALMEIDA 4,375
JUNIOR

12R  UAPS JOSEILSON FONSECA DA SILVA (CICERO 3,875
PASSOS)

22R  UNIDADE PROGRAMA SAUDE DA FAMILIA BONFIM 3,75

3R UBS MARIA FERREIRA NASCIMENTO 3,625

*Representa uma média do valor mensal de coletas realizadas pelas UC’s selecionadas.
Periodo considerado: Agosto/2013 a Marco/2014.

Macrorregido 5 — Leste:

Na macrorregido Leste, serd necessario enviar dois kits de coleta para cada UC
selecionada. A seguir, na Tabela 5, encontram-se as 39 UC’s selecionadas. As quatro
ultimas UC’s sdo as reservas.

Tabela 5: Unidades de Coleta Selecionadas — Leste.

Id Unidade de Coleta Média
Coleta/Més*

1  UNIDADE SAUDE BETHANIA | - 11 27,875

2  UNIDADE DE SAUDE VENEZA 25,5

3 UNIDADE Il DE SAUDE 22,375

4  UNIDADE DE SAUDE JARDIM PANORAMA 19,5

5  UNIDADE DE SAUDE CANAA 17,5

6  UNIDADE DE SAUDE VILA CELESTE 16,25

7  CENTRO DE SAUDE DE PECANHA 13,5

8  CENTRO DE SAUDE DE SANTA MARIA DO SUACUI 11,625

9  CENTRO DE SAUDE DE MANTENA 11,5

10 SEC. DE SAUDE/ CENTRO DE SAUDE DE CONSELHEIRO 11
PENA

11  UNIDADE DE SAUDE LIMOEIRO 10,375

12 USF ESPERANCA I 10,25

13 UNIDADE BASICA DE SAUDE 8

14 UNIDADE DE SAUDE CIDADE NOBRE (UISA) 6,625

15 UNIDADE BASICA DE SAUDE UDSON MARQUES 6,25

16  PSF VILA DOS OPERARIOS 6,125

17 ESTRATEGIA DE SAUDE DA FAMILIA ADAO SABINO 5,625

18 UNIDADE DE SAUDE DE SAO SEBASTIAO DO ANTA 5,625

19 PROGRAMA DE SAUDE DA FAMILA CALADAO- cob 5
contente

20 PROGRAMA DE SAUDE DA FAMILIA SEDE 4,75

21 ESTRATEGIA SAUDE DA FAMILIA OSVALDO CRUZ 4,5

22 CENTRO DE SAUDE DE CUPARAQUE 4,25

23 CENTRO DE SAUDE DE CANTAGALO 4,125
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24 CENTRO DE SAUDE MARIA DE LOURDES GUIMARAES 4,125
25 ESTRATEGIA SAUDE DA FAMILIA SANTA LUZIA 4
26 CENTRO DE SAUDE SAO GERALDO 3,875
27 CENTRO DE SAUDE DE ALVARENGA 3,75
28 UBS PERPETUO SOCORRO- SALA DE VACINA 3,75
29 PROGRAMA DE SAUDE DA FAMILIA DE COROACI 3,625
30 PROGRAMA DE SAUDE DA FAMILIA DONA JUPIRA 3,375
31 PSF Il SAO VICENTE 3,125
32 UNIDADE BASICA DE SAUDE MODESTO CHAGAS 3
33 ESTRATEGIA DE SAUDE DA FAMILIA RESIDENCIAL 2,875
34 PROGRAMA DE SAUDE DA FAMILIA SANTO ANTONIO 2,625
35 PROGAMA SAUDE DA FAMILIA NACOES 2,375
36 PROGRAMA DE SAUDE DA FAMILIA N. SRA. APARECIDA 2,25

|
37 UNIDADE BASICA DE SAUDE DE PERIQUITO 2,25
38 UNIDADE BASICA DE SAUDE JAGUARACU 2
39 CENTRO DE SAUDE GERALDO CATARINA 1,875
12 PROGRAMA SAUDE DA FAMILIA PANTANAL 1,875
R
22 UNIDADE DE SAUDE DA FAMILIA PADRE LUIZ 0,75
R BARROSO
32 PROGRAMA DE SAUDE DA FAMILIA ESPERANCA Il 0,625
R
42 CENTRO DE CONVIVENCIA LIBERATO DE PAULA E 0,25
R  SILVA

*Representa uma média do valor mensal de coletas realizadas pelas UC’s selecionadas.
Periodo considerado: Agosto/2013 a Mar¢o/2014.

Macrorregido 6 — Oeste:

Na macrorregido Oeste, sera necessario enviar dois kits de coleta para cada UC
selecionada. A seguir, na Tabela 6, encontram-se as 23 UC’s selecionadas. As trés
ultimas UC’s sdo as reservas.

Tabela 6: Unidades de Coleta Selecionadas — Oeste.

Id Unidade de Coleta Média
Coleta/Més*

1 PROGRAMA DE SAUDE DA FAMILIA SAO

GERALDO 13,625
2 PROGRAMA DE SAUDE DA FAMILIA PADRE

LIBERIO 12,625
3 POLICLINICA DR. GE 11,625
4 PROGRAMA DE SAUDE DA FAMILIA BELA VISTA 10,375
5 PROGRAMA DE SAUDE DA FAMILIA DOM BOSCO 9,25
6 PSF ANTONIO FERREIRA DO AMARAL 9
7 PROGRAMA DE SAUDE DA FAMILIA NOVO

HORIZONTE 8,25
8 PROGRAMA DE SAUDE DA FAMILIA CENTRO 8,125
9 CENTRO DE SAUDE NITEROI 7,875
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10 CENTRO DE SAUDE DE ITAGUARA 7,375
11  PSF JOSE VAZ SOBRINHO SOUZA E SILVA 7,25
12 CENTRO DE SAUDE MARIO LUIZ SILVA/PSF SAO

PEDRO 6,375
13 PSF JOSE EUSTAQUIO DE AZEVEDO 6,25
14 PROGRAMA DE SAUDE DA FAMILIA DIMAS

GUIMARAES 5,75
15 PROGRAMA DE SAUDE DA FAMILIA VARGEM

GRANDE 5,625
16 CENTRO DE SAUDE DANILO PASSOS 4,875
17 PROGRAMA DE SAUDE DA FAMILIA SAO

SEBASTIAO 4,75
18  PSF JOSE EMIDIO FERNANDES 4,75
19 ESF ESTRATEGIA SAUDE DA FAMILIA IIDE S S

DO OESTE 4,375
20 CENTRO DE SAUDE ITAI 4,125
21  PROGRAMA DE SAUDE DA FAMILIA CENTRAL 3,625
22 PROGRAMA DE SAUDE DA FAMILIA MIGUEL

SABINO 3,375
23  CENTRO DE SAUDE DE CONCEICAO DO PARA 2,875
12 PROGRAMA DE SAUDE DA FAMILIA CIDADE
R NOVA 2,25
22 PROGRAMA DE SAUDE DA FAMILIA SAO JOSE DO
R  SALGADO 2,25
32 PSF01- CENTRO MEDICO EDUCACIONAL
R LAZARO MEDEIROS 2,125

*Representa uma média do valor mensal de coletas realizadas pelas UC’s selecionadas.
Periodo considerado: Agosto/2013 a Marco/2014.

Macrorregido 7 — Leste do Sul:

Na macrorregido Leste do Sul, ser necessario enviar cinco kits de coleta para cada UC
selecionada. A seguir, na Tabela 7, encontram-se as 20 UC’s selecionadas. As duas
ultimas UC’s sdo as reservas.

Tabela 7: Unidades de Coleta Selecionadas — Leste do Sul.

Id Unidade de Coleta Média Coleta/Més*

1 CENTRO MUNICIPAL SANTA 16,625
MARGARIDA

2 POLICLINICA MUNICIPAL 13,125

3 Centro Municipal de Saude de Ipanema 11,375

4 CENTRO DE SAUDE DE LUISBURGO 8,375

5 POLICLINICA MUNICIPAL DE 8
VICOSA

6 PROGRAMA DE SAUDE DA FAMILIA 6,5
AMIGOS DA SAUDE

7 CENTRO DE SAUDE DE SIMONESIA 5,25

8 PSF SANTO ANTONIO 4,875

CENTRO DE SAUDE DE ARAPONGA 4,75
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10 CENTRO DE SAUDE DE CHALE 4,75
11 AMBULATORIO SETTE DE BARROS 4,625
12  SEC. MUNIC. SAUDE/PSF MATINHA 45

13  UBS NESTOR ANTONIO GOMES 45

14  PRONTO SOCORRO GIL MARTINS 4,125
PINHEIRO

15  UNIDADE DE SAUDE DA FAMILIA 4,125
RURAL

16  SEC. MUNIC. SAUDE/P. S. REALEZA 4
17 PROGRAMA DE SAUDE DA FAMILIA 3,875

| CANAA
18 UNIDADE DE SAUDE VENANCIO 3,875
LANA
19  Psf penha 3,375
20 Unid. Basica de Saude-Laboratorio 3,375
Municipal
12 SEC. MUNIC. SAUDE/PSF DOM 3,25
R  DORREA

22 PROGRAMA DE SAUDE DA FAMILIA 1
R DISTRITO SAO DOMINGOS

*Representa uma média do valor mensal de coletas realizadas pelas UC’s selecionadas.
Periodo considerado: Agosto/2013 a Marc¢o/2014.

Macrorregido 8 — Triangulo do Norte:

Na macrorregido Triangulo do Norte, sera necessario enviar trés kits de coleta para cada
UC selecionada. A seguir, na Tabela 8, encontram-se as 23 UC’s selecionadas. As trés
Ultimas UC’s sdo as reservas.

Tabela 8: Unidades de Coleta Selecionadas — Triangulo do Norte.

Id Unidade de Coleta Média
Coleta/Més*

1 UAIPLANALTO 39,25

2 UAI PAMPULHA 28,875

3 UAI ROOSEVELT 23

4 CS NOSSA SENHORA DAS GRACAS UBS NOSSA 15,875
SENHORA DAS GRACAS

5 CENTRO DE ATEND. ACOMPANHAMENTO MATERNO 14,625
INFANTIL

6 UNIDADE DE ATENDIMENTO INTEGRADO LUIZOTE 12,625

7  UAPS GUARANI 11,75

8 CS TOCANTINS UBS DR FAUSTO GONZAGA DE 10,125
FREITAS

9 UAPS SANTA ROSA 9,75

10 UBSF SHOPPING PARK 8,375

11 UBSF MORADA NOVA 7,25

12 UAPSF SAO JORGE Il E 1lI 7

13 PSF NASF E AMBULATORIO MEDALHA MILAGROSA DE 6,875

CAMPINA VERDE
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14 UBSF CAMPO ALEGRE 6,625
15 UBS MORADA NOVA 5,875
16 UBSF JARDIM BOTANICO 5,5
17 UAPSF SAO JORGE V 4,625
18 UAPS DONA ZULMIRA DR LAERTE ALVARENGA DE 4,375
FIGUEIREDO

19 UAPSF MORUMBI II 4,375
20 C.S.ELIAS DE MORAIS 4,25
21  UAPSF SAO JORGE IV 4,125
22 UAPSF SAO GABRIEL 3,75
23 UBS SAO VICENTE 3,5
12  UBSF MORUMBI Il 3,375
22 UBSF GRAVATAS 3,25
32 PSF3 HERMENEGILDO DE FREITAS 2,25

*Representa uma média do valor mensal de coletas realizadas pelas UC’s selecionadas.
Periodo considerado: Agosto/2013 a Marco/2014.

Macrorregido 9 — Noroeste:

Na macrorregido Noroeste, serd necessario enviar trés Kits de coleta para cada UC
selecionada. A seguir, na Tabela 9, encontram-se as 23 UC’s selecionadas. As trés
ultimas UC’s sdo as reservas.

Tabela 9: Unidades de Coleta Selecionadas — Noroeste.

Id Unidade de Coleta Média
Coleta/Més*

1 CENTRO DE SAUDE CACHOEIRA 20,875
2 UNIDADE BASICA DE SAUDE DE CHAPADA

GAUCHA 19,5
3 Centro de Saude da Mulher e da Crianga 14
4 PSF SAO JOAO EVANGELISTA 12,75
5 CASA SAUDE E MULHER 10,625
6 C.S. ANA TEODORO ALVES 9,875
7 UNIDADE MISTA DE SAUDE DE FORMOSO 9,625
8 UNIDADE DE SAUDE DA FAMILIA ANDRE LUIZ

| 9,375
9 PSF CHAPADINHA 8,875
10  UAPS SEBASTIAO MANUEL LUIZ 7,375
11  PSF AMOREIRAS 6,75
12  CENTRO DE SAUDE DR. ERIVAL ALBINO DE

OLIVEIRA 6,625
13 UNIDADE BASICA DE SAUDE DR. PAULO

CORREA SILVA 6,5
14  PROGRAMA DE SAUDE DA FAMILIA BOA

ESPERANCA 5,875
15  PSF NOSSA SENHORA DE FATIMA 5,375
16  PSF NOVO HORIZONTE 5,25
17 PROGRAMA DE SAUDE DA FAMILIA

MAMOEIRO 4,875
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18  PSF NOSSA SRA. DE FATIMA 4,75
19 PROGRAMA DE SAUDE DA FAMILIA

SEBASTIAO AMORIM II 4,25
20 P SFD ANDREZINA SEVERINO DE RESENDE 4
21  PSF AMIGOS DA SAUDE 3,75
22  SECRET. MUNICIPAL DE SAUDE/ PSF

ALVORADA 3,25
23  SEC. MUNICIPAL DE SAUDE/ PSF NITEROI 3,125
12R CENTRO DE SAUDE DE CABECEIRA GRANDE 2,625
22 R PSF SANTANA EQ 25 2,125
38R UNIDADE DE SAUDE EUZEBIO DE SIQUEIRA 1,375

*Representa uma média do valor mensal de coletas realizadas pelas UC’s selecionadas.
Periodo considerado: Agosto/2013 a Mar¢o/2014.

e Macrorregido 10 — Sul:

Na Macrorregido Sul, sera necessario enviar dois kits de coleta para cada UC
selecionada. A seguir, na Tabela 10, encontram-se as 39 UC’s selecionadas. As quatro
ultimas UC’s sdo as reservas.

Tabela 10: Unidades de Coleta Selecionadas — Sul.

Id Unidade de Coleta Média
Coleta/Més*

1 POLICLINICA DR. ANTONIO CANDIDO DE 37,5
FIGUEIREDO

2 POSTO SAUDE DR JEREMIAS ZERBINI 33,125

3 POLICLINICA OSWALDO CRUZ 32

4 UNID MATERNO INFANTIL DE ANDRADAS 30,125

5 CLINICA DA MULHER MARIA MONICA DA SILVEIRA 28,375

6 MARIA DO ROSARIO RIBEIRO REIS 18,25

7 Policlinica Dr. Antdnio Penha Nunes 17,75

8 POSTO DE SAUDE RISOLETA NEVES 16,75

9 POSTO DE SAUDE PEDRO DE PERNA 15,875

10  UNIDADE MUNICIPAL DE ATENCAO A MULHERE A 15,125
CRIANCA - MATERNO INFANTIL

11  POSTO DE SAUDE DO CAMPINHO 15

12 CENTRO CLINICO VEREADOR SEBASTIAO BACCI 14,875

13  UNIDADE BASICA DE SAUDE DE CALDAS 13

14  CENTRO DE SAUDE DR. ANTONIO CANDIDO DE 11,875
OLIVEIRA

15  AMBULATORIO MUNICIPAL DONA ITALIA FRANCO 11,5

16  MATERNO INFANTIL 11,25

17  CENTRO DE SAUDE DE CAMANDUCAIA 11,125

18  CLINICA DE PRONTO ATENDIMENTO DR.MANOEL 10,375
BRANDAO

19  POSTO SAUDE JOSE CARNEIRO CRUZ 10,25

20  SALA DE IMUNIZACAO DR. PAULO ROBERTO 9,875
VIANNA DE AND

21  UAPS DR. JOAO EUGENIO DO PRADO 9,625




101

22  POSTO DE SAUDE DE PEDRALVA 9,25

23  CENTRO DE SAUDE 9

24 UNIDADE BASICA DE SAUDE MANOEL GONCALVES 9

25  POLICLINICA MUNICIPAL SAO CAMILO 8,25

26  ESF AGENOR 6

27  UBSELIZEU R DE BARROS GONCALVES 6

28  CENTRO DE SAUDE DE GUAPE 5,25

29  PSF NOVO HORIZONTE 5,25

30 PSFPARQUE PINHEIROS 4,875

31  UNIDADE BASICA DE HELIDORA 4,875

32  POLICLINICA DE ITAJUBA 4,75

33  UNIDADE DE SAUDE DA FAMILIA CENTRAL 4,625

34  CENTRO DE SAUDE SAO JOAO 4,375

35 UAPSDR. JACY FIGUEIREDO/USF IMACULADA | 4,375

36 CS DR CARLOS DAYRELL FRANCA 4,25

37 CENTRO COMUNITARIO PENHA 4,125

38 CENTRO DE ATENDIMENTO INTEGRAL A CRIANCA 4,125
ITAJUBA

39 CENTRO DE SAUDE DE TOCOS DO MOJI 4,125

12R PSF DR MANOEL JOAQUIM RIOS 3,875

28R SEC. DE SAUDE/COORDENACAO DA ATENCAO 3
PRIMARIA

3R C.DE SAUDE CARLOS FELDMANN /PSF UNIDOS DA 2,875
SAUDE

42R SAO JUDAS TADEU 2,5

*Representa uma média do valor mensal de coletas realizadas pelas UC’s selecionadas.
Periodo considerado: Agosto/2013 a Mar¢o/2014.

Macrorregido 11 — Sudeste:

Na macrorregido Sudeste, serd necessario enviar trés kits de coleta para cada UC

selecionada. A seguir, na Tabela 11, encontram-se as 25 UC’s selecionadas. As trés

ultimas UC’s sdo as reservas.

Tabela 11: Unidades de Coleta Selecionadas — Sudeste.

Id Unidade de Coleta Média
Coleta/Més*

1 POLICLINICA MUNICIPAL DE CARANGOLA 19,75
2  CENTRO MUNICIPAL DE ATENCAO INTEGRAL A

MULHER 17,125
3 UBS TARCISIO CAMPOS COUTINHO 12,375
4  SECRETARIA MUNICIPAL DE SAUDE 11,25
5  ESF SAO JOAO DA SERRA/ CONCEICAO DO

FORMOSO 9,875
6  POLICLINICA MICRORREGIONAL DE SAO JOAO

NEPOMUCENO 9,125
7  UNIDADE DE SAUDE SAO JOSE 8,875
8 CENTRO INTEGRADO DE SAUDE 8
9 CENTRO DE SAUDE LEDA MARIA CAMPOS 6,875
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10 PROGRAMA DE SAUDE DA FAMILIA DO BAIRRO

GLORIA 6
11  UBS PROGRESSO PSF 5,875
12 UAPS VALE VERDE 5
13 ESF PONTE PRETA 4,625
14 PROGRAMA DE SAUDE DA FAMILIA PIONEIRA 4,625
15 UNIDADE DE SAUDE DA FAMILIA LUZ 4,625
16 PROGRAMA DE SAUDE DA FAMILIA VANGUARDA 45
17 MODULO DE PSF GOIABAL 4,375
18 PROGRAMA DE SAUDE DA FAMILIA HARMONIA 35
19 UNIDADE BASICA DE SAUDE SANTO ANTONIO 35
20 ESF SAO DOMINGOS 3,375
21 PROGRAMA DE SAUDE DA FAMILIA JAQUEIRA 3,25
22 PSF TRES MARIAS UNIDADE DE SAUDE DA

FAMILIA TRES MARIAS 3,125
23  UNIDADE DO PSF DE PATROCINIO DO MURIAE 3
24 ESFRURAL | 2,75
25 PROGRAMA DE SAUDE DA FAMILIA NORDESTE 2,25
12 CENTRO DE SAUDE SEBASTIAO DIAS FILHO 1,75
22 PSF PROF.ROSA FANNI/UBS FARMACEUTICO

NICANOR BARBOSA DO AMARAL 1,75
3@  UBS CRUZEIRO DO SUL 1,75

*Representa uma média do valor mensal de coletas realizadas pelas UC’s selecionadas.

Periodo considerado: Agosto/2013 a Marc¢o/2014.

e Macrorregido 12 — Centro Sul:

Na macrorregido do Centro Sul, sera necessario enviar quatro Kits de coleta para cada
UC selecionada. A seguir, na Tabela 12, encontram-se as 22 UC’s selecionadas. As trés

ultimas UC’s sdo as reservas.

Tabela 12: Unidades de Coleta Selecionadas — Centro Sul.

Id Unidade de Coleta Média
Coleta/Més*

1 HOSPITAL RAYMUNDO CAMPOS 18,75

2 CASA DA GESTANTE 11,5

3 PSF SAUDE PREVENTIVA 8,125

4 CENTRO DE SAUDE DE RESSAQUINHA 6,875

5 UBS IPANEMA 6,625

6 UNIDADE DE SAUDE DE SANTA CRUZ 6,25
DE MINAS

7 NUCLEO MATERNO INFANTIL 55

8 PSF URDINDO CUIDADO TECENDO 5,375
SAUDE

9 PSF BAIRRO PROGRESSO 5

10 POSTO DE SAUDE JARDIM 4,75
BANDEIRANTES

11 UNIDADE BASICA DE SAUDE WALTER 4,75

FERNANDES
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12 UBS - MUNICIPAL 4,5

13  CENTRO DE SAUDE DE PRADOS 4,375

14  PROGRAMA DE SAUDE DA FAMILIA 3,625
VALE TUDO

15 PSF SAO JOAO I 3,375

16  PSF CACHOEIRA 3,25

17 UBS DR. EDSON FAGUNDES DO 3
NASCIMENTO

18 PSF MORRO DA MINA 2,75

19 PSF SANTA MATILDE Il 2,75

20 UBS VILA DO CARMO 2,625

21 PSF AMARO RIBEIRO 2,5

22  CENTRO DE SAUDE DE CATAS ALTAS 2,25
DA NORUEGA

12R CENTRO DE SAUDE DE ALTO RIO DOCE 2,125

28R UNIDADE DO PROGRAMA DE SAUDE 1,875
DA FAMILIA

32R UNIDADE DE VACINACAO 1,5

*Representa uma média do valor mensal de coletas realizadas pelas UC’s selecionadas.

Periodo considerado: Agosto/2013 a Marc¢o/2014.

e Macrorregido 13 - Centro:

Na macrorregido do Centro, ser& necessario enviar trés Kits de coletas para cada UC
selecionada. A seguir, na Tabela 13, encontram-se as 33 UC’s selecionadas. As quatro

ultimas UC’s sdo as reservas.

Tabela 13: Unidades de Coleta Selecionadas — Centro.

Id Unidade de Coleta Média
Coleta/Més*
1 SECRETARIA MUNICIPAL DE SAUDE 39,125
2 PROGRAMA DE SAUDE DA FAMILIA 16,375
PALMITAL/CELSO DIANA
3 POLICLINICA MUNICIPAL DE CAETE 15,625
4 UAPS - POLICLINICA MUNICIPAL 14,875
5 POLICLINICA MUNICIPAL SIDERURGICA 14,375
6 UBS CRISTOVINA C. G. SOUZA - TERESOPOLIS 11,625
7 CENTRO DE SAUDE CAIC 10,375
8 UAPS VEREADOR VALTER TAVARES BAHIA 10,375
9 UNIDADE DE SAUDE ALCIDES CAMPOS 10,25
10 PROGRAMA DE SAUDE DA FAMILIA SAO 9,625
GERALDO
11 PROGRAMA DE SAUDE DA FAMILIA VARZEA 9,5
DAS FLORES
12  CENTRO DE SAUDE ALCINA CAMPOS TAITSON 9,125
13  UNIDADE BASICA DE SAUDE VILA CRISTINA 9,125
14  UBS DOMINGOS FEREIRA VALADARES 7,625
15  PROGRAMA DE SAUDE DA FAMILIA TIALITA 7,25
16  UBS BENJAMIM CAMPOLINA DE AVELAR 6,5
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MARQUES

17  UNIDADE DE SAUDE DUVAL DE BARROS 6,25

18  CENTRO DE SAUDE GENERAL CARNEIRO 5,75

19  CENTRO DE SAUDE SANTA LUZIA DE 5,75
BUENOPOLIS

20  UBS GILDA BATISTA 5,625

21  CENTRO DE SAUDE AMELIA COTTA HOSKEN 5,25

22  CENTRO DE SAUDE DE BALDIM 5,25

23 UBS JOSE FELICIANO HENRIQUES 5

24  UNIDADE DE SAUDE RITA VIDIGAL MARTINS 4,875
DA COSTA

25  CENTRO DE SAUDE ALVORADA 4,375

26  PSF ARACI DE AMORIM PEREIRA LAGOA Il 4,375

27 Estratégia de Saude da Familia Santa Filomena 4,25

28  JUATUBA UBS DE VILA MARIA REGINA 4,25

29 PROGRAMA DE SAUDE DA FAMILIASAO LUIZI 4

30 CENTRO DE SAUDE PINHOES 3,375

31  PSF DONA AUREA PEREIRA GONCALVES 3,125
LAGOA 1lI

32  UBS MASTERVILLE 3,125

33  ESFESPERANCA 3

1R PSF DR. HELVIO MOREIRA SANTOS 3

22R  SEC. MUNICIPAL DE SAUDE/C. S. STA MARIADE 2,75
ITABIRA

38R ESF OITIS - EQUIPE 83 - DISTRITO RESSACA 2,125

42R ESF NOVA CIDADE 1,75

*Representa uma média do valor mensal de coletas realizadas pelas UC’s selecionadas.

Periodo considerado: Agosto/2013 a Margo/2014.
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ANEXO B: Informe para referéncias técnicas do municipio e da Unidade Basica de
Saude sobre o Projeto de Pesquisa.

A REFERENCIA TECNICA DO MUNICIPIO

INFORME SOBRE O PROJETO DE PEQUISA “AVALIAGAO DOS EXAMES PARA
DIAGNOSTICO DA TOXOPLASMOSE NA GESTANTE”

A toxoplasmose é uma infeccdo que pode acontecer durante a gestagdo e
comprometer a visdo e o cérebro da crianca em formacdo no Utero da mae. A maioria das
gestantes que adquirem a toxoplasmose na gravidez ndo tem sintomas, o que atrasa o
diagndstico e o inicio do tratamento. Para que o tratamento da gestante seja eficaz, o
diagndstico deve ser realizado o mais rapidamente possivel durante o pré-natal. A realizacdo
de exames de sangue (sorologia) durante a gravidez é a forma mais comum de fazer o
diagndstico da infeccdo na gestante. Em Minas Gerais, estd sendo realizada a sorologia para
toxoplasmose o mais cedo possivel apds inicio da gestacdao, em todas as gravidas, como parte
do “PROGRAMA DE CONTROLE DA TOXOPLASMOSE CONGENITA EM MINAS GERAIS”. Nesse

programa a triagem diagndstica é realizada em sangue colhido em papel filtro.

Apds um ano do inicio do programa, pretendemos avaliar a performance do teste na
identificacdo das gestantes com infeccdo aguda. Para isso, vamos testar a sorologia em
amostra de sangue seco e soro, colhidos ao mesmo tempo na primeira coleta de sangue no
pré-natal, em apenas 1000 gestantes. Essa avaliacdo sera realizada em todo Estado durante
aproximadamente um a trés meses. Para selecdo da amostra, realizou-se sorteio entre os
Centros de Saude de cada uma das 13 Macrorregides do Estado de Minas Gerais e o0 seu

municipio foi um dos sorteados para participar dessa pesquisa.

UBS PARTICIPANTE(S):

Serao incluidas apenas................ gestantes, na_ordem em que chegarem para iniciar

o pré-natal nas Unidades Basicas de Saude. Nesse momento, sera colhido sangue por pungao
digital (papel filtro), que faz parte da rotina do programa de triagem, e uma amostra de sangue
por puncdo venosa (soro). O Nupad enviard os kits para coleta do soro na primeira semana de
julho. Se a coleta do soro ndo puder ser realizada na sua unidade de saude, solicitamos se

possivel que o soro seja colhido em até 24 horas apds a coleta do papel filtro. Ndo ha
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impedimento para a realizacdo da coleta do soro apds 24 horas da coleta do sangue em papel
filtro, mas é muito importante para a avaliacdo do teste que esse intervalo entre as duas

coletas seja o menor possivel.

Todas as gestantes que participarem do estudo deverdao assinar o termo de

consentimento, que esta sendo enviado junto com o kit para coleta do soro e deverd ser

devolvido para o Nupad junto com o mesmo kit.

A rotina _do Programa ndo serd alterada e os resultados dos exames serdo

disponibilizados na pagina do Nupad.

N3o havera cobranca por nenhum exame oferecido como parte deste estudo.

Estamos a disposicao para atender suas duvidas através do telefone do NUPAD: 08007226500.

A UBS

INFORME SOBRE O PROJETO DE PEQUISA “AVALIAGAO DOS EXAMES PARA
DIAGNOSTICO DA TOXOPLASMOSE NA GESTANTE”

A toxoplasmose é uma infeccdo que pode acontecer durante a gestagdo e
comprometer a visdo e o cérebro da crianca em formagdo no Utero da mde. A maioria das
gestantes que adquirem a toxoplasmose na gravidez ndo tem sintomas, o que atrasa o
diagnéstico e o inicio do tratamento. Para que o tratamento da gestante seja eficaz, o
diagndstico deve ser realizado o mais rapidamente possivel durante o pré-natal. A realizagao
de exames de sangue (sorologia) durante a gravidez é a forma mais comum de fazer o
diagndstico da infec¢do na gestante. Em Minas Gerais, esta sendo realizada a sorologia para
toxoplasmose o mais cedo possivel apds inicio da gestagao, em todas as gravidas, como parte
do “PROGRAMA DE CONTROLE DA TOXOPLASMOSE CONGENITA EM MINAS GERAIS”. Nesse

programa a triagem diagndstica é realizada em sangue colhido em papel filtro.

Apds um ano do inicio do programa, pretendemos avaliar a performance do teste na
identificacdo das gestantes com infeccdo aguda. Para isso, vamos testar a sorologia em
amostra de sangue seco e soro, colhidos ao mesmo tempo na primeira coleta de sangue no
pré-natal, em apenas 1000 gestantes. Essa avaliagdo sera realizada em todo Estado durante

aproximadamente um a trés meses. Para selecdo da amostra, realizou-se sorteio entre os
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Centros de Saude de cada uma das 13 Macrorregides do Estado de Minas Gerais e a sua UBS

foi uma das sorteadas para participar dessa pesquisa.

NUMERO DE GESTANTES A SEREM INCLUIDAS NA SUA UBS:

Serdo incluidas apenas................ gestantes, na ordem em que chegarem para iniciar

o pré-natal nas Unidades Basicas de Saude. Nesse momento, sera colhido sangue por pungao
digital (papel filtro), que faz parte da rotina do programa de triagem, e uma amostra de sangue
por puncdo venosa (soro). O Nupad enviard os kits para coleta do soro na primeira semana de
julho. Se a coleta do soro ndo puder ser realizada na sua unidade de saude, solicitamos se

possivel que o soro seja colhido em até 24 horas apds a coleta do papel filtro. Ndo ha

impedimento para a realizacdo da coleta do soro apds 24 horas da coleta do sangue em papel
filtro, mas é muito importante para a avaliagdo do teste que esse intervalo entre as duas

coletas seja o menor possivel.

Todas as gestantes que participarem do estudo deverdo assinar o termo de

consentimento, que esta sendo enviado junto com o kit para coleta do soro e devera ser

devolvido para o Nupad junto com o mesmo kit.

A rotina do Programa ndo serd alterada e os resultados dos exames serdo

disponibilizados na pagina do Nupad.

N3o havera cobranca por nenhum exame oferecido como parte deste estudo.

Estamos a disposicdo para atender suas duvidas através do telefone do NUPAD: 08007226500.
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ANEXO C: Termos de Consentimento Livre e Esclarecido

TERMO DE ESCLARECIMENTO
SUBGRUPO FAIXA ETARIA IGUAL A OU MAIOR DE 18 ANOS — (GESTANTES)

Titulo do projeto de pesquisa: AVALIACAO DO IMUNOENSAIOENZIMATICO IMUNOSCREEN IGM E IGG EM
SANGUE SECO PARA TRIAGEM DIAGNOSTICA DA TOXOPLASMOSE AGUDA NA GESTANTE: ESTUDO DE BASE
POPULACIONAL

Investigadores: Barbara Araujo Marques
Glaucia Manzan Queiroz de Andrade

Nome do Individuo: Data:

Convite para participar do estudo

Vocé esta sendo convidado a participar como voluntario de um projeto de pesquisa que
estamos realizando para avaliar se o teste realizado no sangue seco em papel filtro identifica
todas as gestantes com toxoplasmose aguda identificadas no teste em soro. Vocé foi escolhida

para participar da pesquisa porgue estd gravida e participa da “Triagem Pré-Natal para

Toxoplasmose em Minas Gerais” e os resultados dos seus exames contribuirdo para melhorar

o programa de triagem.
Proposta de Pesquisa

Seu objetivo principal é avaliar um teste soroldgico que pode ser realizado em sangue seco e
utilizado na triagem pré-natal da gestante. Este teste utiliza a coleta de sangue em papel filtro,
mesmo material do teste do pezinho. Ele é mais barato que o teste de triagem em soro, é facil
de armazenar e transportar, e tem coleta mais simples com punc¢do da ponta do dedo. Serd
importante nos certificar se ele pode substituir o teste de referéncia com seguranca. Esse
conhecimento pode contribuir para a melhor estruturagdo da triagem pré-natal e ampliacdo
do programa para outras populagdes. Adicionalmente, caso haja suspeita de toxoplasmose
aguda, serd feita uma tentativa de isolamento do parasito Toxoplasma gondii de seu sangue
coletado com o anticoagulante EDTA.

Seus direitos

Sua participacdo neste estudo é estritamente voluntaria. A recusa em participar ndo ira
resultar em nenhuma penalidade ou perda de beneficios. Para se retirar imediatamente do
estudo vocé podera entrar em contato com a Dra. Barbara Araujo (31-3889-4645; 31-8865-
0988) e Dra. Glaucia Andrade (31-3283-2448; 31-3409-9772). Vocé e o profissional de saude
responsavel pelo seu pré-natal serdo informados dos resultados dos exames realizados devido
ao estudo.

Procedimento



109

A sua inclusdo nesta pesquisa envolvera a coleta de sangue venoso no mesmo momento em
que for coletado sangue por puncdo digital (papel filtro). Para sua inclusdo neste estudo, vocé
(ou seu responsavel legal) devera assinar o Termo de Consentimento.

Se, vocé decidir ndo participar, mesmo depois de colher amostra de sangue, vocé tem o direito
e a liberdade de retirar seu consentimento em qualquer fase do estudo, independente do
motivo e sem prejuizo do atendimento que estd recebendo.

Riscos

Os riscos que vocé corre devido a coleta de sangue venoso sdo minimos e, em geral, restritos a
dor leve e desconforto local.

Beneficios

N3ao ha nenhum beneficio direto por sua inclusdo neste estudo. Entretanto, sua participacao
podera resultar em avancos nos exames de triagem na gravidez, com contribuicdo na
prevencao da toxoplasmose congénita.

Custos

N3do havera nenhum custo adicional por sua participagdo neste estudo. Vocé ndo receberd
nenhum pagamento por sua participagao.

Confidencialidade

Os resultados dos seus exames serdo fornecidos apenas a vocé e ao responsavel por seu pré-
natal. Os resultados dos exames também serdo anotados no banco de dados dessa pesquisa,
mas ndo haverd identificagdo do seu nome e o anonimato sera garantido de acordo com a
legislacdo atual.

Questoes

Por favor, sinta-se a vontade para fazer qualquer pergunta sobre esta pesquisa ou sobre seus
direitos como participante do estudo. Se outras perguntas surgirem mais tarde, vocé podera
entrar em contato com a Dra Barbara Araujo (31-3889-4645; 31-8865-0988) e/ou Dra. Glaucia
Andrade (31-3283-2448; 31-3409-9772), investigadores principais deste projeto. Se em
qualquer periodo, durante ou apds a pesquisa, vocé desejar discutir o estudo ou seus direitos
na pesquisa com alguém que nao estd associado com o projeto proposto, vocé podera entrar
em contato com o coordenador do Comité de Etica em Pesquisa da UFMG. O nimero do
telefone de contato é (31) 3409-4592. O COEP funciona no Campus da UFMG, na Unidade
Administrativa Il (prédio da Fundep), 22 andar, sala 2005.
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TERMO DE CONSENTIMENTO PARA PARTICIPAR DO PROJETO DE PESQUISA

A proposta e procedimentos deste projeto de pesquisa, assim como o desconforto previsivel,
riscos e beneficios que podem ocorrer, foram explicados para mim. Eu tive a oportunidade de
esclarecer minhas duvidas com o médico responsavel pelo estudo. Todas as minhas perguntas
foram respondidas.

Adulto (maior de 18 anos)

Eu, , RG ne
, concordo com a minha participacdo, como voluntdrio, no projeto

de pesquisa acima descrito. Eu fui informado que a minha participacdo no estudo podera ser
interrompida a qualquer momento. Eu recebi uma cdpia deste Termo de Consentimento.

Data:

Assinatura do Individuo

DECLARAGAO DO INVESTIGADOR

O Investigador Principal explicou para o individuo mencionado acima a natureza e propdsito
dos procedimentos descritos acima e possiveis riscos, desconfortos e beneficios que podem
ocorrer. Eu perguntei ao individuo se qualquer pergunta lhe ocorreu em relacdo aos
procedimentos empregados e respondi essas perguntas da melhor forma possivel.

Data:

Assinatura do Pesquisador Responsdvel

Comité de Etica em Pesquisa da UFMG - Campus da UFMG, Unidade Administrativa II, 22
andar, sala 2005. Telefones de contato: (31) 3409-4592; 3409-4027.
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TERMO DE ESCLARECIMENTO

SUBGRUPO FAIXA ETARIA 10 A 17 ANOS — (GESTANTE E SEUS RESPONSAVEIS)

Titulo do projeto de pesquisa: AVALIACAO DO IMUNOENSAIOENZIMATICO IMUNOSCREEN IGM E IGG EM
SANGUE SECO PARA TRIAGEM DIAGNOSTICA DA TOXOPLASMOSE AGUDA NA GESTANTE: ESTUDO DE BASE
POPULACIONAL

Investigadores: Barbara Araljo Marques
Glaucia Manzan Queiroz de Andrade

Nome do Individuo: Data:

Convite para participar do estudo

Vocé esta sendo convidado a participar como voluntdrio de um projeto de pesquisa que
estamos realizando para avaliar se o teste realizado no sangue seco em papel filtro identifica
todas as gestantes com toxoplasmose aguda identificadas no teste em soro. Vocé foi escolhida

para participar da pesquisa porgue estad gravida e participa da “Triagem Pré-Natal para

Toxoplasmose em Minas Gerais” e os resultados dos seus exames contribuirdo para melhorar

o programa de triagem.
Proposta de Pesquisa

Seu objetivo principal é avaliar um teste sorolégico que pode ser realizado em sangue seco e
utilizado na triagem pré-natal da gestante. Este teste utiliza a coleta de sangue em papel filtro,
mesmo material do teste do pezinho. Ele é mais barato que o teste de triagem em soro, é facil
de armazenar e transportar, e tem coleta mais simples com pun¢do da ponta do dedo. Serd
importante nos certificar se ele pode substituir o teste de referéncia com seguranca, Esse
conhecimento pode contribuir para a melhor estruturagdo da triagem pré-natal e ampliacdo
do programa para outras populagdes. Adicionalmente, caso haja suspeita de toxoplasmose
aguda, sera feita uma tentativa de isolamento do parasito Toxoplasma gondii de seu sangue
coletado com o anticoagulante EDTA.

Seus direitos

Sua participagao neste estudo é estritamente voluntaria. A recusa em participar nao ird
resultar em nenhuma penalidade ou perda de beneficios. Para se retirar imediatamente do
estudo vocé podera entrar em contato com a Dra. Barbara Araujo (31-3889-4645; 31-8865-
0988) e Dra. Glaucia Andrade (31-3283-2448; 31-3409-9772). Vocé e o profissional de saude
responsavel pelo seu pré-natal serdo informados dos resultados dos exames realizados devido
ao estudo.

Procedimento
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A sua inclusdo nesta pesquisa envolvera a coleta de sangue venoso no mesmo momento em
que for coletado sangue por puncdo digital (papel filtro). Para sua inclusdo neste estudo, vocé
(ou seu responsavel legal) devera assinar o Termo de Consentimento.

Se, vocé decidir ndo participar, mesmo depois de colher amostra de sangue, vocé tem o direito
e a liberdade de retirar seu consentimento em qualquer fase do estudo, independente do
motivo e sem prejuizo do atendimento que estd recebendo.

Riscos

Os riscos que vocé corre devido a coleta de sangue venoso sdo minimos e, em geral, restritos a
dor leve e desconforto local.

Beneficios

N3ao ha nenhum beneficio direto por sua inclusdo neste estudo. Entretanto, sua participacao
podera resultar em avancos nos exames de triagem na gravidez, com contribuicdo na
prevencao da toxoplasmose congénita.

Custos

N3do haverda nenhum custo adicional por sua participagdo neste estudo. Vocé ndo receberd
nenhum pagamento por sua participagao.

Confidencialidade

Os resultados dos seus exames serdo fornecidos apenas a vocé e ao responsavel por seu pré-
natal. Os resultados dos exames também serdo anotados no banco de dados dessa pesquisa,
mas ndo haverd identificagdo do seu nome e o anonimato serd garantido de acordo com a
legislacdo atual.

Questoes

Por favor, sinta-se a vontade para fazer qualquer pergunta sobre esta pesquisa ou sobre seus
direitos como participante do estudo. Se outras perguntas surgirem mais tarde, vocé podera
entrar em contato com a Dra. Barbara Arauljo (31-3889-4645; 31-8865-0988) e/ou Dra. Glaucia
Andrade (31-3283-2448; 31-3409-9772), investigadores principais deste projeto. Se em
qualquer periodo, durante ou apds a pesquisa, vocé desejar discutir o estudo ou seus direitos
na pesquisa com alguém que nao estd associado com o projeto proposto, vocé podera entrar
em contato com o coordenador do Comité de Etica em Pesquisa da UFMG. O nimero do
telefone de contato é (31) 3409-4592. O COEP funciona no Campus da UFMG, na Unidade
Administrativa Il (prédio da Fundep), 22 andar, sala 2005.
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TERMO DE CONSENTIMENTO PARA PARTICIPAR DO PROJETO DE PESQUISA

A proposta e procedimentos deste projeto de pesquisa, assim como o desconforto previsivel,
riscos e beneficios que podem ocorrer, foram explicados para mim. Eu tive a oportunidade de
esclarecer minhas duvidas com o médico responsavel pelo estudo. Todas as minhas perguntas
foram respondidas.

Eu, , RG ne
, responsavel legal por
, RG n?

concordo com a sua participa¢do, como voluntario, no projeto de pesquisa acima descrito. Eu

fui informado que a participacdo do meu filho(a) no estudo poderd ser interrompida a
gualquer momento. Eu recebi uma cépia deste Termo de Consentimento. Caso eu concorde,
as informacgdes obtidas a partir desta pesquisa poderdo ser repassadas para o médico de meu
filho (a) ou crianga que cuido e isto podera auxilid-lo no tratamento.

Data:

Assinatura do Pai, M3de ou Responsavel

Data:

Assinatura da gestante de 10 a 17 anos

DECLARAGAO DO INVESTIGADOR

O Investigador Principal explicou para o individuo mencionado acima a natureza e propdsito
dos procedimentos descritos acima e possiveis riscos, desconfortos e beneficios que podem
ocorrer. Eu perguntei ao individuo se qualquer pergunta lhe ocorreu em relacdo aos
procedimentos empregados e respondi essas perguntas da melhor forma possivel.

Data:

Assinatura do Pesquisador Responsavel

Comité de Etica em Pesquisa da UFMG - Campus da UFMG, Unidade Administrativa 1l, 22
andar, sala 2005. Telefones de contato: (31) 3409-4592; 3409-4027.
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ANEXO D: Kappa ajustado pela prevaléncia

A prevaléncia de uma dada condicdo na populacao pode afetar o resultado final
da estatistica Kappa. Por depender da concordancia devida ao acaso, o Kappa pode ter
um pequeno valor devido a baixa prevaléncia do evento, que esta associada a baixa
reprodutibilidade, e ndo a erros substanciais relacionados ao procedimento de afericdo

empregado (1).

S8o descritos dois paradoxos na interpretacdo do Kappa, levando em
consideracdo que as medidas de concordancia sdo afetadas de maneiras complexas pela
presenca de bias entre os observadores (diferenca entre as proporcGes de respostas
“sim” entre ecles) e pela distribuicdo de dados nas tabelas 2x2 (“prevaléncia”, ou

proporcao de respostas “sim” dadas pelos observadores) (2).

Considere a seguinte tabela 2x2:

Observador A
Sim Né&o Total
Observador B Sim a b G
Né&o C d G2
Total Fi F, N

O primeiro paradoxo descreve que diante de valores iguais de concordancia
observada [p, = (a+d)/N], o Kappa pode variar substancialmente com diferentes valores
de concordancia esperada pelo acaso (pe), principalmente se pe € grande. O segundo

paradoxo descreve que totais marginais desbalanceados na tabela 2x2 produzem
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resultados mais altos de kappa do que totais balanceados, mesmo que aqueles mostrem

pior concordancia (2).

Diante disto, foi proposto um kappa ajustado pela prevaléncia e pelo bias. Ele
ajusta o kappa para diferengas nas prevaléncias de respostas “sim” e “ndo” entre os
observadores e para bias entre os observadores, através da obtencdo do valor de Kappa
apos substituicdo dos valores de b e ¢ por sua média [m = (b+c)/2], assim como 0s
valores de a e d [n = (a+d)/2]. A tabela do Kappa ajustado pela prevaléncia pode,

portanto, ser representada da seguinte maneira:

Observador A
Sim N&o
Observador B Sim n m
Néo m n

Como nesta tabela pe = 0,5, obtém-se:

Kappa ajustado: % =2p, — 1

O Kappa ajustado pela prevaléncia também varia de -1 a +1, como o Kappa de Cohen, e

tem valor zero quando a concordancia é de 50% (2).

Referéncias:
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ANEXO E: Termos de aprovacédo do projeto de pesquisa

UNIVERSIDADE FEDERAL DE
MINAS GERAIS
PARECER CONSUBSTANCIADO DO CEP

DADDS DO PROJETO DE PESQUISA

Titulo da Pesquisa: AVALIACAD DO IMUNOENSAICENZIMATICO IMUNOSCREEN IGM E IGG EM
SANGUE SECO PARA TRIAGEM DIAGNOSTICA DA TOXOPLASMOSE AGUDA NA
GESTANTE: ESTUDO DE BASE POPULACIONAL

Pesquisador: Glavcia Manzan Queiroz Andrade

Area Tematica:

Versio: 2

CAAE: 12700812.5.0000.5149

Instituigdo Proponente: Faculdade de Medicina ([UFMG))
Patrocinador Principal: Financiamento Propric

DADOS DO PARECER

Nomere do Parecer: 257,180
Data da Relatoria: 26/04/2013

Apresentagdo do Projeto:

Trata-se de um estudo observacional, transversal, prospectivo, com 1078 gestantes participantes do
Programa de Triagem Pré-Natal (PTPM) para Toxoplasmeose Congénita, atendidas nos 353 municipios do
estado de Minas Gerais, locais nos quais serdo convidadas e recrutadas e submetidas 3 colets de sangue.
Destas gestantes, 40 serac gestantes com infecco aguda por toxoplasmose. as quais ser3o submetidas
tambem 3 coleta de amostra apds soroconversao documentada (IgM e IgG negativos em teste prévio na
gestagdo, que apresentarem resultados positives para os dois anticorpos, associado a baia avidez de IgG),
além da coleta habitual referents 30 pré-natal, 3 qual todas as gestantes serdo submetidas. Foi realizada a
selecdo aleatdria das UBS. Havera uso de dados do cartdo de pré-natal das gestantes participantes do
estudo para preenchimento de uma ficha de identficagio. A pesquisa de anficorpos em soro sera realizada
ne laboratdric da FUNED e o teste Western-Blot serd realizado no Laboratério de Toxoplasmose do
Departamento de Parasitologia do ICB-UFMG. H3 eronograma com inicio da coleta de dados em
01/04/2013, descricdo de andlise estatistica e orgamente de noventa & trés mil, novecentos & setenta & sete
reais & quarenta centavos, com financiamento de agéncias de fomento.

Objetivo da Pesquisa:
Objetive Primario: - Avaliar a acuracia do teste de triagem em sangue seco, comparado ao teste de

Endemga: Ay, Presidente Anbinko Carios BE2ZT 29 Ad 31 2005

Ealrro: Unidade Administratiea Il CEP: 31.270-301

WF: MG Munloiplo: BELC HORIZONTE

Telafore: 3134034552 E-mall: cospifprpg.uimgbr
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referéncia realizade em soro, para identificar gestantes com toxoplasmose aguda na gestacio.

Objetivos Secundarios: - Determinar a prevaléncia da toxoplasmose nas gestantes mineiras; - Avaliar a
concorddncia entre dois imunoensaios para determinagio de IgM e 195 anti-T. gondii na gestagdo, sendo
umn realizado em sangue seco e cutro em soro com a metodobogia ELISA; - Avaliar a concordancia entre
dois imunoensaios para determinagao de IgM e I3 ant-T. gondii na gestagao, sendo um realizado em
sangue seoo & oulro em sors com o metodo de referéncis ELFA-VIDAS; - Avaliar 3 concordincia entfre o
imunoensaic em sangue seco para determinac3o de IgM e 195 anti-T. gondii na gestagdo e o Westem-Biot
em soro; - Avaliar sensibilidade, especificidade, valor preditive positive (WVPP) e vakor preditive negativo
(VPN) do Western-Blot em soro para o diagnostice da toxoplasmose aguda (soroconvers3o) em gestantes
suspeitas”.

Avaliagio dos Riscos e Beneficios:

As gestantes ser3o submetidas 3 pungio venosa para realizagao dos testes de triagem, "o que pode
representar risco fisico & psiquico devido ao procedimento invasivo. Porém, a coleta poderd ser realizada
juntaments com exames de rotina do pré-natal, sem necessidade de puncio venosa suplementar exclusiva
para a pesquisa. Alem disso, serdo necessarios apenas 10ml de sangue (um tubo) para os exames. quantia
pouco significativa, considerando-se a volemia da paciente adulta. Os resultados da pesquisa serac
tomados publicos, sejam eles favoraveis ou ndc. Garante-se a continuidade de acompanhamento &
tratamento das pacientes independente da sua inclusSo no estudo. Sera preservado o sigile das pacientes
participantes da pesguisa”

Quanto aos beneficios,”a pesquisa podera trazer beneficios principalmente coletives para as gestantes
mineiras. Seus resultados poder3o ratificar o uso de um método simples & barato para rastreamento de
toxoplasmose na gravidez, com auments da cobertura de triagem pré-natal. lsso levard & maior eficiéncia no

diagndstico de infecgdes agudas em gestantes, objetivande diminuir as taxas de transmiss3o congnita.

Além disso, o conhecimento da prevaléncia da infecgdo por toxoplasmose em gestantes de Minas Gerais
sera importante para o planejamento de agies de sabde publica. com possiveis melhorias no estado em
relag3o & conducdo da toxoplasmose na gravidez”.

Comentarios e Consideragtes sobre a Pesquisa:

0 estudo proporcionara a analise da acuracia do exame do sangue seco comparado ac exame
convencional para toxoplasmose em gestantes. Trata-se de um exame de pungdo digital, de baio custo e
com praticidade no armazenamento e transporte, havende poucos estudos sobre esta comparagdo de
testes na literatura.

Consideragies sobre os Termos de apresentagao obrigatoria:
0O titulo do terme de esclarecimento foi modificade para Termo de Consentiments Livre &

Emdemsga: Ay, Presidente Anbinko Carios BE2ZT 29 Ad 21 2005

Ealrro: Unidade Adminkstatia Il CEP: 31.270-301

WF: MG Munloiplo: BELC HORIZONTE

Telafome:  [31)32058-4552 E-mall: cospifiprpg.ufmg br
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Esclarecido e esta em linguagem adeguada, com riscos, beneficios e direitos.Foi devidamente
prowidenciado TCLEs diferentes para diferentes faixas etarias. Para gestantes entre 10 & 12 anos, o TCLE
documento dnico & ser assinade pelos pais ou responsaveis & também pela crianga - que serd verbalmente
informada sobre a pesquisa no limite de sua capacidade.

Para gestantes adolescentes entre 13 e 17 anos, assinatura em documentos separados - um TCLE para os
adolescentes e outro para seus pais ou responsaveis. Fol revisto o cronograma da pesquiss, com inicio da
coleta de dades apds a aprovagio do COEP, mais exatamente para inicio da coleta de dados reprogramada
para 01/06/2013.

0 documento que contém as respostas as diligéncias consta que ¢ Foi retirada a afirmativa sobre apoio da
Secretaria de Salde do Estado de Minas Gerais (SES-MG), pois embora a SES-MG ssja parceira do
MUPAD no proegrama de triagem, a pesquisa esta sendo desenvolvida no NUPAD ;

Recomendagoes:
Foram devidaments observadas as solictagies da diligéneia.

Conclustes ou Pendéncias e Lista de Inadequagdes:
Somos pela aprovagdo do projeto "Pu".."ALlM;.!-.O DO IMUNOENSAIOENZIMATICO IMUMOSCREEN IGM E

IGG EM SAMGUE SECD PARA TRIAGEM DIAGNOSTICA DA TOXOPLASMOSE AGUDA MA GESTANTE:

ESTUDD DE BASE POPULACIOMAL® da pesquisador Glaucia Manzan Queiroz Andrade eda crentanda
Bartara Aradjo Marques.

Situagio do Parecer:

Aprovado

Necessita Apreciagao da CONEP:

Mo

Consideragbes Finais a critéric do CEP:

Aprovado conforme parecer.

BELC HORIZONTE, 26 de Abril de 2013

Assinador por:

Maria Teresa Marques Amaral
(Coordenador)

Emdemsga: Ay, Presidente Anbinko Carios BE2ZT 29 Ad 21 2005

Ealrro: Unidade Administatia Il CEP: 31.270-501

WF: MG Munloiplo: BELC HORIZONTE

Telafome:  [31)32058-4552 E-mall: cospifiprpg.ufmg br
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Departamento de Pediatria
Faculdade de Medicina da UFMG

Parecer N° 05/2013

Pesquisador: Profa. Glaucia Manzan Queiroz de Andrade e Barbara Araljo Marques
Departamento: Pediatria

Titulo do Projeto: Avaliagao do Imunoensaioenzimatico Imunoscreen Igm e Ilgg Em Sangue Seco
para Triagem Diagndstica da Toxoplasmose Aguda na Gestante: Estudo de Base Populacional

‘nlflr::g?s;e de estudo transversal com o objetivo avaliar a acuracia do teste de triagem em sangue seco,
comparado ao teste de referéncia realizado em soro, para identificar gestantes com toxoplasmose
aguda na gestagao.

O teste com sangue seco em papel filtro tem uso consagrado para triagem neonatal e tem sido
proposto como método de triagem em gestantes. Tem como vantagens o baixo custo e a praticidade
no armazenamento e transporte, além de técnica pouco invasiva de coleta sanguinea (pungéo digital
na gestante). O seu uso no pré-natal pretende facilitar a coleta de exames, com objetivo de implantar a
triagem soroldgica universal da toxoplasmose nas gestantes. Ha poucos estudos em relagédo a preciséo
e acurdcia do sangue seco comparada ao soro convencional para esta sorologia, sendo necessaria a
investigag&o de nao inferioridade da amostra coletada em papel filtro, comparada com soro. Propde-se
um estudo transversal para avaliagéo da acuracia diagnéstica entre o teste de triagem em sangue seco
e o teste de referéncia em soro para toxoplasmose nas gestantes mineiras. O estudo tem delineamento
transversal, sua base de estudo ¢ populacional, com cegamento para os executores dos exames
(sangue seco e soro). Os resultados do estudo poder&o contribuir para o bom desempenho da triagem
pré-natal no Estado.

O estudo é muito bem descrito contendo uma revisdo sobre o tema, as etapas do estudo e o possivel
impacto dos seus resultados. O estudo tem varios pontos positivos, como a relevancia do tema da
pesquisa, seu delineamento e metodologia. Os principios basicos da ética em pesquisa foram
adequadamente contemplados. Além disso, pelo material enviado ao relator fica evidente a experiéncia
e a capacidade da equipe em executar esse projeto. Concluindo, o projeto esta bem delineado e tem
inegavel importancia clinica e de satde publica, podendo contribuir para o conhecimento do tema. Sou

pela aprovagdo sem ressalvas do referido projeto.

Voto:
Aprovagao do projeto pela Camara Departamental sem diligéncias para envio ao Comité de Etica em

Pesquisa da UFMG.

APROVADO EM REUNIAO DE
CAMARA DEPARTAMENTAL

o ij ’ '3

Prof* Semgi%{

W
Chefe do Departamento de Pediatria

Faculdade de Madicing - U
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_ NUPAD —— B

FACULDADE DE MEDICINA

UFMG

DECLARAGAO DE APOIO INSTITUCIONAL

A

Declaramos que o projeto intitulado ‘AVALIAGAO DO IMUNOENSAIOENZIMATICO
IMUNOSCREEN IGM E IGG EM SANGUE SECO PARA TRIAGEM DIAGNOSTICA DA
TOXOPLASMOSE AGUDA NA GESTANTE: ESTUDO DE BASE POPULACIONAL",
coordenado pela Profa, Glaucia Manzan Queiroz Andrade foi considerado exequivel no ambito
do Nicleo de Pesquisa em Apoio Diagnéstico da Faculdade de Medicina da UFMG — NUPAD.

Conforme normas regimentais do NUPAD e cumpridas as diretrizes da sua Central de Projetos,
o projeto recebera o apoio logistico, solicitado e aprovado pela coordenagdo do ncleo,
detalhado no corpo do projeto base.

Belo Horizonte, 26 de outubro de 2012.

~ ,f

) ¢

Prof. José Nelio Januario
Diretor Geral do NUPAD
Faguldade de Medicina - UFMG

Universidade Federal de Minas Gerais

Nucleo de Agdes e Pesquisa em Apoio Diagnéstico da Faculdade de Medicina da UFMG
Av. Alfredo Balena, 189 - 5° andar - Santa Efigénia - CEP: 30130-100 Belo Horizonte - Minas Gerais
Fone: (31) 3409-8900 - Fax: (31) 3409-8967 - E-mail: nupad@medicina.ufmg.br -

Site: www.nupad.medicina. ufmg.br
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ANEXO F: Cédpia da ata da defesa

PROGRAMA DE POS-GRADUAGAO EM CIENCIAS DA SAUDE

UNIVERSIDADE FEDERAL DE MINAS GERAIS UF mG
SAUDE DA CRIANGA E DO ADOLESCENTE -

ATA DA DEFESA DA DISSERTACAO DA ALUNA
BARBARA ARAUJO MARQUES

Realizou-se, no dia 14 de julho de 2015, as 14:00 horas, na sala 60/62, andar térreo
da Faculdade de Medicina da UFMG, da Universidade Federal de Minas Gerais, a
defesa de dissertagdo, intitulada “COMPARAGAO ENTRE ENSAIOS
IMUNOENZIMATICOS REALIZADOS EM AMOSTRAS DE SANGUE SECO E
SORO PARA TRIAGEM PRE-NATAL DA TOXOPLASMOSE: ESTUDO DE BASE
POPULACIONAL”, apresentada por BARBARA ARAUJO MARQUES, numero de
registro 2013650439, graduada no curso de MEDICINA, como requisito parcial para
a obteng&o do grau de Mestre em Ciéncias da Salde - Salde da Crianga e do
Adolescente, a seguinte Comissédo Examinadora formada pelos Professores
Doutores Glaucia Manzan Queiroz de Andrade - Orientadora (UFMG), Ricardo
Wagner de Aimeida Vitor (UFMG) e Waleska Teixeira Caiaffa (UFMG).

A Comisséo considerou a dissertagao:

(9 Aprovada
( ) Reprovada

Finalizados os trabalhos, lavrei a presente ata que, lida e aprovada, vai assinada por
mim e pelos membros da Comissao.
Belo Horizonte, 14 de julho de 2015.

(u(( woena A i ,\,\j}/d ¢ (rad ali
Prof®. Glaucia Manzan Queiroz de Andrade ( Doutora )

Prof. ﬂz b WA wz%

cardo Wagner de Almeida Vitor ( Doutor )
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ANEXO G: Folha de aprovacéo

UNIVERSIDADE FEDERAL DE MINAS GERAIS UFMG
e

PROGRAMA DE POS-GRADUAGAO EM CIENCIAS DA SAUDE
SAUDE DA CRIANGA E DO ADOLESCENTE

FOLHA DE APROVAGAO

COMPARAGAO ENTRE ENSAIOS IMUNOENZIMATICOS REALIZADOS EM
AMOSTRAS DE SANGUE SECO E SORO PARA TRIAGEM PRE-NATAL DA
TOXOPLASMOSE: ESTUDO DE BASE POPULACIONAL

BARBARA ARAUJO MARQUES

Dissertagdo submetida 2 Banca Examinadora designada pelo Colegiado do Programa de
Pés-Graduagdo em Ciéncias da Saude - Saude da Crianga e do Adolescente, como requisito
para obtengdo do grau de Mestre em Ciéncias da Satde - Satde da Crianga e do Adolescente,

area de concentragdo Ciéncias da Saude

Aprovada em 14 de julho de 2015, pela banca constituida pelos membros:

Prof®. Glaucia Manzan Queiroz de Andrade - Orientadora
UFMG

flind W 1~

Prof. Ricardo Wagner de Almeida Vitor
UFMG

Prof’. Waleska Teixeira Caia!

UFMG

Belo Horizonte, 14 de julho de 2015.



