ARTIGO ORIGINAL | ORIGINAL ARTICLE

Soropositividade e fatores de risco associados a infeccdo
por Toxoplasma gondii em pacientes atendidos no
Laboratério Municipal de Oriximind, estado do Parq,
Brasil

Seropositivity and risk factors associated with Toxoplasma gondii infection in patients
treated at the Municipal Laboratory of Oriximind, Pard State, Brazil

Raissa Cristina Ferreira Ramos'?&, Jodo Pedro Siqueira Palmer', Lais Verdan Dib'?%, Lucas Fernandes Lobao',
Jessica Lima Pinheiro'®, Claudijane Ramos dos Santos'®, Claudia Maria Antunes Uchéa'®, Otilio Machado Pereira
Bastos', Hirdes Pereira da Silva Junior’™, Ana Beatriz Monteiro Fonseca*®, Maria Regina Reis Amendoeira?s,
Alynne da Silva Barbosa'?

! Universidade Federal Fluminense, Instituto Biomédico, Departamento de Microbiologia e Parasitologia, Niteréi, Rio de Janeiro, Brasil

2 Fundacao Oswaldo Cruz, Instituto Oswaldo Cruz, Laboratério de Toxoplasmose e Outras Protozooses, Rio de Janeiro, Rio de Janeiro, Brasil
3 Laboratério Municipal de Oriximind, Oriximind, Pard, Brasil

4 Universidade Federal Fluminense, Instituto de Matemdtica e Estatistica, Departamento de Estatistica, Niterdi, Rio de Janeiro, Brasil

RESUMO

OBJETIVOS: Avaliar a frequéncia de anticorpos anti-Toxoplasma gondii e os fatores de risco inerentes & infeccdo por esse
parasito; e comparar técnicas de diagnéstico sorolégico em pacientes atendidos no Laboratério Municipal de Oriximing,
estado do Pard, Brasil. MATERIAIS E METODOS: Foram coletadas amostras de soro dos pacientes, além de informacaes
socioecondmicas e ambientais via aplicacéo de formulério. As amostras de soro dos pacientes foram submetidas &
pesquisa de anticorpos IgM e IgG, por meio de ensaio imunoenzimdtico (ELISA) indireto e reacéo de imunofluorescéncia
indireta (RIFI). RESULTADOS: Das 521 amostras coletadas, a frequéncia de soropositivos para T. gondii foi de 68,7%.
Em 51%, foram evidenciados somente anticorpos IgG e, em 17,7%, anticorpos IgG/IgM, perfil compativel com infeccéo
aguda. Concordéncia quase perfeita entre ELISA e RIFI foi verificada na pesquisa de IgG (Kappa = 0,84). Na andlise
univariada, as varidveis significativamente associadas & positividade para T. gondii foram: faixa etdria, consumo de folhas
e hortalicas, resultado prévio positivo, ocorréncia de aborto e presenca de gato no domicilio. J& pela regresséo logistica,
identificou-se que maior faixa etéria, presenca de gatos como animais de estimacdo e menor faixa de renda foram fatores
que apresentaram maior risco & infeccdo por T. gondii. CONCLUSAQ: Foi evidenciada a elevada frequéncia de pacientes
soropositivos para T. gondii atendidos no Laboratério Municipal de Oriximind, bem como a falta de concordéncia em
100% entre RIFI e ELISA, demonstrando-se a necessidade de se utilizar mais de uma técnica laboratorial para a deteccéo
de anticorpos anti-T. gondii.
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ABSTRACT

OBJECTIVES: Evaluate the frequency of anti-Toxoplasma gondii antibodies and the risk factors inherent to infection with this
parasite and to compare serological diagnostic techniques in patients treated at the Municipal Laboratory of Oriximing,
Pard State, Brazil. MATERIALS AND METHODS: Serum samples were collected from patients, as well as socioeconomic and
environmental data by form application. These samples were tested for IgM and IgG antibodies by indirect enzyme-linked
immunosorbent assay (ELISA) and indirect fluorescent antibody test (IFAT). RESULTS: A total of 521 samples were collected.
The frequency of seropositive individuals with T. gondii was 68.7%. In 51%, only IgG antibodies were found, while in 17.7%
IlgG/IgM antibodies were detected, a profile compatible with acute infection. Almost perfect agreement between ELISA
and IFAT tests was found regarding the IgG (Kappa = 0.84). In univariate analysis, the variables significantly associated
with positivity for T. gondii were: age group, consumption of greens and vegetables, previous positive result, abortion, and
presence of cat in the house. As for the logistic regression, it was identified that a higher age group, the presence of cats
as pets, and a lower income range were factors that presented a higher risk of infection by T. gondii. CONCLUSION: The
high frequency of T. gondii seropositive patients seen at the Municipal Laboratory of Oriximindg was evidenced, as well as
a lack of perfect agreement between IFAT and ELISA, demonstrating the need to use more than one laboratory technique
for the detection of anti-T. gondii antibodies.
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INTRODUCAO

A toxoplasmose é uma zoonose causada pelo
Toxoplasma gondii, protozodrio que pode infectar
diferentes espécies de aves e mamiferos. A transmissdo
para os seres humanos ocorre por meio da ingestdo
de carne crua ou mal cozida contendo cistos ou
pela ingestdo de dgua e alimentos, como os vegetais
contaminados, com oocistos que s@o liberados nas
fezes dos gatos infectados, hospedeiros definitivos desse
parasito. Além disso, a infecgGo primdria em gestantes
pode ocasionar transmissdo congénita'?.

Em pacientes imunocompetentes, a infeccdo
por T. gondii geralmente é assintomdtica. Em casos
sinftométicos, na fase aguda da infeccéo, os sintomas
geralmente sdo inespecificos, incluindo linfadenopatia,
cefaleia e febre'. Na fase crénica, pode ocorrer
retinocorioidite, que pode evoluir para a perda da viséo®.
Na toxoplasmose congénita, a infeccdo pode determinar
aborto, morte fetal, parto prematuro ou lesées oculares®.
J& nos individuos imunocomprometidos, entre os quais
estdo os pacientes transplantados ou portadores do virus
da imunodeficiéncia humana, a infecgdo pode evoluir
para encefalite, miocardite e lesdes oculares?®.

A toxoplasmose humana é uma parasitose de
distribuicdo mundial, e a sua prevaléncia estd diretamente
relacionada ao pafs de ocorréncia®. Altas prevaléncias
da infeccdo por T gondii sGo observadas em paises
tropicais de clima quente e Umido?. No Brasil, existem
vdrios estudos de soroprevaléncia da toxoplasmose. Em
territério nacional, os indices de frequéncia de anticorpos
anti-T. gondii em estudos realizados com populacéo de
diferentes faixas etdrias variaram de 21,5% em Natal,
estado do Rio Grande do Norte, a 97,4% em Jaury,
estado do Mato Grosso’. No entanto, a pesquisa desse
parasito ainda é escassa em algumas regides do pafs,
principalmente em cidades da RegiGo Amazdnica®.

Pesquisas realizadas no estado do Pard ressaltaram
elevadas prevaléncias, chegando a 81,9%, conforme
reportado no municipio de Novo Repartimento, além
de surtos de infeccées agudas sintomdticas relatados
em Almeirim e Ponta de Pedras®?'°. De forma geral,
os principais esforcos das pesquisas
amazénicos tém se concentrado em duas vertentes:
dreas urbanas e populacdes indigenas''. No entanto, em
algumas cidades do interior do Estado, como é caso de
Oriximind, sdo escassas as informacdes epidemiolégicas
sobre a toxoplasmose.

nos estados

Dessa forma, os objetivos do presente estudo foram
identificar a frequéncia de anticorpos anti-T. gondii em
soro de pacientes atendidos no Laboratério Municipal
de Oriximind e os fatores de risco associados & infeccéo
pelo parasito; comparar os resultados obtidos entre as
técnicas sorolégicas utilizadas para o diagnéstico de
anticorpos anti-T. gondii; e identificar qual técnica seria
a mais adequada para o diagndstico sorolégico desse
protozodrio.

MATERIAIS E METODOS
ASPECTOS ETICOS

Este estudo foi aprovado pelo Comité de Etica em
Pesquisa da Universidade Federal Fluminense (UFF), sob
o parecer n® 3.152.430, CAAE 03218818.80000.5243,
em 9 de janeiro de 2019, e pelo Instituto Oswaldo Cruz,
CAEE 03218818.8.3001.5248, em fevereiro de 2019.

AREA DO ESTUDO

O municipio de Oriximind pertence d Mesorregido
do Baixo Amazonas, sendo o segundo maior em drea
do estado do Pard, com cerca de 107.603,2 km?
(Figura 1). Além de fazer fronteira com outros municipios
desse Estado, também faz fronteira com os estados
de Roraima e Amazonas e os paises da Guiana e
Suriname. O municipio contém grandes rios, dentre os
quais se destacam os rios Trombetas e Amazonas'?. O
clima da regido é quente e Umido e, no perfodo menos
chuvoso, a temperatura varia entre 35 e 37 °C, entre
junho e agosto. De dezembro a julho, periodo chuvoso,
a temperatura fica em torno de 32 °C'. Oriximind
tem uma populacdo total de 62.963 habitantes't.
Etnicamente, essa populacdo é de origem indigena,
africana e europeia. No principal assentamento urbano
da cidade, existem dois hospitais puUblicos, cinco
unidades bdsicas de sadde, um hospital privado e um
laboratério municipal que atende a toda populacdo. Os
pacientes que eram atendidos nesse laboratério foram
convidados a participar deste estudo.

AMOSTRAGEM

Em fevereiro de 2019, foram coletadas amostras
de soro de 521 pacientes atendidos no Laboratério
Municipal de Oriximind. As pessoas que estavam na
sala de espera foram convidadas a participar do estudo,
sendo elas de qualquer faixa etdria e sexo, bem como
gestantes. Aquelas que concordaram em participar
assinaram o termo de consentimento livre e esclarecido
ou termo de assentimento livre esclarecido. No caso
de menor de idade, um responsdvel legal assinou uma
declaracéo de consentimento livre e esclarecido. Néo
foram incluidas pessoas indigenas, pois a equipe técnica
ndo possuia capacidade cientifica e nem linguistica para
trabalhar com as mesmas.

Apds ingressarem no estudo, os participantes foram
convidados a preencher um formuldrio semiestruturado
contendo dados socioecondmicos e ambientais,
sendo posteriormente encaminhados para a coleta de
sangue. As amostras de sangue foram coletadas em
tubos sem anticoagulantes, contendo gel ativador de
codgulo. Em seguida, foram centrifugadas a 2.500 rpm
por 5 min. Microtubos com aliquotas de soro foram
identificados, armazenados a -20 °C e, posteriormente,
enviados para o Laboratério de Toxoplasmose e Outras
Protozooses, da Fundacdo Oswaldo Cruz (Fiocruz), no
Rio de Janeiro, em caixas de transporte especificas para
a realizagdo de testes sorolégicos.
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Figura 1 — Mapa da localizacéo de Oriximind e de seu Laboratério Municipal, estado do Pard, Brasil

TESTES SOROLOGICOS

No Laboratério de Toxoplasmose e
Protozooses, as amostras foram destinadas & pesquisa
de anticorpos das classes IgM e IgG anti-T. gondii,
por meio do ensaio imunoenzimdtico (ELISA) indireto
(InterKit TOXO Katal®, Belo Horizonte, Brasil) e pela
reacdo de imunofluorescéncia indireta (RIFl), de acordo
com o protocolo descrito por Camargo'. A realizacdo
do ELISA indireto seguiu as recomendacdes técnicas do
fabricante do kit. Na placa de ELISA, j& previamente
sensibilizada com o antigeno de T gondii, foram
adicionados controle negativo — solucdes calibradoras
utilizadas para calcular o ponto de corte (cut-off) — e
seguida, foram adicionados
o diluente nos pocos e as amostras de soro de cada
paciente. Posteriormente, a placa foi incubada na estufa
durante 30 min a 37 °C. Ao término da incubacéo, a
placa foi lavada com solucdo de lavagem previamente
preparada para retirar os anticorpos que ndo adsorveram
ao antigeno, sendo entdo adicionado o conjugado
(anticorpos anti-imunoglobulina humana conjugada a
enzima). Apés a incubacdo, a placa foi mais uma vez
lavada, sendo adicionadas as solucées de substratos a
mesma. Logo apés a incubacdo, foi adicionada uma
solucéo de bloqueio para finalizar a reacéo, e a placa
foi lida em leitora automdtica de microplacas (Biochrom
EZ Read 400) com comprimento de onda 450 nm e
diferencial de 650 nm. A reacdo foi definida de acordo
com o valor do cut-off.

outras

controle positivo. Em

Para a pesquisa de IgM na RIFI, foram feitas diluicoes
de 1:16 e 1:64; e, para o rastreio de IgG, foram feitas

dilvices de 1:16, 1:64, 1:256, 1:1024 e 1:4096.
Os controles positivos e negativos foram previamente
analisados usando amostras armazenadas em freezers
do Laboratério. Além disso, também foram utilizados
conjugados IgG anti-imunoglobulina humana e IgM
anti-imunoglobulina humana (Sigma®, St. Louis, EUA).
As reacdes que ocorreram nas diluicoes séricas = 1:16,
com fluorescéncia completa na membrana do parasito
e em pelo menos 50% dos taquizoitos observados ao
microscépio, foram consideradas positivas. As laminas
foram lidas sob um microscépio de epifluorescéncia
(Nikon E400) Y-FL, com um aumento de 400 x.

IgM  positivos e 1gG
negativos na RIFI para T gondii também tiveram seus
soros submetidos & pesquisa de fator reumatoide com
o kit Imuno-LATEX (Wama Diagnéstica®, Sao Carlos,
Brasil), a fim de excluir possibilidades de falsos positivos,

Os pacientes que foram

ou seja, reac@o cruzada entre anticorpos produzidos
para outro agente infeccioso que pode adsorver ao
antigeno de T gondii. Para a readlizacdo do teste
qualitativo, seguiu-se a recomendacdo do fabricante
do kit, tendo sido pipetado o soro controle positivo no
primeiro poco, o soro controle negativo no segundo
poco e as amostras nos pocos restantes. Em seguida, foi
adicionada a suspenséo de ldtex em cada poco. Cada
drea circular contendo o soro e a suspensdo de létex
foi homogeneizada. Realizando movimentos suaves de
rotac@o e sob uma fonte de luz, foi observada, durante
2 min, a possivel formacdo de aglutinacéo, como ocorre
no controle positivo. A formagdo da aglutinagé@o indica
que a amostra é positiva para o fator reumatoide.
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ANALISE ESTATISTICA

As comparacées dos resultados obtidos pelas
técnicas sorolégicas foram realizadas pelo teste de
McNemar e pelo coeficiente de Kappa. O indice de
Kappa foi interpretado, como descrito por Landis e
Koch', da seguinte forma: Kappa < O néo indica
concordancia; entre 0 e 0,20, concordé@ncia minima; de
0,21 a 0,40, concorddncia razodvel; de 0,41 a 0,60,
concordancia moderada; de 0,61 a 0,80, concordéncia
substancial; e de 0,81 a 1,0, concordéncia quase
perfeita. O teste de McNemar foi utilizado para verificar
se as discordancias entre as técnicas poderiam ser
consideradas uma flutuagéo ao acaso. A hipétese de
concordéncia entre as técnicas seria aceita quando o
p-valor calculado fosse maior que o nivel de significancia

adotado (5%).

As andlises bivariadas, para verificar a associacéo
entre a positividade para T. gondii e os seus possiveis
fatores de risco, foram realizadas por meio do teste
exato de Fisher. As seguintes varidveis dependentes
foram utilizadas: faixa etdria; sexo; nUmero de
residentes no mesmo domicilio; renda familiar;
captacdo de dgua; tratamento de dgua; consumo de
frutas e hortalicas; higienizacdo de frutas e verduras;
consumo de carne; consumo de carne suina; consumo
de carne de animal silvestre; contato constante com
o solo em suas atividades; conhecimento prévio
sobre toxoplasmose; resultado de exame prévio para
toxoplasmose; ter sofrido aborto, no caso das mulheres;
e fer gato como animal de estimacdo. Os fatores de
risco considerados minimamente significantes (que
apresentaram p < 0,25, conforme Hosmer et al.")
foram avaliados como varidveis independentes quanto &
sua capacidade de modelar conjuntamente a chance de
encontrar um resultado positivo para T. gondii, por meio
da construcdo de um modelo de regressdo logistica,
usando um procedimento stepwise com entradas
condicionais e niveis de significAncia de entrada (de
varidvel no modelo) igual a 0,20 e de permanéncia
(da varidvel no modelo) igual a 0,15 (conforme Lee e
Koval'®). Foram apresentados, entdo, os p-valores do
teste de significincia dos respectivos coeficientes e os
valores de razdo de chances (odds ratio — OR) com
intervalo de confianca (IC) de 95%. Todas as andlises
foram realizadas com o auxilio do software SPSS v18.0

(SPSS Inc., Chicago, EUA).

RESULTADOS

De acordo com as informacées recuperadas dos
521 formuldrios, a maioria dos participantes eram
adultos (285), seguidos por criancas (107). A faixa
etdria incluida no estudo foi de 2 meses a 90 anos,
sendo que a média foi de 31 anos de idade. Ambos
os sexos participaram do estudo, tendo havido maioria
do feminino (331). A maioria dos participantes do
estudo residia em casas com quatro a cinco moradores,
seguido por seis ou mais moradores. Verificou-se
ainda que 350 participantes possuiom renda de até

um saldrio minimo (R$ 938,00, valor & época do
estudo); 243 recebiam dgua municipal em suas casas;
e 314 afirmaram tratar a prépria dgua com solucéo de
hipoclorito a 1%. A maioria relatou consumir folhas e
hortalicas (418), além de carnes (507), incluindo carne
de suino (298) e de animais silvestres (296). Mais da
metade afirmou néo trabalhar/lidar/brincar com terra
(278) e ndo possuir gato como animal de estimagdo
(351). Os que nunca ouviram falar sobre toxoplasmose
foram 290, e 454 nao haviam realizado exame para a
doenca anteriormente. Das mulheres entrevistadas, 83
relatou |4 ter abortado (Tabela 1).

Ao associar os resultados obtidos por meio de ELISA
e RIFI, a frequéncia de anticorpos IgG anti-T. gondii foi
de 68,7% (358/521): 95,5% (322) das amostras de
soro foram reagentes no ELISA e na RIFI; 11,4% (21)
foram reagentes somente no ELISA; e 4,4% (15) somente
na RIFl. Das 358 amostras de IgG sororreagentes, 343
(65,8%) foram detectados pelo ELISA e 337 (64,7%)
pela RIFI (Tabela 2). A comparacéo dos resultados
obtidos na investigacdo de IgG anti-T. gondii mostrou
que houve concordancia quase perfeita entre ELISA
e RIFl, com Kappa = 0,84, copositividade de 95,5%
e conegatividade de 88,6%. Pelo teste estatistico de
McNemar, o valor de p foi de 0,405, corroborando a
concord@ncia entre as técnicas soroldgicas.

Das 521 amostras analisadas, 92  (17,7%)
apresentaram imunoglobulinas 1gG/IgM anti-T. gondii,
as quais foram detectadas por meio da RIFI. Dessas,
apenas 17 foram defectadas por meio do ELISA
(Tabela 2). A comparacdo dos resultados obtidos
na investigacdo de IgM, entre os testes RIFI e ELISA
mostrou fraca concordéancia (Kappa = 0,272) e valor
de p < 0,001 no teste de McNemar, ratificando a
presenca de discordéncias ndo aleatérias entre essas
duas técnicas quanto ao IgM, com copositividade de
apenas 18,5% e conegatividade de 100,0%. Quatro
amostras que apresentaram somente anticorpos IgM na
RIFI foram positivas para fator reumatoide pela reacdo
de aglutinacdo no teste.

Pelos resultados do teste exato de Fisher, apresentados
na tabela 1, as varidveis faixa etdria, consumo de frutas
e hortalicas, resultado de exame prévio de toxoplasmose,
ocorréncia de aborto e presenca de gato como animal
de estimagdo apresentaram associagéo estatisticamente
significativa com a positividade para T. gondii (p < 0,05).
No entanto, as varidveis resultado de exame prévio de
toxoplasmose e ocorréncia de aborto foram retiradas da
etapa de modelagem, uma vez que impunham enorme
restricio e consequente diminuicdo da quantidade de
dados na andlise. As varidveis nimero de residentes
no domicilio, renda familiar, tratamento da d&gua,
conhecimento prévio sobre toxoplasmose e consumo
de carne de animal silvestre foram também adicionadas
na etapa de modelagem, pois seus correspondentes
p-valores que o

(b = 0,25).

foram menores limiar adotado



Tabela 1 - Fatores de risco associados & infeccdo por T. gondii em amostras de soro de pacientes atendidos em
Laboratério Municipal de Oriximind, estado do Pard, Brasil, verificados por andlise bivariada

Total de Positivo

Varidveis amostras N % OR (IC 95%) p-valor
Faixa etéria
ldoso (= 60 anos) 57 54 94,7
Adulto (19-59 anos) 285 232 81,4 B < 0001*
Adolescente (12-18 anos) 72 39 54,2 !
Crianga (= 11 anos) 107 33 30,8
Sexo
Masculino 190 127 66,8
Feminino 331 231 69,8 0,873 (0,595;1,279) 0,493
NUmero de residentes no domicilio
6 ou mais 144 97 67,4
4ab 223 144 64,6
243 143 107 74,8 - 0,077
1 11 10 90,9
Renda familiar
Sem renda fixa 41 28 68,3
Até 1 saldrio minimo 350 241 68,9 B 0.102
De 1 a 3 saldrios minimos 119 78 65,5 !
De 4 a 6 saldrios minimos 11 11 100,0
Captagdo de dgua
Agua de rio, lago ou lagoa natural 43 31 72,1
Eoc;o 231 159 68,8 _ 0.951
Agua municipal 243 165 67,9 !
Compra égua mineral 4 3 75,0
Tratamento da dgua
Hipoclorito de sédio a 1% 314 219 69,7
Filtrada ou fervida 24 21 87,5 B 0167
Compra égua mineral 4 3 75,0 !
Néo se aplicaf 179 115 64,2
Consumo de folhas e hortalicas
Sim 418 298 71,3 N
Néo 103 0 58.3 1,780 (1,140; 2,778) 0,013
Higienizacdo de frutas e verduras
Sim 412 294 71,4
Néo 6 4 66.6 1,246 (0,225; 6,893) 1,000
Consumo de carne
Sim 507 348 68,6
Néo 14 10 714 0,940 (0,240; 3,683) 1,000
Consumo de carne suina
Sim 298 209 70,1
Néo 223 149 66.8 1,166 (0,803; 1,694) 0,445
Consumo de carne de animal silvestre
Sim 296 210 70,9
Néo 995 148 65.8 1,270 (0,875; 1,844) 0,216
Contato com solo
Sim 243 167 68,7
Néo 078 101 68.7 1,001 (0,690; 1,451) 1,000
Conhecimento prévio sobre toxoplasmose
Sim 231 192 83,1
Nao 290 166 572 1,304 (0,895; 1,899) 0,183
O que ouviu falar ou onde ouviu
Doenca do rato ou doenca do gato 8 6 75,0
Doenca de pele ou doenca grave 2 2 100,0
Escola ou em palestra 6 3 50,0 - 0,704
Exames ou posto de satde 4 3 75,0
Néo se lembrat 211 149 70,6
Exame de toxoplasmose prévio
Sim 56 39 69,6
Né&o 454 313 68,9 - 0,606
Néo se lembra 11 6 54,5
Resultado de exame prévio para toxoplasmose
Positivo 4 4 100,0
Negativo 17 7 41,2 - 0,009*
Néo se lembrat 35 28 80,0
Aborto
Sim 83 71 85,5
Néo 208 131 63,0 - 0,011*
Néo respondeut 24 16 66,7
Gato como animal de estimacéo
Sim 170 127 74,7 N
Nao 351 23] 658 1,534 (1,018; 2,312) 0,044
Total 521 358 68,7

* Categorias ndo incluidas nas andlises estatisticas; T p < 0,05; — ndo é variavel 2 x 2.
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Tabela 2 — Frequéncia de anticorpos anti-T. gondii detectados por RIFI e ELISA em amostras de soro de pacientes

atendidos em Laboratério Municipal de Orixi

mind, estado do Pard, Brasil

ELISA IgG reagente ELISA IgG ndo reagente Total
RIFI IgG reagente 322 (95,5%) 15 (4,4%) 337 (64,7%)
RIFI IgG néo reagente 21 (11,4%) 163 (88,6%) 184 (35,3%)
Total 343 (65,8%) 178 (34,1%) 521 (100,0%)
ELISA IgM reagente ELISA IgM né&o reagente Total
RIFI IgM reagente 17 (18,5%) 75 (81,5%) 92 (17,7%)
RIFI IgM néo reagente - 429 (100,0%) 429 (82,3%)
Total 17 (3,7%) 504 (96,7%) 521 (100,0%)

Sinal convencional utilizado: — Dado numérico igual a zero, ndo resultante de arredondamento.

A partir dos dados apresentados na tabela 3, é
possivel verificar que as varidveis faixa etdria, tfratamento
da dgua, presenca de gato como animal de estimacéo
e renda familiar foram consideradas aquelas que
melhor explicaram, conjuntamente, o risco de infecgéo
pelo T gondii. Por meio dos valores de OR, pode-se
perceber que a varidvel faixa etdria foi considerada fator
potencializador de risco de infeccdo (OR > 1), sendo o
risco de infeccdo aumentado com a idade. A varidvel
tratamento de dgua apareceu como ndo significativa
no modelo, mas sua permanéncia foi estabelecida por
ter um p-valor de retirada menor que 0,15, conforme
estabelecido previamente, com um OR > 1 (embora
ndo significativo) para os casos em que ndo se fez uso
do hipoclorito de sédio a 1%. A presenca de gato como
animal de estimacdo foi considerada fator de risco
(OR > 1) para T. gondii. J& a variével renda familiar
pode ser vista como fator de protecdo (OR < 1),
provavelmente porque o percentual de infectados foi
maior no grupo com maior renda familiar (100,0%)
em relacdo a&s demais faixas de renda avaliadas. Foi
realizada uma investigacdo de eventuais correlacoes
da renda com as demais varidveis do modelo, sem
identificacéo de clara associacdo com qualquer uma
delas.

Tabela 3 - Fatores de risco associados & infeccéo por

DISCUSSAO

A positividade para T gondii entre os pacientes
atendidos no Laboratério Municipal de Oriximind foi
verificada por meio da combinacdo de duas técnicas
sorolégicas. Com relacdo & detecg@o de anticorpos IgG
anti-T. gondii, a técnica de ELISA apresentou positividade
ligeiramente maior que a de RIFl, com alta taxa de
concordéncia. Maior positividade pelo ELISA do que
pela RIFI na triagem de IgG anti-T. gondii também foi
encontrada em amostras de pacientes no Rio de Janeiro

220 Ao contrdrio da investigacdo de

e na Colémbia’
imunoglobulinas IgG anti-T. gondii, a deteccdo de
anticorpos IgM, neste estudo, ocorreu principalmente
pela técnica de RIFI. Assim, ao comparar as técnicas, o
indice Kappa foi baixo, classificado como concordéncia
minima, e o teste de McNemar também apresentou
concordéncia, ressaltando discordancia

baixa a

entre as técnicas soroldégicas na pesquisa  dessa
imunoglobulina. Baixa concordéncia entre as técnicas
sorolégicas RIFI e ELISA para a deteccdo de IgM, similar
& evidenciada no soro de pacientes em Oriximind, foi

relatada no Rio de Janeiro'?.

T. gondii em amostras de soro de pacientes atendidos em

Laboratério Municipal de Oriximind, estado do Pard, Brasil, verificados por andlise multivariada

- Total de Andlise multivariada Significancia
Vorigvel amostras OR (IC 95%) p-valor (variavel do modelo)
Faixa etdria
Crianca (= 11 anos) 66 < 0,001t
Adolescente (12—18 anos) 48 3,730 (1,649; 8,438) 0,002t < 0.001*
Adulto (19-59 anos) 184 12,713 (6,516; 24,804) < 0,001t !
Idoso (= 60 anos) 44 36,704 (9,923; 135,758) < 0,001t
Tratamento da dgua
Hipoclorito de sédio a 1% 314 0,208
Filtrada ou fervida 24 3,552 (0,870; 14,498) 0,077 0,146*
Compra dgua mineral 4 1,382 (0,082; 23,307) 0,822
Gato como animal de estimagéo
Néo 234 .
Sim 108 1,951 (1,039; 3,662) 0,038t 0,033
Renda familiar
Sem renda fixa 27 < 0,001t
Até 1 saldrio minimo 224 0,238 (0,078; 0,725) 0,012t < 0.001*
De 1 a 3 saldrios minimos 82 0,349 (0,198; 0,617) < 0,001t !
De 4 a 6 saldrios minimos 9 0,216 (0,098; 0,475) < 0,001t

* Varidvel de permanéncia < 0,15; f p < 0,05.



A falta de concordéncia total entre RIFI e ELISA 4
era esperada, pois os anticorpos detectados por essas
técnicas sorolégicas reagem com diferentes estruturas
do protozodrio. A RIFl detecta anticorpos que séo
produzidos contra antigenos de superficie expressos pelo
protozodrio em sua membrana, sendo mais especifica;
enquanto o ELISA indireto detecta antficorpos que sdo
produzidos contra antigenos citosdlicos ou metabdlicos,
sendo mais sensivel?. Dessa forma, ainda que essas
técnicas apresentem uma elevada concordéncia, a
mesma ainda ndo é perfeita, sendo necessdrio utilizar
diferentes técnicas sorolégicas associadas. Tal fato
torna-se ainda mais importante na deteccdo de IgM,
visto que os anticorpos detectados na RIFI, ou seja,
produzidos contra antigenos de membrana, tendem a
ser precocemente produzidos, quando comparados
com os anticorpos detectados pelo ELISA?. Ainda que
nesse estudo tenha sido pleiteada a utilizacdo de
excelentes marcas comerciais, a falta de concordéncia
perfeita entre as técnicas também pode estar atrelada
aos reagentes e ao antigeno utilizado nas diferentes
etapas ou até ao processamento técnico. A falta de
concordéncia entre RIFI e ELISA evidenciada neste
estudo demonstra a necessidade de se utilizar mais de
uma técnica sorolégica para o diagnéstico de anticorpos
anti-T. gondii.

,

E importante ressaltar que os resultados dos testes
sorolégicos devem ser cuidadosamente analisados,
uma vez que a presenca de alguns anticorpos pode
representar uma reacdo cruzada, especialmente com as
fracées Fc dos autoanticorpos do fator reumatoide?'. Em
quatro amostras que apresentaram apenas IgM testadas
na RIFl, esse fator estava presente. Fator reumatoide
¢ um fermo usado para descrever uma variedade de
anticorpos, sendo a classe IgM a mais frequentemente
detectada'®. Esse fator pode ser produzido em pacientes
com artrite crénica ou em casos de infeccdo por outros
agentes infecciosos. A presenca desse fator em amostras
de soro coletadas de seres humanos residentes na
Regido Amazénica, como as da cidade de Oriximing,
deve ser investigada, dada a escassez de estudos nessa
regido.

sensibilidade dos

Apesar da ensaios
imunoenzimdticos, no caso da pesquisa de IgM para
toxoplasmose, a melhor opcdo, como realizado

neste estudo, sdo os ensaios baseados no ELISA de
imunocaptura, que consistem em ensaios de ELISA
indireto conforme descrito no protocolo de notificacéo
e investigacdo: toxoplasmose gestacional e congénita?.
Esse teste elimina ou minimiza a possibilidade de falsos
negativos, pela questdo dos elevados indices de IgG
competindo com os epftopos para IgM, mascarando
a detecco desse anticorpo; e os falsos positivos, pela
questdo dos fatores reumatoides. Ainda assim, neste
estudo, esses fatores reumatoides foram analisados
levando em consideracéo os positivos para IgM no teste
da RIFI, para aumentar a acurdcia do diagnéstico dos
anticorpos por essa técnica.

A partir das andlises sorolégicas de pacientes
de diferentes faixas etdrias atendidos no Laboratério
Municipal de Oriximind, a frequéncia geral de anticorpos
anti-T. gondii foi de 68,7%. Entre esses individuos, 51%
apresentavam perfil de infeccGo pregressa, ou sejq,
apenas IgG detectada, enquanto em 17,7% foram
detectadas imunoglobulinas 1gG/IgM, perfil sorolégico
compativel com a fase de infeccdo aguda. Em pessoas
de diferentes faixas etdrias de uma populacao ribeirinha
de Lébrea, estado do Amazonas, a frequéncia geral de
anticorpos anti-T. gondii foi de 56,7%, consistindo em
positividade para um perfil IgG (50,6%) e para um perfil
IgG/IgM (6,1%)¢. Essas frequéncias sdo ligeiramente
inferiores as observadas no presente estudo.

Frequéncias  superiores as  enconfradas  no
presente estudo foram relatadas em dreas rurais do
estado de Rondénia (73,3%) e em Pedro Peixoto, no
estado do Acre (65,8%), em amostras que também
inclufam amplas faixas etdrias®24. Além disso, em
estudos populacionais, em Porto Velho, Rondénia e
Novo Repartimento, Pard, também foram relatadas
positividades sorolégicas superiores &s do presente
estudo, 73,4% e 81,9%, respectivamente. Positividades
sorolégicas inferiores as deste estudo foram relatadas
em outras regides do pafs: em pacientes atendidos em
laboratério de andlises clinicas em Goidnia, estado de
Goids (33,2%)?°; em pacientes atendidos em laboratério
do TriGngulo Mineiro, estado de Minas Gerais (36%)%;
e em individuos residentes em Santa Cruz, estado do
Rio Grande do Norte (66,2%)?”. Embora a casuistica
da infeccdo por T gondii na populagdo estudada
seja desconhecida, a alta positividade observada em
Oriximind |4 era esperada, uma vez que esse foi o
padrdo relatado em vérios outros estudos em diferentes
cidades e estados da Regido Norte supracitados.

Observou-se diferenca significativa entre as faixas
etdrias incluidas no estudo nas andlises bivariada e
regressGo logistica. Era bastante evidente que havia
maior frequéncia de anticorpos anti-T. gondii nos grupos
etdrios mais velhos do que nos mais jovens. Dessa forma,
a maior chance de se detectar anticorpos anti-T. gondii
foi identificada nos idosos, seguido pelos adultos e
depois pelos adolescentes, quando comparados com as
criancas. No entanto, o sexo e o nimero de moradores
do domicilio ndo foram considerados fatores de
risco. Uma visdo geral semelhante sobre idade e sexo foi
relatada em outros locais da Regido Norte, como Monte
Negro e Porto Velho, em Rondénia; Pedro Peixoto, no
estado do Acre; e em Novo Repartimento, Parg?232428,
E importante ressaltar que T. gondii possui diferentes
formas de transmissdo; dessa forma, as pessoas podem
se infectar por fontes de infeccdo variadas & medida
que véo envelhecendo, sendo a associacéo da idade
com a infeccdo por esse protozodrio geralmente
esperada. No entanto, a varidvel idade na infeccéo
por T gondii deve ser observada com cautela, pois
pode atuar como um fator de confusdo, mascarando
a identificacéo dos outros fatores de risco associados &
infeccGo por esse protozodrio. Diferentemente de Pedro
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Peixoto, no Acre?®, onde a infeccdo pela parasitose ndo
esteve atrelada a um indice de riqueza, em Oriximind,
por meio da regresséo logistica, pdde-se verificar que
os pacientes que tinham maior renda familiar acabaram
apresentando  maior risco de infeccdo prévia ao
parasito. Tal fato j& era esperado, pois a maior renda
econdmica pode favorecer o maior consumo de carne,
que pode estar contaminada com cistos contendo
bradizoitas de T. gondii.

Conforme demonstrado neste estudo, o consumo
de vegetfais crus esteve associado & ocorréncia
de infeccdo por T gondii. Situacdo semelhante foi
evidenciada em Monte Negro, Rondénia'. Informacdes
relacionadas & limpeza desses alimentos também
foram analisadas em Oriximind. A higienizacdo desses
alimentos néo se mostrou associada & infeccdo pelo
protozodrio. As varidveis indiretamente associadas &
contaminagéo desses vegetais, como dgua (incluindo
tipo e tratamento) e solo, também ndo forneceram
informacées que diferissem das demais varidveis, néo
sendo apontadas como relevantes para a infeccdo
por T. gondii. Sabe-se que, na cidade de Oriximing, o
tratamento de dgua é realizado por meio da utilizacéo
de uma solucdo desinfetante aplicada pelos préprios
moradores em seus reservatérios de dgua. Esse tipo
de tratamento pode néo estar sendo adequado para
inviabilizar os oocistos esporulados de T gondii na
dgua, porque essa forma evolutiva apresenta uma
parede cistica dupla que confere a ele elevada
resisténcia ambiental e a diferentes produtos quimicos?.
No entanto, mesmo que os produtos quimicos utilizados
ndo inviabilizem os oocistos, a lavagem das folhas
e hortalicas com d&gua pode favorecer a remocdo
mecdnica dos oocistos e, com minimizar a
exposicdo ao parasito.

isso,

Ainda em relacdo a dieta, o hdbito de comer carne,
incluindo o consumo de carne suina e de animais
silvestres, tem sido uma das varidveis mais analisadas
em estudos epidemiolégicos sobre toxoplasmose, pois é
considerada uma das principais fontes de infeccéo. Em
Oriximind, a ingestdo de carnes, incluindo suinos e
animais silvestres, também foi investigada, pois essas
geralmente fazem parte da dieta das pessoas que vivem
na RegiGo Norte. No entanto, as associacdes referentes
& carne e seu tipo de cozimento néo foram relacionadas
& infecco no presente estudo. Diferentemente de
Oriximind, em Novo Repartimento, observou-se
que o consumo de came de animais silvestres

foi significativamente associado & infeccdo pelo
protozodrio?.

Quanto & readlizacgo de exame prévio de
toxoplasmose, pdde-se verificar que poucas pessoas
i@ haviam realizado tal exame, e a néo realizacdo do
mesmo pode ter favorecido a ocorréncia do aborto
espontéineo, visto que muitas mulheres soropositivas
relataram & ter abortado. E importante ressaltar que o
Laboratério Municipal de Oriximind realiza a pesquisa
de anticorpos anti-T. gondii mediante solicitacdo

médica, sendo que essa geralmente ocorre nos trés
trimestres gestacionais. No entanto, o Laboratério nem
sempre possui os kits de diagnéstico, o que acaba
interrompendo a implementacdo desse servico por
tempo indeterminado.

Observou-se  que os individuos investigados
desconheciam a toxoplasmose. Aqueles que disseram que
conheciam, apresentaram informagdes fragmentadas,
confusas ou incorretas. Embora os participantes
ndo tenham sido questionados sobre seu nivel de
escolaridade, observou-se que alguns deles eram néo
letrados ou tinham baixos niveis de escolaridade. Isso
pode ter favorecido a falta de conhecimento sobre
a doenca, o que, consequentemente, facilitaria a
infeccdo desses individuos por protozodrios, devido
4 falta de informacées sobre sua transmissdo e
prevencdo. Outro fator que deve ser mencionado é que
a baixa escolaridade de alguns participantes do estudo
pode ter prejudicado o entendimento das perguntas do
formuldrio, consequentemente interferindo na qualidade
da informacéo obtida, incluindo as perguntas "realizacéo
de exame prévio de toxoplasmose', bem como "ja ter
ouvido falar sobre toxoplasmose".

Neste estudo, dentre as andlises bivariada e
multivariada, a que mais chamou a atencéo foi ter o
gato como animal de estimagdo. Fato similar também
foi relatado em estudos com gestantes em Vila Nova e
Sevilha de Gurupi e em Araguaina e Colinas, estado do
Tocantins?”®°, e em Novo Repartimento, Pard, em estudos
epidemiolégicos com diferentes pessoas da populacéao’.
Em Pelotas, estado do Rio Grande do Sul, pessoas que
tinham gatos apresentaram duas vezes mais chance
de se infectar por T. gondii do que aquelas que ndo
tinham, sendo essa varidvel, assim como em Oriximind,
associada & infeccdo®'. Embora os gatos, em Oriximind,
tivessem donos, como também nos outros estudos
mencionados acima, esses eram gatos semidomiciliados,
que poderiam ter acesso as ruas e entrar em contato
com gatos errantes e com outros animais, incluindo os
silvestres. O hdbito de predar animais silvestres pode
favorecer a infeccdo dos gatos por cepas atfipicas de
T. gondii. Esse fato ja foi relatado principalmente na
América do Sul, incluindo na floresta amazénica situada
na Guiana Francesa®. A livre circulacdo dos gatos
pode favorecer a liberacéo de oocistos do protozodrio
no ambiente e, consequentemente, aumentar o risco de
infeccGo dos hospedeiros intermedidrios, como aves e
mamfferos, incluindo o ser humano. Nesse panorama,
é importante ressaltar que os hospedeiros intermedidrios
podem se infectar por T. gondii e até se reinfectar por
cepas atipicas, mesmo que & tenham imunidade contra
a infeccéo pelo protozodrio.

A partir da andlise multivariada dos fatores de risco
observados na populacéo estudada em Oriximind, foi
possivel confirmar que houve associacéo significativa das
variaveis idade, renda familiar e ter gato como animal
de estimacdo com a soropositividade para T. gondii. Essa
andlise é fundamental para avaliar os fatores de risco



associados & infeccdo por esse parasito, uma vez que
vérios mecanismos de fransmissdo sdo possiveis. Além
disso, esse parasito é heteroxeno e pode infectar vdrias
espécies de animais, que podem ser consumidos pela
populacdo humana ou por gatos. A falta de associacdo
entre outros fatores de risco e infeccdo pelo protozodrio
id era esperada, uma vez que os pacientes atendidos
no Laboratério Municipal de Oriximing poderiam estar
expostos a vdrias fontes simultdneas de infeccdo que
ndo deveriam ser consideradas isoladamente.

Apesar de ndo ter sido analisado estatisticamente,
uma observacédo pertinente sobre Oriximind, que pode
favorecer a infeccdo pelo protozodrio é o saneamento
bdsico precdrio da cidade e a presenca de canais e
canaletas em suas ruas. Parte do esgoto das residéncias
¢ liberada em canais ao ar livre em vérias partes da
cidade. Essa falta de drenagem de esgoto residencial,
por meio de tubulacdo fechada, permite que os
animais acessem essas canaletas e, também, que os
gatos eliminem suas fezes nesses locais. Observou-se,
durante o trabalho de campo do estudo, que animais
errantes, incluindo gatos, tinham livre acesso a esses
canais. Assim, os oocistos de T gondii podem se
misturar com esse residuo e acabar contaminando o
meio ambiente, o que facilita a transmissdo de oocistos
a hospedeiros suscetiveis. Vale ressaltar que o clima
dessa regido também pode ser um importante fator na
transmissdo do protozodrio, uma vez que a temperatura
permanece alta ao longo do ano. Basicamente, hd
uma estacdo chuvosa de dezembro a julho, que pode
favorecer a disperséo de oocistos no meio ambiente,
expondo as pessoas & infeccdo por T. gondii, mesmo
aquelas que ndo tém um gato em casa.

Embora as gestantes ndo tenham sido o foco
principal deste estudo, 25 delas estavam entre os
participantes. Dessas, 14 apresentaram um perfil de
infeccGo anterior verificado por testes sorolégicos
(anticorpos IgG), enquanto trés ndo tinham anticorpos
contra o parasito e outras oito tinham um perfil
compativel com infeccGdo aguda. Esse resultado
chama a atengéo para a necessidade da realizagéo
de outros estudos em Oriximing, os quais incluam
amostras de pacientes que fazem parte de grupos de
risco para a infeccdo, como gestantes, recém-nascidos,
pacientes imunocomprometidos e com acuidade
visual alterada. Cabe ressaltar que a transmissdo
congénita de toxoplasmose i@ foi confirmada em varios
estados da Regido Norte do Brasil, além de casos de
alteracées sinfomdticas em recém-nascidos e casos de
toxoplasmose ocular e infeccGo em pacientes com o
virus da imunodeficiéncia adquirida®30:33,34:35,36,37.38

Ao final da andlise, os resultados dos testes
sorolégicos  foram  enviados aos  profissionais
responséveis pelo Laboratério, para serem entregues
confidencialmente a cada participante do estudo. As

mulheres grévidas foram aconselhadas a consultar o
médico do hospital para obter mais instrucées sobre
seus resultados.

A partir dos resultados evidenciados, pode-se
observar que, na cidade de Oriximind, hd a necessidade
da realizacdo de um programa que envolva atividades de
educacéo em sadde, visando conscientizar a populacéo
em relacdo & toxoplasmose; treinamento e atualizacéo
dos profissionais de salde, incluindo informacées de
profilaxia das parasitoses, como a toxoplasmose; e
melhorias do sistema sanitdrio, com a implantacéo de
canos de esgoto, tratamento de dgua potavel, remocéo
de residuos sélidos e drenagem ambiental. Medidas
de controle de natalidade para a populacéo de gatos
também precisam ser implementadas, especialmente

em relacGdo o gatos que vagam livremente pela

cidade.

CONCLUSAO

De forma geral, foi evidenciada elevada frequéncia
de pacientes soropositivos para T. gondii atendidos
no Laboratério Municipal de Oriximinég. Além disso,
verificou-se que as varidveis idade, presenca de gato
como animal de estimacdo, bem como a fonte de renda
foram associadas & infeccGo por esse parasito. No
entanto, a falta de concordéncia em 100% entre as
técnicas sorolégicas utilizadas, RIFI e ELISA, evidenciada
neste estudo, demonstra a necessidade de se utilizar
mais de uma técnica soroldgica para o diagndstico de
anticorpos anti-T. gondii.
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