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ABREVIATURAS

DNA- Disoxirribonucleic Acid (Acido Desoxirribonucleico).

DO- Densidade Optica.

ELISA- Enzime Linked Immuno Sorbent Assay (Ensaio imunoenzimatico ligado
enzima).

GATV- Gabinete de Aconselhamento e Testagem Voluntaria.

HCM- Hospital Central de Maputo.

HDD- Hospital de DIA.

HIV- Human Immunodeficyence Virus (Virus de Imunodeficiéncia Humana).
IgA- Imunoglobulina da classe A.

IgE- Imunoglobulina da classe E.

IgG- Imunoglobulina da classe G.

IgM- Imunoglobulina da classe M.

MISAU- Ministério da Satlde.

OMS- Organizagao Mundial de Saude.

PCR- Polimerase Chain Reaction (Reacg&o de Polimerizagdo em Cadeia).
RNA- Ribonucleic Acid (Acido Ribonucleico).

SIDA- Sindroma de imunodeficiéncia Adquirida.
SNC- Sistema Nervoso Central

TMB- 3,3.5,5 Tetrametilbenzidina.
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RESUMO

A Toxoplasmose é uma zoonose altamente disseminada, com taxas de
prevaléncia variaveis nas diversas partes do mundo. O seu agente etiologico é
um protozoario, o Toxoplasma gondii, que infecta com muita frequéncia a
populagdo humana de forma crénica assintomatica. Entretanto em algumas
situagbes pode se apresentar de forma grave, como em pacientes
imunodeprimidos, principalmente doentes de SIDA, constituindo se como
principal causador de encefalite toxoplasmica.

O presente estudo foi realizado entre Novembro de 2003 a Janeiro de 2004,
envoivendo pacientes com HIV/SIDA, de ambos sexos ¢om idade compreendida
entre 19 e 66 anos que recebiam tratamento no Hospital de Dia do HCM, com o
objectivo de determinar a seroprevaléncia de infecgdes agudas causadas por T.
gondi, através da pesquisa de imunoglubulinas da classe M (IgM). O método de
Ensaio imunoabsorvente ligado & enzima (ELISA) qualitativo, kit comercial
“Toxoplasma gondii IgM p-capture ELISA” (TOXM-0186) da IBL Immuno-Biological
Laboratories® (Hamburgo, Alemanha), foi aplicado a 120 pacientes para
determinar se eram positivos as IgM anti-Toxoplasma gondii. A prevaléncia de
portadores de IgM observada foi de 6 (5%). Destes pacientes, 3 (2.5%)
encontravam-se no segundo estagio clinico, 3 (2.5%) no terceiro estagio e
nenhum do quarto estagio.

A Toxoplasmose aguda, evidenciada pela presenga das IgM nos pacientes
estudados, revela a importdncia da pesquisa de anticorpos antiToxoplasma
gondii em doentes de SIDA devido ao elevado risco do desenvolvimento de
toxoplasmose cerebral durante o decurso da doenga. A criagdo de condigdes
para o diagnéstico desta parasitose em Mogambique e a inclusdo de todos
individuos "seropositivos para o HIV no tratamento quimioprofilatico anti-

Toxoplasma gondii, constituiram as principais recomendacgdes neste trabalho.

Tese de Licenciatura Paulo Arnaldo, Maputo, 2005 2
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Prevaléncia de portadores de IgM antiToxoplasma gondii em doentes de SIDA no HDD do HCM

1. INTRODUGAO

A Toxoplasmose € uma zoonose altamente disseminada, com taxas de
prevaléncia varidveis nas diversas partes do mundo (Rey,1991). O seu agente
etiolégico € um protozoario, o Toxoplasma gondii que infecta com muita
frequéncia a populagdo humana de forma crénica assintomatica (Ferreira e
Borges, 2002; Rey, 1991).

O Toxoplasma gondii € reconhecido como parasita de importancia durante a
gravidez, periodo em que a infecgdo pode comprometer severamente o feto,
causéndo parto prematuro, morte neonatal, fetopatia generalizada severa e
danos cerebrais irreversiveis especialmente se esta ocorrer durante o primeiro
trimestre da gravidez (Spalding et al., 2003; Liesenfeld et al., 2001). Com a
pandemia do SIDA, a toxoplasmose tornou-se uma das doengas oportunistas
mais frequentes, sendo uma das principais causas de morte por complicagtes
cerebrais no decurso da doenga (Nissapatom ef al., 2004; Herandéz-Gonzaléz
et al., 2002; Fechado et al., 1997).

O Toxoplasma gondii € um protozoario intracelular obrigatério, pertencente ao
Filo Apicomplexa, Classe Sporozosa (= sporozoa), Subclasse Coccidia, Ordem
Eucoccidiida e a Familia Sarcocystidae (Montoya e Liesenfeld, 2004; Rey,
1991). A infecgdo por este parasita é muito frequente em varias espécies de
animais, mamiferos e aves. O gato (Felis catus) e alguns outros felideos séo os
hospedeiros definitivos, sendo ¢ Homem e os outros animais hospedeiros

~ intermediarios (Montoya e Liesenfeld, 2004; Carruthers, 2002). O seu ciclo de

vida é facultativamente heteroxénico, constituido por duas fases distintas: Fase
assexuada, que ocorre nos tecidos de varios hospedeiros, incluindo os gatos e
outros felideos e a fase sexuada que ocorre somente no epitélio intestinal dos
hospedeiros definitivos (Montoya e Liesenfeld, 2004; Wyler,1930).

Tese de Licenciatura Paulo Armaldo, Maputo, 2005 4
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’

O Toxoplasma gondii foi descoberto pela primeira vez em 1908, quase em

‘simultaneo e independentemente por Splendor em coelhos (Orytolagus

cuniculus) no Brasil (Rey, 1991), e por Nicolie & Mancaux no figado e bago de
um roedor do norte de Africa, (Ctenodactylius gondii) (Tenter et al., 2000; Cook,
1996). Os primeiros casos da infecgdo no Homem foram assinalados em 1923
por Jank0 quando observou um quisto parasitario na retina duma crianga com
hidrocefalia e microftalmia (Tenter et al., 2000).

Este parasita existe na natureza em trés formas principais: taquizoitos,
bradizoitos contidos em quistos teciduais e coquistos que contém esporozoitos.
Todos os trés estagios sao infecciosos para ambos hospedeiros intermediarios e
definitivos (Tenter et al., 2000).

- Taquizoito: & a forma intracelular obrigatéria que prolifera na fase aguda. E .
uma forma moével, encontrada dentro do vacuolo citoplasmatico (vacuolo
parasitoforo) de varias células, como nos liquidos orgéanicos, excregdes, células
hepaticas, pulmonares, nervosas, submucosas e musculares. Apresentam-se
em forma de meia-lua, com uma das extremidades afilada e a outra
arredondada, medindo cerca de 4-9 x 24 ym, com nucleo em posi¢do mais ou
menos central (Dubey, 1996).

- Bradizoito: € muito parecido morfologicamente com o taquizoite, configura
componente parasitaria que permanece no interior do quisto e multiplica-se
lentamente, alcangando a quantidade de centenas a milhares, & encontrado em
varios tecidos musculares esqueléticos, cardiacos, nervosos e retina,
geralmente durante a fase cronica da infecgao (Wyler, 1990).

- Ooquistos: sao formas de resisténcia que possuem uma parede bastante
resistente as condi¢gdes do meio ambiente. Sio formados exclusivamente nas
celulas intestinais do gato e outros felideos silvestres, sdo eliminados sob a
forma ndo esporulada (imatura), junto com as fezes, esporulam no ambiente
onde passam a conter dois esporoquistos, cada um com quatro esporozoitos
(Neves, 1985).
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A principal fonte de infecgdo por este parasita para os hospedeiros
intermediarios (Homem e os animais domésticos), é o gato (Felis catus) através
dos ooquistos eliminados com as suas fezes (Montoya e Liesenfeld, 2004). Este ~

contrai a infecgéo ao consumir carnes cruas com bradizoitos ou ratos e passaros
infectados (Dubey, 1996).

A transmissdo da infecgdo para o Homem pode ocorrer através de diversas
formas, sendo principais:
* A ingestdo de ooquistos através de dgua contaminada, frutas ou vegetais
contendo ooquistos em sua superficie.
O consumo de alimentos de origem animal, especialmente de carnes
cruas ou mal cozidas, contendo quistos viaveis do parasita.
A transmisséo transplacental da méae para o feto. |
As transfusbes de sangue, transplantes de érgdos e acidentes de
laboratorio.(Ferreira e Borges, 2002; Nee e Joiner, 2000: Dubey, 1996).

A prevaléncia da infecgdo por Toxoplasma gohd;‘ifvaria de acordo com as areas
geograficas, condigdes climaticas, formas de transmissao, Bébitqs alimentares e
higiénicos das populagdes e a sua incidéncia aumenta com a idade (Nee e
Joiner, 2000:Bonametti ef al.,1997). Em estudos feitos na América Latina,
Europa, Asia e jfrica a prevaléncia tem sido estimada entre 30 .a 75%
(Carruthers, 2002; Tenter et al., 2000), enquanto nos EUA a prevaléncia estima-
se entre 3 a 42% (Falus et al., 2002).

Na Africa sub-Sahariana, a prevaléncia de infecgbes toxoplasmicas varia entre
5% a 17% na Africa do Sul, 44% na Namibia, 26% em Angola (Joubert et af.,

1998), 40% a 70% na Tanzania (Gilli et al., 1992), 19% no Zimbabwe (Tenter et
al., 2000).

Tese de Licenciatura Paulo Amaldo, Maputo, 2005 6
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Em Mogambique, num estudo realizado numa Regido rural da Provincia da
Zambézia (centro do pais), numa populagéo geral, observou-se uma prevaléncia
de IgG antiToxoplasma gondii de 80% (Thompson, 2003, comunicag&o verbal).

A infecgdo primaria por Toxoplasma gondii em individuos imunocompetentes e
frequentemente benigna, pois o desenvolvimento rapido da imunidade humoral e
celular restringe eficientemente a acgdo patogénica do parasita resultando na
maioria dos casos numa forma clinica assintomatica (Ferreira e Borges, 2002).
Os sintomas mais frequentes incluem febre, mal-estar, prostragéo, cefaleia.e
dores musculares, além da ocorréncia de linfadenopatia. Na maioria dos casos
os sintomas sdo autolimitados e desaparecem dentro de uma semana sem

necessitar de nenhum tratamento (Nee e Joiner, 2000).

A Toxoplasmose clinica ndo é muito frequente quando comparada com a taxa de
infecgdo através de levantamentos seroldgicos, encontrando-se confinada a
grupos de risco, como pacientes que se encontram sob terapia
imunossupressora e particularmente doentes de SIDA que constituem o grupo
mais susceptivel a infecgbes severas por Toxoplasma gondii (Tenter et al.,
2000). Contudo, a incidéncia da doenga nestes pacientes, encontra-se
directamente correlacionada com a prevaléncia de exposigdo ao parasita na
populagdo infectada (Hernandéz-Gonzalez et al., 2002 Vilavedra ef al., 2000;
Suzuki et al., 1988).

A maior parte de infecgdes severas nos doentes de SIDA e seropositivos para o
Toxoplasma gondii € geralmente resultante da reactiva¢é@o de infecgdes cronicas
do que de infecgbes primarias (Méchain et al., 2000; Khan et al., 1999). Porém
individuos imunodeprimidos e seronegativos para o Toxoplasma gondii também
se encontram em risco de desenvolver doenga por infecgdes toxoplasmicas
(Nee e Joiner, 2000).

Tese de Licenciatura Paulo Amaldo, Maputo, 2005
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O recrudescimento da toxoplasmose crénica ocorre nos varios tecidos corporais,
mas o local clinicamente mais importante € o sistema nervoso onde a réplicagéo
do parasita provoca a encefalite toxoplasmica, reconhecida como uma das
doengas oportunistas mais comuns e fatais do sistema nervoso em doentes de
SIDA, podendo também ocorrer infeccdes pulmonares e oculares (Carruthers,
2002; Ramiréz et al.,1997).

Cerca de 10% a 50% dos individuos HIV-positivos com anticorpos
antiToxoplasma gondii desenvolvem encefalite toxoplasmica em algum estagio
da infecgdo por HIV, ocorrendo com maior incidéncia quando sua
imunodepressao celular é mais intensa, geraimente quando a contagem das
células T CD,* for inferior a 100 cel/mm® (Sotolongo et al., 2002; Khan et al.,
1999; Ramiréz et al., 1997), Estes pacientes usualmente desenvolvem uma
grande variedade de sinais e sintomas neurolégicos; sendo os mais frequentes

as cefaleias, febres, disturbios, ataques e hemiparesias (Nee e Joiner, 2000).

Estudos serologicos indicam que nos EUA entre 20% a 47% de doentes de
SIDA com serologia positiva para o Toxoplasma gondii desenvolvem encefalite
toxoplasmica (Falus et al. 2002; Ferreira e Borges, 2002, citando Luft e
Remington, 1988).

Em alguns paises africanos como Uganda e Etiopia a prevaléncia de infec¢bes
por Toxoplasma gondii &€ de 34% e 77%, respectivamente (Zumla et al., 1991,
Woidemichael et al., 1998).

Na Africa sub-Sahariana em particular, onde a prevaléncia do HIV é a mais alta
do mundo, a informagdo epidemioldgica sobre a toxoplasmose em doentes de
SIDA e na populagdo em geral ¢ limitada devido as dificuldades na realizagdo de
investigagbes médicas extensas sobre o assunto (Zumla et al, 1991). No
entanto estudos efectuados em pacientes com HIV/SIDA, a prevaléncia de IgG

Tese de Licenciatura Paulo Arnaldo, Maputo, 2005 8
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antiToxoplasma gondii relatada foi de 8% na Zambia e 55.5% no Quénia (Brindle
et al., 1991). |

Em Mogambique num estudo recentemente realizado em doentes de SIDA que
se encontravam sob tratamento no Hospital de Dia do Hospital Central de
Maputo, foi encontrada uma prevaléncia de anticorpos IgG antiToxoplasma
gondii de 75.2% (Luis, S., 2004).

O tratamento da toxoplasmose é feito com base em agentes antitoxoplasmicos
que inibem o crescimento do parasita através do bloqueio enzimatico competitivo
das vias metabélicas. A sulfadiazina e a pirimetamina administrados
conjuntamente com o é&cido folinico sdo os medicamentos mais comuns. Porém, -
devido a toxicidade dos medicamentos habitualmente utilizados, é recomendado o
controle clinico e laboratorial periddicos durante o tratamento (Nee e Joiner, 2000).
Nos doentes de SIDA a combinagdo da Perimetamina e Sulfadiazina ou
Clindamicina tem sido usado como tratamento de primeira linha, sendo para este
grupo de pacientes indicado tratamento por tempo indeterminado para evitar a
reactivagdo da infecgdo (Nee e Joiner, 2000; Luft et al.,1993).

As medidas preventivas contra a infecgdo por este parasita incluem
principaimente o consumo de agua potavel, a ndo ingestdo de carne crua ou
mal cozida e evitar o contacto com as fezes de gatos.

O diagnéstico clinico da toxoplasmose é praticamente impossivel uma vez que na
maioria dos casos a infecgdo é assintomatica ou apresenta sintomas indefinidos,
sugerindo apenas a eventualidade da etiologia, estando deste modo, dependente
da cohfirmagéo laboratorial (Bertozzi et al, 1999; Rey,1991). As técnicas

_ parasitologicas e moleculares como a “Polymerase Chain Reaction” (PCRY),

constituem os principais métodos de diagnéstico, pela demonstra¢do da presenca

de parasitas no organismo através do seu isolamento nos fluidos organicos do

Tese de Licenciatura Paulo Arnaldo, Maputo, 2005 9
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paciente, ou pela demonstragdo dos seus componentes antigénicos ou segmentos
do DNA e RNA , mas o uso destas tecnicas nos paises em desenvolvimento é
limitado porque para além de serem morosas, requerem disponibilidade de
animais vivos em laboratério e existéncia de laboratérios devidamente equipados,
a sua realizagdo em laboratérios de campo é de custo muito elevado (Cantos et
al., 2000; Chaves-Borges et al., 1999). -

Devido a falta de laboratérios equipados para uso das técnicas parasitolégicas e
moleculares os métodos serolégicos tém sido os mais usados para o diagnéstico
da toxoplasmose. Estes sdo geralmente realizados para pesquisa de
Imunoglobolinas das classes M (IgM), A (IgA), E {IgE) e G (IgG).

Os principais exames sdo a reacgdo de Sabin e Feldman (IgG), o teste de
imunofluorescéncia (IgM e IgG), os testes imunoenzimaticos ELISA e ELFA
(IgG, IgM, IgA e IgE), os testes de captura de IgM, as reac¢des de
hemaglutinagdo, a reacg¢do de fixagdo de complemento, os testes de avidez de
IgG e os testes de aglutinagdo diferencial, com objectivo de diagnosticar
infecgdes agudas e avaliar exposigdes prévias ao parasita. (Rey, 1991; Ferreira
e Avila, 1996).

A pesquisa dos anticorpos especificos na toxoplasmose para além de ser usado
para o diagnostico da infecgdo, também pode ser usada para determinar o
period-o em que a mesma ocorreu. A presenga isolada de IgG demonstra apenas
que houve a infecgdo e, portanto informa sobre a imunidade, porém niveis
serolégicos elevados de IgG sugerem infecgdo recente ou reactivagdo de
infecgd@o cronica (Prince e Wilson, 2001, Villena et al., 1999). A pesquisa de IgM
tem si-do usada como diagnéstico complementar das IgG para determinar o
estado da infecg@o uma vez que aparecem nos primeiros dias apés a infecgdo e

. seus niveis declinam pouco tempo depois da infecgdo primaria (Montoya e
Liesenfield, 2004).

Tese de Licenciatura Paulo Amaldo, Maputo, 2005 10
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As IgM detectadas por testes classicos de imonofluorescéncia e de
hemaglutinagdo, tem sido utilizadas para determinar a ocorréncia da
toxoplasmose aguda. Porém, apresentam alta percentagem de falsos positivos e
falsos negativos (Ferreira e Avila, 1996). Por outro lado, os testes de captura de
IgM actualmente utilizados s&o de maior sensibilidade quando comparados com
os testes classicamente utilizados, uma vez que detectam IgM por periodos
longos, o que reduz o valor de IgM como marcadores de infecgGes recentes ou
agudas por Toxoplasma gondii (Lappalainen e Hedman , 2004).

De acordo com conhecimentos actuais, um titulo de IgM negativo exclui o
diagnostico de toxoplasmose aguda com menos de trés semanas de duragio,
mas nao exclui a possibilidade de infecgSes mais antigas (Rey, 1991, Morales e
Garcia, 1997). Raramente um titulo baixo pode permanecer por um ano ou mais.
Portanto um s6 titulo alto de IgM, ou uma série de dois ou mais destes com
elevagdo de titulo (realizadas em amostras seriadas), permitem diagnosticar
infecgdes recentemente adquiridas ou reactivagdo de infecgdo anterior. No caso
de pacientes com imunodeficiéncia, ndo se sabe com que frequéncia pode haver
elevagdes de IgM apés a reactivagdo da toxoplasmose (Rey, 1991).

Novos marcadores seroldgicos de infecgdo aguda (IgA, IgE e o teste de avidez
de 19G), foram sugeridos com vista a encontrar maior preciséo na determinagéo
do estado da infecgdo (Prince e Wilson, 2001: Bertozzi et al,1999). As IgA e IgE
aparecem precocemente apés a infecgao, atingindo um nivel maximo em
aproximadamente dois meses apds a infecgdo e declinam rapidamente, tendo
utilidade complementar no diagnéstico em individuos com IgM positiva, pois
permanecem circulantes por um periodo inferior ao de IgM, auxiliando a
diferenciagdo entre infecgéo recente e cronica (Bertozzi et al, 1999).

Tese de Licenciatura . Paulo Amaldo, Maputo, 2005 11
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O teste de avidez de IgG baseia-se na diferenga da forga de unido entre
antigenos e anticorpos em infecgdes agudas e crénicas. A presenga de IgG de
alta avidez (60%) € indicativa de que a infec¢do ocorreu ha mais de quatro
meses enquanto que a presenga de IgG de baixa avidez (30%), sugere infec¢do
recente ou aguda (Prince e Wilson, 2001). Contudo, & preciso ressaltar que a
imunodeficiéncia tem sido descrita como uma situagdo que leva a producgio de

anticorpos de baixa avidez.

A

Em Mogambique, ndo é feito o rastreio _seroldgico para esta parasitose nos

doentes de SIDA. Perante a_ameaga que_esta.parasitose_oportunista-de_alta

morbilidade e mortalidade representa nestes pacientes, acredita-se que seja_de_

grande importancia conhecer a prevaléncia de_doentes de SIDA_em_risco_de

g_ggva_myolyernencefaIite_por...este_.parasita. O objectivo do presente estudo foi
realizar a investigagao seroldgica de IgM para determinar a prevaléncia de
infecgdes agudas por Toxoplasma gondii em doentes de SIDA no Hospital de dia
do Hospital central de Maputo.

Tese de Licenciatura Paulo Arnaldo, Maputo, 2005 12
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2. OBJECTIVOS

2.1. Geral:

Determinar a prevaléncia de infecgbes agudas causadas por Toxoplasma gondii
em doentes de SIDA no Hospital de dia do Hospital Central de Maputo.

2.2. Especificos:

2.2.1. Determinar a prevaléncia e titulo de IgM antiToxoplasma gondii no soro de
pacientes com HIV/SIDA. '

| /
2.2.2. Comparar no grupo em estudo a prevaléncia de IgM antiToxoplasma .’

gondii nos quatro estagios de infec¢do sintomatica por HIV.

Tese de Licenciatura Paulo Amaldo, Maputo, 2005 13
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3. METODOLOGIA

3.1. Local de Estudo

O estudo foi realizado no periodo compreendido entre Novembro de 2003 e
Janeiro de 2004, no Hospital de Dia do Hgspita! Central do Maputo, na cidade do
Maputo. O Hos;pitafde Dia & um local ae atendimento especializado de doentes
de SIDA em regime ambulatério que presta servigo durante o dia, permitindo
internamento de curta duragdo, assim como 0 necessario aconselhamento aos
doentes e infectados por HIV/SIDA. Os Hospitais de Dia foram estabelecidos
com o objectivo de permitir o descongestionamento das Enfermarias dos
Hospitais por doentes de SIDA que necessitam de internamento e
acompanhamento por longo periodo e para/p/'erniitir 0 acompanhamento
profilatico e terapéutico especial de todos individuos HIV-positivos confirmados
nos GATV’s. Este Hospital tarﬁﬁém realiza servigos domiciliarios gratuitos para
doentes em estado mais avangado da doenga com dificuldades de se deslocar
ao hospital.

O Hospital de Dia do HCM atende cerca de 50 doentes de SIDA por dia,
provenientes dos Centros de Salde da periferia, GATV's e das enfermarias do
mesmo Hospital.

3.2. Populagao de Estudo

A populagdo estudada foi constituida por doentes de SIDA, ambulatdrios e
adultos de ambos sexos com idade igual ou superior a 18 anos. O diagnéstico
de infecgdo sintomatico por HIV/SIDA e do estagio clinico da doenga foi feito
com base na presenca das seguintes caracteristicas: um ou mais achados
cardinais, dois ou mais achados caracteristicos e dois ou mais achados
associados com dois resultados positivos para o teste HIV, de acordo com os
critérios definidos pela Organizagdo Mundial da Salde (OMS) Arthag (1994),

descrito no anexo Il.
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3.3. Tamanho da Amostra

O tamanho total da amostra foi de 120 pacientes. Calculado com base na
formula estatistica para a determinagdo do tamanho de amostra (Pearson e
Turton, 1993). Desconhecida a prevaléncia desta parasitose em Mogambique
nos pacientes com HIV/SIDA, assumiu-se que a probabilidade de um individuo
estar infectado é a mesma de ndo estar infectado, ou seja de 50% tendo como
margem de erro 9 %, com um nivel de confianga de 95% .

Férmula para o célculo do tamanho de amostra

n=(Z°,)%.p.q /D?

Onde:

Z°/ - valor critico pertencente ao nivel de confianga de 95%
n- tamanho de amostra

p- percentagem esperada de infecgbes por Toxoplasma gondii
g- percentagem complementar (1- p)

D- erro maximo permitido

3.4. Colheita e Conservagao de Amostras

Cada paciente incluido no estudo foi atribuido um cadigo (em substituicdo do
nome), registaram-se os dados demograficos e clinicos, ségundo o inquérito em
anexo V. A melhor forma de caracterizagdo do estagio clinico\dé‘ infecgdo por
HIV é feita através da contagem das células T CD4* mas, no presente estudo
esta foi feita com base na observagdo das infecgdes comuns em c’\ada estagio
clinico preenchida pelos médicos do Hospital e confirmada pelo investigador
tendo é:omo base os criterios definidos pela OMS (Arthag, 1994).

Foram colhidos aproximadamente 2.5ml de sangue por pungdo venosa para
tubos de vancutainer estéreis com anticoagulante e, no fim da colheita as
amostras forém imedia_tamente transportadas para o Laboratdrio.
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Os tubos foram centrifugados (Midifriger. 7000600) a uma revolugdo de 2.800
rotagGes por minuto, por 5 minutos, para separar o soro das células sanguineas.
Os soros obtidos foram conservados a temperatura de -20° C em tubos de
Eppendorf de 1.5ml até a sua testagem.

3.5. Teste seroldgico para a detengao de IgM

Todas as amostras foram diluidas na proporgdo de 1/100 e avaliadas pelo método
de captura de IgM antiToxoplasma gondii, utilizando o kit comercial “Toxoplasma
gondii IgM p-capture ELISA" (TOXM-016) da ELISA-IBL imuno-Biological
Laboratories® (Hamburgo, Alemanha). Este teste possui uma especificidade 99% e
uma sensibilidade de 96%.

3. 6. TESTE ELISA - Toxoplasma gondii IgM p-capture ELISA

3. 6. 1. Principio da Técnica

O teste p-capture ELISA {(Ensaio Immunoabsorvente Ligado & Enzima) é um
meétodo imunoenzimatico qualitativo de detengao das IgM antiToxoplasma gondii
que é baseada na técnica classica de ELISA. As cavidades de tiras de
microtitulagdo sdo a fase sdlida e estdo recobertas por IgM anti-humanas. Na
primeira etapa de incubagao os anticorpos especificos presentes nas amostras
ou controles ligam-se as IgM anti-humanas da fase sdélida. No final da
incubagdo, os componentes ndo ligados sdo retirados na etapa de lavagem.
Para a segunda incubagdo o conjugado (antigeno de Toxoplasma gondii,
peroxidase) ¢ adicionado ligando-se especificamente as IgM capturadas,
resultando na formagdo de imunocomplexos tipicos. Depois de uma segunda
etapa de lavagem para remover o excesso de conjugado, a solugdo
TMB/Substrato é adicionada. Ocorre o desenvolvimento de coloragéo azul que
muda para amarela depois da adigdo de acido para a finalizagédo da reacgso.
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3. 6. 2. Material Contido no Kit

1 placa — 12 microcavidades em tiras: Tiras com 8 cavidades recobertas com
IgM anti-humanas, selados com folha de aluminio.

Diluente de amostra (IgM): 1 frasco contém 110m! de tampéo, pH 7.2+0.2, cor
azul.

Solugdo Stop: 1 frasco com 15ml dé acido sulfurico 0.5 mol/l.

Solugio de Lavagem (20x conc): 1 frasco contéem 60 ml de tampédo de
lavagem, pH 7.210.2. |

Conjugado (100x conc): 1 frasco contém 0.25ml de antigeno de Toxoplasma
gondii, peroxidase.

Aditivo do Conjugado (100x conc): 1 frasco contém 0.25ml de tampao
aditivo.

Diluente do conjugado: 1 frasco contém 20mi de tampdo diluente do
conjugado.

Substrato TMB: 1 frasco com 15ml de 3,3", 5,5' — Tetrametilbenzidina (TMB).
Soro de “cut off”: 1 frasco com 3.0mi de solug&o de cor verde.

Controle Positivo: 1 frasco com 1.8ml de solugdo de cor vermelha.

Controle Negativo: 1 frasco com 1.8ml de solugéo de de cor amarela.

1 suporte de microcavidades.

2 folhas adesivas.

1 protocolo .

3. 6. 3. Material necessario nao fornecido no Kit

Leitor de ELISA para medigao de absorvancias a 450/620 nm
Incubadora

Equipamento manual ou automatico para lavagem de microplacas
Pipetas para a distribui¢do de volumes de 10 até 1000yl

Agua destilada ou desionizada

Tubos descartaveis para a diluigdo de soros

Cronémetro

Agitador Vortex.
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3. 6. 4. Procedimento do Teste

1- Prepararam-se as amostiras, a solugédo do conjugado e a solugdo de lavagem
com reagentes contidos no kit.

- A amostras foram diluidas na propor¢do de (1/100), misturando num
tubo de Eppendorf 1ml de diluente com 10ul de soro agitando-se
posteriormente com agitador Vortex.

A solucdo do conjugado preparou-se misturando num tubo de falcon
12m! de diluente com 120yl de conjugado (antigeno de Toxoplasma
gondii, peroxidase) e 120yl de aditivo, homogeneizando-se
posteriormente.
A solucdo de lavagem foi preparada misturando-se numa proveta 60ml
do liquido de lavagem com 1140ml de agua destilada perfazendo um
volume total de 1200ml.
A solugdo de substrato pronta para o uso néo foi diluida e foi mantida
fora do alcance da luz, segundo as recomendagdes do protocolo.
Para cada microplaca usaram-se as primeiras colunas para os quatro testes de
controle.
Pipetaram-se 100p! dos controles e amostras para os respectivos pogos da
microplaca, 100ul de controle negativo para os pogos B1 e C1, o controle
positivo para os pogos D1 e E1 e o calibrador “cutoff” para os pocgos F1 até H1.
Deixou-se o pogo A1 para o substrato branco (anexo VI).
Cobriu-se a placa com folha adesiva e incubou-se por uma hora a 37+1°C.
No fim da incubagao retirou-se a folha adesiva e lavou-se a placa 5 vezes num
lavador automatico. Apds a ultima lavagem inverteu-se a placa sobre um papel
absorvente para retirar qualquer excesso de liquido remanescente.
De seguida adicionaram-se 100ul da solug&o de conjugado em todos os pogos
excepto no pogo A1 reservado para o substrato branco.
Seguiu-se outra incubagdo a 37+1°C por uma hora, depois outra lavagem (5
vezeé).

Adicionaram-se 100yl da solugédo de substrato (TMB) em todos os pogos.
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9- Incubou-se durante exactamente 30min a temperatura ambiente (20 a 25°C) no
escuro enquanto se desenvolvia uma cor azul nos pogos contendo amostras
reactivas. .

10-Adicionaram-se 100pl da solugéo de acido suiftrico 0.5mol/l, (solugdo stop) em
todos os pogos para parar a reacgao.

11- Apds a adigdo da solugdo stop, procedeu-se a leitura das absorvancias de
cada pogo da microplaca a 450/620nm no leitor de ELISA de marca Multiskan
Ascent (V1.24 354-01695).

3.7. Critérios de Validagao e Interpretagao dos Resultados do
Ensaio

Segundo o fabricante do kit usado, para que o ensaio seja considerado valido é -
necessario que os seguintes resultados sejam alcangados:

Substrato branco : Valor da absorvancia inferior a 0.100.

Controle negativo: Abundancia de IgM inferior ao indice de Cutoff (COI) de 0.7
Controle positivo : Abundancia de IgM superior a 2.0 COI.

Soro de “cutoff’: Valor da absorvéancia de IgM entre 0.2 ¢ 0.6 .

As amostras com o COl superior a 1.1 COIl foram consideradas positivas,
negativas com o indice de “cutoff” inferior a 0.9 COI, sendo as amostras com o
COl entre 0.9 e 1.1 COI consideradas duvidosas.

3.8. Informatizagao e Analise Estatistica dos Dados

Os dados referentes ao inquérito e analises clinicas para cada uma das variaveis
em estudo foram introduzidos numa base de dados elaborada no programa Epi

Info 2000 e analisados no mesmo.

Foram apresentados em forma de gréaficos, tabelas e redacgfo. Foi feita a

comparagao dos resultados da prevaléncia de IgM especificos antiToxoplasma

correspondentes aos estagios clinicos da infecg@o sintomatica por HIV e por
Sexo..
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O teste t-student foi usado para a comparacdo das idades médias entre os

sexos masculino e feminino (Bourke et al.,1985).

O teste de X? foi usado para a comparagdo das proporgdes de IgM por estagios
clinicos e por sexo. Quando o numero de observagbes fosse menor que 5 foi
usado o teste exacto de Fisher (Kirkwood, 1997; Bourke et al., 1985).

3.9. Consideragdes Eticas

O protocolo deste estudo foi submetido e aprovado pelo Comité Nacional de
Bioética para a Sadde. |

No inicio do estudo foi efectuado contacto com os responsaveis do local onde o
mesmo se realizou, de modo a explicar' a esséncia do trabalho e com a
finalidade de estimular a participagdo e cooperagéo no estudo.

A participagdo dos pacientes no estudo foi voluntaria e precedida de uma
explicagdo do objectivo do estudo e procedimento apos a colheita das amostras.
Para tal foi lida uma folha de informagado aos pacientes em que eram explicados
0s objectivos, procedimentos, riscos e beneficios, deveres dos investigadores e
participantes do estudo. Foi dado tempo suficiente para o paciente decidir se
pretendia ou ndo fazer parte do estudo, estando absolutamente livre de
renunciar da sua decisdo, sendo claro que a sua decisdo ndo iria afectar de
forma alguma os cuidados médicos que viesse a necessitar no futuro. Apds o
esclarecimento sobre os objectivos, procedimentos, riscos e beneficios do
estudo, todos os pacientes assinaram o formulario de consentimento informado,
de forma livre e esclarecida (anexos Il e IV).

Os dados foram colhidos de forma ndo relacionada, isto é, os registos dos dados
ndo incluiram a identificagdo dos individuos que participaram no estudo. Foi
também clarificado que em caso de lhe ser diagnosticado a infeccdo cada

paciente sera informado pelo médico que o acompanha.
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4. LIMITACOES E ENVIESAMENTOS

O estudo realizou-se usando uma unica amostra de sangue de cada doente,
facto que ndo permite avaliar com precisao o estado da infecgdo como seria se
se realizasse com duas amostras pareadas como seria recomendavel.

Com os resultados do presente trabalho nao se pode afirmar de forma
conclusiva que os pacientes reactivos encontram-se no estado de infecgéo
agudo, devido & persisténcia em certos pacientes destes anticorpos por longo
tempo, principalmente quando se usam testes serolégicos de alta sensibilidade

como & o caso do teste utilizado no presente trabaiho.
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5. RESULTADOS

5.1. Caracterizagdo da Populagdo Estudada

As caracteristicas sociais e clinicas relevantes da populagéo estudada, foram o
sexo, idade, estado civil, profissdo, local de residéncia, ano de diagnostico da

infecgdo por HIV, estagio clinico e tratamento.

5.1.1. Caracterizacio Social
Dos 120 doentes de SIDA, investigados 50 pacientes eram do sexo masculino
correspondendo a 41.7% (IC 95%[32.7%-51.0%]) e 70 do sexo feminino,

correspondente a 58.3% (IC 95%[49.05-67.3%)}).

3%

H Masculino
[0 Feminino

Femining

Figura 1. Distribuigdo dos pacientes de acordo com 0 sexo.

A idade média observada na amostra estudada foi de 36.3 + 9.99 anos, variando
de 19 a 66 anos, sendo a moda de 32 anos. Os ind_ividubs do sexo masculino
tinham uma idade média significativamente mais alta (39.7anos) que os
individuos do sexo feminino (33.8 anos) (P=0.0012) como apresentado na tabela

1.
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Tabela 1. Idade média (anos) dos pa_cientes por sexo.

Desvio
Sexo Media Padrao Moda Minima |Maxima

Masculino (n=50) 39,7 10,1 37 24 66
Feminino (n=70) 33,8 9,23 23 19 63

b

Total 36,3 9,99 N 32- A9 66

4

5.1.1.1. Estado civil

Em relagdo ao estado civil dos pacientes estudados, constatou-se que a maior
parte (43.3%) era solteira. Pode se obseivar que 62.% dos pacientes do sexo

masculino eram casados e 51.4% do sexo feminino eram solteiros (Figura 2).

N=120

mCasado/a

B Divorciado/a
M Solteiro/a
OViuvola

Masculino Feminino
Sexo

Figura 2: Distribuigdo dos pacientes de acordo com o estado civil.

-~
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5.1.1.2. Ocupacéao

Oitenta pacientes (66.7%), de ambos os sexos incluidos no estudo eram
desempregados ou nunca tinham tido emprego. A percentagem de

desempregaidos era maior no sexo feminino (87.1%), em relagdo ao sexo

masculinc era (38%).

5.1.1.3. Local de Residéncia

A maior parte dos pacientes (92.8%), era residente na cidade de Maputo e os
restantes eram provenientes de zonas fora da cidade. De entre os pacientes

residentes na Cidade de Maputo, 81.6% era proveniente na zona suburbana.

5.1.2. Caracterizacgao Clinica

5.1.2.1. Ano de diagnéstico do HIV

O diagnostico de seropositividade ao HIV nos pacientes incluidos neste estudo
foi efectuado no periodo de, 1996 a 2003, entre os quais 74.2% diagnosticados
no ano de 2003, sendo notével que um nimero marcadamente menor de

pacientes foi diagnosticado nos anos anteriores.
N=120

1997(0,8%) 1998(1,7%)
1 9%(0,8%)\\

2002(13,3%)

2003(74,2%)

Figura 3: Distribuicao dos pacientes por ano de diagnostico de HIV
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5.1.2.2. Estagio Clinico da infecgdo por HIV

A Figura 4 apresenta a percentagem de pacientes incluidos no estudo de acordo
com o estagio clinico da infeccao pelo HIV. Pode se observar que a maior parte
se encontrava no estagio 2 e 3, nao tendq sido encontrado nenhum paciente no
primeiro estagio.

N=120

O primeiro
Osegundo
W@iterceiro
#quarto

L.

primeiro segundo terceiro quarto

Estagio clinico

Figura 4: Distribuigao dos pacientes segundo o estagio clinico

5.1.2.3 Quimioprofilaxia e Tratamento Antiretroviral

Os resultados do presente estudo, mostram que todos os pacientes
regularmente acompanhados no Hospital de Dia do Hospital Central de Maputo
recebiam tratamento quimioprofilatico (cotrimoxasol), € nenhum pat;i-ente relatou
ter recebido tratamento especifico ' para prevengdo da toxopiasmose. A
percentagem de pacientes que para‘ alré-m do tratamento quimioproﬁlético,
também faziam tratamento com antiretrovirais (ARVs) é de 3.3%, como esta

representado na figura 5.
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N= 120

100%;
80%-
60%-]

|
I
£

‘ ‘ @ antibiotico s/ ARVs
40% ‘ D antibiotico + ARVs

20%-

0% - — .
antibiotico s/ ARVs  antibiotico + ARVs

Tratamento

Figura 5: Distribuigdo dos pacientes de acordo com o tratamento

5. 2. Abundancia de IgM antiToxoplasma gondii.

5.2.1. Determinacio dos “indices de Cutoff’ (COI).

A abundancia de IgM nas amostras de cada participante, foi estimada aplicando a
equacéio abaixo apresentada para o célculo do cutoff index ‘“indice de cutoff”
(COV). O valor das densidades opticas (DO) de cada amostra foi comparado com a
média da DO do soro de “cutoff’ (triplicado em cada placa). Foram consideradas
positivas todas amostras com uma DO superior @ média da DO do soro de “cutoff”.
A mesma equacgdo foi aplicada para a validagao dos controles {negativo e

positivo).

Equagio de calculo da abundancia de IgM

média da DO de cada um dos controles
(negativo e positivo) ou da amostra

média da DO do “cutoff”

Abundéncia de IgM antiT.gondii =

A tabela 2 apresenta as DO dos controles (negativo e positivo), do soro de
scutoff” e do substrato branco em cada uma das trés placas de teste.
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Tabela 2: Densidades 6pticas dos controles por placa

Densidades opticas
Controles Placal Placa ll Placa lll
Substrato branco 0,008 0,009 0,014
Controle negativo 0,048 0,053 0,058
Controle positivo 0,928 1,171 1,163
Soro de "cutoff” 0,200 . 0,211 0,226

Aplicando os critérios de positividade referidos anteriormente, verificou-se que a
abundancia de IgM nas amostras positivas variou entre 1,12 e 2,1 COI (Média=
1.57; DP=0.35). \

5. 3. Prevaléncia de portadores de IgM antiToxoplasma gondii

A prevaléncia de portadores de IgM foi calculada com base no nimero das
amostras positivas por total das amostras testadas. Das 120 amostras testadas
6 foram positivas, correspondente a 5 % (IC 95% [1.9% - 10.6%])). Destas,
observou-se que cinco (5) amostras também eram positivas para o teste de 1gG,
resultado obtidos em um estudo realizado aos mesmos pacientes. Trés destas

apresentaram IgG em concentragdes elevadas (tabela 3).

Tabela 3: Abundancia de IgM e a concentragéo de IgG Ul/ml das amostras

reactivas.

Abundincia de IgM | Concentragdo de IgG
(teste de IgM) (*)

1,34 COI 290,6 Ul/ml

2,10 COl 223,35Ul/mi

1,38 COi 109,57 Ul/ml
1,77 COI Negativo

1,72 COI 54,76 U/ml

1,12 COl 43,34Ul/mi

Amostras

. (*) Dados refirados do trabalho sabre “Prevaléncia da toxoplasmose em doentes com HIV/ISIDA no Hospital
de Dia do HCM" (Luis, S.., 2004).
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Para verificar se nas amostras positivas a presenga de IgM especificas
antiToxiplasma gondii estava associada ao estagio clinico de infecgao
sintomatica pelo HIV, foi feita a comparagéo da prevaléncia dos portadores das
igM por estagio clinico. As IgM foram detectadas em 2.5% pacientes do estagio
2 e 2.5% do estagio 3, ndo tendo sido detectadas em nenhum paciente do
estagio 4 (figura 5). A diferenga entre os estagios clinicos 2 e 3 em relagéo ao 4
é estatisticamente significativa (P <0.0001).

N=120

Estagio clinico

Figura 5: Prevaléncia de IgM antiToxoplasma gondii por estagio clinico.

Visto que maior parte dos pacientes recebia tratamento quimioprofilactico com
base em cotrimoxasol sem tratamento por antiretroviral a comparacdo da
prevaléncia de portadores de IgM nestes dois grupos néo & possivel, além de
que nao foram diagnosticados anticorpos IgM em nenhum dos poucos pacientes

que faziam tratamento por antiretrovirais neste estudo.

Em relagdo ao sexo, a prevaléncia de portadores de IgM foi mais alta nos
individuos do sexo masculino 8% (Tabela 4). Contudo, esta diferenga nao é

estatisticamente significativa (P = 0. 3944).

Tese de Licenciatura Paulo Arnaldo, Maputo, 2005 28




Prevaléncia de portadores de IgM antiToxeplasma gondii em doentes de SIDA no HDD do HCM

Tabela 4. Prevaléncia de IgM por sexo.

Sexo ! Percentagem I.C.
Masculino 8% [2,2 -19,2]
Feminino ' 2,6% (0,3 -9,9]

Total 5% [1,9-10,6]
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6. DISCUSSAO

O presente estudo, reporta a primeira avaliag8o serologica da prevaléncia de
portadores de IgM especificas antiToxoplasma gondii em doentes de SIDA em
Mogambique.

A prevaléncia de portadores de IgM neste estudo foi de 5%. Esta prevaléncia é

similar a relatada em investigagdes seroepidemiolégicas realizadas em outros

Paises, Dorouin et al. (1991) na Franga; Roca et al. (1996), em Espanha e
Wanachiwanawin et al. (2001) na Tailandia encontraram prevaléncias de
portadores de IgM antiToxoplasma gondii de 4.8%, 3% e 4.5%, respectivamente.
Prevaléncias relativamente menores foram encontradas por Dorouin et al., 1996
na Franga, 0,61%, e Ramiréz et al., 1997, 1%, enquanto Sykora et al (1992) ndo
encontraram nenhum paciente com IgM em 67 pacientes testados.

A reactivagdo de infecgGes cronicas por Toxoplasma gondii é geralmente
acompanhada pela elevagdo das concentragdes de IgG e IgM, com base no
conceito de que os taquizoitos libertados através da rotura dos quistos teciduais
s&do capazes de induzir a resposta imune primaria, no entanto ndo é sabido até
que nivel ha elevagdo da concentragdo de IgM nestes doentes (Méchain ef al.,
2000). Segundo Lappalainen e Hedman, (2004); Suzuki et al, (2001), a
tendéncia de persisténcia de IgM por muito tempo apés infecgdo primaria,
observada em certos pacientes, dificulta a sua interpretagéo. O presente estudo
ndo permite concluir se se trata de infecgbes primarias ou de reactivagdo de
infecgdes cronicas.

No presente estudo, foi assumido que o resultado positivo resultante de uma
unica medi¢do de IgM em um individuo como indicativo da decorréncia de uma
infecgféo aéuda. No entanto, alguns estudos relatam que nos pacientes com
HIV/SIDA, um teste realizado em uma Unica amostra ndo é suficiente para

definir a ocorréncia duma infecgdo aguda, porque na maior parte dos casos, o
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seu perfil serologico € semelhante ao encontrado na populagdo geral (Mechain
et al., 2000; Sykora et al.,1992; Rey, 1991).

A combinag&o dos resultados do teste de detecgdo na mesma amostra de IgG e
IgM ou de IgM em duas amostras seriadas com diluicGes sucessivas tém sido
usados para melhor definir o diagnostico (Montoya e Remington, 2000; citado
por Subauste C., 2004). Em estudos realizados envolvendo doentes de SIDA,
Garly et al. (1997), Zufferey et al. (1993), baseados em uma Unica amostra,
observaram que os pacientes estudados eram reactivos para o teste de IgM com
niveis de IgG elevado cujo diagnostico era de Toxoplasmose aguda.

As amostras usadas neste estudo tinham anteriormente sido testadas para IgG.
Nos seis pacientes detectados como portadores de IgM no presente estudo,
maior parte (5) sdo portadores de IgG antiToxoplasma gondii, dos quais trés em
concentragbes elevadas (Luis, S., 2004). Segundo Villena et al. (1999), a
detecgdo de IgG anti-Toxoplasma gondii em concentragbes elevadas é
sugestiva da decorréncia de uma infecgdo recentemente adquirida ou a
reactivagio de infecgdo cronica. Assim, a detecgdo simultanea de IgG em todos
0s pacientes reactivos ao teste de IgM parece indicar que os mesmos estavam
na fase aguda da infecgdo toxoplasmica.

Maior parte dos portadores de IgM estava nos estagios clinicos precoces da
infecgdo pelo HIV. Este resultado pode dever-se a um enviesamento de
selecgdo inerente a este estudo, j& que a maior parte dos pacientes que
frequentam o Hospital de Dia, encontram-se no 2 e 3 estagios clinicos da
infecgdo pelo HIV, estagios em que os seus sistemas imunes estdo ainda
relativamente funcionais e capazes de uma resposta imune para controlar a
infecgdo por Toxoplasma gondii. Assim, pacientes nos estagios clinicos mais
avangados estdo sub-representados neste estudo, sendo de crer que os que
estavam nos estagios mais avangados néo estivessem mais em condi¢ées de se

deslocar ao Hospital de Dia, recebendo alternativamente tratamento domiciliario.
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Dos pacientes incluidos neste estudo a maioria foi diagnosticada como estando
infectado pelo HIV no ano de 2003, sendo maior parte nos estagios 2 e 3. Este
facto sugere que o diagnostico da infecgio pelo HIV tem frequentemente lugar
somente apés o aparecimento de sinais e sintomas, fase em que o tempo de
sobrevivéncia € limitado. Por isso, s6 uma reduzida propor¢do dos que foram
diagnosticados em anos anteriores ainda frequenta o Hospital de Dia e portanto
foi incluido na amostra.

A proporgéo de pacientes que faziam tratamento por antiretrovirais era muito
baixa porque no Hospital de Dia este tratamento nao incluia todos doentes em
qualquer estagio, sendo feito apenas em pacientes que estavam em estagio da
doenga mais avangado, geralmente individuos com contagem de células TCD4*
inferior a 200 cel/mm? (Cruz, V. 2004, comunicagéo verbal). Isto acontece nao s6
devido ao alto custo na aquisicdo do medicamento, mas também para evitar
incumprimentos no tratamento devido a interrupgao da medicagdo em alguns

pacientes que iniciam o tratamento em estagios iniciais da infec¢do por HIV.

Cotrimoxasol € um farmaco frequehtemente usado para o tratamento profilatico

de doengas oportunistas do SIDA, sendo eficaz na prevencio de toxoplasmose

———

na maioria dos casos. Apesar de ndo eliminar por completo a infecgdo
toxoplasmica, evita a reactivagdo de infecgfes crénicas que sao frequentes e
geralmente fatais nos doentes de SIDA (Dourin et a/ 2000). Portanto o facto de
ios pacientes que fizeram parte deste estudo estarem submetidos a este
/tratamento pode constituir um contributo importante na prevengdo da

reactivagao de infecgdes toxoplasmicas latentes nestes doentes.

A caracterizagéo social dos individuos incluidos neste estudo demonstra que
maior parte dos doentes de SIDA sob tratamento no Hospital de Dia do Hospital
Central de Maputo é do sexo feminino. Esta constatagio deve se
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provavelmente, entre outros factores, ao facto de as mulheres serem mais
vulneraveis a infecgao pelo virus do HIV do que os homens (MISAU,1999).

%0 facto de a maior parte dos pacientes estudados ser residente nas zonas
$suburbanas da Cidade de Maputo onde as condigdes de higiene sao precarias,
'sugere que o risco de aquisicdo de infecgdes por Toxoplasma gondii nestes
,:individuos seja maior, ja que tais condigbes parecem jogar papel preponderante

,na disseminagéo da infec¢do em Humanos (Diaz-Suarez, ef al. 2003).

Os resultados no presente estudo, quando relatados em simultdneo com os
resultados obtidos por Luis, S., 2004, demostram que a toxoplasmose € uma
das infecgdes mais prevalecentes em doentes de SIDA em Mogambique. O facto
de 5% dos pacientes em estagios 2 e 3 da infecgdo por HIV terem sido
diagnosticados como portadores de IgM antiToxoplasma gondii terem infecgéo
aguda, sugere que em estagios mais avangados a prevaléncia possa ser ainda
maior devido a sua imunodepressao profunda.

Mais estudos sao necessarios neste € em outros grupos de pacientes em risco
de desenvolver infecgdes severas por este parasita. Por outro lado mostrou-se
que a pesquisa de anticorpos antiToxplasma gondii através da técnica de ELISA
pode dar um contributo importante na identificacac de doentes de SIDA com
infecgdes latentes por Toxoplasma gondii, sendo uma técnica de simples
execugao, financeiramente mais acessivel, alcangando resultados similares aos

obtidos por outras técnicas cuja utilizagao requer laboratérios bem equipados.

E de realgar que apesar deste método ter fornecido resultados compativeis de
infecgdo aguda € sempre necessario que estes sejam confirmados pelo

diagnostico clinico e testes de detecgdo de antigeno.
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7. CONCLUSOES

Segundo os resultados obtidos no presente estudo conclui-se :

b

» A prevaléncia de portadores de IgM especifica antiToxoplasma gondii em
doentes de SIDA no Hospital de DIA do Hospital Central de Maputo &
baixa e é semelhante & situagdo observada nos outros paises.

A prevaléncia de IgM especifica antiToxoplasma gondii nos pacientes em
estagios clinicos 2 e 3 de infecgdo por HIV foi mais elevada que em
pacientes no estagio 4. '

* A detecgdo de IgM especificas antiToxoplasma gondii quando

complementado com a deteccéo de IgG é indicativo de infecgdo aguda.
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8. RECOMENDAGOES

v Criar condigbes para que o diagnéstico laboratorial da toxoplasmose seja
feito nas unidades sanitarias de referéncia para permitir que as suspeitas
clinicas possam ter uma confirmagéo diagnostica laboratorial.

v A determinagdo de anticorpos antiToxoplasma gondii seja recomendado
como teste de rotina em todos pacientes com HIV para detectar infecgées
latentes por Toxoplasma gondii.

v" Realizar em doentes de SIDA a pesquisa de IgG como primeiro teste e
periodicamente o teste de IgM a fim de acompanhar a evolugdo da
infecgéo.

v" Promover orientagbes educativas sobre as fontes e as formas de
transmiss&o bem como as praticas de prevengdo da toxoplasmose, tais
como consumir sempre carne bem cozida, lavar as m3os depois das
actividades que envolvam contacto com o solo e apés contacto com
gatos, principalmente em individuos com HIV/SIDA.,

Assegurar que o tratamento quimioprofildtico e antiretroviral seja feito em
‘todos pacientes com HIV e seropositivos para o Toxoplasma gondii para

prevenir a toxoplasmose cerebral associada ao SIDA e outras parasitoses
oportunistas.

Efectuar mais estudos para melhor avaliar os factores de risco da

infecg@o por Toxoplasma gondii nos diferentes pontos do pais.
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10. ANEXOS
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ANEXO |

Fig. 1: Ciclo de vida do Toxoplasma gondii

Os gatos (Felis catus), hospedeiros definitivos do Toxoplasma gondii, infectam-
se ao ingerir ooquistos esporulados ou (mais frequentemente) animais
infectados. Os ooquistos s8o0 infecciosos para maior parte dos mamiferos e
aves. O Toxoplasma pode ser transmitido para hospedeiros intermediarios
através de ooquistos, pelo carnivorismo, ou transplacentalmente (Dubey ef al.,
1998).
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ANEXO [l ,
Criterios de infecgdo sintomatica por HIV (Ahrtag, 1994}

Uma pessoa tem infecgédo sintomatica por HIV se nela se encontrarem:

- Um ou mais achados cardinais,

- Dois ou mais achados caracteristicos,

- Um achado caracteristico e dois ou mais achados associados

- Trés ou mais achados associados juntamente com quaisquer factore de risco
- Dois achados associados com um resultado positivo nos testes HIV,

Achados associados (se ndo houver nenhuma outra causa 6&bvia de
imunosupressao)

1. Perda de peso recente e ou inexplicada de mais de 10% de peso corporal

2. Febre (continua ou intermitente) ha mais de um més,

3. Diarreia (continua ou intermitente) ha mais de um més,

4. Tosse ha mais de um més,

5. Linfadenopatia generalizada, etc.

Achados cardinais
1. Retinite por citomegalovirus
2. Pneumonia por Pneumocysts carinii
3. Sarcoma de kaposi
4. Candidiase esofégica
5. Encefalite por Toxoplasma gondii

Achados caracteristicos (se ndo ha nenhuma outra causa Obvia de
imunossupressao, tal como a malnutrig&o)

1. Estomatite (doente que ndo esta a tomar antibiéticos)

2. Leucoplasia pilosa

3. Meningite criptocéccica

4. Tuberculose miliar e extrapulmonar

5. Prurido marcado, etc.
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ANEXO I
UNIVERSIDADE EDUARDO MONDLANE
FACULDADE DE MEDICINA
DEPARTAMENTO DE MICROBIOLOGIA {(SERVICO DE PARASITOLOGIA)

Prevaléncia de anticorpos IgM especificas antiToxoplasma
gondii em paciehtes com HIV/SIDA

Boletim de informagao para o consentimento informado dos participantes

Para melhor compreender a frequéncia de doentes de SIDA com toxoplasmose.
Pretende-se com este estudo saber qual é a prevaléncia de infecges agudas
nestes pacientes. Para atingir este objectivo precisaremos fazer algumas
perguntas (inquérito) e colher amostras de sangue em pacientes que aceitarem
participar do estudo para diagndstico laboratorial. Fazem parte do estudo,
investigadores do Departamento de Ciéncias -Biologicas da Faculdade de
Ciéncias e do Departamento de Parasitologia de sangue do Instituto nacional de
Saude. A toxoplasmose é uma doenga que ocorre em seres humanos assim
como em varias espécies de animais .

A doenga ocorre sem registo de sintomas marcados em individuos com as
defesas do organismo funcionais por teda a vida. Por isso muitas pessoas
podem estar infectadas por este parasita causador da doenga sem apresentar
sintomas ou sinais.

Nessas mesmas pessoas, quando as defesas do organismo enfraquecem por
diversas causas incluindo a SIDA podem desenvolver a doenga por reactivagéo
da infecgdo cronica com sintomas graves. Nestes individuos os principais
sintomas da doenga sdo resultantes de complicages neuroldgicas que podem
resultar em lesdes no cérebro.

Por essa razdo a toxoplasmose , sendo uma das doengas oportunistas do SIDA

é cada vez mais importante na satde publica devido a disseminagdo do

HIV/SIDA.

Tese de Licenciatura Paulo Amaldo, Mapute, 2005 47




Prevaléncia de portadores de IgM antiToxoplasma gondii em doentes de SIDA no HDD do HCM

Sabendo com antecedéncia se o individuo estd infectado pelo. parasita permite
seguir e recomendar medidas profilaticas e tratamento para estes doentes a fim
de diminuir o risco de complicagdes cerebrais sérias.

Pelo de a frequéncia com que a toxoplasmose ocorre em Mogambique ndo ser
conhecida, pretende-se realizar um estudo em individuos com SIDA para saber
a percentagem de pacientes com SIDA activamente infectada, informag&o que
vai permitir a tomada de medidas concretas para o controle da doenga e evitar
toxoplasmose cerebral.

Para este estudo pretendemos envolver pessoas com mais de 18 anos de idade.
Caso queira participar no pressente estudo sera colhida uma amostra de 2.5 ml
de sangue retirada da veia.

Por participar no estudo ficard a saber se esta ou ndo infectado por este
parasita . Os resultados das analises laboratoriais serdo encaminhadas para o
médico da unidade sanitaria onde estd a ser atendido que decidird pelo
tratamento mais adequado e se responsabilizara pelo mesmo.

Todo o material usado para a colheita da amostra estara devidamente
esterilizado pelo que vocé n&o corre nenhum risco de ser contaminado por uma
outra doenga.

Para garantir a confidencialidade o seu nome ndo sera usado na analise dos
resultados e ndo constara na elaboragdo do relatério final do trabalho , sendo
este substituido por um cédigo que s6 o médico que estd a tratar podera
conhecer. O médico ira informa-lo dos resultados das analises laboratoriais .

Os membros da equipa do estudo estardo sempre disponiveis para dar
qualquer informag&o que necessite acerca do estudo , a qualquer momento.

A sua participagdo no estudo & absolutamente voluntaria estando livre de
renunciar dela, decisdo que ndo ira de forma alguma afectar os cuidados
médicos que venha a necessitar no futuro.

Se aceitar participar neste estudo Ihe sera pedido que assine um documento no
qual declara que entendeu a informagéo que leu ou Ihe foi lida e que consente

em participar no estudo.
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ANEXO IV

UNIVERSIDADE EDUARDO MONDLANE
FACULDADE DE MEDICINA
DEPARTAMENTO DE MICROBIOLOGIA (SERVICO DE PARASITOLOGIA)

Prevaléncia de anticorpos IgM especificas antiToxoplasma

gondii em pacientes com HIV/SIDA

Nome do paciente: ......ccccceviimniinniiniiinnnnen, Nimero de estudo: ......ccvveeveeevivene.

Confirmo que me foi lido/li o Boletim de Informagdo para consentimento
informado e compreendi o seu conteido. Tive a oportunidade de colocar

questdes relacionadas com o estudo.

Estou ciente de que sera colhida amostra de sangue venoso. Estou ciente que
no acto de colheita da amostra de sangue poderei sentir alguma dor local que

passara depois de algum tempo.

Estou ciente que a minha informagéo pessoal serd mantida confidencial e s0

sera utilizada para fins do estudo.

Estou ciente de que pelo facto de participar no estudo se me for diagnosticada
infecgdo toxoplasmica e eventualmente encefalite a responsabilidade do

tratamento sera da equipe clinica da unidade sanitaria onde estou a ser tratado.

Estou ciente de que ndo sou obrigado/a a participar no estudo e que posso
abandonar o mesmo a qualquer momento e que tal ndo tera interferéncia nos

cuidados médicos a receber no futuro.

Assinatura ou impressao digital do paciente: ...,
Data: / /
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Li o acima mencionado ao paciente
idioma que ele/ela entende. Entendo que ele/ela concordou com a sua

participagdo neste estudo.

Assinatura Investigador:

Confirmo que testemunhei a leitura do Boletim de Informag&o ao paciente

ASSINGIU A S EMIUNIA. oeiivieeereeeeeieteeierresreersrsrarssnserasserneesnnreanssasernraresnen

Data:
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ANEXO V

UNIVERSIDADE EDUARDO MONDLANE
FACULDADE DE MEDICINA
DEPARTAMENTO DE MICROBIOLOGIA (SERVICO DE PARASITOLOGIA)

Prevaléncia de anticorpos IgM especificas antiToxoplasma

gondii em pacientes com HIV/SIDA
FICHA DE COLHEITA DE DADGS

A) Informacgdo Sobre Os Inquiridos

1. Inqueérito n.% |__|__|_| 2. Data: |__|_J/|__|__}f2004
3ND:_ || . Naturalidade (provincia):
] Y Y
5. Residéncia, (Bairro): ||| || |_|_|__| ||
6. |[dade: |__|__| anos 7.8exo: M |_| F ]
8. Profissdo: |__|__ ||+ 1| |11
9. Estado civil : Casado/a |__|Solteiro/al__|Viuvo/a |__|Divorciado/a |__|
10. Ano de diagnastico de HIV : |__|__|
11. Estagio Clinico 1°_1 2°_1 3°1_| 4°1_|
12. Tratamento com antibidticos *SIM|__| NAO |_|
* Ha quanto tempo |__|__| Meses

~

13. Tratamento com anti-retrovirais *SIM|_| NAO [_|
* Ha quanto tempo |__|__| Meses
14. Amostran.® |__ | |_|

B) Analises Laboratoriais

RESULTADOS
15. Teste de ELISA

IgM

Data:|_ [ ¥ {_ |/2004
Investigador: |__|__|_|
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ANEXO VI

Disposigao dos controles na placa

1 12 |3 |4 |5
S.B

C.P
C.P
C. N
C.N
S.cutoff
S.cutoff
S.cutoff

S. B. - Substrato branco
C. P. -Controle positivo
C.N. -Controle negativo

S. Cutoff- soro de “cutoff”
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