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_Resumo

O estudo foi realizado com o objetivo de descrever as caracteristicas de-
mogréaficas de pacientes com quadro clinico suspeito de toxoplasmose.
O diagndstico laboratorial destes casos foi confirmado no Laboratério
Nacional de Referéncia em Infecées Parasitarias e Fingicas do Instituto
Nacional de Satde Doutor Ricardo Jorge, entre janeiro de 2009 e dezem-
bro de 2020. Toxoplasma gondii € um protozoario intracelular obrigato-
rio e o agente etiolégico da toxoplasmose, que pode infetar a grande
maioria dos vertebrados, incluindo humanos. A transmissao da infegao
toxoplasmatica ocorre pela ingestdo de qualquer uma das formas de
resisténcia (sejam os cistos contidos na carne de animais infetados ou
0s oocistos expelidos nas fezes de felinos que, no solo e ap6s a esporu-
lagdo, tornam-se infeciosos e contaminam os alimentos e a agua), bem
como a transmissao placentaria, por meio da passagem dos taquizoitos
da mée para o feto. Para o diagnostico laboratorial da infe¢céo adquirida,
foram utilizados métodos sorolégicos (Aglutinagao Direta (AD), Ensaio
Fluorescente Enzimatico (ELFA), Ensaio de Aglutinacdo Imunoabsorvente
com Imunoglobulina (ISAGA), e Immunoblot (IB) e métodos moleculares
(PCR em tempo real) amplificagdo da regido repetida do REP-529pb.
Para o diagnostico laboratorial da infegcdo congénita (pré e pds-natal),
foram realizadas as mesmas metodologias descritas anteriormente, bem
como a inoculacdo em camundongos utilizando diferentes produtos
biolégicos, nomeadamente sangue materno e recém-nascido, liquido
amniotico e placenta. Durante o periodo de estudo de 12 anos, foram
analisadas amostras bioldgicas de 6.658 casos suspeitos de toxoplas-
mose, dos quais 1.663 casos positivos foram confirmados (25%). Destes,
1.638 (98,5%) correspondem a pacientes com infe¢cdo toxoplasmatica
adquirida e 25 (1,5%) a pacientes com infegcdo toxoplasmatica congénita.
Os resultados indicam que a identificacdo dos casos de toxoplasmose
no estudo corrobora os resultados referenciados em estudos anteriores
e demonstra a importancia do diagndéstico laboratorial e da vigilancia
sistematica desta infegao. Essa vigilancia é particularmente importante
em gestantes e em individuos imunocomprometidos, por se tratar de
grupos populacionais onde essa parasitose é responsavel por elevados
indices de morbidade e letalidade.

_Abstract

The study was carried out with the objective to describe the demo-
graphic characteristics of patients with a suspected clinical picture of
toxoplasmosis. The laboratory diagnosis of these cases was confirm at
the National Reference Laboratory for Parasitic and Fungal Infections of
the National Institute of Health Doctor Ricardo Jorge, between January
2009 and December 2020. Toxoplasma gondii is an obligate intracellu-
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lar protozoan and the etiologic agent of toxoplasmosis, which can infect
the vast majority of vertebrates, including humans. The transmission
of toxoplasmic infection occurs by ingesting any of the forms of resist-
ance (whether the cysts contained in the meat of infected animals or the
oocysts expelled in the feces of felines that, in the soil and after sporula-
tion, become infectious and contaminate food and water), as well as pla-
cental transmission, through the passage of the mother's tachyzoites to
the fetus. For the laboratory diagnosis of acquired infection, serological
methods were used (Direct Agglutination (AD), Enzyme-Linked Fluores-
cent Assay (ELFA), Immunoglobulin Immunosorbent Agglutination Assay
(ISAGA), and Immunoblot (IB) and molecular methods (real-time PCR)
amplification of the REP-529bp repeated region. For the laboratory
diagnosis of congenital infection (pre and postnatal), the same method-
ologies described previously were carried out, as well as the inocula-
tion in mice using different biological products, namely maternal and
new-born blood, amniotic fluid and placenta. During the 12-year study
period, biological samples from 6658 suspected cases of toxoplasmosis
were analysed, of which 1663 positive cases were confirmed (25%). Of
these, 1638 (98.5%) correspond to patients with acquired toxoplasmic
infection and 25 (1.5%) to patients with congenital toxoplasmic infec-
tion. The results indicate that the identification of toxoplasmosis cases
in the study corroborates the results referenced in previous studies and
demonstrates the importance of the laboratorial diagnosis and the sys-
tematic surveillance of this infection. This surveillance is particularly
important in pregnant women and in immunocompromised individuals,
as they are population groups where this parasitosis is responsible for
high rates of morbidity and lethality.

_Introducéo

O Toxoplasma gondii (T. gondii) € um protozoario intrace-
lular obrigatorio, pertencente ao filo Apicomplexa, e um
dos parasitas com maior distribuicdo geografica a escala
mundial, dada a sua capacidade de infetar a grande maio-
ria dos vertebrados, incluindo a espécie humana (1:2). Esti-
ma-se que um terco da populagdo mundial tenha ja sido
infetada com T. gondii pelo que a prevencdo, o diagnos-
tico e o tratamento desta parasitose é de grande importan-
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cia clinica e veterinaria (2:3). O protozoario T. gondii apre-
senta um de vida de reprodugéo assexuada, que ocorre em
diversos tecidos dos hospedeiros intermediarios-mamife-
ros (Homem incluido) e aves, e de reproducédo sexuada na
mucosa intestinal dos gatos que sdo os hospedeiros defi-
nitivos deste protozoario (4.

A infecao nos humanos pode ser adquirida, por ingestao de
carne malcozinhada contaminada com quistos de T. gondii,
por ingestao de odcitos a partir de alimentos, solo ou aguas
contaminadas com fezes de gato, através de transfusdes de
sangue ou transplante de 6rgados contaminados; por trans-
missdo transplacentaria e por inoculacao acidental de taqui-
zoitos ().

Esta parasitose é quase sempre assintomatica no caso dos
pacientes imunocompetentes (4). Ainda assim, em algumas
situagdes a infegdo pode apresentar sintomas ligeiros tais
como febre, fraqueza muscular e linfadenopatias (°). Nos
individuos imunocomprometidos pode ocorrer a reativagéo
de uma infecéo latente por Toxoplasma gondii. Individuos
com infecdo por VIH e transplantados sdo exemplos em que
a toxoplasmose é a causa mais comum de lesdes cerebrais
e uma das infecOes oportunistas mais frequentes nos indi-
viduos imunocomprometidos podendo causar a morte. A
corioretinite surge também frequentemente nestes pacien-
tes por reativacao ocular (6).

A infecé@o por T. gondii pode ser transmitida congenitamente
se a gravida adquirir a infecédo durante a gestacdo, pois o
parasita atravessa a placenta e pode infetar o feto. O risco
de transmissado ao feto aumenta a medida que a gravidez
progride, sendo que a gravidade da doenca diminui (7:8). As
principais manifestacdes clinicas da toxoplasmose congénita
incluem: aborto espontaneo, prematuridade, recém-nascidos
com hidrocefalia ou microcefalia, calcificacbes cerebrais,
atraso mental e corioretinites (°). Na maioria dos recém-nas-
cidos a infecédo é assintomatica, mas muitos podem desen-
volver sintomatologia neuroldgica ou ocular durante a infan-
cia ou adolescéncia.

Em Portugal, os tltimos dados epidemioldgicos relativos a
seroprevaléncia da infeg@o por T. gondi datavam de 1979 e
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apresentavam uma seroprevaléncia de 47% (10) Dado o dé-
fice de conhecimento da situagdo epidemioldgica da toxo-
plasmose em Portugal reconhecido pela Direcdo-Geral da
Saude, na norma n.° 37/2011, de 30/09/11, foi efetuado um
estudo sobre a evolucao da prevaléncia dos anticorpos anti-T.
gondii na populagao portuguesa desde 1979 até 2013, tendo
se observado em 2013 uma prevaléncia de 22% na populagéo
em geral e de 18% nas mulheres em idade fértil.

Esta constatagao indicia que cerca de 80% das mulheres
em idade fértil sdo suscetiveis a infegao primaria, correndo o
risco de contrair toxoplasmose e consequentes sequelas. A
inexisténcia de vacina para prevenir a toxoplasmose humana
implica que a prevencao primaria constitua a ferramenta fun-
damental para evitar a infecdo neste grupo suscetivel (1),

Na Europa, de acordo com o Relatorio Epidemioldgico Anual
de 2017 publicado em 2019 pelo European Centre for Di-
sease Prevention and Control (ECDC) respeitante a toxo-
plasmose congénita foram confirmados 194 casos na Uniéo
Europeia, sendo Franca responséavel por 79% do total de
casos devido ao programa ativo de vigilancia implementa-
do na gravidez. O numero de casos notificados é de 5.3 por
cada 100 000 nascimentos (12),

_Objetivo

Foi efetuada uma analise retrospetiva dos casos clinicos
suspeitos de infecéo por T. gondii recebidos no Laboraté-
rio Nacional de Referéncia de Infegdes Parasitarias e Fun-
gicas do Instituto Nacional de Saude Doutor Ricardo Jorge
(INSA) entre janeiro de 2009 e dezembro de 2020, correla-
cionando os respetivos dados clinicos, laboratoriais e epi-
demioldgicos, tendo sido avaliada a frequéncia de casos
positivos.

_Material e métodos

Entre 2009 e 2020, o INSA realizou o diagndstico laborato-
rial de 6658 amostras referentes casos clinicos suspeitos
de infegao por T. gondii.
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Para o diagnostico laboratorial da infecao adquirida foram
utilizados métodos seroldgicos (Aglutinacao Direta (AD),
Enzyme-Linked Fluorescent Assay (ELFA), Immunoglobu-
lin Immunosorbent Agglutination Assay (ISAGA), e Imuno-
blot (IB) e métodos moleculares (PCR em tempo real) para
amplificacdo da regido repetida REP-529bp (13). Para o
diagnéstico laboratorial da infegdo congénita (pré e poés-
-natal) foram efetuadas as mesmas metodologias descritas
anteriormente e, ainda, a inoculag@o em ratinhos utilizando
diferentes produtos biolégicos, nomeadamente sangue

materno e do recém-nascido, liquido amniético e placenta.

Para a analise descritiva dos dados demogréaficos dos casos
confirmados recorreu-se ao célculo de frequéncias absolutas
e relativas.

_Resultados

Durante o periodo de 12 anos em estudo foram analisadas
amostras biolégicas de 6.658 casos suspeitos de toxoplas-
mose, dos quais se confirmaram 1663 casos positivos (25%).

Destes, 1.638 (98,5%) correspondem a pacientes com infe-
¢ao toxoplasmica adquirida e 25 (1,5%) a pacientes com infe-
¢ao toxoplasmica congénita (grafico 1).

Nos doentes com infecdo adquirida verificou-se que 91,9%
(1505/1638) pertenciam ao sexo feminino, 7,1% (117/1638)
ao masculino e em 1,0% (16/1638) dos casos 0 sexo néo foi
conhecido (grafico 2).

Grafico 1: [1 Distribuicao anual dos casos de infecao toxoplasmica adquirida e congénita, 2009-2020.
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Grafico 2: ['] Distribuicdo anual dos casos de infecdo toxoplasmica adquirida por sexo, 2009-2020.
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No que se refere a toxoplasmose congénita, a frequéncia de
casos foi de 1,5%, (25/1663), sendo 14 criancas pertencen-
tes ao sexo masculino (grafico 3).

Em relagao a distribuicao dos casos de infecéo toxoplasmica
por grupo étario, observou-se que 71,6% (1190/1663) per-
tencia a faixa etaria dos 25-44 anos de idade seguido do
grupo etario dos 15-24 anos com 16,4% (273/1663) (gréa-
fico 4).

Em relacéo a distribuicéo dos casos de infecdo toxoplasmica
adquirida por grupo étario, observou-se que a maioria 75,3%
(1141/1505) das mulheres pertencia a faixa etaria dos 25-44
anos de idade seguido do grupo etario dos 15-24 anos com
16,8% (253/1505). A maioria dos homens com infe¢cao toxo-
plasmica adquirida s&o pertencentes ao grupo etério entre
0s 25 e 0s 64 anos (grafico 5).

Grafico 3: [ Distribuigdo anual dos casos de infegdo toxoplasmica congénita por sexo, 2009-2020.
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Grafico 4: ['] Distribuicdo anual da infe¢ao toxoplasmica total por grupo etério, 2009-2020.
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Grafico 5: [] Distribuicdo anual da infegao toxoplasmica adquirida sexo e grupo etario, 2009-2020.
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Dos 25 casos de toxoplasmose congénita diagnosticados du- cas com idade inferior a um ano e um correspondia a uma
rante 0s 12 anos em analise verificou-se que 24 eram crian- crianga entre 1-4 anos (tabela 1).

Tabela 1: £ Numero de casos por ano de diagnéstico.

Ano de diagnostico
Grupo etdrio
2009 2010 2011 2012 2013 2014 2015 2016 2017 2018 2019 2020 Total

<1 ano 1 4 3 4 2 0 3 0 3 2 0 2 24
1a4 anos 0 0 0 0 0 1 0 0 0 0 0 0 1
5a 14 anos 4 0 0 0 0 1 3 0 0 2 1 1 12
15 a 24 anos 32 41 25 19 21 18 23 26 18 19 16 15 273
25 a 44 anos 66 106 115 75 88 124 147 112 140 80 64 73 1190
45 a 64 anos 1 0 9 7 3 6 4 2 6 2 12 7 59
>65 anos 1 0 4 3 0 0 0 0 1 3 6 1 15
Idade desconhecida 21 0 16 0 24 2 0 1 5 10 6 4 89
Total 126 151 172 108 138 152 180 141 173 118 101 103 1663
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_Discusséo e conclusédo

A semelhanca de outros pafses europeus, este estudo de-
monstra que a grande maioria de casos de toxoplasmose
adquirida ocorreu no sexo feminino e na faixa etaria dos 25
aos 44 anos, o0 que seria expetével, pois Portugal € um dos
paises da Unido Europeia onde é preconizado o rastreio
laboratorial da toxoplasmose em todas as mulheres gravidas
ou que pretendem engravidar (14),

Observou-se ao longo dos 12 anos em estudo que as infe-
cOes adquiridas sdo numericamente muito superiores as
congénitas, 1,5% (25/1663), tendo ocorrido maioritariamente
em mulheres gravidas que podem dar origem a casos de
toxoplasmose congénita, devido a transmissédo mée/filho.
Este facto reforga a enorme importéncia da vigilancia labo-
ratorial quer no periodo pré-concecional, quer durante o
decorrer da gravidez.

Para se considerar que estamos na presenga de um caso de
toxoplasmose congénita o feto, recém nascido ou crianca
com idade inferior a um ano deve obedecer a pelo menos um
dos quatro critérios: a) Confirmagao da presenca de Toxo-
plasma gondii em tecidos ou fluidos corporais (recém003-
-nascido); b) Detecdo de acido nucleico de Toxoplasma
gondii numa amostra bioldgica (fluidos corporais do recém-
-nascido); ¢) Resposta de anticorpos especificos para Toxo-
plasma gondii (Ig M, IgG e IgA) num recém-nascido; d) Titulos
sempre estaveis de IgG de Toxoplasma gondii em criancas
com menos de 12 meses (19). Os 25 casos detetados de
toxoplasmose congénita foram positivos quer por técnicas
seroldgicas, por técnicas moleculares e ainda por inoculagéo
nos ratinhos, obedecendo assim aos critérios anteriormente
descritos. O nimero de novos casos de infecao congénita
obtidos é similar aos observados nos restantes paises da
Europa, com uma média de 0-4 casos por ano, com excecao
da Franga, Polonia e Alemanha que registam numeros mais
elevadas, entre 7 e 153 casos reportados em 2017 (12),

De acordo com os dados obtidos no mais recente estudo
realizado em Portugal, a taxa de 18% de seroprevaléncia
obtida nas mulheres em idade fértil indicou que cerca de
80% das mulheres portuguesas entre os 15 e 0s 45 anos
nao estao imunes a infe¢do por Toxoplama gondii, ficando
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estas assim suscetiveis a infegao primaria durante a gravi-
dez e ao elevado risco de toxoplasmose congénita (11).

O decréscimo que se tem observado na seroprevaléncia de
anticorpos de Toxoplasmose gondii na populacao portu-
guesa também se verifica em outros paises desenvolvidos.
A ingestao de carne crua ou mal cozinhada é o principal
fator de risco na Europa para esta infecéo. E possivel que
este decréscimo possa estar associado com varios fatores
tais como: o hébito de congelar a carne, as alteragdes de
habitos alimentares em Portugal e na Europa nos ultimos
anos com o facil acesso a refeigdes processadas e pré-
-cozinhadas assim como fatores inerentes a maior informa-
cao em saude publica quer dos profissionais de saude, quer
da populacao em geral possam também ser um fator crucial
na diminuicao do risco de infecdo por esta parasitose (16).

Em conclusao, este estudo vem demonstrar a importancia
da vigilancia ativa e do diagnéstico sistemético desta para-
sitose, em particular do diagndstico pré-natal na mulher
gravida e pés-natal no recém-nascido, assim com nos indi-
viduos imunocomprometidos onde esta parasitose pode
causar complicagdes clinicas graves e elevadas taxas de
morbilidade. A nado existéncia de vacina para prevenir a
toxoplasmose, refor¢a a importancia das medidas de pre-
vencdo primaria continua como ferramenta crucial para
evitar a infecdo em particular nos grupos suscetiveis.
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