Diagnóstico de toxoplasmose congênita: abordagens atuais e novos insights

Congenital Toxoplasmosis Diagnosis: Current Approaches and New Insights.
Márquez-Mauricio A, Caballero-Ortega H, Gómez-Chávez F.Acta Parasitol. 2023 Sep;68(3):473-480. doi: 10.1007/s11686-023-00693-y. Epub 2023 Jun 27.PMID: 37368128 Review.
RESUMO

Propósito

O objetivo deste estudo é descrever e discutir as desvantagens atuais no diagnóstico da toxoplasmose congênita (TC) e o que pode ser melhorado ou alterado através de novas perspectivas e avanços tecnológicos.

Métodos

Usamos os bancos de dados Pubmed, Cochrane e EBSCO para pesquisar publicações de 10 anos até o momento, descrevendo métodos diagnósticos atuais para TC. As palavras-chave utilizadas para esta Mini-Revisão foram Toxoplasma gondii , toxoplasmose congênita , diagnóstico e perspectivas utilizando operadores booleanos como AND, OR, identificando publicações científicas que destacam a importância da implementação de novos métodos diagnósticos.

Resultados

Os métodos de diagnóstico atuais apresentam diversas desvantagens, ou seja, demorados, baixa sensibilidade ou especificidade e não custo-efetivos, o que traz à tona a necessidade de melhorar ou desenvolver novas abordagens. As proteínas recombinantes podem ajudar a melhorar a especificidade ao gerar testes que utilizam cepas circulantes em uma região geográfica específica, SAG1 e BAG1, conforme são expressas durante uma determinada fase da doença (aguda ou crônica, respectivamente), para sua utilização em diagnósticos sorológicos, como ELISA de captura e imunocromatografia. Os testes Point of Care (POC) são métodos realizados no local de atendimento do paciente, o que leva ao rápido tratamento do paciente; apesar das vantagens, diversas melhorias e perspectivas são necessárias para serem implementadas globalmente.

Conclusões

Embora os métodos de diagnóstico já estabelecidos para TC possam ser suficientes em algumas regiões, ainda existe uma procura persistente para desenvolver testes com maior rendimento, custos e redução de tempo nos países em desenvolvimento, onde a prevalência é elevada. Novas abordagens no diagnóstico por TC, como proteínas recombinantes, ELISA de captura, imunocromatografia e métodos de testes POC, podem aumentar o desempenho em termos de especificidade e sensibilidade, simplificando os requisitos dos testes diagnósticos.
Introdução

A toxoplasmose é uma doença parasitária com distribuição mundial. O agente etiológico é o Toxoplasma gondii ( T. gondii ), microrganismo pertencente ao Filo Apicomplexa e subclasse Coccidia, que pode infectar animais de sangue quente, incluindo seres humanos [ 1 ]. Assim, os humanos podem ser infectados pela ingestão de T. gondii em água, carne ou vegetais contaminados, produzindo toxoplasmose adquirida. Além disso, quando esse cenário ocorre em mulheres durante a gravidez, é provável que a gestante transmita o parasita ao feto, causando toxoplasmose congênita (TC) [ 2 ].

O ciclo de vida do Toxoplasma gondii é significativamente dependente dos felídeos porque eles são os hospedeiros definitivos nos quais ocorre o ciclo reprodutivo sexual [ 3 ]. Uma vez que o parasita infecta o hospedeiro definitivo, caracteristicamente, oocistos são formados nas células epiteliais do intestino felino [ 4 , 5 ]. Ele carrega dois esporocistos com quatro esporozoítos cada, então cada oocisto possui oito esporozoítos [ 6 ]. Nesta fase, o parasita se desprende do epitélio intestinal e é eliminado nas fezes do felino [ 7 ]. Dessa forma, o T. gondii se espalha no meio ambiente e pode infectar uma ampla gama de hospedeiros intermediários, como animais domésticos, gado e humanos [ 8 ].

Indivíduos que ingerem oocistos ambientais podem desenvolver a fase aguda da infecção [ 9 ]. T. gondii diferencia-se no estágio taquizoíta, penetrando nas células intestinais do hospedeiro para proliferar assexuadamente por endodiogênese [ 10 , 11 ]. Este processo continua até que o parasita sature a célula intestinal e a necrote. A ruptura celular libera taquizoítos, que agora podem infectar células vizinhas ou serem transportados pela corrente sanguínea, ganhando acesso a outros tecidos. A persistência deste estágio no corpo pode variar de dias a meses, dependendo da cepa infectante e da resposta imunológica do hospedeiro [ 8 ].

Uma grande porcentagem da população infectada é assintomática [ 8 , 12 ]. No entanto, cerca de 20% podem ter doenças autolimitadas, como linfadenopatia cervical e occipital [ 13 ]. Os grupos de indivíduos infectados que apresentam manifestações clínicas na maioria dos casos são imunocomprometidos [ 14 ], ou seja, receptores de transplantes de órgãos, AIDS [ 15 ] ou pacientes com câncer [ 16 ]. As manifestações clínicas mais comuns desses indivíduos são distúrbios do sistema nervoso central (ou seja, déficits motores, convulsões, anormalidades sensoriais) [ 17 ]. Por outro lado, a TC é causada pela transmissão do parasita da mãe para o feto durante a gravidez. A TC está diretamente relacionada à fase da gravidez em que a infecção é contraída, com o risco de transmissão passando de 6% no primeiro trimestre para 72% no último trimestre [18 ] . Manifestações clínicas graves, como calcificações intracranianas ou microcefalia em recém-nascidos, são recorrentes quando a TC ocorre durante o primeiro e segundo trimestres; por outro lado, as infecções no último trimestre não têm repercussões imediatas, mas se a infecção não for tratada, alguns sintomas podem aparecer e desenvolver-se mais tarde na vida, como a coriorretinite [ 17 , 18 , 19 ].

Em todo o mundo, a frequência da infecção humana está relacionada a múltiplos fatores, desde hábitos/higiene da população local, coexistência de animais domésticos, coabitação com hospedeiros definitivos e condições climáticas, entre outros [20 , 21 ] . Para os países desenvolvidos, a frequência da toxoplasmose varia de 10 a 50% da população. Enquanto isso, a frequência da toxoplasmose pode chegar a 80% em alguns países em desenvolvimento devido às más condições sanitárias [ 13 , 20 ].

O diagnóstico da TC é um desafio para os médicos porque gera sinais e sintomas inespecíficos. Portanto, apenas testes moleculares podem confirmar a infecção. Perspectivas atuais e novas são descritas e discutidas neste artigo, que aborda problemas atuais no diagnóstico da toxoplasmose e o que pode ser melhorado ou alterado.

Materiais e métodos

Utilizamos os bancos de dados Pubmed, Cochrane e EBSCO para pesquisar publicações de 10 anos até o momento, descrevendo os métodos diagnósticos mais atuais para toxoplasmose. As palavras-chave utilizadas para esta Mini-Revisão foram Toxoplasma gondii, congenital toxoplasmosis, diagnosis, and prospects, utilizando AND, OR e deixando apenas publicações científicas destacando a importância da implementação de novos métodos diagnósticos.

Resultados

Teste de diagnóstico para toxoplasmose

Métodos diretos e indiretos podem diagnosticar infecção por T. gondii ; alguns deles estão descritos na Tabela 1 , juntamente com suas sensibilidades e especificidades. Os métodos diretos reconhecem o parasita ou seus constituintes, como a reação em cadeia da polimerase (PCR) ou o isolamento do parasita propriamente dito, enquanto os métodos indiretos evidenciam a infecção pela detecção de imunoglobulinas do hospedeiro produzidas em resposta ao desafio do parasita, como o ensaio de aglutinação imunoabsorvente (ISAGA). , Western Blot (WB), imunocromatografia ou ELISA. Infelizmente, apesar dos testes disponíveis, o diagnóstico por TC pode ser complicado pela acessibilidade da amostragem do feto com suspeita de infecção por T. gondii . Além disso, a quantidade de DNA do parasita ou os níveis de anticorpos contra T. gondii tendem a ser baixos no sangue, complicando o diagnóstico laboratorial [ 22 ].

Tabela 1 Sensibilidade e especificidade dos métodos diagnósticos atuais
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Teste de diagnostico Sensibilidade (%) Especificidade (%) Referéncias
PCR 97,4-100 100 [23,24,40]
ISAGA IgM 52-93 44-86,6 [39.40]
ISAGA IgA 44-87 52-92,7 [40]
Western Blot IgM 48,6-78,6 95-100 [40,43]
Western Blot IgG 33-73,5 95-100 [40,42]
ELISA IgM 44-81 88-100 [40,44]
ELISA IgA 52-92 60-100 [40,44]

Modificagao de Pomares & Montoya [ 40 ]




Métodos Diretos

PCR

Os métodos diretos mais comuns são o PCR, que tem sido amplamente utilizado devido à sua alta sensibilidade (97,4–100%) [ 23 , 24 ]. O teste pode utilizar diferentes amostras, como líquido cefalorraquidiano, sangue periférico e líquido amniótico, sendo este posteriormente uma amostra de alto risco durante a gravidez para estabelecer TC [ 7 ]. Apesar das vantagens deste método, fatores como condições de manuseio e armazenamento das amostras podem afetar a sensibilidade [ 25 ]. A taxa de detecção de casos verdadeiros também pode ser influenciada pela idade gestacional: durante o primeiro trimestre, há uma alta taxa de detecção de casos verdadeiros negativos, o que é explicado pela baixa transmissão do parasita ao feto. Por outro lado, o aumento da transmissão transplacentária após 21 semanas aumenta o número de casos verdadeiros positivos detectados [ 26 , 27 ].
Outros

Outro método para diagnosticar  T. gondii  é a imunohistoquímica, técnica que pode usar anticorpos fluorescentes ou ligados à peroxidase para identificar o parasita em cortes de tecido. Porém, esse procedimento apresenta desvantagens por ser considerado um método invasivo devido à aquisição de amostras e à necessidade de elaboração de um teste específico para o estágio do parasita. O isolamento do parasita é o padrão-ouro para demonstrar a presença de T. gondii . Pode ser obtido em autópsias (coração, músculo esquelético ou cérebro), biópsia (músculo esquelético) ou fluidos corporais (líquido amniótico, cerebrospinal ou ventricular). Este material biológico pode ser inoculado em camundongos ou culturas celulares e é um método de escolha principalmente quando é necessário genotipar cepas, mas sua complexidade representa uma opção inviável para um diagnóstico rápido e simplificado [28 ] .

Métodos Indiretos

Anticorpos como marcadores de infecção

Esta seção compreende métodos que dependem da detecção de anticorpos como evidência indireta de infecção por T. gondii . Estágios específicos do parasita induzem a produção de títulos e isotipos de anticorpos específicos, que podem ajudar a diferenciar uma infecção aguda de uma infecção crônica. Durante a gravidez, os anticorpos da classe IgM contra T. gondii no soro são o primeiro indicador de suspeita de fase aguda nas mães, uma vez que é a primeira imunoglobulina gerada contra este patógeno [ 29 ]. No entanto, foi relatado que em algumas mulheres grávidas infectadas a produção de IgM persiste durante meses e até anos, dificultando o estabelecimento preciso da fase da infecção. Da mesma forma, a ausência de IgM pode ser interpretada como uma infecção não recente [ 30 , 31 , 32 ]. A confirmação da TC é realizada quando um resultado positivo de IgM é encontrado no recém-nascido durante os primeiros dias de vida, porque essa imunoglobulina não atravessa a placenta [ 33 ]. A cinética da IgA é semelhante à da IgM e também é usada como indicador de infecção aguda [ 34 ]; neste caso, é realizado teste sorológico para IgA dez dias após a vida do paciente, pois neste período são encontrados níveis detectáveis ​​dessa imunoglobulina [ 35 ]. Altos níveis de IgG acompanham a produção de IgM, e seus níveis detectáveis ​​no corpo após a primeira infecção podem ser usados ​​como um marcador para o curso crônico da doença; no caso da TC, a persistência dessa imunoglobulina no recém-nascido por um ano confirma o diagnóstico de TC. Sua ausência, juntamente com a presença de IgM, também pode ser utilizada como marcador de risco para alta probabilidade de transmissão ao feto, embora outros testes sejam necessários para confirmação. O IgG pode ser usado como marcador para acompanhamento de pacientes de risco (ou seja, mulheres grávidas e pacientes imunocomprometidos) e é frequentemente complementado pela avidez de IgG, que é um ensaio que ajuda a detectar infecções agudas [ 36 , 37 ].

ISAGA

O ensaio de aglutinação imunoabsorvente (ISAGA) é uma técnica que utiliza amostras de soro IgM e IgA para imunocapturar taquizoítos de T. gondii [ 38 ]. O ISAGA é um teste rápido ainda mais sensível que o ELISA em recém-nascidos: esse parâmetro vai de 52 a 93% em comparação com 44 a 87%, para o ELISA [39 , 40 ] . Porém, algumas desvantagens são a necessidade de pessoal especializado e a necessidade do uso do parasita para realizar este teste [ 41 ].

WB
O Western Blot (WB) é utilizado como teste confirmatório que avalia IgG, IgA e IgM, onde a TC é diagnosticada comparando o resultado do blot da criança e da mãe: faixas com maior intensidade ou presentes apenas no resultado do exame do recém-nascido confirmam o diagnóstico [ 42 ]. Os relatórios de sensibilidade do WB podem variar significativamente devido às diferenças na obtenção de antígenos e na seleção dos pacientes [ 7 ]. Neste caso, a sensibilidade do IgM WB pode ir de 49 a 79%, e os valores de IgG variam de 33 a 74%; a especificidade para ambos os casos é muito semelhante: 95 a 100%. Embora relativamente fácil de realizar, este teste é caro e inadequado para uso em larga escala como método de triagem, por isso é usado como técnica confirmatória [ 40 , 42 , 43 ].

ELISA

O ensaio imunoenzimático (ELISA) é a tecnologia mais comum utilizada em métodos sorológicos. Este teste tem um bom desempenho geral e é relativamente simples de usar [ 31 ]. A sensibilidade e a especificidade dos testes IgM ELISA e ELISA-like são de 44–81% e 88–100%, respectivamente; para IgA, os valores são 52–92% para sensibilidade e 60–100% para especificidade [ 40 ]. Ainda assim, várias melhorias precisam ser abordadas, como resultados falsos positivos, detecção de títulos baixos de IgG, problemas de interpretação e padronização [ 39 , 44 , 45 ]. Variações no ELISA resolveram ou melhoraram diversas qualidades deste teste sorológico; alguns exemplos são o Dot-ELISA, que facilita ainda mais o procedimento, e o ensaio de avidez IgG ELISA, que pode ser usado para diferenciar uma infecção recente de uma crônica [ 46 , 47 , 48 , 49 ]. O Capture ELISA é outra variação com excelente potencial, pois tem sido utilizado no projeto de diversos testes diagnósticos [ 50 , 51 , 52 , 53 ]. Kits ELISA para captura de IgM estão disponíveis comercialmente, mas poucos são para diagnóstico clínico, e a avaliação de outras imunoglobulinas é ainda menos comum. A frequência de uso na prática clínica poderia ser aumentada, uma vez que os rendimentos em modelos veterinários e animais têm mostrado resultados promissores em termos de especificidade, passando de 95,4% para 100% [54 , 55 ] .

Avidez de IgG

O ensaio de avidez de IgG, um teste variante de ELISA, baseia-se na determinação da afinidade das imunoglobulinas IgG produzidas pelas células B para se ligarem aos antígenos do parasita. Este teste identifica anticorpos de baixa avidez (produzidos em uma infecção recente) e anticorpos de alta avidez (relacionados a um estado crônico). Embora seja proposto como um teste capaz de distinguir um paciente crônico de um agudo, com sensibilidade de 100% (90% de valor preditivo positivo) e 92,7% de especificidade (100% de valor preditivo negativo), recomenda-se fazer um diagnóstico abrangente laboratório com outros exames para confirmação dos resultados acompanhados do diagnóstico clínico do paciente [ 56 ].

Teste de corante Sabin-Feldman

O teste de corante Sabin-Feldman mistura organismos vivos com os soros a serem avaliados e complementa proteínas. Então, o azul de metileno irá corar os parasitas se o soro teste contiver anticorpos contra T. gondii que ativam o complemento. No entanto, o risco biológico envolvido na realização deste teste é elevado, uma vez que são manuseados parasitas vivos, limitando a sua aplicação apenas a laboratórios de referência, uma vez que já não é utilizado como padrão de referência [8 , 41 , 57 ] .

Novas abordagens e insights

Proteínas Recombinantes

Facilitar procedimentos de padronização e melhorar a sensibilidade e especificidade dos métodos sorológicos são vantagens do uso de proteínas recombinantes em vez de lisados ​​de parasitas inteiros [ 58 , 59 ]. Existem extensas informações sobre diferentes antígenos que foram estudados e propostos para diagnóstico devido às suas propriedades altamente imunogênicas ou à sua abundância na superfície do patógeno; isso inclui as proteínas de grânulos densos (GRA), antígenos de superfície (SAG), proteínas de roptria (ROP), antígenos de bradizoítos (BAG), entre outros [ 60 , 61 , 62 ]. Apesar do número significativo de candidatos, uma das questões não resolvidas é diferenciar pacientes de fase aguda ou crônica. Alguns autores sugeriram o uso de antígenos de um estágio específico do parasita para avaliar esta limitação não resolvida. Dependendo da fase da infecção, os anticorpos no soro do hospedeiro terão como alvo o taquizoíta (estado agudo), o bradizoíta (estado crônico) ou ambos [ 63 , 64 ].

SAG1 é uma proteína bem documentada, caracteristicamente expressa no estágio taquizoíta [ 65 ], por isso tem sido usada como marcador para a fase aguda do paciente e descarta infecção não recente [ 66 , 67 ]. Por outro lado, o bradizoíta expressa especificamente BAG1 [ 68 ], o que significa que este antígeno pode ser usado como marcador diagnóstico específico do estágio crônico em um teste clínico, por exemplo, em um ELISA de captura, uma vez que já foi avaliado com outros métodos e mostrou alta eficiência [ 69 , 70 ]. O uso de misturas e proteínas multiepítopas também pode melhorar o desempenho, superando problemas de padronização e aumentando a especificidade e sensibilidade do teste, como vários autores já relataram [ 64 , 69 , 71 , 72 ]. Os fatores a serem considerados ao usar antígenos recombinantes são a reatividade cruzada e as características moleculares das variantes circulantes do parasita. Outra questão é o correto dobramento da proteína com formação de corpos de inclusão, que pode ser resolvido pelo redobramento, técnica de renaturação para manter sua antigenicidade e bioatividade [ 70 , 73 ]. Além disso, diferentes regiões geográficas poderiam gerar ELISA interno que utiliza cepas circulantes da área para produzir as proteínas recombinantes endêmicas.

Diagnóstico Sorológico

Os pesquisadores usam várias técnicas, como a combinação IgM ISAGA e IgA ELISA, para aumentar a especificidade e a sensibilidade para 73 e 98%, respectivamente [ 34 ]. Combinações de testes podem incluir procedimentos relativamente simples como WB e PCR [ 25 , 42 , 74 , 75 ]. No entanto, essas abordagens podem impactar significativamente o custo de aquisição e a configuração intensiva do teste, sem mencionar a variedade de cepas nativas, que podem alterar a confiabilidade do teste [73 , 76 ] . Tendo esses elementos em mente, a implementação de um diagnóstico confiável de TC deve considerar também o custo e a especificidade das cepas na região. Os métodos sorológicos são ferramentas recorrentes para o diagnóstico da infecção por T. gondii devido aos seus procedimentos agora simplificados, como automação e avaliação sequencial para outros patógenos [ 77 , 78 , 79 , 80 ]. Algumas desvantagens que devem ser consideradas neste tipo de método são problemas de interpretação, recorrência de resultados falso-positivos e padronização [ 33 ].

Imunocromatografia (TIC)

O princípio do teste imunocromatográfico é o mesmo do método ELISA sanduíche. O ICT é um teste de fluxo lateral baseado na formação de um complexo antígeno-anticorpo, neste caso, para detectar anticorpos contra T. gondii . Esta técnica utiliza uma membrana de nitrocelulose como suporte sólido na qual o antígeno do parasita é imobilizado. A amostra, geralmente os anticorpos anti- T. gondii contendo soro do hospedeiro, é colocada na membrana de nitrocelulose e fluirá para encontrar a zona rica em anticorpos marcados anti-imunoglobulina específica do isotipo do hospedeiro, formando um complexo imunológico. Agora, esse complexo imunológico bimolecular flui para a zona de antígeno do parasita imobilizado, montando um imunocomplexo tri-molecular específico, revelando um sinal que indica um resultado positivo [ 64 ]. A TIC é fácil, rápida e conveniente de executar e pode superar as limitações de outros métodos de diagnóstico, pois não requer equipamento especial ou pessoal altamente treinado, e uma vantagem é a velocidade do teste [81 , 82 ] .

Testes no ponto de atendimento (POC)

Os testes Point of Care (POC) são métodos realizados no local de atendimento do paciente; eles também são fáceis de executar, não possuem requisitos laboratoriais complexos, são fáceis de interpretar e fornecem resultados rápidos [ 83 ]. Essas características favorecem o tratamento imediato e a redução de custos, uma vez que o teste POC requer menos equipamentos laboratoriais e menos pessoal altamente treinado. Por exemplo, ELISA e radioimunoensaio foram os primeiros imunoensaios com potencial aplicação no diagnóstico de doenças infecciosas. Ainda assim, não possuem um tempo de resposta rápido e exigem pessoal qualificado e equipamentos complexos. Para o diagnóstico de toxoplasmose congênita (TC), os testes POC, como o ICT, são a abordagem mais comum, pois atendem a todos os critérios POC e têm maior sensibilidade do que outros kits comerciais, o que torna sua introdução massiva em países não desenvolvidos [ 84 , 85 ].

Apesar das vantagens dos testes POC, existem limitações, por exemplo, os elevados custos relacionados com a concepção e desenvolvimento de novos métodos de diagnóstico. Embora, de acordo com o programa especial de investigação e formação em doenças tropicais da UNICEF, o desenvolvimento de um teste de diagnóstico possa custar até 10 milhões de dólares [ 86 ]; aliado ao retorno de inversão não observado no curto prazo, seu financiamento pode ser considerado uma despesa desnecessária ou não lucrativa. Além disso, a falta de meios financeiros necessários para cumprir padrões de alta qualidade reduz o número de laboratórios que produzem novos métodos de diagnóstico. Por outro lado, a falta de regulamentações rígidas em alguns países leva à aprovação de métodos diagnósticos com evidências insuficientes para garantir a eficiência do produto, e sua liberação no mercado pode representar um risco para o paciente [87 ] .

As melhorias tecnológicas nos testes POC buscam constantemente melhorar o diagnóstico e reduzir custos, o que poderá aumentar sua aplicação em todo o mundo. Um exemplo é a microfluídica, que simplifica o processamento de amostras integrando tudo em um único dispositivo; ele também fornece triagem de alto rendimento e análise multiplex. Além disso, os testes de diagnóstico devem desenvolver uma melhor comunicabilidade, carregando os resultados imediatamente após a conclusão do teste para uma base de dados, o que é muito útil para a vigilância em tempo real. Finalmente, um campo com enorme potencial é a incorporação de métodos moleculares aos testes POC, uma vez que podem aumentar significativamente o diagnóstico oportuno; por exemplo, no Senegal foram realizados testes com esta tecnologia para diagnóstico da malária, com excelentes resultados [ 88 ].

Conclusão

Embora os métodos de diagnóstico já estabelecidos para TC possam ser suficientes em algumas regiões, ainda existe uma procura persistente para desenvolver testes com maior rendimento, custos e redução de tempo nos países em desenvolvimento, onde a prevalência é elevada. Avanços em diferentes técnicas abrem a possibilidade de inovação no diagnóstico da toxoplasmose; novas abordagens, como as TIC, e o uso de proteínas recombinantes específicas do estágio, como SAG1 e BAG1, para diagnosticar a toxoplasmose específica do estágio, têm grande potencial de implementação, pois sua relativa simplicidade de execução pode ser facilmente implementada em quase qualquer contexto socioeconômico . A implementação de um novo teste diagnóstico deve considerar não apenas a especificidade e a sensibilidade, mas também o contexto da localização geográfica onde o diagnóstico é mais necessário e as cepas do parasita circulante. Os critérios POC podem servir de orientação para a tomada de decisões nestes casos, embora alguns impedimentos relativos ao investimento, regulamentação e garantia de qualidade ainda precisem de ser resolvidos.
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