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RESUMO

Atualmente o potencial de uso do papel filtro édifieado, pois € um meio barato de coleta,
armazenamento e transporte de amostras biologiocesyez que o material bioldgico apods a
coleta é estavel e ndo infectante. E uma excelaitéenativa para paises com recursos
limitados e com regibes de dificil acesso.A Toxsplase € uma doenca infecciosa, que
requer especial atencdo em gestantes, pois se Mmasgntomatica na grande maioria dos
casos, causando sequelas de intensidade variafetba®bjetivo: Comparar os resultados de
Anticorpos Anti-Toxoplasma IgM em papel filtro (gare seco) e soro. Materiais e Métodos:
Realizou-se um estudo comparativo com amostrasadale entre Julho de 2006 e Julho de
2007, provenientes de gestantes atendidas no Rragia Protecdo a Gestante do Estado de
Goias e encaminhadas para o Instituto de DiagmostiBrevencao da Associacao de Pais e
Amigos dos Excepcionais de Goiania. As amostrasceBetadas em papel filtro S&S 903 e
posteriormente eluidas para realizacdo dos testesri@gem pré-natal (Toxoplasmose,
Rubéola, Citomegalovirus, Sifilis, Hepatites B eAXnti-HIV, Chagas e Anti-HTLV). Foram
coletadas 1755 amostras, sendo 1093 amostras vasgatara Toxoplasmose IgM, 621
amostras positivas para Toxoplasmose IgM e 41 aasostdeterminadas para Toxoplasmose
IgM. As amostras negativas para Toxoplasmose Igkanfio provenientes de pacientes
presumidamente positivas ou indeterminadas paraatiares de Hepatite B e confirmadas
como negativas para Toxoplasmose IgM. As amostositiyas ou indeterminadas para
Toxoplasmose IgM, foram provenientes de gestantesng triagem inicial em papel filtro
obtiveram estes resultados. Usou-se como critégicextlusdo amostras hemolisadas ou
lipémicas e amostras com volume insuficiente paralevidas determinacdes. Resultados:
Foram analisadas 1755 amostras em papel filtroe eade inicialmente 621 amostras eram
positivas, 1093 eram negativas e 41 eram amostas resultados indeterminados para
Toxoplasmose IgM. A concordancia de resultadoseens dois métodos foi de 99,12 %.
Encontrou-se um indic&kappa de 0,98 ( 6tima concordancia). A Sensibilidadeapa
Toxoplasmose IgM em Papel Filtro foi de 99, 83 #guanto que a Especificidade para o
exame de Toxoplasmose IgM em Papel Filtro ficou3)v3. Conclusdes: A pesquisa de
Toxoplasmose IgM em papel filtro € um método camdigpara triagem de populacdes
especificas, pois possui uma Sensibilidade de 99,83uma Especificidade de 98,73% , com
um indiceKappade 0,98.

Palavras-Chave:Papel filtro, transmissao vertical, toxoplasmosegénita, toxoplasmose.
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ABSTRACT

Currently the potential paper filter use is justifj because it is a cheap way of collecting,
storage and biological samples transport, sincéitilegical material after collection is stable
and not infecting. Is an excellent alternative éountries with limited resources and with
difficult access regions. Toxoplasmosis is a intew disease, that requires special attention
to pregnant women, because it remains asymptonratimost cases, causing injuries of
varying intensity to the fetus. Objective: To comgahe results of Auto-antibodies Anti-
Toxoplasmosis IgM in filter paper (dried blood) asetum. Methods: A study was carried out
with collected samples between July 2006 and JOG72from pregnant women assisted by
the Pregnant Women Protection Program of the Stht®oias and routed for the APAE-
Goiania’s Prevention and Diagnostic Institute. Sks@re collected in filter paper S&S 93
and then eluted for conducting the prenatal triggsts (Toxoplasmosis, Rubella,
Cytomegalovirus, Syphilis, Hepatitis B e C, Anti\HIChagas’ disease and Anti-HTLV).
Were collected 1755 samples, with 1093 negativeptssnfor Toxoplasmosis IgM, 621
positive samples for Toxoplasmosis IgM and 41 ueheined samples for Toxoplasmosis
IgM. Negative samples for Toxoplasmosis IgM weremiogy of vainly positive or
undetermined patients for labels of Hepatitis B aadfirmed as negative for Toxoplasmosis
IgM. Positive or undetermined samples for Toxoplasis IgM, were coming of pregnant
women with in preliminary triage in filter papertamed this results. It is used as a criterion
for exclusion hemolysate and lipaemic samples witufficient volume for the necessary
determinations. Results: Were analyzed 1755 sampléier paper and serum, firstly 621
samples were positive, 1093 were negative and 4& s&mples with undetermined results
for Toxoplasmosis IgM. Results correlation betweeth methods was 99,12%appaindex

of 0,98 (great agreement) was found. Filter pamesisivity for Toxoplasmosis IgM was
99,83%, while filer paper specificity for Toxoplasgis IgM was 98,73%.

Key-words: Filter-paper, vertical transmission, congeniteddplasmosis, toxoplasmosis
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INTRODUCAO

O uso de papel filtro (sangue seco) para realizdge&xames laboratoriais iniciou-se
em 1960, quando Dr. Robert Guthrie comecou a thaba&m determinacdes de fenilalanina
e fenilcetonuria em récem-nascidos [16].

Em colaboracdo com alguns parceiros 0 NSQARwWporn Screening Quality
Assurance Prograjne o CDC Centers for Disease Control and Prevenjigrabalham ha
mais de vinte anos com sangue seco, oferecendstémssa técnica, consultoria e
treinamento para laboratorios, distribuindo umtema de qualidade mundial (teste de
proeficiéncia) para hipotireoidismo, fenilcetonuri@rros inatos do metabolismo e
hemoglobinopatias [17].

Varios estudos sentinelas estdo sendo realizadAgrica para deteccdo de HIV em
sangue seco, despontando como uma alternatival \pave substituicdo da coleta de soro,
plasma ou sangue total em paises com recursoadiosite em regides de dificil acesso, pois,
a sua coleta é facilitada e ndo requer refrigerpgda o seu transporte. A sensibilidade para o
HIV varia de 95 a 100% e a sua especificidadedimaorno de 97%. As vantagens da coleta
de sangue em papel filtro, estdo bem documentadias]l sendo importante salientar que a
coleta em papel filtro pode proporcionar um maiesso a triagem de patologias em paises
de dificil acesso e com recursos escassos.

O potencial de uso do papel filtro € justificadojspé um meio barato de coleta e
armazenamento de amostras, uma vez que estastddeies nao infectantes e podem ser
enviadas para laboratérios especializados nédo sitwedo de refrigeracdo e
acondicionamento especiais, podendo ser transpsriaar longas distancias. O papel filtro
esta sendo usada para uma diversidade de examesttalais destacando-se a identificacao
de DNA, marcadores tumorais, dosagens hormonaisrnli@acdes bioquimicas e pesquisa
de anticorpos.

No Brasil com a obrigatoriedade da realizacdo dagém Neonatal (“Teste do
Pezinho”) na década de 80, esta técnica em pdpel thrnou-se conhecida e acessivel a
apenas alguns laboratérios de referéncia..

Em meados de 2000, um grupo de profissionais dackssio de Pais e Amigos dos
Excepcionais de Campo Grande, referéncia estadwal @ “Teste do Pezinho”, comecou a
pesquisar a realizacdo de outros exames ndo pemtes a “triagem neonatal” (Rubéola
IgG/IgM, Toxoplasmose 1IgG/IgM, Citomegalovirus IggM, HIV 1 e 2, Sifilis, Chagas,
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Hepatite B, Hepatite C e HTLV 1 e 2), em papeldil8&S 903 (Schleicher & Schuell 903),
usando “kits” comerciais. Em 2002, baseados nestguisa, implantou-se um projeto piloto
para triagem pré-natal na cidade de Dourados-MS)sAjpés meses de experiéncia, a
Secretaria Estadual da Saude do Mato Grosso danfullou este projeto piloto para todo o
estado, implantando assim o Programa de Prote€@stante do Mato Grosso do Sul. Em
setembro/2003 o Estado de Goias resolveu, tamitsalizar este programa, implantando-o
primeiro em duas regionais de saude e ampliandaaatvamente para todas as Regionais
de Saude do Estado. Hoje este programa estaremorfiamento nos estados de Mato Grosso
do Sul e Goias, implantado em 100% dos municipidanebém em Maceidé e alguns
municipios do estado de Alagoas. O Programa dee¢&ota Gestante do Estado de Goias
(PPGGO) realiza a triagem de doencas infecciosasiygs de transmissdo vertical tais
como: HIV, Toxoplasmose, Rubéola, CitomegalovirGbagas, Hepatites B e C, Sifilis e
HTLV I/ll. O PPGGO tem como base a facilidade desso da gestante ao pré natal;
considerando que estd instituido em todas as Uesdde Saude Publicas e PSF’s, com essa
forma facil, rapida e comoda, tornou-se mais ateapara a gestante fazer seu pré natal. A
coleta é realizada através de uma puncdao diggedenchendo 6 (seis) circulos no papel filtro
S&S 903 e enviada via correios para o laboratéeicefieréncia (IDP APAE de Goiania).

Dentre as patologias triadas, a Toxoplasmose édomaca infecciosa, congénita ou
adquirida, causada pelmxoplasma gondiique requer especial atengdo em gestantes por ser
uma doenca de alta prevaléncia, mas que se marsgintoaatica na grande maioria dos
casos. Novas feicbes a Toxoplasmose estdo sendidemdas decorrentes da AIDS,
promovendo intensos distUrbios, entre os quaised@vantes os que promovem alteracdes no
SNC (Sistema Nervoso Central), quando o parasstanas o papel de agente oportunista [12].

Sendo a Toxoplasmose uma protozoose de amplabdig&id geogréafica, a
transmissdo congénita pode ocorrer quando a maliguire a primo infeccdo durante a
gestacdo. Destes casos, 90% sao assintomaticdgassmtomaticos. A infeccao fetal pode
ser atenuada ou prevenida quando ha tratamentonmapds um diagndéstico precoce. Em
diferentes paises, a frequéncia de aquisicao deplasmose durante a gravidez varia de 1 a
14 casos/1000 gestacOes; no entanto a infeccaoémitmgocorre em 0,2 a 2 recém-
nascidos/1000 nascimentos [33].

No Brasil, a soroprevaléncia para Toxoplasmose padir de 40 % a 80 %. As
maiores preocupacdes para controle e tratamentsadpatologia fundamentam-se no
atendimento de gestantes e recentemente em paciemi@odeprimidos. A gravidade da

doenga congénita, determina a importancia da tmade gestante no primeiro trimestre de
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gravidez, sendo a triagem sorolégica a mais indicpdis o diagndstico precoce oferece mais
chances de evitar ou reduzir seqlelas ao recéndnasé necessidade do diagndstico
precoce e definitivo se faz necessaria porqueiawnal prevencédo dos casos mais graves [22].

A producéo de anticorpos pelo organismo infectamtolmondii € intensa e precoce.
A resposta humoral com producdo quase que simal@@eanticorpos das classes IgM e 1gG
permite que os testes sorologicos assumam grarueténcia para o diagnostico da doenca
[31]. A distincéo sorologica entre Toxoplasmosedagou cronica assume grande importancia
clinica, principalmente porque a transmissédo fetadrre no periodo inicial da infeccéo,
gquando a gestante sorologicamente negativa passaopositivo. Existem varias provas
sorolégicas para o diagnostico de Toxoplasmoseg@®ede Hemaglutinacdo Indireta (HAI),
Reacao de Imunofluorescéncia Indireta (IFI) e Redg@inoenzimatica (ELISA) [6].

Em alguns paises como Franca e Austria, a pesspiisibgica &, por lei, obrigatoria.
Tal procedimento reduziu a incidéncia de toxoplasnfetal de 40% para 7% [33].

Este trabalho tem como finalidade avaliar a efiwi@mlo papel filtro na pesquisa de
Anti-Toxoplasma IgM pela metodologia de ELISA, ireahdo um estudo comparativo entre
a técnica convencional em soro e a técnica em pidpel (sangue seco), usando kits
comerciais registrados no Ministério da Saude (ASA)L

O desempenho de um teste diagndstico depende éaciusle desvios da verdade e
da precisdo (0 mesmo teste aplicado a mesma angasteaproduzir oS mesmos resultados),
ou seja, dependem da validade e da reprodutibdidaol teste. Reprodutibilidade é a
consisténcia de resultados quando o exame se repetikdade € a capacidade do teste em
determinar o verdadeiro valor do que esta sendadméd).

A validade e a reprodutibilidade sdo fundamentaia geparar resultados normais e
alterados e devem ser adequadamente mensuradasavadiar a qualidade de um exame
diagndstico e a informacéo por ele produzida [1].

A atividade laboratorial, em grande parte deperadexgcucdo humana e esté sujeita
ao aparecimento de erros. Valendo-se desta afumatsalientamos que todos os
procedimento laboratoriais devem ser padronizaduseeecer a especificacdes contidas nos
procedimentos da qualidade, diminuindo, assim, arempmento de erros, oriundos da
atividade humana e possibilitando a implementagiagdbes corretivas com a finalidade de
que 0 mesmo ndo aconteca.

E de vital importancia que os procedimentos e @sidas usadas para determinacg&o

sorologica sejam padronizadas e validadas parasbsstlaboratoriais. A qualidade de um
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teste diagnodstico baseia-se fundamentalmente naodwdjbilidade de resultados e
sensibilidade do teste.

A forma facil de execucdo da metodologia em pafied {sangue seco), pode tornar
acessivel a ampliacado dos testes laboratoriaigmitpea implementacdo dessa técnica em
programas de saude da rede publica, principalmeamteim pais como o Brasil, que possui
grandes distancias geograficas.

A toxoplasmose € uma doenca universal, sem prefer@e sexo ou raca . Esta
doenca ndo € objeto de acbBes de Vigilancia Epidégiaa, entretanto, tem hoje, grande
importancia para a saude publica devido a sua iagdaccom a AIDS e pela gravidade dos
casos congénitos. As diferencas em funcdo dosefatgeogréficos, clima e formas de
transmissao, tem sido relatadas, sendo que a siivjgade aumenta com a idade[4]. A
infeccdo toxoplasmatica tem distribuicdo mundiatjando de 70 a 100% de infectividade em
individuos adultos [11].

No Brasil, a soroprevaléncia tem sido determinadeeel0% a 80%. Em Recife essa
taxa é de 64% , no Rio de Janeiro se observou axaade 79%; em Manaus, de 71%; em S&o
Paulo, de 68%: e entre indigenas brasileiros vail®b2% a 65% [19]. No Centro Oeste
encontramos uma prevaléncia de Toxoplasmose ndgudougeral de 54% [11].

O homem adquire a infec¢ao por trés vias:

* Ingestdo de oocistos do solo, areia, latas dedirm qualquer local onde os
gatos defecam, disseminando-se através de hospedeinsportadores, tais
como, moscas, baratas e minhocas.

* Ingestdo de cistos em carne crua e mal cozidaciespente de porco e
carneiro.

* Infeccdo transplacentaria, ocorrendo em 40% dosesfaete méaes que

adquiriram a infeccdo durante a gravidez [14].

A toxoplasmose nao se transmite diretamente depessoa a outra, com excegao
das infecgbes intra-uterinas, sendo uma zoonosaopusita, responsavel por determinar

quadros variados, tais como:

1.1. Toxoplasmose Febril Agudana maioria das vezes a infeccao inicial é assiatiza. As
vezes a infeccdo pode generalizar-se e ser acorarde exantema, com acometimento

pulmonar, moicardico, hepatico ou cerebral, porémevblucdo benigna.
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1.2 Linfadenite Toxoplasmica geralmente o quadro se caracteriza por linfoguolzin
localizada, especialmente em mulheres, ocorrendas mmaramente linfoadenopatia

generalizada.

1.3 Toxoplasmose Ocular em 30 a 60% dos casos de pacientes com coriteetin
encontramos toxoplasmose ocular, ocorrendo retagtela ou retinite cronica, esta podendo
levar a cegueira.

1.4 Toxoplasmose Congénitaresulta da infeccdo intra-uterina variando dengssatica a

fatal, dependendo da idade gestacional e de fatorda ndo bem esclarecidos [3].

’ (ﬁ, g »
5 AMBIENTE > rg‘ﬂ:‘

|-

c
= AGUAE
SOLO

Fonte: Fundagcdo Oswaldo Cruz

Figura 1: Ciclo Evolutivo Toxoplasmose

Quando a infeccdo aguda manifesta-se no primemedtre de gravidez, 14% dos
fetos apresentam-se infectados, no segundo trien28f6 e no terceiro trimestre 59%. Para
esse autor, 90% das maes que apresentaram infecgiita durante a gravidez eram
assintomaticas [27]. A incidéncia de Toxoplasmagela na gravidez varia de 0,06% a 1,4%
[28], onde aproximadamente 15% das infeccOes essu#tm morte intra-uterina e dos 85%
gue nascem, 80% desenvolvem lesGes oculares ouddasocerebrais tardias. Tem sido
estimado que mais de 9% de retardamento mentahsst&iado a infeccdo Toxoplasmatica
Congénita [13].
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Quando a infeccdo materna é diagnosticada nodagravidez, a mulher pode gerar
um bebé aparentemente perfeito, mas os 6rgaoscémeascido vdo, aos poucos, sofrendo
alteracOes [8]. Essas criancas, assintomaticasagoen podem desenvolver corioretinite
durante a adolescéncia ou na fase adulta, quasdeseculares e desordens neuroldgicas e
psicomotoras podem acontecer [13].

Assim, fica evidente a conveniéncia de se estabelecom precocidade o
diagndstico, principalmente porque o tratamento mstituido € confiavel e tende a prevenir
problemas futuros [18].

As caracteristicas classicas dessa infeccao samileedas de “Tétrade de Sabin”
(Sabin,1941) [19]:

» Hidrocefalia ou microcefalia (modificagdes no vokido cranio);

» Corioretinite (¢ a manifestacdo mais constantenstitai, por si s, elemento
significativo para levantar forte suspeita da degnc

» Estrabismo e Nistagmo (movimentos rapidos e inwdliws do globo
ocular);

» Calcificagdes Intracranianas (atingem o cortex enosleos da base do
cranio);

« Retardamento Mental.

A Toxoplasmose do adulto é tratavel por associagémedicamentos, mas a lesao
do feto é irreversivel.

A primo-infeccdo peloToxoplasma gondii frequentemente evolui de forma
assintomatica. E detectada pela pesquisa labakttei marcadores sorolégicos durante o
acompanhamento pré-natal ou em estudos de sor@grela A importancia de estabelecer o
perfil sorolégico da gestante reside na possilidde adocdo de medidas profilaticas e
terapéuticas para minimizar a transmissao vertieala ocorréncia de danos ao
desenvolvimento fetal [5].

A toxoplasmose adquirida durante a gestacdo, postitoir uma das formas de
transmissdo do parasita, apresenta especial relavaBm geral, o risco de adquirir
toxoplasmose durante o periodo gestacional, coiogla-se a trés fatores: a prevaléncia na
comunidade, o numero de contatos com uma fontenféecdo e o niumero de mulheres
suscetiveis (ndo imunizadas por infeccédo préviajamaunidade. No Brasil, existem estudos

sobre prevaléncia de gestantes soropositivas p&aAnti-Toxoplasmagondii em alguns
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estados, como Rio de Janeiro (77,1%), Pernambu&d%, Rio Grande do Sul (74,5%),
Bahia (64,9%) e Parana (67,0%) [33].

Durante a gestacdao, o risco de transmissao veestalpraticamente restrito as primo
infeccdes, sendo observado que mulheres que j&empawam soropositividade antes da
gravidez geralmente ndo infectam seus fetos. Osparatinge 0 concepto por via
transplacentaria causando danos de diferentes geagsavidade, dependendo da viruléncia
da cepa do parasita, da capacidade da resposta olaumae e do periodo gestacional em que
a mulher se encontra. Quando a infeccdo maternaeoco primeiro trimestre de gestacéo, a
ocorréncia de transmissao vertical € menor do gunteiro trimestre, contudo a gravidade
da doenca no recém-nascido € maior [19].

Na fase aguda da toxoplasmose, primeiro ocorreodugéo de Imunoglobulina M
(IgM), seguida da producéo de Imunoglobulina G jlg& infeccdo pode produzir também
Imunoglobulina A (IgA), se a transmisséo ocorrer yia oral. A deteccdo de IgM pode ser
feita uma a duas semanas depois do inicio da @édea@cancando um pico em seis a oito
semanas, quando entdo declinam rapidamente, pdréas thaixos podem persistir por mais
de doze semanas. O anticorpo IgG aparece na paiseinana de infeccéo e persiste por toda
a vida na maioria das gestantes.[19]

O diagnostico da infecgcdo materna é feito peloilpsofolégico da doencga aguda,
onde existe positividade tanto para anticorpo Igivhc para anticorpo IgG. Como 0s niveis
de anticorpo IgM podem manter-se positivos pord&#oito meses apos a infeccdo, outros
meétodos devem ser utilizados para diferenciacdafdacdo aguda ou crénica, como o Teste
de Avidez de anticorpo 1gG, demonstrando baixaeavig30%) para 0os casos cuja infec¢ao
ocorreu nas dozes semanas e alta avidez (>60%)apaklas ocorridas ha mais de doze
semanas, lembrando que os casos de avidez entree3®%o devem ser analisados
juntamente com os achados clinicos e anamenesemie [11].

O diagnéstico laboratorial constitui um desafio gpars profissionais de saude
envolvidos na assisténcia a gestante e ao conceptsuspeita de infec¢cdo pédloxoplasma
gondii. Aléem da complexidade de interpretacdo de maresdde fase aguda, as modernas

técnicas laboratoriais nem sempre estao disponiesiservicos de saude publica [5].

1.5. Diagnéstico Imunolégico

A distingdo sorologica entre Toxoplasmose Aguda Grdnica assume grande

importancia clinica, ainda mais sabendo-se quexggieerisco de infeccdo congénita no
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periodo inicial da infec¢do, extremamente limitaolode a IgM (caracteristica de fase aguda)
permanece positiva por até 18 meses[7].

Diversas provas soroldgicas foram preconizadas paradiagnostico da
Toxoplasmose, entre elas as seguintes: Reacao wtealmcédo, Reacdo de Sabin-Feldman,
Reacdo de Fixacdo do Complemento, Reag¢do de Hemagho, Reacdo de

Imunofluorescéncia, Reacdo Imunoenzimética (ELIGA)

1.5.1. Reacédo Neutralizacao

Executada na pele dorsal de coelhos. Esta reaghé p@aticamente usada porque

nao distingue Toxoplasmose aguda de Toxoplasmosea.

1.5.2. Reagéo de Sabin-Feldman

E um excelente método para diagnéstico individualfase aguda ou crénica da
doenca, € muito sensivel e especifica. Atualmestee reétodo estd em desuso por causa da
execucao trabalhosa e baixo rendimento, apresemtalyilins inconvenientes tais como:
necessidade do emprego de Toxoplasma vivos e antest interferéncia do nimero de
protozoarios utilizadoe também pela boa sensibilidade de outros teste®garas de mais

facil execucéo [34].

1.5.3. Reagéo de Fixagao de Complemento

E um método de diagndstico trabalhoso que sofeefer€ncia de muitas variaveis,

presentemente enveredando para o desuso.

1.5.4. Reagdo de Hemaglutinagao Indireta

Excelente método diagnéstico, devido a sua altsilsiddade e simplicidade de
execucdo. Entretanto é inadequado para diagngstemmce e frequentemente ndo detecta
Toxoplasmose congénita. A sua reprodutibilidade \dieres fornecidos € irregular pois o
exame pode sofrer intervencdo de substancia amggéns camundongos, 0 armazenamento

de hemacias hidratadas ou a demora do manuseiuz{sadem resultados nao confiaveis. E

um método adequado para levantamento epidemiok{¢o
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1.5.5. Reacédo de Imunofluorescéncia Indireta (IFI)

E o melhor, mais sensivel e 0 mais seguro dos mgtdhgndsticos, podendo ser
usado tanto na fase aguda como na fase cronicaetggal Devendo-se salientar que se trata
de técnica aplicavel em situacdes apropriadasjgéhg a necessidade do uso de aparelhagem
de alto custo, exige anticorpo de qualidade, dasi@nato de fluoresceina é adquirido por
alto preco e, finalmente sua interpretacdo depeledam profissional bem formado pois &

subjetivo.

1.5.6. Reacgédo ImunoenziméticéELISA)

O teste de ELISA tem se tornado um dos testes msi&los atualmente,
principalmente para triagem inicial de Toxoplasmeseseres humanos. Ao contrario da IFI
€ um teste objetivo, e com leitura automatizada.

Os testes de ELISA apresentam maior sensibilidade pesquisa de anticorpos da
classe IgG e a mesma sensibilidade da IFI paraumasde anticorpos da classe IgM [33].

A pesquisa de anticorpos IgM por ELISA em sangum gpapel filtro) € uma
metodologia que apresenta alguns pontos posittags,como: a coleta e 0 armazenamento
faceis, necessidade de pouca estrutura e recursnanis, capacidade de gerar respostas
rapidas, baixo custo, ndo envolvendo os riscoscasius a utilizacao e eliminacédo de agulhas
e seringas. O transporte de amostras convencideasangue (via tubos de ensaio) pode
alterar as caracteristicas do sangue se ndo heoefvigieracdo adequada e ainda ha maiores
chances de ocorrer acidentes com o material (qQueboan o sangue seco (papel filtro), o
transporte pode ser feito até pelo correio, seeragfio de resultados [25]. Com isso as
amostras podem vir de qualquer local do pais, $eemaaos resultados dos exames. Realizou-
se um estudo comparativo entre a técnica padrdeLtA em soro e a técnica alternativa
ELISA em sangue seco (papel filtro), existem pouestudos comparativos sobre esta
metodologia, porém exames em sangue seco (papel) fido realizados no “Teste do
Pezinho” ha mais de 20 anos [17].

Na avaliagédo de testes diagnosticos devemos desaentensidade da associagéo,
em termos de sensibilidade e especificidade, ndtabaostrar que existe uma associagéo
entre o resultado do teste e a doenca [1].

Varios tipos de provas sorologicas sao atualmetiteados para possibilitar o

diagnostico do Toxoplasmose. Constituem examesttastitilizados para identificacdo da
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doencga em pessoas que estdo na fase aguda owaaéarpatologia. Os testes mais utilizados
atualmente, sdo a hemaglutinagcéo indireta (HAlpnanofluorescéncia indireta (IFl) e o

ensaio imunoenzimatico (ELISA).

1.6. Reprodutibilidade

E a habilidade do teste em produzir resultados istemses (quase 0S MesmMos
resultados) quando realizados independentementd @s mesmas condicdes. Por si s6 a
reprodutibilidade ndo qualifica um teste, isto éeste pode ter alta reprodutibilidade, mas
produzir resultados consistentemente errados. Hérsdis maneiras de verificar a
concordancia de resultados entre leituras de ummmesvento ou comparar métodos
diagndsticos diferentes, e assim, estimar o erroetido na sua afericdo. Os resultados
podem ser expressos sob forma de variavel dicotdr{positivo/negativo), categorica
(normal/anormal/niveis limitrofes), em medidas oards (mg, ml) ou titulos de sorologia. A
expressao em variaveis dicotbmicas torna a intexgdie mais Util na pratica. A comparacao

de resultados pode ser apresentada através de Kaipa(K).[1]

1.6.1. IndiceKappa

Expressa a confiabilidade de um teste, € um indrcdel concordancia ajustada, pois
leva em consideracdo, a concordancia devida aco.a€@<K informa a proporcado de
concordancia nao-aleatoria entre medidas da mean@vel categorica, e seu valor varia de

“menos um” (completo desacordo) a “mais um” (codéacia total) [1].
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Tabela 1:Escala de concordancia do Kappa

Kappa Concordancia

<0,00 Nenhuma
0,00-0,20 Fraca
0,21-0,40 Sofrivel
0,41-0,60 Regular
0,61-0,80 Boa
0,81-0,99 Otima

1,00 Perfeita

Adaptado de Landis & Koch, Bietnics, 1977

1.7. Validade de um teste diagnostico

A validade de um teste refere-se a quanto, em teuantitativos ou qualitativos,
um teste € Util para diagnosticar um evento ou peedizé-lo. Para determinar a validade,
compara-se os resultados do teste com os de urdgpgudrao ouro). O teste diagnoéstico
ideal deveria fornecer sempre a resposta corretseja, um resultado positivo nos individuos

com a doenca e um resultado negativo nos individeosa doenca.[1]

1.7.1. Sensibilidade e especificidade

O resultado do teste estad correto quando ele diyoosia presenca da doenca
(verdadeiro positivo), ou negativo na ausénciaenda (verdadeiro negativo). Por outro lado,
o resultado do teste esta incorreto quando eleséiym na auséncia da doenca (falso-

positivo), ou negativo quando a doenca esta pregiiso-negativo) [1].

SENSIBILIDADE Capacidade que o teste diagnéstico/triagem amies#ge detectar os

individuos verdadeiramente positivos.

ESPECIFIDADE Capacidade que o teste diagndéstico/triagem tem ddeectar os

verdadeiramente negativos.
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O teste ideal, com 100 % de sensibilidade e espeeifle raramente existe na
pratica, pois a tentativa de melhorar a sensilbdzm o efeito de diminuir a especificidade
(quanto maior a sensibilidade, menor a especifi@ilaPara a definicdo do ponto de corte de
positividade (cut-off) o investigador deverd levam conta a importancia relativa da
sensibilidade e especificidade do teste diagngstionderando sobre as implicagbes dos dois
possiveis erros. Para um teste de triagem o ideain&ntar a sensibilidade em detrimento da
especificidade, pois a ndo deteccao de casos &rarrisco para a populacéo, o ponto de corte
devera ser estabelecido tendo como objetivo alcat@d% de sensibilidade para que néo

ocorram falsos-negativos [1].
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2. OBJETIVOS

2.1 Geral:

Comparar os resultados de Anticorpos Anti-ToxopksgM em papel filtro (sangue

seco) e soro.

2.2 Especificos:

» Verificar a ocorréncia de resultados falso-postiv falso-negativos em papel
filtro;

» Verificar a especificidade de resultados em pafied;f

» Verificar a sensibilidade dos resultados em pajfied;f

* Verificar a concordancia de resultados entre os oh@itodos.
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3. MATERIAS E METODOS

3.1.Populacéo de estudo

Realizou-se um estudo comparativo com amostraardgie coletadas entre Julho de
2006 a Julho de 2007, provenientes de 1755 gestatdadidas no PPGGO (Programa de
Protecdo a Gestante do Estado de Goiés) e encatamipara o IDP APAE de Goiania
(Instituto de Diagnostico e Prevencédo da Associalgii®ais e Amigos dos Excepcionais de
Goiania).

As amostras de sangue foram coletadas em soroet fjap S&S 903 (Schleicher
& Schuell 903) por puncado digital e posteriormeekgidas para extragcdo das proteinas e
posterior realizacdo dos testes de ELISA. Nos casas resultados iniciais supostamente
positivos ou indeterminados foi realizada uma nm@aeta em sangue venoso para
confirmagé&o de diagndsticos.

Por se tratar de um estudo retrospectivo com agdim do banco de dados
secundarios disponibilizados pelo IDP APAE de Giaianao infringe os aspectos éticos
vigentes, estando em consonancia com a Resoluc®®619% Complementares do
CONEP/MS, e seguiu a tramitacdo determinada petmrB®ma de POs-Graduacdo em
Ciéncias da Saude da Universidade de Brasilia. #@&eecucdo do projeto de pesquisa foi
solicitada a autorizacdo da Presidéncia da APABa@énia para manipulagédo do banco de
dados secundario.

Foi solicitado a dispensa do Comité de Etica engiisa por se tratar de um estudo

com manuseio somente do banco de dados secundario.
3.2. Coleta e processamento das amostras

Foram coletadas um total de 1755 amostras. As amsostegativas foram
provenientes de pacientes que na realizacdo deesxam papel filtro foram presumidamente
positivas ou indeterminadas para marcadores da patologia (Hepatite B) e negativas para
Toxoplasmose IgM. As amostras positivas ou indateadas para Toxoplasmose IgM foram
provenientes de pacientes que na triagem em ppebbtiveram esses resultados.

Usou-se como critério de inclusdo pacientes conultees positivos para
Toxoplasmose IgM em papel filtro e positivas pamcadores de Hepatite B em papel filtro

gue realizaram coleta de material em papel filtsoe. Usou-se como critério de exclusao
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amostras hemolisadas ou lipémicas e amostras cénmeoinsuficiente para as devidas
determinacgdes.

Foram colhidas gotas de sangue periférico em piiprel (seis circunferéncias),
acoplado a uma ficha padronizada de identificacdogdstante, contendo no verso o
consentimento informado da gestante para a reabzdgs testes soroldgicos.

Os testes soroldgicos foram realizados em aparelbhtmsnatizados, utilizando kits
comerciais registrados na Agencia Nacional de &igila Sanitaria - Ministério da Saude
(ANVISA).

A amostra de sangue foi coletada por puncao digital papel filtro S&S 903,
conforme padronizacdo de coleta dos Procedimenfmsa®onais Padrao (POP) do IDP
APAE de Goiania. O cartdo de coleta deve ser pregonade maneira legivel com dados
pessoais da gestante. Para a coleta do sanguepehfilda, o local da puncéo, normalmente
dedo anelar, deve ser limpo com alcool a 70%, apsscagem do alcool , realiza-se uma
puncao digital com lancetas descartaveis, com mdgpiio de uma gota de sangue espessa,
encosta-se o papel filtro suavemente no local, gpaeao sangue seja absorvido, repetindo este
procedimento ate preencher completamente os cétculo

Apoés a coleta o material foi seco a temperaturaiemsdy sem incidéncia de luz
solar, fora de ambiente com ar condicionado ouilagior, por periodo de 60 a 90 minutos.
Posteriormente as amostras foram embaladas enmopeggbadronizados e encaminhados via
correios ao IDP APAE de Goiania. Todas as inforreagéontidas no cartdo de coleta foram
de responsabilidade da Unidade de Saude.

No recebimento das amostras no IDP APAE de Goiémiam verificadas o correto
preenchimento da ficha e viabilidade da amostgurs#go POP onde sé&o realizadas avalia¢tes
de qualidade da coleta das amostras. Em segu@aa@stras foram identificadas com codigo
de barras e enviadas para picote. As amostras fpremtadas em aparelhos automaticos,
seguindo uma lista de trabalho especifica para oeagho. Posteriormente as amostras séo
colocadas em solucdo tampéao para eluicdo dasmasteanguineas e posterior realizacdo dos
testes de ELISAEnzyme-Linked Immunosorbent Agsay

As amostras de sangue venoso foram coletadas stsspie origem e enviadas via

Correios (Sedex), seguindo as normas de bioseguenmaterial bioldgico.
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3.3. Teste de Triagem para Toxoplasma IgM

Na triagem soroldgica para Toxoplasma IgM, em elu papel filtro utilizou-se
kits comerciais para ELISA, registrados pelo Miigt da Saude — ANVISA (Agencia
Nacional de Vigilancia Sanitaria).

ELISA: Técnica amplamente utilizada para rotinas der&bdo, excelente como
método de triagem por sua alta sensibilidade e uadizqespecificidade. As amostras em
papel filtro sdo eluidas, usando eluente proprica peste tipo de material biolégico e
posteriormente a realizacdo do exame segue a &descrita nos kits comerciais .

Para extracdo do anticorpo Anti-Toxoplasma IgM,nus® um picote de 3 mm de
diametro (3ul de soro) [23] que sera colocado phrigdo em 20Ql de eluato diretamente na
placa de realizacdo do exame. A placa € homogealeizam rotacdo de 1000 rpm, a
temperatura ambiente por 1 hora e logo apés sdizadas os exames em aparelhos de
ELISA automatizados seguindo a técnica especifica

O método imunoenzimético para determinacado quaktate IgM especifica anti-
Toxoplasma gondig um teste imunométrico de captura de anticorpmsgdrio na técnica de
ELISA. A presenca de IgM especifica anti-Toxoplagmeamite que o conjugado ligue-se a
fase solida através da presenca do antigeno deplBsxaa. A atividade enzimética €,
portanto, proporcional a concentracao de IgM an#eplasma presente nas amostras ou nos
controles. A atividade enzimatica é medida pelacéaide uma solucédo incolor de
cromogemo/substrato. A acdo da enzima no cromdgi@instfato produz uma coloragcao que €
medida por um fotémetro.

Técnica resumida em papel filtro (figura2):

» Dispensar 100 pl dos calibradores e controles ngspcorrespondentes.

* Fazer eluicdo do papel de filtro (nas tiras sehs#alas) com 200 ul do
eluente préprio.

* Incubar a placa durante 60 min a 37°C.

* Lavar com o tampéao de lavagem 5x.

» Dispensar 100 pl de conjugado em cada poco.

* Incubar a placa durante 60 min a 37°C.

* Lavar com o tampéao de lavagem 5x.

* Dispensar 100 pl de substrato em cada poco.

* Incubar a placa durante 30 min a temperatura angpFntegido da luz.
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* Adicionar 100 ul da solucéo de bloqueio em cada pblisturar suavemente
por 30 segundos.

* Ler imediatamente as DOs em um leitor de microglaman filtro de 450

nm.
@
incubagao
" (1 hora a 37°C)
lavagem ”
@
&
* . )
incubagao
. 3 Q (1 hora a 37°C)
0] lavagem -
!\D

incubacao

L (30 minaTA) .
cromogenio/substrato » =olugao de paragem —————

-
>
p leitura no fotometro a 450/630 nm.

Fonte: IDP- APAE de Goiania

Figura 2: Representagcdo esquematica Técnica de ELISA

3.4.Analise estatistica

A hipotese nula de auséncia de concordancia estresultados obtidos para as
medidas dos niveis de anticorpos, obtidos em sopapel filtro, sera testada através da
distribuicdo cruzada das faixas de absorbanciadabpela ELISA.

Os resultados em papel filtro e soro foram arquogaeim planilha Excel. Todos os
dados foram conferidos quanto a sua validade edéxaé posteriormente conferidos com 0s
resultados originais. Para facilitar a analised&tierminado um ponto de corte (cut-off), Unico
para papel filtro e soro, como a realizacdo dosnesaforam sendo executadas a medida que
as amostras chegavam ao laboratorio, esta deteydoirnke cut-off Gnico tornou-se necessaria.

Para determinar a Especificidade, a SensibilidaddneliceKappaforam utilizadas
formulas especificas para comparagcdo entre osniéisdos, de acordo com Buck e Gart
(1966), assumindo como referéncia os resultadosceo|[1].
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Doenca (padrio-ouro)

Presente Ausente

Positivo
Teste a+b
c+d
Negativo
a+te b+d N(at+b+c+d)

Fonte: Adaptado de Zicker, 1997
Sensibilidade: a/(a+c)
Especificidade: d/(b+d)

O indice kappa € estimado como
Po — Pe

1-Pe

K =

Sendo:
Po = Proporcgéo de concordancias observadas

Pe = Proporcédo de concordancias esperadas

Para uma melhor exatiddo de célculos e resultaftoem usadas variaveis
dicotdbmicas (positivo e negativo), os valores iedeinados foram desprezados para esses
calculos, porém serdo descritos posteriormente.
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

Foram analisadas 1755 amostras em papel filtrog anidialmente 621 amostras

eram positivas, 1093 eram negativas e 41 eram aasasim resultados indeterminados.

TOTAL DE AMOSTRAS

1755
621 AMOSTRAS 1093 AMOSTRAS 41 AMOSTRAS
POSITIVAS EM PAPEL NEGATIVAS EM PAPEL INDETERMINADAS EM
FILTRO FILTRO PAPEL FILTRO
598 14 9 28 9 4
Amostras Amostras Amostras Amostras Amostras .AmOStra.S
positivas negativas indetermi positivas negativas indetermi-
em soro em soro -nadas em soro em soro enrﬁdsacl)sro
em sor
1092 1
Amostras Amostra
negativas positiva
emsoro em soro

Figura 3: Resultados Finais

Do total de 621 amostras positivas para Toxoplasngld em papel filtro, quando

realizadas em soro 598 continuaram positivas (95,3% amostras negativaram (2,3%) e 9

amostras obtiveram resultados indeterminados (1,4%)

Das 1093 amostras negativas para Toxoplasmose Igivpapel filtro, quando

realizadas em soro 1092 continuaram com resultaegativos (99,9%) e somente 1 amostra

obteve resultado positivo (0,1%).

Do total de 41 amostras indeterminadas para Togopdae IgM em papel filtro,

quando realizadas em soro, 28 amostras obtiverauttado positivo (68,3%), 9 amostras
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negativaram (21,9%) e somente 4 (9,8%) amostrastincanam com resultados
indeterminados.

A Sensibilidade para Toxoplasmose IgM em Papetd-fthi de 99,83%, enquanto
que em soro a sensibilidade determinada pelo faftecé de 97,99, dado este explicado pela
caracteristica da técnica de triagem. Em estudelbame em gestantes de Mato Grosso do
Sul encontrou-se uma sensibilidade para pesquiSaxiglasmose IgM de 99,4 % em papel
filtro [12].

N&o encontramos nenhum estudo semelhante paraareatis comparacdes , porém
o uso do papel filtro, a sua sensibilidade e efipelzide estdo sendo objetos de varios
estudos com um gama diversificada de dosagens ibiazgs [29], marcadores tumorais e
imunologicos [10,20, 24] e dosagens hormonais [9].

Na literatura encontramos, em um estudo realizadéfrica, uma sensibilidade de
ate 99% para pesquisa de anti-HIV [30].

A Especificidade para o exame de Toxoplasmose lgpMPapel Filtro foi de 98,73%,
enquanto que em soro a especificidade determinaldafgbricante é de 99,8%. Em outro
estudo semelhante foi encontrada um especificidadi®,8% para papel filtro [12]. Este fato,
provavelmente ocorreu devido a determinacdo doopdatcorte ser diferentdlo presente
estudo, trabalhamos com um ponte de corte minimanieo (ut-off 0,350), pois,
pretendiamos testar o potencial de triagem destedmée o citado estudo trabalhou somente
com avaliacdo de resultados de diagnostico (refdthnais).

Uma especificidade de 99% para anti-HIV, foi ddacem estudos realizados na
Africa com criancas [30].

Um estudo comparativo para determinacdo em sorn sa@gue seco para Rubéola
IgM, pela técnica de HAI, encontrou uma sensibdelde 99,4% e uma especificidade de 100
% [26].

Foi identificado a ocorréncia de 1 falso negatinoRapel Filtro (0,06%).

Foram identificados a ocorréncia de 14 falso passtem Papel Filtro (0,8%).

Foram identificadas 13 amostras que ndo conseguile@sminar o seu resultado
(0,7%).

O Indice Kappa encontrado foi de 0,98 ( 6tima concordancia estm vs papel
filtro).

Para um teste de triagem devemos aumentar a diglaglbj em consequéncia ocorre

uma diminuicdo da especificidade, fato este obsernam nosso estudo. Porém devemos
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salientar que esta diminuicdo da especificidadeééesfavoravel, pois uma Unica amostra
positiva em ELISA (para qualquer determinacao), determina diagnéstico.

As amostras identificadas como indeterminadas, fadodgervir de estudo em outra
oportunidade, pois necessitariam de uma nova colebgetivo que este estudo néo
determinou. Contudo, nas 13 amostras com resul@idosrdantes, foi realizado o Teste de
Avidez para Toxoplasmose IgG e todas obtiveramtesuacima de 60% (alta avidez). Estas
pacientes foram acompanhadas e orientadas.

A concordancia entre os dois (sespapel filtro) métodos foi de 99,12%.

A avaliagdo de Controle de Qualidade em determemgde laboratério foram
introduzidas no Brasil na década de 70-80, atraé®rograma Nacional de Controle da
Qualidade (PNCQ) da Sociedade Brasileira de Arali@énicas (SBAC) e do Programa de
Exceléncia em Laboratorios Clinicos (PELM) da Sdade Brasileira de Patologia Clinica,
estes dois programas estabelecem limites aceitdeasro (LAE) ou limites de controle (LC)
para cada analito, estabelecendo assim resultadiid\eeis e ndo aceitaveis[21].

Os sistemas de controle de qualidade interno nsidas em laboratérios clinicos,
atualmente, séo o Sistema de Controlé@eey-Jennings o Sistema de Controle através das
RegrasWestgard ambos estabelecem como limites aceitaveis dagé&ida analise até +/- 2
desvios padrdes [21].

Foram realizadas 16 dosagens de 2 amostras, unaiiviaeg outra positiva para
Toxoplasmose IgM, no intervalo de trinta dias paedficacdo da estabilidade da amostra,
onde observamos 0s seguintes resultados de acorda tabela 2.

Observamos uma media de absorbéancia de 0,84 pamaostra positiva com um
desvio-padrao de 0,11. Conforme determinacdo daCSBASBPC baseados no controle
interno de Qualidade deevey-Jenninge Westgard a variagcdo de leitura de absorbéancia
pode ter uma variacdo de +/- 2 desvios-padroesef@ia leitura poderia variar de 0,61 ate
1,07.

Para a amostra negativa, observamos uma médiasdebahcia de 0,10, com um
desvio padrao de 0,04, sendo a variacdo aceit@vel-d2 desvios padrbes, variando entre
0,02 e 0,18.
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Tabela 2 Leituras de Absorbancia dos controles

Data Toxo IgM (+) | Toxo IgM (-)

Abs inicial 1,085 0,157
3/1/2008 1,026 0,081
7/1/2008 1,04 0,072
11/1/2008 0,712 0,066
14/1/2008 0,946 0,098
16/1/2008 0,744 0,06
17/1/2008 0,7 0,052
18/1/2008 0,951 0,071
21/1/2008 0,945 0,056
22/1/2008 0,721 0,131
23/1/2008 0,725 0,158
24/1/2008 0,745 0,134
28/1/2008 0,789 0,125
29/1/2008 0,791 0,156
30/1/2008 0,812 0,161
31/1/2008 0,854 0,131

Em estudo realizado para a determinacdo bioquincériglicerideos em sangue
seco, observou-se uma estabilidade da amostra de@sngquando armazenada a temperatura
ambiente e de 4 meses quando armazenada a 4 gr&as €hcontrada uma correlagéo de
0,96 (96%) entre a determinacdo em soro e samgod 29].

Para confirmarmos a Reprodutibilidade do exame apelPFiltro, repetimos uma
mesma amostra negativa por 10 vezes num mesmooeasabtivemos uma media de
absorbancia de 0,075, e a variacéo foi de 0,030, 480.

Em estudo realizado em Copenhagen, Dinamarca [82n marcadores
inflamataorios, verificou-se que o uso do papetdilfsangue seco), seria a escolha para locais
onde ndo existem boas condi¢cbes de armazenameapamcao de amostras, pois a variacado
ocorrida nas determinagdes em papel filtro, foraemanes que as variacées apresentadas nas
determinacdes em soro e plasma quando armazenaddffezentes condicbes. Quando o
papel filtro foi armazenado imediatamente aposletaa 4°C, suas dosagens aproximaram-se
dos resultados obtidos em soro quando congeladeparados imediatamente apés a coleta,
mostrando que se resfriarmos a amostra em papel dilseu resultado é potencializado. O

citado estudo conclui que os resultados em pajrel §&do superiores quando comparados ao



34

soro e plasma onde ndo existem instalacfes disgenpara o tratamento de amostras
liquidas.

O Instituto Adolfo Lutz (IAL), realizou em 2004 unp@squisa sobre a capacidade de
absorcéo e distribuicdo de sangue total em difesetipos de papel filtro (Whatman n° 1,
Nalgon 80g, Nalgon 3550, Nalgon 3551, Nalgon 338acherey-Nagel 640d, Macherey-
Nagel 640m, Macherey-Nagel 640w, Macherey-Nagelw@}Melitta, Jovita, Extra e JProlab
42 ), segundo o IAL apesar de alguns papéis apgsrsem similaridade de absorcao, maiores
estudos seriam necessarios para avaliar a qualttedeesultados dos exames realizados por
diferentes técnicas imunologicas, com o empregalileentes especificacdes de papel filtro,
para que se observe a existéncia ou nao de fateneserferéncia [15].

Porém, o IAL ndo testou o papel mais usado paerméetacdes sorologicas e o de
escolha para o Teste do Pezinho e também o utlizzesta pesquisa e por varios
pesquisadores, onde foi observado que a capaaigadiesorcdo e distribuicdo do papel filtro
foi suficiente para as determinacgdes propostas.

Em nosso estudo para verificarmos a capacidadebderg@o e distribuicdo de
sangue total no papel filtro S&S903, foram realamad?2 dosagens de uma mesma amostra,
porém picotadas em diferentes locais do papelofiltd material em andlise possui 6
circunferéncias contendo material biolégico do gimahm extraidas 2 amostras de cada
circunferéncia e realizada dosagens das mesmasfa¥@im encontradas divergéncia nos

resultados entre as 12 determinacoes.
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5. CONCLUSAO

De acordo com o0s objetivos propostos para est@l@sts resultados obtidos nos

permitem concluir que:

Objetivo 1:Verificar a ocorréncia de resultados falso{poss e falso-negativos em
papel filtro.
De acordo com a técnica padsaco), foi identificado a ocorréncia de 1

Falso-negativo e 14 falso-pes em sangue seco.

Objetivo 2: Verificar a especificidade de resultaéon papel filtro.
A especificidade do exame epepéiltro foi de 98,73%.

Objetivo 3:Verificar a sensibilidade dos resultados em pajfted.f
A sensibilidade do exame emepéifiro foi de 99,83%.

Objetivo 4: Verificar a concordancia de resultadoge os dois métodos.
A concordancia entre os daistodos foi de 99,12%. O Indi€appa
encontrado foi de 0,98 (Gtinnacordancia).

Diante do acima exposto podemos concluir que: Auyiea de Toxoplasmose IgM em papel
filtro pode ser usada para triagem de populaca@®s,npostrou-se que é uma técnica confiavel
com alta sensibilidade e boa especificidade.
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INSTITUTO DE DIAGNOSTICO E PREVENCAO

Procedimento Operacional Padra®OP N° 13

COLETA Pag: 32-33

01 — OBJETIVO:

Estabelecer as instru¢des pormenorizadas paraacdeetmaterial e manuseio do
mesmo, de modo a possibilitar uma coleta dentranda®as internacionais e com qualidade
necessdria para obtencdo de amostras especifreagspaxames.

02 — MATERIAL:

-Lanceta estéril com ponta de aproximadamente 270 m
-Alcool preparado estéril;

-Algodao;

-Gaze esteéril;

-Seringas (5,0 ml);

-Agulha (0,70x25);

-Formulario para coleta de sangue (papel filtro);
-Tubos de vidro (tampa vermelha ou roxa);

-Luvas.

03 — PROCEDIMENTO:

***Coleta em papel filtro (primeira e segunda amosa):

-Preencher todos os campos destinados as inforsya@gdpaciente com letra legivel.
Para evitar a contaminacdo dos circulos do palel, fndo permita que os mesmos entrem
em contato com fluidos e néo os toque antes ouisldpaoleta de sangue.

-Guarde a “controle do paciente”, e solicite aredara da paciente na autorizagdo no
verso.

-Limpe o local com &lcool secando completamente.

-Faca uma punc¢ao no dedo anelar da mao esquerda.

-Encoste levemente o papel-filtro na gota granelsahgue. Espere até que o sangue
seja absorvido e preencha completamente o circuio @plicacdo de uma Unica gota de
sangue (para aumentar o fluxo de sangue, mantenhgressao suave e intermitente na area
proxima ao local da puncao). Apliqgue o sangue stenem um lado do papel.

-Preencha os filtros restantes da mesma forma dasurito anteriormente, com gotas
de sangue sucessivas.

-Pode ser usado sangue coletado em via venosasg@danga e distribuido
posteriormente no papel filtro para secagem.

-Apoés a coleta, a amostra deve secar por 04 @uadras no suporte em temperatura
ambiente. ApoOs este periodo, devera ser enviadoais mapido possivel para agilizar a



assisténcia a gestante, contudo, se for necesg&sa, amostra pode permanecer coletada,
aproximadamente, por 10 (dez) dias.

***Recoletas:

Procedimento para confirmacao de exames alteraddswdosos:

Sera comunicado e orientado por meio de servicalsdo IDP-APAE de Goiania. Na
capital, o IDP APAE ira levar e recolher o matenmra recoleta (tubos) por meio de
mensageiros, porém, nos interiores, o materiab&ubera enviado via correio, acompanhado
de uma solicitacdo de recoleta orientando o tipardestra desejada (soro ou sangue total); o
técnico da unidade de saude ir4 colher 5,0 ml dgusaem cada tubo, acondicionar no
recipiente (caixa de isopor) e remeter via corpaca o IDP (Instituicdo de Diagndstico e
Prevencéo) da APAE de Goiania.

OBS: Os técnicos envolvidos fazem uso dos EPI's.



INSTITUTO DE DIAGNOSTICO E PREVENCAO

Procedimento Operacional Padra®OP N° 14

RECEPCAO DE AMOSTRAS | Pag: 34-36

01 — OBJETIVO:
Receber e organizar as amostras enviadas ao |[NEAFdiIania.
02 - AMOSTRAS DE PRIMEIRA FASE:

As amostras passam por diversas etapas até egpaosmas para a realizacdo dos
exames, nas quais sao feitas algumas verificagcoes:

*Nome do posto de Coleta e Cidade de origem.

-Observar se campo “Posto de Coleta” esta devid@mereenchido; em caso de
inexisténcia do nome do posto ou posto de coletacadastrado, entrar em contato a SMS do
Municipio para confirmacao.

-O nome da cidade onde foi feita a coleta, deveeserito no rodapé da ficha pelo
responsavel da verificagdo como confirmagéo.

*Observar a data e aspecto da amostra.

-Amostra com trinta (30) dias ou mais € considerat#pta, sendo necessaria
solicitacdo da coleta de uma nova amostra pel® miesorigem.

-Amostras de coloracdo escura e/ou de aparénciea S0 Separadas para testes
(verificagcdo de eluicdo), em caso de amostra rgyl@é solicitado ao posto que providencie
uma nova amostra.

-A amostra deve possuir quantidade suficienteatigige parar retirada de 14 picotes,
caso quantidade insuficiente, é solicitado ao pgstoprovidencie uma nova amostra.

*Codificacéo.

-As amostras que estiverem aptas a dar continuidageocesso sdo etiquetadas com
codigo interno sequencial (duas etiquetas: 1.FRartartdo que sera destacada posteriormente
contendo a amostra, 2.Parte do cartdo contendadzs dlo paciente).

-Destacar a parte do cartdo contendo a amostvaléaeente etiquetada).

*Organizagéo dos lotes:

-Estando as fichas (dados do paciente) ja coddica separadas da parte do cartdo
contendo a amostra, organiza-las em lotes.

-Cada lote possui 376 fichas (pacientes). Depeidirdilizado, o lote € entregue no
setor de CPD para sua inclusdo no sistema do IDREABoiania.



-Com as amostras de sangue nao € diferente, tars@d@rarganizadas em lotes. No
entanto cada lote é subdividido em quatro blocastermlo 94 amostras. Cada bloco é
referente a uma placa de ELISA.

-O lote é entregue ao responsavel do Picote.

-Depois de picotadas sdo armazenadas entre 2e8%€rppo indeterminado.

03 — AMOSTRAS DE SEGUNDA FASE:

As amostras passam por diversas etapas até egpaoemas para a realizacdo dos
exames, nas quais sao feitas algumas verificagcoes:

*Nome do posto de Coleta e Cidade de origem.

-Observar se campo “Posto de Coleta” esta devid@mereenchido; em caso de
inexisténcia do nome do posto ou posto de coletacadastrado, entrar em contato a SMS do
Municipio para confirmacao.

*Observar a data e aspecto da amostra.

-Amostra com trinta (30) dias ou mais € consideramhpta, sendo necessaria
solicitacdo da coleta de uma nova amostra pel® miEsorigem.

-Amostras de coloracdo escura e/ou de aparéncea S0 separadas para testes
(verificagcdo de eluicdo), em caso de amostra reyl@é solicitado ao posto que providencie
uma nova amostra.

-A amostra deve possuir quantidade suficienteamhgse parar retirada de 2 picotes,
caso quantidade insuficiente, é solicitado ao pgstoprovidencie uma nova amostra.

*Codificagéo.

-As amostras que estiverem aptas a dar continuidedeprocesso devem ser
codificadas.

-O cddigo dado deve ser o mesmo utilizado na pranfase.

-A pesquisa desse codigo é feita através do pragRrmain.

1.Entra no programa;

2.Clicar em apoio;

3.Pode ser utilizade> Pesquisa por nome: Onde se digita o nome da pacien
preenchido na ficha e em associagao a data demexgo—~> Clicar pesquisa.

4.Pode ser utilizado tambétn Pesquisa por codigo: Onde se digita o SIS da ip&cie
-> Clicar pesquisa.

5.As associacfes (nome/data de nascimento/SISjegas para eliminar qualquer
possibilidade de codificagdo incorreta.

-Confirmado nome preenchido na ficha com codiguimeira amostra (se tratando
da mesma paciente), anotar o cédigo encontraddo (@@ parte da ficha que contém a
amostra quanto na parte dos dados da mesma).

*Organizacao dos lotes.

-Com as fichas ja codificadas sé@o organizadas elenocrescente (de acordo com o
codigo).

-Destacar a parte do cartdo contendo os dadoadenge da parte contendo amostra
(devidamente codificado).

-Organizar em lotes. Cada lote possui 188 fichasiéntes).



- Depois de finalizado, o lote € entregue no se¢o€CPD para sua inclusdo no sistema
do IDP-APAE-Goiania.

-Com as amostras de sangue nao € diferente, tarsdd@rarganizadas em lotes. No
entanto cada lote é subdividido em seis bloquitBa@®m 30 amostras e 1 com 38 amostras).

-Armazenar entre 2-8°C até o momento de serenegsadas.

-Depois de processadas (Ver POP Trigésima) asteanasio armazenadas entre 2-
8°C por tempo indeterminado.



INSTITUTO DE DIAGNOSTICO E PREVENCAO

Procedimento Operacional Padrdg POP N° 15

VERIFICACAO DE Pag: 37-39
AMOSTRAS

01 - OBJETIVO:

Avaliar todas as amostras enviadas, segregand@piss para solicitagdo de uma nova
coleta.

02 — CRITERIOS DE AVALIACAO:

-Amostra valida: Permita que uma quantidade suficiente de sanga@lssorvida, até
preencher completamente o circulo impresso no g#jpel Preencha todos os circulos
requeridos com sangue. Nao apligue camadas suggsiE\gotas de sangue, nem aplique sangue
mais de uma vez no mesmo circulo coletor. Evitartoa esfregar as amostras.

-Amostra invalida — Quantidade insuficiente de amdsa para teste:

O papel filtro foi removido antes que o sanguesteepreenchido completamente o
circulo, ou antes, de que o sangue tivesse absgreid segunda face.

O sangue foi aplicado no filtro com um tubo capila

O filtro foi tocado antes ou depois da coleta mi@stragem com luvas ou sem luvas, com
as maos untadas de lo¢ao para as méos, etc.

O papel filtro entrou em contato com maos comern kivas, ou com substancias tais
como logéo para as maos ou talco antes ou depeoideta da amostra de sangue.

S E-

-Amostra invélida — A amostra parece raspada ou aanhada:
O sangue foi aplicado com tubo capilar ou outrpakgivo.



*eeve

-Amostra invalida — A amostra ndo estava seca quancenviada:
A amostra foi enviada antes de um periodo de setdged4 (quatro) horas.

@ e @ e o

-Amostra invalida — A amostra tem aparéncia superdarada:
Sangue em excesso foi aplicado no papel-filtrosipebnente com um dispositivo.
O sangue foi aplicado em ambos os lados do péipe! f

-Amostra invalida — A amostra parece diluida, desgada ou contaminada:

O papel filtro entrou em contato com méos usandasiou ndo, ou substancias tais como
alcool, produtos quimicos, solu¢des anti-séptiégsa, locdo para as maos, etc., antes ou depois
da coleta de sangue para a amostra.

-As amostras de sangue foram expostas ao ca&todir

-Amostra invélida — A amostra apresenta anéis de sor

O alcool passado no local da puncéo néo foi setes ala puncgéo ser realizada.
O papel filtro entrou em contato com o alcoolAlmpara maos, etc.

A area ao redor da puncéo foi espremida excessivien

Secagem inadequada da amostra.

O sangue foi aplicado com tubo capilar.



-Amostra invalida — A amostra parece coagulada oune camadas:
Tocar com sangue Vvarias vezes o0 mesmo circulopel pro.
Preencher o circulo de ambos os lados do papel fil

-Amostra invélida — Nao ha sangue:
N&o foi obtida nenhuma amostra de sangue.

03 — AMOSTRAS INAPTAS:

As amostras consideradas inaptas apoés a verificegda sdo separadas e testadas quanto
a eluicao.

Uma vez confirmada a néo eluicdo sdo encamintemlasrvico social do IDP- APAE de
Goiania responsavel em solicitar uma nova amostra.

Existe um controle interno de amostras inaptasné&lda paciente, motivo da solicitagéo
de nova coleta e data da solicitag&o.

As amostras consideradas inaptas ainda sédo aratepor um periodo para verificacoes
futuras (geladeira n°03).
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RESUMO

O sangue seco (papel filtro), € um meio baratoddietar e armazenamento de amostras, uma
vez que sdo estaveis e ndo infectantes. A Toxopks®@ uma doenca infecciosa, que requer
especial atencdo em gestantes e pacientes imunodk®. Foi realizado um estudo
comparativo entre soro (técnica padrédo) e papeb filom 1755 amostras para determinacao
de Toxoplasmose IgM. A concordancia entre os ddidos foi de 99,12 %, o indi¢@ppa
encontrado foi de 0,98 e a sensibilidade do pajfieb ffoi de 99,83%. Esses resultados
demonstram o excelente potencial da pesquisa deplasmose IgM em papel filtro para
triagem de populacoes.

Palavras-chave:Papel filtro, transmisséo vertical, toxoplasmaosegénita, toxoplasmose

ABSTRACT

Filter-paper is a convenient and inexpensive méalieollect and store blood-spot samples.
Blood spots on paper are stable and minimize sileaf individual infection due to sample
handling. Toxoplasmosis is an infectious diseaséchvinequires special attention during
pregnancy and in immunodepressed patients. Therdustudy investigated comparatively
the seroprevalence foF. gonditspecific IgM in 1755 biological samples from pragh
women using both the conventional and filter-papenunofluorometric detection methods.
The two methods were able to detect Thegonditspecific IgM (concordance value = 99,12
% andKappa= 0,98 ) and the filter-paper assay sensibility ®8L83%. The concordance,
specificity, and reproducibility of the two assaymke the filter-paper test a convenient
population screening method for congenital toxaplass.

Key-words: Filter-paper, vertical transmission, congeniteddplasmosis, toxoplasmosis

INTRODUCAO

O sangue seco (papel filtro) aparece como umanaliea para substituicdo da coleta
de soro, plasma ou sangue total em paises comsosclimitados e em regides de dificil
acesso, pois, a sua coleta é facilitada e nao regiigeracao para o seu transporte.

O uso do papel filtro em exames laboratoriais tors® difundido no Brasil, na
década de 80, com a obrigatoriedade da realizagdd ekte do pezinho”. Varios estudos
estdo sendo realizados em papel filtro para detagbes bioquimicas, marcadores tumorais,

imunologicos, hormoénios e pesquisa de anticorpestadando-se a pesquisa de Anti-HIV na



Africa, pois, esta € uma excelente alternativa pafaes com escassos recursos econdmicos,
longas distancias e de dificil acesso [25,27,38631,

Dentre as vantagens de utilizacdo de amostras agueaseco, podemos citar a
relativa facilidade de coleta, seu baixo custmdparte, armazenamento, ndo necessitando de
refrigeracdo e acondicionamentos especiais. A am@side ser transportada dentro de um
envelope simples, somente com o simbolo de matgakigico infectante [22].

A Toxoplasmose é uma doenca infecciosa, congénmitadguirida, causada pelo
Toxoplasma gondiique requer especial atencdo em gestantes pamserdoenca de alta
prevaléncia e que pode ser transmitida ao feto,quasse mantém assintomatica na grande
maioria dos casos [17]. A infeccdo transplacentacarre em 40% dos fetos de mées que
adquiriram a infeccdo durante a gravidez [18]. Aidéncia de Toxoplasmose aguda na
gravidez varia de 0,06% a 1,4%, onde aproximadam&b® das infeccdes resultam em
morte intra-uterina e dos 85% que nascem, cer@)%edesenvolvem manifestagdes tardias
[18].

Assim, fica evidente a conveniéncia de estabeleger precocidade o diagndstico,
principalmente porque o tratamento bem instituidmmfiavel e tende a prevenir problemas
futuros [23]. A importancia de estabelecer o pesirologico da gestante reside na
possibilidade de ado¢cdo de medidas profilaticarapéuticas para minimizar a transmissao
vertical e ocorréncia de danos ao desenvolvimezig [8].

O diagnéstico da infeccdo materna é realizado iittearnido a fase aguda da doenca,
onde existe positividade tanto para anticorpos IgManto para 1gG. O diagndstico
laboratorial constitui um desafio para os profisgie de salde envolvidos na assisténcia a
gestante e ao concepto com suspeita de infeccdm Taetoplasma gondii Além da
complexidade de interpretacdo de marcadores de &asmla, as modernas técnicas
laboratoriais nem sempre estao disponiveis noscesrde saude publica [8]. Varios tipos de
provas soroldgicas sao atualmente utilizados pasailpilitar o diagnéstico da Toxoplasmose
e diferenciar suas fases, se aguda ou cronicaag@ddtico laboratorial da Toxoplasmose tem
se baseado, principalmente, na pesquisa de arggarpntra o parasito. Em individuos
imunocompetentes os testes soroldgicos com pesqai$gG e IgM sédo suficientes para o
diagnostico, por serem sensiveis, especificos efadd execucdo[29]. Os testes de
Hemaglutinacdo Indireta, embora ainda utilizadpsesentam limitacdes, pois podem levar a
falsos resultados e também néo diferenciam doemgadaa de cronica [35]. A
Imunofluorescéncia Indireta (IFI) é o melhor, mamnsivel e mais seguro dos métodos

diagnosticos, identificando tanto a fase aguda canfase cronica da doenca. Porém, a



pesquisa de IgM por este método tem se mostradcopeensivel, possivelmente devido a
competicdo com as IgG, levando a resultados fagativos [11]. O teste imunoenzimatico
(ELISA) tem se tornado um dos testes mais usadmdna¢nte, principalmente para triagem
de populacdes especificas. Ao contrario da IFI éaste objetivo e com leitusutomatizada,
ndo dependendo de interpretagdo humana, passigeisngbno. Os testes de ELISA
apresentam maior sensibilidade para pesquisa deomuts da classe IgG e a mesma
sensibilidade da IFI para pesquisa de anticorpomsse IgM, porém sdo mais especificos
[36].

Este trabalho teve como objetivo avaliar a efid&ndgsensibilidade e
reprodutibilidade) do uso do papel filtro na pesguide anti-Toxoplasma IgM pela
metodologia de ELISA, tendo em vista que a validadereprodutibilidade sdo fundamentais
para avaliar a qualidade de um exame diagnosticm®rmacao por ele produzida [40]. Para
tanto, foi realizado um estudo comparativo eattécnica convencional em soro e a técnica
em papel filtro (sangue seco), usando kits comiercegistrados no Ministério da Saude
(ANVISA).

MATERIAL E METODOS

Realizou-seum estudo comparativo com amostras coletadas éuline de 2006 a
Julho de 2007, provenientes de 1755 gestantesiddésnao PPGGO (Programa de Protecao a
Gestante do Estado de Goias) e encaminhadas p&B APAE de Goiania (Instituto de
Diagndstico e Prevencgdo da Associacdo de Pais gosndios Excepcionais de Goiania).

O PPGGO realiza a triagem de doencas infecciosaivess de transmissao vertical,
tais como: HIV, Toxoplasmose, Rubéola, CitomegalmsiChagas, Hepatites B e C, Sifilis e
HTLV I/11.

As amostras foram coletadas em papel filtro Schégic Schuell (S&S 903) e
eluidas para extracdo das proteinas e posteriizag@o dos testes de ELISA. Nos casos com
resultados iniciais supostamente positivos ou ardehados foi realizada uma nova coleta
em sangue venoso para confirmacédo de diagndsticos.

Foram coletadas um total de 1755 amostras, senfld d8gativas (62,2%), 621
positivas (33,5%) e 41 indeterminadas (4,3%). Assitras negativas foram provenientes de
pacientes que na realizacdo de exames em papelfbitam presumidamente positivas ou

indeterminadas para marcadores de outra patolddgepafite B) e confirmadas como



negativas para Toxoplasmose IgM. As amostras pasitiou indeterminadas foram
provenientes de pacientes que na triagem em gHpebbtiveram esses resultados.

Foram colhidas gotas de sangue periférico em piprel (seis circunferéncias),
acoplados a uma ficha padronizada de identificagdogestante, contendo no verso

consentimento informado para realizacéo dos testesogicos.

RESULTADOS

Foram analisadas 1755 amostras em papel filtrog anidialmente 621 amostras

eram positivas, 1093 eram negativas e 41 eram aasasim resultados indeterminados.

621 1093
AMOS- AMOS-
TRAS TRAS INDETER
POSITI- NEGATI- MINA-

VAS EM
PAPEL
FILTRO

VAS EM
PAPEL
FILTRO

DAS EM
PAPEL
FILTRO

I I 1 I I

598 14 AMOS-| ( 9 AMOS- 1092 1 AMOS-) (28 AMOS-| | 9 AMOS- 4 AMOS-
AMOS- TRAS TRAS AMOS- TRA TRAS TRAS TRAS
TRAS NEGATI- INDE- TRAS POSITI- POSITI- NEGATI- INDE-
POSITI- VAS EM TERMI- NEGATI- VA VAS EM VAS EM TERMI-
VAS EM SORO NADAS VAS EM SORO SORO SORO NADAS
SORO EM SORQO| | EM SORO EM
SORO

Figura 1: Resultados Finais

Do total de 621 amostras positivas para Toxoplasnigld em papel filtro, quando
realizados testes em soro, 598 continuaram posit{@8,3%), 14 amostras negativaram

(2,3%) e 9 amostras apresentaram resultados indasatos (1,4%).



Das 1093 amostras negativas para Toxoplasmose givpapel filtro, quando
testadas em soro, 1092 continuaram com resultaglgstinos (99,9%) e somente 1 amostra
obteve resultado positivo (0,1%).

Do total de 41 amostras indeterminadas para Tasopbse IgM em papel filtro,
guando testadass em soro, 28 amostras obtiverartadks positivo (68,3%), 9 amostras
negativaram (21,9%) e somente 4 (9,8%) amostrastincanam com resultados

indeterminados.

DISCUSSAO

A Sensibilidade para Toxoplasmose IgM em Papetditii de 99, 83 %, enquanto
que em soro a sensibilidade determinada pelo fatiecé de 97,99%, dado este explicado
pela caracteristica da técnica de triagem. Em estseimelhante encontrou-se uma
sensibilidade para pesquisa de Toxoplasmose Ig9@e% [16].

A Especificidade para o exame de Toxoplasmose IgivPapel Filtro foi de 98,73,
engquanto que em soro a especificidade mencionddafgi@icante € de 99,8%. Em outro
estudo [16] foi encontrada um especificidade de8%9,para papel filtro. Este fato,
provavelmente ocorreu devido o ponto de corte iferethte No presente estudo, trabalhamos
com um ponte de corte minimo e Unicatfoff 0,350), pois, pretendiamos testar o potencial
de triagem deste método, e o citado no outro estiab@lhou somente com avaliagdo de
resultados de diagndstico (resultados finais).

A concordancia entre os dois métodos (sapapel filtro) foi de 99,12 %.

N&o encontramos nenhum estudo semelhante paranfazeomparacdes, porém o
uso do papel filtro, a sua sensibilidade e espédide estdo sendo objetos de varios estudos
com um gama diversificada de dosagens bioquimicz@|, [marcadores tumorais,
imunologicos e dosagens hormonais [31, 27].

Na literatura, encontramos em um estudo realiredAfrica, uma sensibilidade de
até 99% para pesquisa de anti-HIV [36].

Um estudo comparativo para determinacédo em sero sangue seco para Rubéola
IgM, pela técnica de HAI, encontrou uma sensibdelde 99,4% e uma especificidade de 100
% [28].

Para um teste de triagem devemos aumentar a tielasi®, em consequéncia ocorre

uma diminuicdo da especificidade, fato este obsernamn nosso estudo. Porém devemos



salientar que esta diminuicdo da especificidadeééesfavoravel, pois uma Unica amostra
positiva em ELISA nao determina diagnostico.

Foram realizadas 16 dosagens de 2 amostras, ugadiviaee outra positiva para
Toxoplasmose IgM, no intervalo de trinta dias paedficacdo da estabilidade da amostra.
Observamos uma média de absorbancia de 0,84 pamaostra positiva, com um desvio
padréo de 0,11.

Para confirmarmos a Reprodutibilidade do exame apelpfiltro, repetimos uma
mesma amostra negativa por 10 vezes num mesmooeasabtivemos uma media de
absorbancia de 0,075, podendo variar de 0,030,526.0

Em estudo realizado na Dinamarca [25], com maresdoflamatoérios, verificou-se
que o uso do papel filtro (sangue seco), seriacalles para locais onde ndo existem boas
condicbes de armazenamento e separacdo de amgsiias.a variacdo ocorrida nas
determinacbes em papel filtro, foram menores que vasacbes apresentadas nas
determinagdes em soro e plasma quando armazemadhfesntes condigdes.

Em conjunto, os resultados do presente estudo amdigque a pesquisa de
Toxoplasmose IgM em papel filtro € um método camdigpara triagem de populacdes

especificas, pois, possui uma sensibilidade de89®,8 uma especificidade de 98,73% .
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