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1. Einleitung

1.1 Einfuhrung

Die Toxoplasmose, eine der am weitesten verbreiteten Zoonosen, wird durch den
Parasiten T. gondii verursacht. Schatzungsweise ein Drittel der Weltbevolkerung ist
betroffen, und auch in der Tierwelt ist der Parasit weit verbreitet [1]. Hauptsachliche
Infektionsquellen fur den Menschen stellen die orale Aufnahme von Oozysten Uber den
Kontakt mit Katzenkot, kontaminiertem Wasser oder Nahrungsmitteln sowie der Verzehr
von rohem oder nicht ausreichend gekochtem Fleisch dar [2]. Brasilien weist eine im
internationalen Vergleich sehr hohe Seropravalenz von 51-84% auf [3-12]. Die
Pravalenz der konnatalen Toxoplasmose schwankt zwischen 3,3-8/10000
Neugeborenen [13-17].

Die akute Infektion des Immunkompetenten verlauft meist asymptomatisch. Es
entwickeln sich Gewebezysten, die lebenslang in Muskel oder Gehirn persistieren, ohne
Symptome zu verursachen. Bei immunsupprimierten Personen kann es jedoch zu einer
Reaktivierung der Krankheit aus zerfallenden Gewebezysten kommen [18, 19]. Die
Gefahr der diaplazentaren Ubertragung des Erregers besteht bei Erstinfektion in der
Schwangerschaft, auch flr immunkompetente Schwangere. Es konnen je nach
Zeitpunkt der Infektion schwerwiegende Schaden fir den Fetus und das Neugeborene
bis hin zum Abort resultieren [20]. Um die Ubertragung des Erregers wirkungsvoll zu
verhindern und insbesondere der konnatalen Transmission vorzubeugen, mussen
geeignete Praventionsmalnahmen, z.B. durch Aufklarung der Bevdlkerung
implementiert werden. Zur Auswahl der effektivsten Praventionsprogramme flr
Schwangere sind aber detaillierte Kenntnisse zu Pravalenz und Risikofaktoren
notwendig. Aus diesem Grund wurden in der vorliegenden Arbeit die Pravalenz der
Infektion mit T. gondii und mit der Infektion assoziierte Risikofaktoren in einer grofien

geburtshilflichen Universitatsklinik im Nordosten Brasiliens untersucht.



1.2 Lebenszyklus

T. gondii ist ein obligat intrazellularer Parasit, der als Endwirte Feliden und als
Zwischenwirte alle warmblutigen Tiere, auch den Menschen, infiziert [21]. Es existieren
drei infektidse Stadien, Tachyzoiten, Bradyzoiten und Oozysten [1]. Katzen und andere
Feliden produzieren Oozysten, die nach Ausscheidung mit dem Stuhl die Umwelt
kontaminieren. Katzen scheiden wahrend der akuten Infektion Uber 7-21 Tage mehrere
Millionen Oozysten aus [21]. Nach 1-5 Tagen sporulieren die Oozyten, die dann
Sporozoiten enthalten, und uUberleben in feuchtem Boden fur Monate oder Jahre [1].
Nach oraler Aufnahme durch andere Wirte kommt es im Darm zu einer Umwandlung in
Tachyzoiten. Diese bewirken eine Entziindungsreaktion mit Gewebedestruktion, welche
die klinischen Manifestationen verursacht. Tachyzoiten disseminieren Uber den Blutweg
und kénnen viele Gewebe erreichen. Unter dem Druck des Immunsystems wandeln
sich Tachyzoiten in Bradyzoiten um, die als Gewebezysten lebenslang im Wirt
persistieren, und Zwischen- und Endwirte infizieren [18]. Eine hohe Affinitat der Zysten
besteht gegeniber neuronalem und muskularem Gewebe [22]. Die enthaltenen
Bradyzoiten konnen sich wieder in Tachyzoiten zurlUckverwandeln und zu einer

Toxoplasma-Enzephalitis bei immungeschwachten Patienten fuhren.

1.3 Epidemiologie

1.3.1 Transmission

T. gondii kann horizontal durch die orale Aufnahme infektioser Oozysten aus der
Umwelt oder durch die Aufnahme von Zysten in Fleisch von Zwischenwirten erfolgen.
Die vertikale Infektion findet durch Tachyzoiten als diaplazentare Ubertragung statt.
Obwohl die meisten Infektionen mit T. gondii postnatal erworben werden und die
Seropravalenz mit dem Alter zunimmt [23], stellt die Primarinfektion in der
Schwangerschaft durch schwerwiegende Folgen fir den Fetus bis zum Abort ein
grolies Problem dar [18, 19, 24]. Der haufige Konsum von rohem Fleisch wird zum
Beispiel in Frankreich fur die hohe Pravalenz verantwortlich gemacht. Im Kontrast dazu
werden die hohen Pravalenzraten in Zentral — und Sddamerika auf

Umweltkontamination durch Oozysten zurtickgefuhrt [25].



1.3.2 Pravalenz in Brasilien

Erhebliche Differenzen gibt es weltweit bei der Seropravalenz der Toxoplasmose, die
auch innerhalb eines Landes [26-30] je nach geographischer Lage und daraus
resultierender unterschiedlicher Umweltbedingungen variieren kann [1, 19]. Die
Seropravalenz ist in kalten, heillen, trockenen und hoch gelegenen Gegenden [18]
geringer als in Kustengebieten [31] und Gebieten mit hohen Niederschlagen [32]. Zum
anderen spielen fur die Pravalenz auch kulturelle, hygienische und ernahrungsbedingte
Gewohnheiten eine wichtige Rolle [1, 19]. Niedrige Seropravalenzraten findet man bei
Schwangeren und Frauen im gebarfahigen Alter in Nordeuropa, den USA und einigen
asiatischen Landern. Hohere Werte verzeichnen Lander in Std- und Westeuropa, wie
auch Osteuropa. In vielen Landern Europas und der USA beobachtet man seit Jahren
fallende Tendenzen [28, 29, 33-37]. In afrikanischen Landern, Indien und
Nachbarstaaten liegt die Pravalenz niedriger als in lateinamerikanischen und
sudamerikanischen Landern. Auch Brasilien gehort zu den Landern mit hohen

Pravalenzen (Tab. 1).

Tabelle 1:Seropravalenzen von T. gondii

Land/ Kontinent Klientel Pravalenz Referenz

Nord-Europa Schwangere und 9,1 -23% [38-40]
gebarfahige Frauen
Sud- und West- Schwangere/ Frauen 20-67,3% [33, 41-43]
Europa im gebarfahigem Alter
Ost- Europa Allg./ Gebarfahige 24.2% - 77% [34, 44, 45]
USA Frauen, in den USA 11% [37]
geboren
Sud-Ost-Asien Schwangere/ 0,79 — 48% [46-51]

Allgemeinbevolkerung

Afrika Schwangere/ 18 — 35% [52-54]

Allgemeinbevolkerung




Tabelle 1; Fortsetzung
Land/ Kontinent Klientel Pravalenz Referenz
Sud-und Frauen im 51 -72% [23]
Lateinamerika gebarfahigem Alter
Brasilien
Nord- Osten
Recife Blutspenderinnen im 51,6% [4]
gebarfahigem Alter
Cascavel Schwangere 70% [6]
Fortaleza Schwangere 71,5% [5]
Suden Schwangere/ Frauen 59,8 -77% [3, 7-11]
im gebarfahigem Alter
Zentrum Allgemeinbevdlkerung/ 73 —80,4%% [12, 55, 56]

indianische

Bevdlkerung

1.3.3 Risikofaktoren

Eine Infektionsquelle fir die Toxoplasmose stellt die Aufnahme von Oozysten dar [1,
19]. Die Seropravalenz bei Hauskatzen in Europa, Sudamerika und den USA liegt bei
9-46% [23]. Meireles et al. [57] fanden eine Seropravalenz von 40% bei streunenden
Katzen in Sao Paulo, Dubey von 84,4% in Parana [58] und Cavalcante [59] von 87,3%
bei Katzen in Rondonia, Brasilien. Der Besitz von Katzen, als auch der Kontakt zu ihnen
erwies sich in Studien aus Brasilien [5], Guadeloupe [32], Kolumbien [60] und der
Tschechischen Republik [61] als haufiger Risikofaktor fur eine Infektion mit T. gondii.
Eine zusatzliche Verbreitung finden Oozysten durch mechanische Vektoren wie
Fliegen, Kakerlaken, Mistkafer und Regenwiurmer [23, 62]. Aber auch Hunde gelten
durch ihr Verhalten, wie das Fressen von Kot und das Welzen darin, und dem engen
Kontakt zum Menschen als Vektoren [23, 63]. Ausbriche von Toxoplasmose wurden
auf kontaminiertes Trinkwasser in British Columbia, Kanada [64] und Indien [65]
zuruckgefuhrt. Der Ausbruch in Kanada wurde vermutlich durch Kontamination des

Oberflachenwassers durch den Kot von Hauskatzen oder Pumas verantwortet, bis zu



7700 Menschen konnten infiziert worden sein [66]. Im Bundesstaat Rio de Janeiro
erwies sich das Trinken von ungefiltertem Wasser als Risiko fiir eine Toxoplasmose [9].
Ein Toxoplasmose—Ausbruch in Parana 2001 war ebenfalls auf kontaminiertes
ungefiltertes Trinkwasser zurlckzufuhren [120]. Da Oozysten in der Umwelt lange
Uberleben kénnen [67], besteht das Risiko einer oozystenbedingten Infektion auch bei
Verunreinigung von Lebensmitteln wie Obst und Gemise und deren ungenigendem
Waschen vor Verzehr [12, 44, 68, 69] oder Kontakt mit Erdboden [3, 30], z.B. bei
Gartenarbeit [3, 70, 71]. Mangelnde Handehygiene [72] und das Reinigen von

Katzenklos [68] stellen weitere Gefahrenquellen dar.

Die zweite relevante Infektionsquelle stellt der Verzehr von Gewebezysten in rohem
oder ungenugend gekochtem Fleisch infizierter Tiere dar [1, 18, 19]. Eine europaische
multizentrische Fallkontrollstudie im Jahr 2000 ergab, dass 30-63% der Infektionen mit
T. gondii in Belgien, Danemark, Italien, Norwegen und der Schweiz auf den Verzehr von
unzureichend erhitztem oder gepokeltem Fleisch zurlickzufihren waren [71]. Auch in
Frankreich wird die hohe Seropravalenz mit dem Konsum von rohem bzw.
unzureichend gekochtem/ gebratenem Fleisch assoziiert [25]. Ungekochtes Fleisch
konnte in Studien aus Serbien [29, 45], der Tschechischen Republik [61], der Slowakei
[44], der Turkei [73], Jordanien [74], Korea [75], Taiwan [76], Kolumbien [60], Mexiko
[77] und Principe [69] als Risikofaktor identifiziert werden. Neben dem Verzehr von
,biologischen® Fleischprodukten kommt dem Verzehr von nicht durchgegartem Fleisch
und dem Verkosten des rohen Fleisches bei Zubereitung eine wichtige
epidemiologische Bedeutung zu [78]. Signifikant mit einer erhéhten Seropositivitat
waren der Verzehr von getrocknetem, gesalzenem oder gerauchertem Fleisch sowie
gefrorenem Lammfleisch bei Bewohnern in Erechim, Brasilien assoziiert [70]. So
berichten auch drei weitere brasilianische Studien aus Goiana [11], Parana [79] und Rio
Grande do Sul [3], dass der Konsum von rohem (Hammel)- Fleisch ein Risikofaktor fir
den Erwerb einer Toxoplasmose sei. Zysten finden sich am haufigsten in Schweinen,
Schafen und Ziegen. Selten sind sie bei Geflugel und Rind zu finden [23, 25]. Die
Durchseuchung von Schilachtvieh variiert in Abhangigkeit der geographischen Lage und
Tierhaltung. Infolge von veradnderten Haltungssystemen ist die Pravalenz der
Erkrankung bei Schweinen in den letzten zwei Jahrzehnten erheblich gesunken und
liegt jetzt bei Mastschweinen aus Intensivhaltungsbetrieben bei unter einem Prozent

[78]. Auch in den USA ist die Pravalenz von Schweinen, die ohne Katzen- oder
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Nagetierkontakt gehalten werden, erheblich zurlickgegangen [80]. Bei Nutztieren in
Freilandhaltung und Weidegang liegt die Pravalenz immer noch bei bis zu 70% [23, 80].
In Brasilien betrug die Pravalenz von Huhnern durch die haufige Freilandhaltung 66%
[81] bis 71% [82], die von Rindern 41,4% [83]. Abgetdtet werden Zysten in
Fleischprodukten durch Gefrierung bei -13° C [84] oder eine Erhitzung auf mindestens
67° C [85, 86]. Ausbriche von Toxoplasmose wurden auch durch den Verzehr von
roher Leber und Milz von Wildschweinen in Korea [75], Wildverzehr bei Jagern in den
USA [87] und den Verzehr von rohem, gefrorenem oder getrocknetem Rentier- und
Seehundfleisch [88] berichtet. Welchem Risiko fir eine Toxoplasmoseinfektion
schwangere Frauen ausgesetzt sind, ist nicht nur abhangig von den Infektionsquellen,
sondern wird auch durch die Lebensverhaltnisse mitbestimmt. Ein erhdhtes Risiko fur
die Transmission von T. gondii wurde in mehreren Studien fur Personen mit niedrigem
soziodkonomischem- oder Bildungs-Status festgestellt [31, 89]. Auch brasilianische
Untersuchungen bestatigen die Abhangigkeit der Pravalenz von sozio6konomischen
Bedingungen wie der Bildung der Mutter [90] und geringem Einkommen [11], wahrend
umgekehrt eine bessere Bildung als protektiver Faktor identifiziert wurde [10]. Im
Bundesstaat Rio de Janeiro betrug die Seropravalenz 84% in der Bevolkerungsgruppe
mit niedrigem, 62% in der Gruppe mit mittlerem und 23% in der Gruppe mit hohem

soziodkonomischen Status [9].

1.4 Kilinik

1.4.1 Immunkompetente Patienten

Die Primarinfektion verlauft bei Immungesunden meist asymptomatisch [18, 19], selten
erscheinen milde Krankheitszeichen [19]. Die haufigsten klinischen Manifestationen
sind Fieber, Unwohilsein und Lymphadenopathie. Selten treten Myokarditis,
Polymyositis, Hepatitis und Enzephalitis auf [18, 19, 91]. Die Toxoplasma-
Retinochoroiditis kann Ursache einer konnatalen oder postnatal erworbenen Infektion

oder aber der Reaktivierung beider Formen sein [92].
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1.4.2 Konnatale Toxoplasmose

Die Primoinfektion der Mutter wahrend der Schwangerschaft kann zu einer konnatalen
Transmission fuhren [23]. Bei haufig fehlender oder unspezifischer klinischer
Symptomatik der Primarinfektion wird bei den meisten Patienten nicht T. gondii als
Ursache identifiziert [91]. Abhangig vom Infektionszeitpunkt in der Schwangerschaft
fuhrt die Infektion der Mutter im ersten Trimester oft zu einer schwerwiegenden
klinischen Erkrankung des Fetus oder aber zum Spontanabort. Die klassischen Zeichen
einer konnatalen Toxoplasmose mit Retinochoroiditis, intrakraniellen Kalzifikationen,
Mikroenzephalie und Hydrozephalus werden nur bei ca. 1% der Neugeborenen
beobachtet. Andere Erscheinungsbilder sind u.a. Enzephalitiden, Epilepsie,
Hepatomegalie und lkterus [19, 93]. Eine Toxoplasmose in der Spatschwangerschaft
fuhrt zwar in bis zu 90% der Falle zu einer konnatalen Transmission, bis zu 85% der
infizierten Neugeborenen bleiben aber bei Geburt klinisch unauffallig [18, 94, 95]. Bis zu
50% dieser Neugeborenen entwickelt im Laufe der ersten 20 Lebensjahre
Spatschaden, die vor allem das Auge und das zentrale Nervensystem betreffen [19, 96,
97]. Die Inzidenz konnataler Toxoplasmose bei Geburt schwankt zwischen 1-10/10000
Lebendgeburten [18]. In Brasilien wurde 2005 die Inzidenz mit 3,3/10000 angegeben,
es wurden 15162 Neugeborene auf IgM-Toxoplasma-Antikorper untersucht [14] Zu
gleichem Ergebnis kam Neto im Jahr 2000 bei einer landesweiten Untersuchung von
140914 Neugeborenen [13]. Unter Zuhilfenahme eines neonatalen
Screeningprogrammes wurden 2007 bei sechs von 10000 Neugeborenen IgM-
Antikorper gegen T. gondii festgestellt [16]. Noch hdhere Inzidenzraten von 8/10000
ermittelten Neto 2004 in Porto Alegre und Mozzatto 2003 in Passo Fundo bei Testung
von 364130 bzw. 1250 Neugeborenen auf IgM-Antikérper gegen T. gondii [15, 17].

1.4.3 Immunsupprimierte Patienten

Bei Immunsupprimierten, vor allem bei Einschrankung der T-Zell-Antwort, kann es zu
einer Reaktivierung der latenten Infektion mit T. gondii kommen. Meist ist das Gehirn
betroffen, was klinisch als Toxoplasma-Enzephalitis imponiert [1]. Vor allem bei
schwangeren Frauen mit AIDS kann eine solche Reaktivierung zu konnataler

Toxoplasmose des Neugeborenen flhren [98].
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1.5 Diagnose und Therapie

In Abhangigkeit von der klinischen Symptomatik und des Immunstatus stehen
verschiedene diagnostische Methoden zur Verfugung. Bei immunkompetenten
Personen werden indirekte serologische Nachweisverfahren zum Nachweis von IgG-
Antikdrpern angewandt. Empfohlen wird eine serologische Stufendiagnostik [18, 19,
43]: In den ersten drei Monaten der Schwangerschaft sollte ein Toxoplasma-lgG- und
IgM-Antikorper-Suchtest durchgefuhrt werden [99]. Werden weder IgG- noch IgM-
Antikorper nachgewiesen, liegt keine Infektion vor, aber auch keine schitzende
Immunitat. Der Nachweis von IgG-Antikdrpern spricht flr eine stattgehabte Infektion,
wobei fur Feten von immunkompetenten schwangeren Frauen kein Risiko flr eine
Transmission von T. gondii in der Schwangerschaft besteht. Bei positivem IgM-
Nachweis wird durch weitere Abklarungsverfahren eine aktive von einer inaktiven oder
abklingenden Infektion mit persistierenden IgM-Antikorpern differenziert. Hierzu zahlt
vor allem die Bestimmung der Aviditat von IgG-Antikérpern [43].

In Brasilien erfolgt bei Erstinfektion der Schwangeren eine durchgehende
medikamentdse Therapie mit Spiramycin bis zum Ende der Schwangerschaft. Ist die
konnatale Infektion mit T. gondii gesichert wird die Therapie, nach der 18.-21. SSW auf
Pyrimethamin plus Sulfadiazin umgestellt [18, 20, 99-101].

Durch die hohe Sensitivitat und Spezifitdt der IgM- und IgA- Tests konnen bis zu 75%
der infizierten Neugeborenen identifiziert werden [19, 43, 102]. Fur den Nachweis von
IgG-Antikérpern kann im Gegensatz dazu auch eine diaplazentare Ubertragung
verantwortlich sein. Mdutterliche IgG-Antikérper verschwinden nach sechs bis zwdlf
Monaten [99]. Bei Verdacht und Diagnose einer konnatalen Infektion wird das
Neugeborene im ersten Jahr mit Pyrimethamin und Sulfdiazin behandelt. Begleitend zur
Therapie werden neuroradiologische und ophthalmologische Untersuchungen
empfohlen. Im Falle einer aktiven Retinochoroiditis oder dem Nachweis von >1 g/dl

Liquorprotein erfolgt eine zusatzliche Behandlung mit Kortikosteroiden [18, 19].
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1.6 Pravention

1.6.1 Primare Pravention

Primare Pravention einer mudatterlichen Infektion in Form von gesundheitlicher
Aufklarung bleibt die am einfachsten umsetzbare Option zur Vermeidung der
konnatalen Toxoplasmose [103, 104]. Das Aushandigen von Informationsmaterial und
die wiederholte Anwendung von Vermeidungsmalnahmen fuhrten zu einer Reduktion
der Serokonversionsrate bei schwangeren Frauen in Belgien [105]. Im Zeitraum von
1991-97 wurden durch aktive Férderung von Aufklarungsprogramme in Polen die
Kenntnisse Uber Krankheit und Pravention der Toxoplasmose innerhalb von vier Jahren
verdoppelt [106]. Auch ein zehnminutiges Gesundheitsprogramm konnte in Kanada das
Verhalten gegenlber Risikofaktoren fir die Toxoplasmose tatsachlich verandern [107].
In einer franzdsischen Studie dagegen versuchten nur 17% der gefahrdeten
schwangeren Frauen nach aufklarenden gesundheitlichen Informationen aktiv eine
Infektion zu vermeiden [108]. Aufklarungsmalnahmen, die auf dem Wissen uber
Risikofaktoren fur die Infektion mit T. gondii vor und wahrend der Schwangerschaft
basieren, sollten mit geringen Kosten verbunden sein und die gesamte Population

erreichen [109].

1.6.2 Sekundare Pravention

In Frankreich wird pranatales Screening seit 1987 praktiziert [35]. Seronegative
schwangere Frauen werden monatlich auf Antikérper gegen T. gondii getestet [110],
wahrend die Frequenz der serologischen Untersuchung alle drei Monate bei dem im
Jahr 1975 eingefiihrten Screening-Programm in Osterreich betragt [111]. Seit dem
EinfUhren dieser Screening-MalRnahmen ist ein Ruckgang der Inzidenz der Infektionen
wahrend der Schwangerschaft und der konnatalen Toxoplasmose in beiden Landern zu
verzeichnen [35, 110]. Auch Studien aus anderen Landern Europas und der USA
belegen einen Rickgang der Seropravalenzen [28, 29, 34, 80]. Kontrovers wird eine
Debatte uber den Nutzen von pranatalem Screening gefuhrt, wobei inhaltlich die
Schwerpunkte fur eine Entscheidung zum Screenen bei der Pravalenz der gefahrdeten
Frauen, ihrem Risiko fur eine Infektion, der Effizienz einer Therapie, dem Erfolg von

Screening- und diagnostischen Tests und dem Kosten-Nutzen-Verhaltnis liegen [110].
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Eine kostengunstigere Alternative ist das Screening von Neugeborenen, das in
Danemark seit 1999 angewendet wird. Das Screening auf Toxoplasma-spezifische IgM-
Antikorper identifizierte zwischen 70 und 80% der konnatalen Toxoplasmosefalle [113].
In Porto Alegre im Suden von Brasilien wurde 2002 ein neonatales Screening-
Programm durchgefuhrt. Bei zwei von sechs IgM-positiven Neugeborenen war die
Infektion ausschlieldlich durch das Screening entdeckt worden [16]. Auch in New
Hampshire und Massachussetts wird seit 1986 ein Neugeborenen-Screening praktiziert
[113-115].

1.7 Fragestellung

Die Toxoplasmose in der Schwangerschaft kann zu schwerwiegenden Schaden fur den
Fetus und das Neugeborene fuhren [20]. Die Infektion durch die orale Aufnahme von
Oozysten aus Erdboden und Wasser oder durch orale Aufnahme von Gewebezysten in
ungekochtem oder rohem Fleisch kann durch geeignete praventive Mallnahmen
verhindert werden. Pravention durch Aufklarung der Bevolkerung stellt ein einfach
durchzufihrendes und kostengunstiges Verfahren dar, das auch fur Schwellenlander
wie Brasilien eine umsetzbare Alternative zu sein scheint. Unabdingbare
Vorrausetzungen  fur die  Entwicklung und  Durchfuhrbarkeit  effektiver
PraventionsmalRnahmen sind jedoch das Wissen Uber Pravalenz und Risikofaktoren
dieser Erkrankung. Die vorliegende Arbeit hatte deshalb zum Ziel, anhand von
serologischen Untersuchungen die Pravalenz der Infektion mit T. gondii bei
schwangeren Frauen und Neugeborenen in einem Universitatskrankenhaus im
Nordosten von Brasilien zu bestimmen. Gleichzeitig sollten Risikofaktoren fur die
Infektion anhand eines standardisierten Fragebogens erfragt werden, um die
Ausarbeitung von effektiven PraventionsmalRnahmen entwickeln zu kénnen. Im Detail
wurden in der vorliegenden Studie die folgenden Fragen bearbeitet:

1. Wie hoch ist die Pravalenz der Infektion mit T. gondii bei schwangeren Frauen in der
geburtshilflichen Universitatsklinik ,Maternidade Escola“ in Fortaleza im Nordosten von
Brasilien?

2. Welche Risikofaktoren pradisponieren fur eine Infektion mit T. gondii?

3. Welche Praventionsprogramme sind geeignet, um die Pravalenz der Infektion mit T.

gondii in der Region zu minimieren?
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2. Material und Methoden

1.8 Studiengebiet

1.8.1 Fortaleza, Hauptstadt des Bundesstaates Ceara in Brasilien

Der Bundesstaat Ceara liegt im Nordosten Brasiliens und nimmt mit seiner GréRe von

148.825 km? knapp 10% der nordéstlichen Region und 1,7% von Brasilien ein.
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Abb. 1: Geographische Lage des Bundesstaates Ceara mit der Hauptstadt Ceara

Das Klima von Cearda reicht von uber 90% halb- trockenen Regionen mit geringen
Niederschlagsmengen bis zu tropischem Klima in Gegenden mit tropischen Waldern
und Niederschlagen bis Uber 1000 mm jahrlich. An der Kuste ist das Klima halb-
trocken, die Jahresdurchschnittstemperatur liegt bei 26° C. Von den 8 Millionen
Einwohnern sind 50% unter 25-jahrig. Die Lebenserwartung liegt landesweit bei 72
Jahren, das Durchschnittsalter lag 2006 bei Mannern bei 27,5 Jahren und bei Frauen
bei 29 Jahren. Die Kindersterblichkeit konnte in den letzten Jahren auf 28/1000
Lebendgeburten gesenkt werden.

An der Kuste liegt die Bundeshauptstadt Fortaleza mit ihren 114 Bezirken. Sie ist mit
2,4 Millionen Einwohnern und der Metropolenregion mit einer Million Menschen die

viertgrofdte Stadt Brasiliens. Die Metropolenregion von Fortaleza umfasst aul3er der
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verdichteten Grol3stadtregion auch grofe landliche Gebiete, die als Motoren der
sozialen, gesellschaftlichen und wirtschaftlichen Entwicklung betrachtet werden. Mit 21
m Hohe und tropischen Kustenklima verzeichnet die Stadt ein durchschnittliches
Tagesmaximum der Lufttemperatur von 28° C und ein Minimum von 23° C. Die
Regenmenge im Jahresdurchschnitt betragt 1600 mm, wobei der grofdte Anteil auf die
Regenzeit im Januar bis Mai fallt.

Die Einwohner von Fortaleza erwirtschaften mit 6.772 Real (3900 Dollar) pro Kopf
jahrlich 47,5% des Bruttoinlandsprodukts von Ceara, wobei der Handel mit Textilien und

wirtschaftlichen Produkten sowie der Tourismus die Haupteinnahmequellen darstellten.

1.8.2 Die geburtshilfliche Universitatsklinik “Maternidade Escola Assis Chateaubriand®
(MEAC)

Die vorliegende Studie wurde in der ,Maternidade Escola Assis Chateaubriand®
(MEAC), der geburtshilflichen Klinik der medizinischen Fakultat der Bundesuniversitat
des Staates Ceara (UFC) durchgefuhrt. Als staatliches Referenzzentrum fur
Gynakologie und Geburtshilfe werden alle Patientinnen kostenlos behandelt. Ebenso
sind apparative Untersuchungen und Medikamente unentgeltlich zu erhalten. Deshalb
setzt sich die Patientenklientel v.a. aus sozial schwacheren Schichten der Stadt- und
Landbevolkerung zusammen. Zum Einzugsgebiet des Krankenhauses gehodren, neben
Fortaleza, die Metropolenregion und weiter entfernte Gegenden im Landesinneren.

Die Einrichtung verfugt Uber eine neonatologische Intensivstation, eine Station flr
materno-fetale Medizin, Geburtshilfe und Risikoschwangerschaften, und eine
Intensivstation fur Mautter. Spezial-Ambulanzen wurden fir Ultraschall, pranatale
Diagnostik flr niedriges, mittleres und hohes Risiko, sowie fur Jugendliche und
Schwangere mit HIV eingerichtet. Zusatzlich bietet die MEAC Sprechstunden fir
trophoblastische Neoplasien in der Schwangerschaft und das Projekt Kanguru far
Frihchen an. Im Gebaude befinden sich aullerdem ein Krei3saal mit 12 Betten und
eine Notaufnahme. Die MEAC verflgt Uber 235 Betten und behandelt jahrlich ca.
45.000 ambulante und 5.046 stationare Patientinnen. Die Zahl der Geburten betragt
jahrlich ca. 4.800. Da die MEAC mit vielen Risikoschwangerschaften konfrontiert ist,
betrug die Kaiserschnittrate im Jahr 2004 48%. Als Indikationen fur einen Kaiserschnitt

gelten unter anderem Plazenta praevia, Quer- oder Beckenendlage, Fruh- und

17



Mehrlingsgeburten, vorzeitige Plazentaldsung, und Geburtsstillstand. 2004 wurden bei
4.822 Geburten 92 neonatale Sterbefalle und 22 Totgeburten aufgefihrt.

Abb. 2: Die geburtshilfliche Universitatsklinik ,,Maternidade Escola Assis
Chateaubriand“ des Universitatsklinikums der UFC und ihr KreiRsaal.

1.9 Studiendesign

Um an einem grollen Kollektiv von schwangeren Patientinnen die Pravalenz der
Infektion mit T. gondii zu bestimmen und Risikofaktoren fir die Infektion zu ermitteln,
wurde bei Patientinnen, die sich zur Entbindung in der MEAC aufhielten, Blut
entnommen. Ebenso wurde den Neugeborenen, nach der Geburt zur Diagnose der
Infektion mit T. gondii, Nabelschnurblut abgenommen. Parallel dazu wurden anhand
eines standardisierten Fragebogens mogliche Risikofaktoren flir die Infektion mit T.
gondii ermittelt. Drei medizinische Doktoranden der Charité (die Autorin der
vorliegenden Arbeit, Nina Bartelheimer, Andreas Winter) fihrten die Studie gemeinsam
durch. Die Autorin der vorliegenden Dissertationsschrift und Nina Bartelheimer waren
Stipendiaten des UNIBRAL-Programms des DAAD.
http://www.charite.de/studium/international/andere_programme/unibral/

1.9.1 Patientenrekrutierung, Einschluf®3- und AusschluRkriterien

Die Studie wurde durch die Ethikkommission der UFC im Januar 2005 genehmigt (siehe
Anhang 8.3 und 8.4). Die Einschluss- und Ausschlusskriterien wurden folgendermalien
definiert:

Alle Patientinnen, die sich vom 21.02.2005 bis zum 04.05.2005 zur Entbindung
ambulant oder stationar in der MEAC vorstellten, deren Wohnort Fortaleza oder die
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Metropolenregion mit den Stadten Caucaia, Maranguape, Pacatuba, Aquiraz,
Maracanau, Eusébio, Guaiuba, Itaitinga, Chorozinho, Pacajus, Horizonte, Sao Goncalo
do Amarante war, wurden in die Studie eingeschlossen, wenn sie mindestens 18 Jahre
alt waren, die Einwilligungserklarung auf dem Aufklarungsbogen unterschrieben oder
bei Alter < 18 Jahre von einem gesetzlichen Vertreter unterschreiben lassen hatten. Bei
allen Patientinnen und Neugeborenen wurde eine Blutprobe entnommen und ein
standardisierter Fragebogen im Rahmen eines Interviews ausgefulit.
Ausschlusskriterien waren bei Alter <18 Jahre die fehlende Unterschrift des
gesetzlichen Vertreters, das Fehlen der Einwilligungserklarung, fehlende oder
ungenugende Serumproben oder fehlender Fragebogen.

Bei einigen Patientinnen wurde erst im Rahmen der Auswertung festgestellt, dass ihr
Wohnort nicht im definierten Einzugsgebiet der Studie lag, bzw. Serum oder
Fragebogen unvollstandig waren oder fehlten. Diese Patientinnen wurden nachtraglich

aus der Studie ausgeschlossen.

1.9.2 Studienaufbau und -ablauf

Patientinnen: Neugeborene:
Blutentnahme aus peripherer Vene Blutenthnahme aus Nabelschnur
und Fragebogen
Zentrifugation (Blut) Zentrifugation (Blut)
und Tiefkiihlung (Serum) und TiefkUhlung (Serum)
Labor: Testung auf IgG-Ak und IgM-Ak Labor: Testung auf IgM-Ak bei
positivem IgM-Ak Ergebnis der Mutter
IgG-Ak /\ IgM-Ak l
Ergebnis Ergebnis bei positivem IgM-Ak
Ergebnis
oder bei Verdacht auf
Negativ: Positiv: Negativ: Positiv: konnatale Toxoplasmose:
<2IE/ml >3IE/ml<0,4991E/ml >0,6001E/ml Nachuntersuchung
Keine Immunitat akute keine frische Verdacht des Neugeborenen in der
oder Infektion auf frische MEAC
zuruck- Infektion
liegende
Infektion

Abb. 3: FlieRdiagramm zum Ablauf der Studie
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Die Studie gliederte sich in einen transversalen und einen longitudinalen Arm (Abb. 3).
Aus dem Belegungs- und Geburtenbuch des Kreildsaals wurden taglich die Daten zu
spontanen Geburten, Kaiserschnitten und Neuzugangen enthommen. Anhand dieser
Informationen wurden die Patientinnen von den Untersuchern aufgesucht. Alle in die
Studie eingeschlossenen Patientinnen wurden anhand eines Fragebogens zur Person
und zu Risikofaktoren flr eine Toxoplasmose befragt. Zusatzlich wurde bei allen
Schwangeren eine Blutprobe zum Nachweis von IgG- und IgM-Antikorpern gegen T.
gondii entnommen. Parallel dazu wurde den Neugeborenen im Anschluss an die Geburt
Uber die Nabelschnur kindliches Blut abgenommen. Bei Nachweis von mutterlichen
IgM-Antikérpern gegen T. gondii wurden Kinder, bei denen keine Serumprobe
gewonnen wurde, fur die Blutentnahme zum serologischen Nachweis von IgM-
Antikdrpern gegen T. gondii erneut einbestellt. Neugeborene mit IgM-Antikdrpern gegen
T. gondii oder klinischem Verdacht auf konnatale Toxoplasmose wurden von der MEAC
entsprechend der lokalen Richtlinien weiterversorgt. Sie beinhalten neben der
klinischen Untersuchung auch die Entnahme von Blutproben bis zum zwdlften
Lebensmonat.

Insgesamt konnten in einem Zeitraum von zweieinhalb Monaten 963 Schwangere, im
Durchschnitt 13,2 Patientinnen pro Tag, in die Studie eingeschlossen werden. Alle
Teilnehmerinnen wurden von den Untersuchern mundlich Uber die Studie aufgeklart.
Nach schriftlicher Einwilligung erfolgten die Interviews, die durchschnittlich 20 bis 30
Minuten dauerten, sowie die Blutentnahmen der Mutter. Bei Frauen, die bereits vor
Beginn der Studie im Rahmen der Schwangerschaftsvorsorge auf Toxoplasmose
untersucht, und bei denen IgG-Antikérper gegen T. gondii festgestellt worden waren,
wurde auf eine weitere Blutenthnahme verzichtet. Die Blutentnahme der Frauen und die
Interviews wurden zumeist auf der Station fur Wochnerinnen nach der Geburt des
Kindes vorgenommen, wo die Woéchnerinnen nach Spontangeburt mindestens 24h,
postoperativ nach Sectio caesarea mindestens 48 Stunden verweilen. Durch die hohe
Anzahl an Patientinnen und Geburten pro Tag wurden aus Zeitgrinden bei einem
kleinen Teil der Frauen die Blutentnahmen und das Interview vor der Geburt noch im
Kreildsaal durchgefuhrt. Parallel zu den Interviews wurde von den Untersuchern im
Kreilsaal bzw. bei Kaiserschnittgeburten im chirurgischen Zentrum das Blut der
Neugeborenen aus der kindlichen Nabelschnur entnommen. Da die Plazenta mit den
anhangenden Nabelschnurgefalden kurz nach der Entbindung entsorgt wurde und die

Gefalle nach ca. 15 Minuten nicht mehr zu punktieren waren, wurde am jeweiligen
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Entbindungsort im Anschluss an die Geburt das Blut abgenommen. Aufgrund von
technischen Schwierigkeiten und mangelnder Kooperation einiger Mitarbeiter des
Personals in den Nachtstunden konnte nur bei 626 Neugeborenen Nabelschnurblut
gewonnen werden.

Alle erhobenen Daten wie Name, Krankenaktennummer, Adresse, Tag der Befragung,
Tag der Blutenthahme bei Mutter und Kind sowie die Ergebnisse der serologischen

Untersuchungen wurden in ein taglich aktualisiertes Untersuchungsbuch eingetragen.

1.9.3 Erhebung der Patientendaten mittels standardisiertem Fragebogen

Der Fragebogen zu Demographie und Risikofaktoren setzte sich aus 28 Fragen
zusammen. Es wurden Fragen zur Person, zu soziobkonomischen Aspekten und zu mit
T. gondii assoziierten Infektionsquellen gestellt. Der Fragebogen wurde in Anlehnung
an Fragebdgen aus 2 brasilianischen [6, 9] und einer europaischen [71] Studie zur
Erfassung von Risikofaktoren fur die Infektion erstellt. Er ist im Anhang (8.1 und 8.2) im
Original und in Ubersetzter Version aufgefuhrt.

Im Detail wurden die folgenden Punkte abgefragt:

1. Person: Name, Geburtsdatum, Schuljahre, Erwerbstatigkeit

2. Soziookonomische Aspekte: Gesamtmonatseinkommen der Bewohner,

Beschaffenheit/ Baumaterial des Hauses, FuRbodenbeschaffenheit,
Stralkenverhaltnisse, Elektrizitat, Wasserversorgung, Duschgewohnheiten,
Abwasserentsorgung

3. Potentielle Infektionsquellen: Behandlung des Trinkwassers, Entsorgung der
Exkremente, Anzahl und Haltung folgender Tiere: Katzen, Hunde, Huhner, Schweine,
Kontakt mit diesen Tieren, Kontakt mit Erde bei Gartenarbeit, Essgewohnheiten: Pulver-
oder Frischmilch, Kase, Milcheis, selbst hergestelltes Wasserfruchteis, selbst
angepflanztes oder gekauftes Gemuse und dessen Waschen vor Verzehr, Verzehr von
gekochten oder rohen Waren wie Eier, Rindfleisch, Schweinefleisch, Hihnerfleisch, und
Ziegenfleisch, Probieren von rohem Fleisch beim Zubereiten

Die Ergebnisse der Einzelanalysen und der multivariaten logistischen Regression zur
Bestimmung von Risikofaktoren fur die Infektion mit T. gondii wurden in Tabellen
angegeben. Die folgenden Auspragungen von Variablen wurden nachtraglich fur die

Berechnung der ODDS-Ratio zusammengelegt und/oder modifiziert.
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Tabelle 2: Modifikationen von Variablen vor Berechnung der ODDS-Rationes

Variable im Fragebogen

Variable in Auswertung

Frage 3: Schulausbildung
Frage 6: Monatseinkommen pro

Haushalt

Frage 8: Ful3boden

Frage 9: Stralle

Frage 11: Leitungswasser

Frage 13:

Frage 14:

Fragen 15-18: Besitz und Kontakt Tiere

Zusammenlegung Schulausbildung 1-8
Jahre und > 8 Jahre zu Alphabetisierung
Zusammenlegung Monatseinkommen
<’2ML (Mindestlohn) und ¥2-1ML zu
<1ML, Zusammenlegung 1-2ML, 2-5ML
und >5ML zu >1ML.

Zusammenlegung Sand- und
ErdfuBboden zu SandfulRboden
Zusammenlegung Sand und Pflaster zu
Sand/Pflaster

Zusammenlegung Fluss/See,
Brunnen oder Handwerkerbrunnen
(Nein), Leitungswasser aus der
stadtischen Wasserversorgung
(CAGECE) (Ja)

Zusammenlegung gekochtes Wasser,
gefiltertes Wasser und Mineralwasser zu
behandeltem Trinkwasser (Nein)

versus Trinkwasser ohne Behandlung
(Ja)

Zusammenlegung Wald und Grube zu
Wald/Grube

Zusammenlegung Besitz und Kontakt
(Ja)

versus Keine Tiere (Nein)
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Tabelle 2; Fortsetzung

Variable Fragebogen

Variable Auswertung

Frage 15: Katzenklo im Haus

Frage 21: Zubereitung und Verzehr

Eier

Fragen 21-25: Frequenz des Verzehrs
von Eiern, Milch, Kase, Milch- und
Wasserfruchteis

Fragen 26.1-26.4: Essverhalten Fleisch

Fragen 26.1-26.4: Frequenz
Fleischverzehr

Frage 27a: Frequenz Gemuseverzehr

Frage 27c: Waschen von Gemuse vor

Verzehr

Zusammenlegung Keine Katzen und
Katzen lassen ihre Fakalien aulder Haus
(Nein)

versus Katzenklo im Haus (Ja)
Zusammenlegung von Verzehr von rohen
oder ungenugend gekochten, gebratenen
Eiern (Nein)

versus Kein Verzehr von Eiern und Eier
gut gebraten/gekocht (Ja)
Zusammenlegung <1x pro Woche, 1-2x
pro Woche zu <2x pro Woche (Nein)
versus > 2x pro Woche (Ja)
Zusammenlegung von roh, ungenugend
gekocht oder gebraten zu Verzehr von
rohem oder ungenugend gekochtem
Fleisch (Ja)

versus gut gekochtes oder gebratenes
Fleisch und Kein Verzehr von Fleisch
(Nein)

Zusammenlegung <1x pro Woche, 1-2x
pro Woche, zu <2x pro Woche (Nein)
versus >2x pro Woche (Ja)
Zusammenlegung <1xpro Woche, 1-2x
pro Woche zu <2xpro Woche (Nein)
versus >2x pro Woche (Ja)
Zusammenlegung von Behandlung mit
gekochtem-, gefiltertem Wasser,
Mineralwasser oder Kein Verzehr von
Gemuse zu behandeltes Wasser (Ja)

versus Wasser ohne Behandlung (Nein)
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1.9.4 Die mikrobiologische Diagnostik

1.9.4.1 Gewinnung der Serumproben

Den Studienteilnehmerinnen wurde nach lokaler Desinfektion der Haut aus peripheren
Venen 5-10 ml Blut mit Hilfe von Vacutainern (Becton Dickinson Vacutainer Systems,
Franklin Lakes, New Jersey, USA) ohne Zusatz von Koagulanzien enthommen. Die
Roéhrchen wurden anschlieBend mit dem Namen der Patientin und der
Krankenaktennummer beschriftet. Zur Entnahme des Neugeborenenblutes wurde nach
der Geburt aus der Plazenta die Nabelschnur punktiert. Die Mindestblutabnahme betrug
dabei 5 ml.

Das mutterliche und kindliche Blut wurden in der Zeit bis zur Weiterverarbeitung in einer
mit Eispads gefullten Styroporbox vor Ort kuhl gelagert. Am Abend, bei
Probenentnahme wahrend der Nacht auch morgens, wurden die Proben in das Labor
des Instituts flr Pathologie der UFC transferiert und dort 15 Min. bei 3000 U/min
zentrifugiert (Typ K, Gemmy Industrial Corp., Taipei, Taiwan). Jeweils 2 ml Serum
wurden  abpipettiert, in  Eppendorf-Probengefalle  Uberfihrt, mit  Namen,
Krankenaktennummer, einer farblichen Markierungen, sowie mit Abklirzungen ,M* fur
Mutter und ,K* fur Kind beschriftet und in einem Gefrierschrank (Prosdécimo, Salvador,
Brasilien) bei —20° C tiefgefroren.

Nach Weitertransport in das Zentrallabor des Universitatskrankenhauses ,Walter
Cantidio“ wurden die mutterlichen Seren auf IgG- und IgM-Antikdrper mit dem Abbott
AxSym System (Abbott Laboratories, Sao Paulo, Brasilen) getestet. Proben der
Neugeborenen wurden auf anti-T. gondii-lgM-Antikorper in gleicher Weise getestet,
wenn die mautterlichen Proben IgM-positiv waren. Seren, die nach serologischer
Testung ein unklares Ergebnis anzeigten, wurden erneut im gleichen Test untersucht,

bis ein eindeutiges Ergebnis vorlag.

1.9.4.2 Nachweis von Toxoplasma-IgG- und IgM-Antikérpern

Anti-T. gondii—Antikorper der Klassen IgG und IgM wurden mithilfe der AxSym Toxo
IgG- und IgM-Assays (Abbott Laboratories) nachgewiesen. Der AxSym Toxo IgG Assay
beruht auf der Technik des Mikropartikel-Enzymimmunoassays (MEIA). Die Seren
wurden vor der Verarbeitung aufgetaut und gemischt. Alle weiteren Schritte wurden wie

vom Hersteller angegeben durchgefuhrt. Ergebnisse von <2 Internationale Einheiten

24



(IE)ml wurden als negativ bewertet, der Nachweis von =3 IE/ml wurde als positiv

bewertet. Ergebnisse von 22 IE/ml und <3 IE/ml wurden als grenzwertig beurteilt.

Der Toxo IgM MEIA dient als Hilfsmittel bei der Diagnose einer Primarinfektion. Das
AxSym-Analysengerat berechnet einen Toxo-IgM-Index-Wert aus dem Quotienten aus
Probenwert (Patient/Kontrolle) und dem Mittelwert des Index-Kalibrators. Proben mit
Index-Werten <0,499 IE/ml gelten als nicht reaktiv fur IgM-Antikorper gegen T. gondii.
Ergebnisse mit Werten zwischen 0,500 und 0,599 IE/ml werden als nicht eindeutig

betrachtet. Proben mit Index-Werten 20,600 IE/ml werden als reaktiv gewertet.

1.10 Statistische Analyse

Die erhobenen Patientendaten wurden mit Hilfe der Software EPI Info 6.0 (Version
6.04d, CDC, Atlanta, USA) in eine Datenbank eingegeben und danach auf
Eingabefehler Uberprift. Eine Patientenanzahl von mindestens 814 Frauen war
erforderlich, um eine ODDS- Ratio von zwei fur eine positive IgM-Serologie, bei einer
geschatzten Pravalenz von 60-70% mit einem Konfindenzintervall von 95% zu
erreichen. Die Daten des Fragebogens und der serologischen Untersuchung wurden
tabellarisch (Microsoft Office Excel 2003) zusammengefugt. Mit dem Programm STATA
(Version 7; Stata Corporation, College, Texas) erfolgten die Einzelanalysen zur Analyse
eines modglichen Zusammenhangs zwischen potentiellen Risikofaktoren und einer
Infektion mit T. gondii. In den Einzelanalysen erfolgte die Berechnung der ODDS-Ratio
und der respektiven 95% Konfidenzintervalle. Fur alle statistischen Auswertungen
wurde ein einheitliches Signifikanzniveau von p<0,05 festgelegt und der Fisher-Exact—
Test angewendet.

Im Anschluld wurde eine multivariate logistische Regression mit Ruckwertselimination
durchgefuhrt. Ergebnisse der Einzelanalyse mit Werten p<0.3 wurden in die multivariate
Analyse des STATA Softwareprogramms einbezogen. Variablen, die nach der

Regression einen p-Wert von p> 0.3 aufwiesen wurden eliminiert.
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3. Ergebnisse

1.11 Pravalenz von Toxoplasma-lgG- und IgM-Antikorpern bei den Schwangeren

An der Studie nahmen 1000 schwangere Frauen teil. 963 Schwangere erflllten die
Einschlul3kriterien. Unvollstandige Fragebogen, fehlende Seren oder Seren mit einem
zu geringen Volumen flhrten bei 37 Schwangeren im Untersuchungszeitraum zum
Ausschluf® aus der Studie.

661 Frauen (68,6%) wiesen IgG-Antikérper und 5 (0,5%) 1gG- plus IgM -Antikérper
gegen T. gondii auf. Die altersabhangige IgG- Pravalenz ergab fur Frauen im Alter von
12-15 Jahren eine Pravalenz von 91,7%, in der Alterspanne von 16-18 Jahren 63,5%,
von 19-25 Jahren 63,9%, von 26-30 Jahren 69,8% und bei Frauen von 31-44 Jahren
77%. Der Mittelwert des Alters betrug 25,2 Jahre und der Median 24 Jahre (Tab. 3).

Tabelle 3: Pravalenz pro Altersgruppe

Altersgruppe Anzahl Pravalenz (95% Kil)
n IgG positiv
Total 661/963 68,6% (65,6 - 71,6)
12-15 11/12 91,7% (61,5 - 99,8)
16-18 38/104 63,5% (53,4 - 72,7)
19-25 158/438 63,9% (59,2 - 68,4)
26-30 57/132 69,8% (62,8 - 76,3)
31-44 44/147 77,0% (70,3 - 82,7)

1.12 Risikofaktoren-Analyse der Schwangeren mit T. gondii-spezifischen IgG-

Antikorpern

1.12.1 Soziookonomische Faktoren

Bei der Einzelanalyse von Risikofaktoren, die im Zusammenhang mit den Lebens— und
Wohnverhaltnissen der Schwangeren standen, wurden Assoziationen mit Seropositivitat
untersucht (Tab. 4). Das Alter stellt in dieser Analyse einen signifikanten Risikofaktor

dar (p=0,004). Mit steigendem Alter kommt es zu einer Zunahme von Schwangeren mit
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IgG-Antikdrpern gegen T. gondii. Eine Ausnahme stellt die Altersgruppe der 12-

15jahrigen Frauen dar, bei der die Seropravalenz hoéher liegt als in den Ubrigen

Altersgruppen. Ebenso erwies sich ein monatliches Einkommen von <1ML pro Haushalt

als Risikofaktor (p=0,007) fur die Infektion mit T. gondii.

Die Variablen Schulausbildung, Arbeitsverhaltnis und Wohnort waren nicht mit einem

héheren Risiko fur eine Infektion mit T. gondii assoziiert. Auch die Variablen, die die

Wohnverhaltnisse beschreiben wie Haus, elektrisches Licht, Leitungswasser und

Sanitaranlage, stellten in der Einzelauswertung keine signifikanten Risikofaktoren fur

eine Seropositivitat dar.

Tabelle 4: Assoziation der soziookonomische Faktoren mit dem Nachweis von
IgG-Antikorpern gegen T. gondii in der Einzelanalyse

IgG (n=963)
Variable Anzahl Positiv
n n (%) OR (95% KI**)  p-Wert
Soziobkonomische Faktoren
Alter in Jahren
>25 380 279 (73,4) 1,52 (1,13-2,05) 0,004
<25 554 357 (64,4)
Schulausbildung
Nicht alphabetisiert 28 22 (78,6) 1,70 (0,66 - 5,18) 0,305
Alphabetisiert 934 638 (68,3)
Monatseinkommen pro
Haushalt
<1ML* 379 278 (73,4) 1,49(1,11-2,01) 0,007
>1ML 566 367 (64,8)
Arbeitsverhaltnis
Nein 618 431 (69,7) 1,13(0,84 -1,52) 0,424
Ja 343 230 (67,1)
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Tabelle 4; Fortsetzung

IgG (n=963)
Variable Anzahl Positiv
n n (%) OR (95% KI**)  p-Wert
Wohnort Fortaleza
Nein 77 52 (67,5) 0,93 (0,55-1,61) 0,798
Ja 868 599 (69,0)
Haus
Lehm 20 16 (80,0) 1,85(0,59 -7,65) 0,336
Backstein 943 645 (68,4)
Elektrisches Licht
2,76 (0,33 -
7 6 (85,7) 0,444
Nein 127,24)
Ja 956 655 (68,5)
Leitungswasser
Nein 58 35(60,3) 0,68 (0,38 -1,23) 0,189
Ja 905 626 (69,2)
Sanitaranlage
Wald/ Grube 538 376 (69,9) 1,16 (0,87 - 1,54) 0,294

Abwasserkanal 420 280 (66,7)

e * ML = Mindestlohn von 260 Reais (entsprechen ca. 80 Euro)

e ** K| = Konfidenzintervall

1.12.2 Umweltfaktoren

Neben den soziobkonomischen Faktoren wurde die Assoziation von Umweltfaktoren mit
Seropositivitat ausgewertet (Tab. 5). In der Einzelanalyse war das Fehlen eines
Zement- oder Keramik-Ful3bodens im Haus (p=0,037) und das Fehlen eines
asphaltierten StralRenbelags (p=0,026) signifikant haufiger bei seropositiven als bei

seronegativen Schwangeren anzutreffen. Auch die Prasenz von Hunden (p=0,018)
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erwies sich als signifikanter Risikofaktor. Dagegen konnten bekannte Risikofaktoren wie
Katzenbesitz und -kontakt oder der Kontakt mit Erde bei Gartenarbeit nicht mit
Seropositivitat assoziiert werden. Auch der Besitz und Kontakt zu anderen Tieren stellte

kein signifikantes Risiko fur die Seropositivitat dar.

Tabelle 5: Assoziation von Umweltfaktoren mit dem Nachweis von IgG-
Antikorpern gegen T. gondii- in der Einzelanalyse

IgG (n=963)
Variable Anzahl Positiv
n n (%) OR (95% KI**)  p-Wert
Umweltfaktoren
Fussboden (Haus)
Sand/ Erde 34 29 (85,3) 2,73 (1,02-9,10) 0,037
Zement/ Keramik 929 632 (68,0)
Strasse
Sand/ Pflaster 359 262 (73,0) 1,39 (1,03-1,88) 0,026
Asphalt 603 398 (66,0)
Kontakt mit Erde
Ja 116 81(69,8) 1,07 (0,69-1,68) 0,831
Nein 847 580 (68,5)
Eigene Tiere
Katzen
Ja 246 179 (72,8) 1,31 (0,94-1,83) 0,112
Nein 716 481 (67,2)
Anzahl Katzen
>2 38 28 (73,7) 1,30(0,60 - 3,03) 0,594
0-2 924 632 (68,4)
Katzenklo im Haus
Ja 43 29 (67,4) 0,95(0,48-1,97) 0,867
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Tabelle 5; Fortsetzung

IgG (n=963)
Anzahl Positiv
Variable
n n (%) OR (95% KI**)  p-Wert
Nein 919 631 (68,7)
Hunde
Ja 360 264 (73,3) 1,43 (1,06 -1,92) 0,018
Nein 603 397 (65,8)
Anzahl Hunde
>2 752 504 (67,0) 0,70 (0,49 - 1,00) 0,605
0-2 211 157 (74,4)
Hihner
Ja 40 26 (65,1) 0,84 (0,42-1,78) 0,605
Nein 923 635 (68,8)
Schweine
Ja 10 8 (80,0) 1,83(0,36 -17,79) 0,733
Nein 952 653 (68,6)

1.12.3 Essverhalten Fleisch

Bei der Einzelanalyse des Fleischkonsums der Schwangeren zeigte sich, dass der
Verzehr von rohem oder nicht durchgebratenem/gekochtem Rindfleisch (p=0,020) einen
Risikofaktor darstellte. Ein mehr als zweimaliger Verzehr von Huhnerfleisch pro Woche
war ebenfalls mit Seropositivitat assoziiert (p=0,003), nicht aber der generelle Verzehr
von Huhnchen und auch nicht die Art der Zubereitung. Der Verzehr anderer
Fleischsorten wie Schwein und Ziege stellten kein erhohtes Risiko dar, wobei bei diesen
Variablen seltener ein haufiger Verzehr angegeben wurde und das Fleisch vorwiegend
gut gebraten oder gekocht wurde. Ebenfalls ergab sich keine signifikante Assoziation
zwischen dem Probieren von rohem Fleisch wahrend des Kochens und der

Seropositivitat.
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Tabelle 6: Assoziation des Fleischkonsums mit dem Nachweis von IgG-

Antikorpern gegen T. gondii in der Einzelanalyse

IgG (n=963)
Variable Anzahl Positiv
n n (%) OR (95% KI**)  p-Wert
Rindfleisch
Ja 865 595 (68,8) 1,07 (0,66 - 1,70) 0,818
Nein 98 66 (67,3)
Verzehr von rohem oder nicht
durchgebratenem/gekochtem Rindfleisch
Ja 98 57 (68,2) 0,59 (0,38 -0,93) 0,020
Nein 767 538 (70,1)
Rindfleischverzehr > 2x/Woche
Ja 414 276 (66,7) 0,85(0,64 -1,13) 0,262
Nein 549 385 (70,1)
Huhnerfleisch
Ja 926 637 (68,8) 1,19 (0,55-2,48) 0,593
Nein 37 24 (64,9)
Verzehr von rohem oder nicht
durchgebratenem/gekochtem
Huhnerfleisch
Ja 15 10 (66,7) 0,91 (0,28 - 3,44) 1,0
Nein 947 650 (68,6)
Huhnerfleischverzehr > 2x/ Woche
Ja 508 370 (72,8) 1,52 (1,14 -2,01) 0,003

Nein 454 290 (63,8)
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Tabelle 6; Fortsetzung

IgG (n=963)
Variable Anzahl Positiv
n n (%) OR (95% KI*¥) p-Wert
Schweinefleisch
Ja 290 196 (67,6) 0,93 (0,69 - 1,27) 0,650
Nein 673 465 (69,1)
Verzehr von rohem oder nicht
duchgebratenem/gekochtem
Schweinefleisch
Ja 5 4 (80,0) 1,83(0,18-90,67) 1,0
Nein 957 656 (68,6)
Schweinefleischverzehr >2x/ Woche
Ja 20 16 (80,0) 1,84 (0,59 -7,66) 0,336
Nein 943 645 (66,4)
Ziegenfleisch
Ja 208 142 (68,3) 0,98 (0,70 -1,38) 0,933
Nein 755 519 (68,7)
Verzehr von rohem oder nicht
durchgebratenem/gekochtem
Ziegenfleisch
Ja 4 3(75,0) 1,37 (011 -74,27) 1,0
Nein 959 658 (68,6)
Ziegenfleischverzehr > 2x/ Woche
Ja 8 6 (75,0) 1,37 (0,24 -14,00) 1,0
Nein 955 655 (68,6)
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Tabelle 6; Fortsetzung

IgG (n=963)
Anzahl Positiv
Variable
n n (%) OR (95% KI*¥) p-Wert

Probieren von Fleisch
wahrend des Kochens

Ja 346 242 (69,9) 1,10(0,82-1,49) 0,515

Nein 615 417 (67,8)

1.12.4 Sonstiges Ess- und Trinkverhalten

Der Zusammenhang zwischen Seropositivitat fur T. gondii und anderen Faktoren des
Ess- und Trinkverhaltens ist in Tab. 7 dargestellt. Der Verzehr von Wasserfruchteis
,Dimdim* (p=0,009) und haufiger Milchkonsum (p=0,001) wurden signifikant haufiger
von seropositiven als seronegativen Schwangeren berichtet. Der grundsatzliche
Konsum von Milch (p=0,056) war hingegen nicht signifikant mit einer erhohten
Seropositivitat assoziiert. Die Zubereitung von Milch aus Milchpulver (p=0,04) stellte in
der Einzelanalyse einen signifikanten Risikofaktor dar, die Art der Zubereitung aber
nicht. Die Variablen Eier, deren Zubereitung und haufiger Verzehr stellten keine
Risikofaktoren dar, so auch das Essen von Kase und Milcheis nicht.

Dem Essen von rohem Gemuse konnte kein signifikant erhohtes Risiko fur eine
Infektion mit T. gondii zugeschrieben werden, wohl aber der Zubereitung des Gemuses
vor Verzehr (p=0,017). Das Waschen von Gemiuse mit unbehandeltem Wasser fand
sich ebenfalls signifikant haufiger bei seropositiven als bei seronegativen Schwangeren.
Ein erhdhtes Risiko flir eine Seropositivitat konnte ebenfalls beim Trinken von

unbehandeltem gegenuber behandeltem Wasser festgestellt werden.
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Tabelle 7: Assoziation von Sonstigem Ess- und Trinkverhalten mit dem Nachweis
von IgG-Antikdrpern gegen T. gondii in der Einzelanalyse

IgG (n=963)
Variable Anzahl Positiv
n n (%) OR (95% KI**)  p-Wert
Eier
Ja 916 632 (69,0) 1,38 (0,71 -2,62) 0,333
Nein 47 29 (61,7)

Verzehr von rohen oder ungeniigend

gebraten/gekocht Eiern

Ja

Nein

Eierverzehr >2x/ Woche
Ja

Nein

Milch
Ja

Nein

Pulvermilch
Ja

Nein

Zubereitung Pulvermilch/
Wasser behandelt

Nein

Ja

6
956

462
500

813
150

631
330

69
882

2,29 (0,25 —
5 (83,3) 108,48) 0,672
656 (68,6)

324 (70,1) 1,13(0,85-1,51) 0,362
337 (67,4)

548 (67,4) 0,68 (0,44 - 1,023) 0,056
113 (75,3)

419 (66,4) 0,73 (0,54-0,99) 0,04
241 (73,0)

51(73,9) 1,32 (0,74—2,44) 0,35
602 (68,3)
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Tabelle 7; Fortsetzung

IgG (n=963)
Variable Anzahl Positiv
n n (%) OR (95% KI*¥) p-Wert
Milchverzehr >2x/ Woche
Ja 613 400 (65,3) 0,62 (0,42 -0,84) 0,001
Nein 344 259 (75,3)
Kase
Ja 750 513 (68,0) 0,95 (0,67 - 1,33) 0,802
Nein 213 148 (69,5)
Kéaseverzehr >2x/ Woche
Ja 220 142 (64,5) 0,78 (0,57 -1,10) 0,138
Nein 743 519 (69,9)
Milcheis
Ja 767 520 (67,8) 0,82 (0,57 -1,17) 0,301
Nein 196 141 (71,9)
Milcheisverzehr >2x/ Woche
Ja 188 134 (71,3) 1,24 (0,85-1,82) 0,281
Nein 579 386 (66,7)
Dimdim°/Wasserfruchteis
Ja 632 452 (71,5) 1,46 (1,09 - 1,96) 0,009
Nein 331 209 (63,1)
Dimdim/Wasserfruchteisverzehr > 2x/
Woche
Ja 312 221 (70,8) 1,16 (0,86 - 1,59) 0,3
Nein 649 438 (67,5)
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Tabelle 7; Fortsetzung

IgG (n=963)
Variable Anzahl Positiv
n n (%) OR (95% KI*¥) p-Wert
Rohes Gemiise
Ja 751 518 (69,0) 1,07 (0,76 - 1,50) 0,676
Nein 212 143 (67,5)
Zubereitung: Waschen Gemuse vor
Verzehr
Wasser behandelt
Nein 349 256 (73,4) 1,42 (1,06 -1,92) 0,017
Ja 604 398 (65,9)
Gemiuseverzehr >2x/ Woche
Ja 480 318 (66,3) 0,81 (0,61 -1,07) 0,144
Nein 476 337 (70,8)
Trinkwasser behandelt
Nein 196 145 (74,0) 1,38 (0,96 - 2,00) 0,084

Ja 765 515 (67,3)

e °,Dimdim“ist der Name eines popularen selbstgemachten Eises, das aus
Wasser, Frichten, und Zucker hergestellt und in Plastiktlitchen tiefgefroren zum
Verkauf angeboten wird

1.12.5 Multivariatenanalyse der Risikofaktoren fur Seropositivitat

In der multivariaten logistischen Regression wurden alle Risikofaktoren mit einem p-
Wert von <0,3 eingeschlossen. Da sich das Alter in epidemiologischen Studien haufig
als ,Confounder® herausstellt, wurde bei der multivariaten Analyse eine Adjustierung
nach Alter vorgenommen. Insbesondere Risikofaktoren aus den Bereichen
Essgewohnheiten, Umweltfaktoren und sozio6konomischen Faktoren erzielten eine
signifikante Assoziation mit Seropositivitat. So war der Verzehr von rohem oder
ungebratenem/gekochtem Rindfleisch signifikant haufiger bei seropositiven als bei

seronegativen Schwangeren nachweisbar. Der Verzehr des Wasserfruchteises
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,Dimdim“ wurde ebenfalls signifikant haufiger bei seropositiven als bei seronegativen
Schwangeren beobachtet.

Auch das Trinken von Milch und der mehr als zweimalige Verzehr von Huhnerfleisch
pro Woche wurde signifikant haufiger von seropositiven als von seronegativen
Schwangeren berichtet.

Bei den soziodkonomischen Faktoren war ein Monatseinkommen von <1ML signifikant
mit dem Nachweis von IgG-Antikorpern gegen T. gondii verbunden. Zusammenfassend
weisen die erhobenen Befunde der multivariaten Analyse auf die Asssoziation der
Seropositivitat mit einem niedrigen soziobkonomischen Niveau, dem Verzehr von mit
unbehandeltem Wasser hergestellten Nahrungsmitteln und dem Verzehr von
ungenugend gekochtem oder rohem Fleisch hin. Demgegenuber scheint Katzenkontakt

in dieser Population kein signifikantes Risiko fur Seropositivitat darzustellen.

Tabelle 8: Multivariate logistische Regression fir die Assoziation der
Risikofaktoren mit Toxoplasmose (lgG), Adjustierung nach Alter

Variable OR

(95% KI*¥) p-Wert
Verzehr von rohem oder nicht
durchgebratenem/gekochtem Rindfleisch 1,92 (1,22-3,03) 0,005
Milchverzehr >2x/Woche 1,54 (1,11 - 2,13) 0,009
Verzehr von Dimdim 1,49 (1,09 — 2,04) 0,01
Verzehr von Hiuihnerfleisch >2x/Woche 1,49 (1,12 - 2,00) 0,007
Hundebesitz 1,46 (1,07 — 1,98) 0,02
Gemiiseverzehr bei Waschen mit nicht
behandeltem Wasser 1,43 (1,05 -1,94) 0,03
Monatseinkommen S1ML’ 1,40 (1,02-1,90) 0,04

* ML = Mindestlohn = 260 Reais = 80 Euro

37



1.13 Risikofaktoren-Analyse der Schwangeren mit anti-T. gondii-lgM-Antikorpern

Die Untersuchung auf anti-T. gondii-lgM-Antikdrper ergab nur bei funf Schwangeren
einen positiven Befund. Bei diesen Schwangeren ist somit eine akute Infektion nicht
auszuschlief3en. Aufgrund der geringen Fallzahl konnte bei keiner der im Fragebogen
aufgelisteten Variablen eine Signifikanz bei IgM- Positivitat gegen T. gondii
nachgewiesen werden. Die Einzelanalyse ergab jedoch, dass diese finf Schwangeren
<25 Jahre alt waren und in Hausern mit Sand- oder Erdboden lebten. Alle 5
Schwangeren berichteten Uber den regelmaliigen Verzehr von Rind-, Hihnchen-, und
Ziegenfleisch. Milch wurde von vier der funf Schwangeren >2x pro Woche konsumiert;
die Milch wurde aus Pulvermilch und Wasser hergestellt. Der Verzehr von rohem
Gemuse wurde bei vier Frauen angegeben. Auffallig war, dass alle finf Frauen den

Konsum des Wasserfruchteises ,Dimdim“ angaben.

1.14 Pravalenz von IgG und IgM bei Neugeborenen

Von den funf Neugeborenen, deren Mutter IgM-Antikorper aufwiesen, konnten nur drei
serologisch untersucht werden. Bei keinem der Neugeborenen wurden spezifische IgM-
Antikérper im Serum nachgewiesen. Zwei der Neugeborenen, bei denen das Blut zum
Zeitpunkt der Geburt aus der Nabelschnur entnommen wurde, wiesen keine IgM-
Antikdrper auf. Von drei Neugeborenen, bei denen zum Geburtszeitpunkt keine
Serumproben gewonnen werden konnten, wurde in einem Fall nach der Entlassung
ambulant Blut entnommen. IgM-Antikdrper gegen T. gondii waren nicht nachweisbar.
Die Mutter eines der Neugeborenen stimmte einer Untersuchung nicht zu, eine weitere

Mutter war unter der von ihr angegebenen Adresse nicht erreichbar.
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4. Diskussion

1.15 Wie hoch ist die Pravalenz der Infektion mit T. gondii bei schwangeren
Frauen in der geburtshilflichen Universitatsklinik ,,Maternidade Escola” in

Fortaleza im Nordosten von Brasilien?

Die Pravalenz der Infektion mit T. gondii wird auf ein Drittel der Menschheit geschatzt,
wobei es grolde geographische Unterschiede gibt [23]. Gemeinsam ist allen Regionen,
dass die Seropravalenz von T. gondii mit steigendem Alter zunimmt und dass es keine
Unterschiede in der Geschlechterverteilung gibt.

Brasilien weist weltweit eine der hochsten Seropravalenzen fur T. gondii auf. Auch die
Pravalenz in der vorliegenden Studie lag bei schwangeren Frauen in Fortaleza bei
68,6%. Sowohl im Nordosten (Cascavel: 70% [6], Fortaleza: 71,5% [5], Recife: 51,6 %
[4]), als auch im Suden des Landes (Porto Alegre: 59,8% [10], Sud- Brasilien: 71,5%
[3], Landbevdlkerung Parana: 77% [8], Sao Paulo: 70% [7]) finden sich trotz
unterschiedlicher klimatischer Bedingungen ahnliche Pravalenzen. Auch im Zentrum
des Landes (Goiana: 65,8% [11], - Rondonia Allgemeinbevolkerung: 73% [12]) und bei
der indianischen Bevolkerung unterscheiden sich diese Angaben nur wenig (Mato
Grosso: 60,4% [56], und 80,4% [55]). Zwei brasilianische Studien konnten die
Abhangigkeit der Pravalenz vom soziookonomischen Status aufzeigen. 84% der
Allgemeinbevodlkerung Rio de Janeiro’s mit niedrigem soziodkonomischen Status, 62%
der Bevdlkerung mit mittlerem sozio6konomischen Status und nur 23% der Bevdlkerung
mit hohem soziodkonomischen Status waren seropositiv [9]. Weitere Hinweise sind,
dass sich in offentlichen Krankenhausern mit 57,6% hohere Seropravalenzen als in
Privatkliniken (41,9%), die Ublicherweise von der bessergestellten Schicht der
Gesellschaft aufgesucht werden, finden [116].

Die  Schwangeren, die in der vorliegenden Arbeit im  staatlichen
Universitatskrankenhaus behandelt wurden, entstammten ebenfalls sozial schwacheren
Schichten der Bevdlkerung mit einem geringen monatlichen Einkommen und einfachen
Lebensverhaltnissen, so dass die hohe Seropravalenz den Erwartungen entsprach.
Somit kann postuliert werden, dass sich in der untersuchten Population eine hohe Zahl

von immunen Schwangeren findet. Die hohe Zahl von immunen Schwangeren weist auf
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eine weite Verbreitung der Erreger in der Umwelt oder Nahrung hin, die Infektion

scheint allerdings vorwiegend im Kindes- oder Jugendalter stattzufinden.

1.16 Welche Risikofaktoren bestehen fiir eine Infektion T. gondii?

Da sporulierte Oozysten sehr umweltresistent sind, konnen sie fur lange Zeit im
Erdboden oder auch im Wasser infektids bleiben [1, 117]. Die Kontamination von
Erdboden und Wasser durch Oozysten wird als ein wichtiger Risikofaktoren fiir eine
Infektion mit T. gondii angesehen [30, 64, 65, 71, 74, 119, 120].

Die Ergebnisse der vorliegenden Studie ergaben, dass interessanterweise auch der
Verzehr von ,Dimdim, einem Speiseeis, dass semikommerziell aus Wasser, Frichten
und Zucker hergestellt, in kleine Plastiktitchen gepackt und tiefgefroren wird, signifikant
mit Seropositivitdt assoziiert war. Drei brasilianische Studien belegten bereits einen
Zusammenhang zwischen dem Verzehr von ,Dimdim“ und der Seropravalenz von T.
gondii. Unsere Arbeitsgruppe konnte in einer landlichen Region ca. 40 km sudostlich
von Fortaleza kurzlich bei schwangeren Frauen ebenfalls ,Dimdim“ als signifikanten
Risikofaktor fur die Infektion mit T. gondii identifizieren [6]. Auch im Rahmen eines
Toxoplasmose-Ausbruchs in Parana im Suden Brasiliens konnte sowohl kontaminiertes
Trinkwasser als auch der Verzehr von Speiseeis, das zum Zeitpunkt des Ausbruchs aus
Wasser hergestellt wurde, mit Seropravalenz flr T. gondii assoziiert werden [120].
SchlieBlich stellte sich auch in Rio de Janeiro das Trinken von ungefiltertem Wasser
und der Verzehr von in Plastikbeuteln verpacktem Speiseeis als signifikantes Risiko fur
eine Infektion mit T. gondii heraus [9]. Interessanterweise war in unserer Studie das
alleinige Trinken von nicht behandeltem Wasser nur in der Einzel-, nicht aber in der
Multivariatenanalyse mit einem erhéhten Risiko flr Seropositivitat assoziiert, so dass
die Herstellung von ,Dimdim“ mit unbehandeltem Wasser die Assoziation mit
Seropositivitat erklaren konnte. In Fortaleza wird Trinkwasser zu Teilen von der
stadtischen Wasserversorgung bezogen oder in Kombination mit Wasser aus tiefen
Brunnen in die Haushalte eingespeist. Als Reservoir werden haufig Tanks benutzt. In
einigen Gegenden, in den die Haushalte kein flieRendes Wasser erhalten, werden
ebenfalls Tanks und mit Wasser geflullte Tonnen aufgestellt, aus denen dann die

Allgemeinbevdlkerung das Wasser bezieht. Da die Tonnen der unmittelbaren Umwelt
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ausgesetzt sind, konnten von Katzen ausgeschiedene Oozysten das Wasser
kontaminieren.

Weitere brasilianische und polnische Studien haben gezeigt, dass Wasser aus Brunnen
oder Flussen [12] und ungekochtes Wasser aus flachen Brunnen bei niedrigem
Hygienestatus [121] signifikante Risikofaktoren fur eine Infektion darstellten. Auch die
Ausbriche von Toxoplasmose in British Columbia und Indien, durch mit Oozysten
kontaminiertem Wasser, weisen auf die Rolle von Oozysten bei der Infektion mit T.
gondii hin [64, 65].

Neben der Kontamination des Wassers konnte auch mangelnde Hygiene bei der
Zubereitung oder beim Verzehr des Eises zur Kontamination gefuihrt haben. Mehrere
Studien berichten daruber, dass mangelhafte Hande- oder Kuichenhygiene ein
signifikantes Risiko fur die Infektion durch Oozysten darstellt. So konnten sowonhl
»Schlechte Handhygiene® als auch der ,Verzehr von rohem Gemuse aullerhalb des
Hauses® [72], als auch der Verzehr von ungewaschenem Gemduse und Frichten [44,
68] in europaischen Studien als Risikofaktoren identifiziert werden. Auch in
brasilianischen Untersuchungen wurde ein erhohtes Risiko flr Seropositivitat bei
Verzehr von ungewaschenem Gemuse [69] als auch von selbst angepflanztem Gemuse
[12] aufgezeigt. Die in der vorliegenden Studie identifizierten Risikofaktoren ,Dimdim®
und ,Gemduseverzehr mit nicht behandeltem Wasser kdonnten so auf eine nicht
ausreichende Kuchenhygiene zurickzufuhren sein.

Es stellte sich heraus, dass auch haufiger Milchverzehr ein signifikantes Risiko fur die
Infektion darstellte. Die Mehrzahl der Frauen verwendete Milchpulver und Wasser zur
Zubereitung der Milch. Ob es sich bei der Verwendung um behandeltes oder
unbehandeltes Wasser handelte, erhohte laut Auswertung das Risiko nicht. Eine
Erklarung dafur konnte sein, dass auch behandeltes Wasser, wenn es nicht mit
ausreichender Temperatur und Dauer erwarmt wird, bei Gebrauch noch mit Oozysten
kontaminiert sein kann. Erst bei Erwarmung auf 60° C fir mindestens eine Minute
verlieren Oozysten ihre Infektiositat [122].

In der vorliegenden Studie war der Besitz von Hunden, nicht aber von Katzen signifikant
mit Seropositivitat assoziiert. Durch das Ausscheiden von Oozysten sind Katzen ein
haufiger Ubertrager von T. gondii. Vor allem bei Katzenbesitz [32, 61, 72], aber auch bei
Katzenkontakt [5, 60] wird in einigen Studien ein signifikant erhohtes Risiko fur
Seropravalenz festgestellt. Aber auch das Fehlen einer solchen Assoziation ist nicht

selten [6, 71]. Daten aus Taiwan [76] und Brasilien [119] belegen, dass streunende
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Katzen bei einer Durchseuchung von bis zu 87% [57, 59] ein Risiko fir eine Infektion
darstellen.

Der intensive Kontakt zu Hunden begunstigt vermutlich die Rolle als mechanischer
Vektor der Transmission von T. gondii [23]. Frenkel berichtete, dass die Rate der
Serokonversion bei Kindern mit Kontakt zu Hunden hoher sei als die der Kinder mit
Kontakt zu Katzen [123]. Die Seropravalenz bei Hunden lag im Nordosten von Brasilien
bei 45%, wobei Risikofaktoren das Alter der Hunde, das Leben mit Katzen zusammen
im Haus und Stralenkontakt waren [124]. Laut einer Studie in Panama war das
Verhalten von Hunden, insbesondere das ,das sich in Kot Welzen oder Kotfressen® ein
Risikofaktor [63].

Eine Vielzahl von Studien identifizierte den Verzehr von rohem oder ungentgend
gekochtem Fleisch als wichtigen Risikofaktor fur die Infektion mit T. gondii [11, 29, 42,
44, 71, 73, 125]. In Europa und den USA werden Schweine, nicht aber Rinder, als
groflite Infektionsquelle flr T. gondii betrachtet [126]. Obwohl Rinder im Vergleich zu
anderen Nutztieren selten Zysten tragen [78, 127], stellte sich in der vorliegenden
Studie der Verzehr von rohem oder ungenigend gekochtem Rindfleisch als
signifikantes Risiko fur die Infektion heraus. Die Seropravalenz der Infektion bei Rindern
wurde in Parana mit 41,4% angegeben [83]. Baril et al. [72] und Cook et al. [71]
identifizierten den Verzehr von rohem Rindfleisch ebenfalls als Infektionsquelle.

Noch haufiger als Rindfleisch wurde in der Bevolkerung Hihnchen gegessen. Auch der
Verzehr von Huhnchenfleisch wurde in der multvariaten Analyse als signifikanter
Risikofaktor flr Seropositivitat ermittelt. Die Pravalenz von T. gondii in freilebenden
Huhnern liegt im Amazonasgebiet von Brasilien bei 66%. Huhner gelten, da sie vom
Boden fressen, daruber hinaus als Bio-Indikatoren fur das Vorkommen von Oozysten im
Erdboden [81].

Eine weitere Infektionsquelle konnte in der Art der Zubereitung und des Kochens von
Fleisch liegen. So zeigten mehrere Studien, dass mangelnde Hygiene im Umgang mit
Fleisch, v.a. das Probieren von Fleisch wahrend der Zubereitung [71, 125] oder
ungenltgendes Saubern von Messern nach Zubereitung von rohem Fleisch [68], zu
einem erhohten Risiko fur eine Infektion fuhrten. Einen signifikanten Schutz vor der
Infektion wurde dem Waschen von Handen nach Zubereiten von rohem Fleisch

zugeschrieben [125].
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In vielen Studien wurde die Seropositivitat mit steigendem Alter in Verbindung gebracht.
So konnte auch in dieser Studie festgestellt werden, dass in der Einzelanalyse das
zunehmende Alter signifikant mit der Infektion korreliert ist. Einige Studien aus Brasilien
weisen aber auch darauf hin, dass es bereits in der Kindheit und Jugend zur Infektion
kommt. In der vorliegenden Untersuchung wiesen Schwangere zwischen 12 und 15
Jahren die hochste Pravalenzrate mit 91,7% auf. Auch Rey et al. [5] fanden in Fortaleza
bei Kindern im Alter von 2-9 Jahren eine Seropravalenz von 40%, 10-19 Jahren von
60% und Schwangeren von 71,5%, deren Zunahme in den ersten zehn Lebensjahren
am hochsten war. Laut einer Studie von Bahia-Oliveira wiesen im Sudosten von
Brasilien ca. 60% der 6-8-Jahre-alten Kinder Antikdrper gegen T. gondii auf [25, 128].
Andere brasilianische Untersuchungen im Amazonasgebiet und im Suden des Landes
geben hoheres Alter als Risikofaktor fur die Seropositivitat an [10, 12]. Sowohl Studien
aus Osteuropa [44, 45, 61, 129] als auch aus Bangladesh, Niger, Mexiko, Jordanien
und den USA kamen zu demselben Ergebnis [30, 47, 52, 74, 89]. Interessanterweise
waren v.a. solche Lander betroffen, bei denen ein grolierer Teil der Bevolkerung einen
niedrigeren soziookonomischen Stand aufweist. Neben einem Monatseinkommens von
weniger als einem Mindestlohn (ca. 80€) waren in der vorliegenden Studie auch das
Wohnen in Hausern an nicht asphaltierten Stral3en, FuRbdéden aus Erde signifikant mit
Seropositivitdt assoziiert. Allen diesen Lebensumstanden ist gemein, dass sie ein
besseres Uberleben von Oozysten in der Umwelt ermdglichen. Ein niedriger
soziodkonomischer Status [9, 31], niedriges Bildungsniveau [11, 89, 90] und ein
geringes Einkommen [11] wurden schon in frGheren Studien aus Brasilien und Mexiko
als Risikofaktoren identifiziert.

Es scheint, dass vor allem unter soziobkonomischen niedrigen Lebensbedingungen
eine Ansteckung mit dem Erreger schon in der Kindheit und im frihen
Erwachsenenalter erfolgt, was die hohe Seropravalenz und die geringe Inzidenz der
Erkrankung bei den Schwangeren erklaren wirde. Vor allem bei den jungen Frauen
zwischen 12 und 15 Jahren war die Seropravalenz mit 91,7% hoch. In den
Altersspannen von 16-18, 19-25, 26-30, 31-44 Jahren kam es zu einem signifikanten
Anstieg der Seropravalenz von 63,5% auf 77%.

Nur bei 0,5% der Schwangeren waren gleichzeitig IgG- und IgM-Antikérper
nachweisbar. Obwohl die Schwangeren mit IgG- und IgM-Nachweis aufgrund der

kleinen Fallzahl nicht statistisch ausgewertet werden konnten, spiegeln das Alter,
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zwischen 15 und 23 Jahre, und die Risikofaktoren die Ergebnisse in der

Gesamtpopulation der IgG-positiven Schwangeren wieder.

1.17 Welche Praventionsprogramme sind geeignet, um die Pravalenz der

Infektion mit T. gondii in der Region zu minimieren?

Wir errechneten eine Pravalenz der Toxoplasmose bei Schwangeren mit einem
durchschnittlichen Alter von 25,2 Jahren in der MEAC von 68,6%. Viele der Infektionen
haben somit schon in der Kindheit oder im jungen Erwachsenenalter stattgefunden. Die
hohe Seropravalenz bedeutet, dass die Mehrheit der Schwangeren zwar aufgrund des
Antikdrpernachweises als geschitzt angesehen werden kann, weist aber gleichzeitig
auch auf eine hohe Inzidenz der Infektion im Kindes- und Jugendlichenalter hin. Die
Analyse der Risikofaktoren identifizierte vor allem Oozysten in Verbindung mit einem
niedrigen soziookonomischen Status als Hauptrisikofaktoren fur eine Seropositivitat.
Prinzipiell kbnnen verschiedene Arten der Pravention unterschieden werden. Neben der
gesundheitlichen Aufklarung durch Information kommen Screening-Verfahren bei
Schwangeren und/oder Neugeborenen zum Einsatz. Welche Praventionsstrategie am
besten umsetzbar ist, hangt u.a. auch von den regionalen Voraussetzungen ab. Gollub
berichtete, dass gesundheitliche Aufklarung durch Ausgabe von Informationsmaterial in
Polen und Kanada zu einem signifikanten Zuwachs des Wissens uber Toxoplasmose
und in Belgien sogar zu einer signifikanten Reduktion konnataler Toxoplasmose flihrten
[36]. Die Serokonversionsrate sank von 1,43% bei schwangeren Frauen ohne
Aufklarung in  den Jahren 1979-82 auf 0,09% nach Pravention durch
Gesundheitserziehung (1991-2001). Im Gegensatz dazu konnte in Frankreich trotz
schriftlicher Aufklarung keine signifikanten Veranderung im Risikoverhalten der
Schwangeren festgestellt werden [36]. Weitere Moglichkeiten zur Vermeidung einer
konnatalen Toxoplasmose sind pranatale Screening-Programme, die in Frankreich und
Osterreich mit Erfolg seit vielen Jahren praktiziert werden [33, 35]. Den Vorteilen, eine
Toxoplasmose-Infektion der Mutter und das Risiko einer konnatalen Toxoplasmose
frhzeitig zu erkennen und behandeln zu konnen, stehen Risiken flr
Schwangerschaftsabbruch durch falsch-positive Diagnostik, nicht gesicherte Effizienz
der Therapiemalinahmen und hohe Kosten entgegen [110]. In Danemark und den

Staaten New Hampshire und Massachussetts in den USA werden deshalb nicht

44



Schwangere, sondern alle Neugeborene auf Toxoplasmose-Antikdrper untersucht [113-
115]. Lebech gibt an, dass in Danemark durch das Screenen auf Toxoplasma-
spezifische IgM-Antikorper zwischen 70 und 80% der konnatalen Toxoplasmosefalle
identifiziert wurden [113], auch wenn eine Minderheit von Neugeborenen durch das
Fehlen von IgM-Antikérpern zum Zeitpunkt der Geburt nicht erfasst wurde [99]. Dieses
Vorgehen wird auch in einer Studie von Gomez-Marin flr Kolumbien propagiert, denn
so konnten mit Uberschaubaren Kosten viele infizierte Neugeborene rechtzeitig erkannt,
therapeutisch begleitet und Folgeschaden verhindert werden, unabhangig von
pranatalen Untersuchungen der Mautter in der Schwangerschaft [130]. Das
Neugeborenen—Screening wurde als Modellversuch in Porto Alegre in Sid-Brasilien
eingefuhrt und vor allem Neugeborene, deren Mdutter serologisch nicht auf
Toxoplasmose untersucht worden waren oder keine Antikorper aufwiesen, profitierten
von diesem Vorgehen [16]. Ein Modellversuch von Neugeborenen-Screening ware auch
fur die MEAC als Universitatsklinik mit guter Laboranbindung eine denkbare Option.

In Brasilien wird vom Gesundheitsministerium die serologische Testung von
Schwangeren auf Toxoplasmose empfohlen. Die Umsetzung hingegen erweist sich aus
verschiedenen Grunden schwierig. Auller an Universitatsklinken, wo die
Toxoplasmoseserologie Teil der pranatalen Untersuchungen ist, iGbernimmt das PSF
(programa da saude de familia), das unentgeltliche, staatlich geférderte
familienorientierte = Gesundheitsprogramm, die Vorsorgeuntersuchungen in der
Schwangerschaft. Da oft nicht-spezialisierte Arzte die Sprechstunden des PSF leiten
und die Compliance der Schwangeren teilweise fehlt, werden haufig notwendige
Laboruntersuchungen und Aufklarungsgesprache nicht durchgefihrt. Eine Studie aus
den USA zeigte, dass Gynakologen die primare Pravention kompetenter betreiben als
Internisten oder Allgemeinarzte [131]. In kleineren Stadten auflerhalb von Fortaleza
bestehen zusatzlich nur mangelhaft ausgestattete Labore. Proben missen demnach oft
in das Zentrallabor des Bundesstaates Ceara, ,LACEN“ nach Fortaleza geschickt
werden. Die Verzogerung der Ergebnisse kann bis zu mehreren Wochen betragen.
Insofern erscheint eine Praventionsstrategie mit pranatalem Screening und
Neugeborenen-Screening nur schwer umsetzbar fur den Nordosten Brasiliens. Primare
Pravention in Form von Gesundheitsaufklarung verbleibt somit als die praktikabelste
Losung fur die Patientenklientel der vorliegenden Studie. Aufklarungskampagnen
geschulter Mitarbeiter von Krankenhdusern und des PSF sind wichtig, weil sie gezielt

Uber Infektionsquellen aufklaren kénnen. Damit primare Pravention Erfolg hat, mul}
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sichergestellt sein, dass die gesamte Bevolkerung, v.a. Frauen im gebarfahigem Alter
durch akkurate, praktische, einheitliche und klar verstandliche Informationen erreicht
werden [109]. Eine gute Mdglichkeit ware Uber das staatliche Fernsehen in Form von
Informationsbeitragen gegeben. Weiterhin ware denkbar, Informationsbroschiren und
Handzettel an Schwangere zu verteilen und Schulkindern im Rahmen der Sexualkunde

Risiken und schiitzende PraventionsmafRnahmen zu vermitteln.

Zusammenfassend konnte die vorliegende Studie durch das grof3e Patientenkollektiv
einen ersten Uberblick Uber die Pravalenz und Risikofaktoren der Infektion mit T. gondii
geben. Da jedoch bei der Risikoanalyse durch die geringe Inzidenzrate wahrend der
Schwangerschaft keine statistisch relevanten Ergebnisse erhoben werden konnten,
konnten nur IgG- positive Schwangere mit langerl zurlckliegendem Infektionszeitpunkt
ausgewertet werden. Hieraus ergibt sich bei der Interpretation der Risikofaktoren ein
Problem im Hinblick auf die direkte zeitliche und kausale Korrelation eines Risikofaktors

mit der Infektion.
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5. Zusammenfassung

Die Infektion mit dem Protozoon T. gondii in der Schwangerschaft kann zu einer
konnatalen Toxoplasmose mit schweren Schaden, v.a. im ZNS und Auge des
Neugeborenen fuhren. Bekannte Risikofaktoren sind mit Oozysten kontaminierte
Lebensmittel, oder Wasser und Erdboden, sowie der Konsum von zystenhaltigem
rohnem oder ungentgend gekochtem Fleisch. Durch gesundheitliche Aufklarung Uber
Infektionsquellen kann primare Pravention betrieben werden. Um geeignete
Praventionsstrategien zu entwickeln, sind jedoch Kenntnisse uber Pravalenz und
Risikofaktoren der Infektion erforderlich.

In der vorliegenden Studie wurden Schwangere und Neugeborene einer
geburtshilflichen Universitatsklinik in Nordost-Brasilien auf das Vorhandensein von IgG-
und IgM-Antikorpern gegen T. gondii untersucht. Risikofaktoren wurden anhand eines
standardisierten Fragebogens ermittelt. Die Pravalenz betrug 68,6% und stieg mit dem
Alter signifikant an. IgM-Antikdrper waren bei 0,5% der Schwangeren nachweisbar.
Signifikant mit erhdhten Risiken flir eine Infektion assoziiert waren soziodkonomische
Faktoren wie geringes Monatseinkommen und Faktoren, die auf eine Kontamination der
Umwelt mit Oozysten hinweisen. Hauptrisiken stellten Nahrungsmittel, die mit
unbehandeltem Wasser hergestellt wurden und Hundebesitz dar. Aber auch die
zystenbedingte Transmission durch Verzehr von rohem oder nicht durchgekochtem
Fleisch war signifikant mit einer Infektion assoziiert.

Mit dem Wissen um die hohen Pravalenzen und die grof3e Infektionsgefahr in unserem
Studiengebiet, sollten Praventionsmallnahmen wie Aufklarung, Schutz vor
Infektionsquellen vermitteln oder aber ein Screening von Miuittern und/oder

Neugeborenen entwickelt und umgesetzt werden.
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6. Summary

Infection with the protozoon T. gondii in pregnancy may lead to intrauterine death and
congenital toxoplasmosis with a wide spectrum of clinical diseases occuring in the
infected newborn. Most frequent are cerebral sequelae and ocular disease. Known risk
factors are food, water and soil contaminated with oocyts as well as the consumption of
raw or undercooked meat containing tissue cysts. Primary prevention measures can be
carried out in terms of health education about common sources of infection. In order to
develop community based preventiv strategies the knowledge of prevalence and risk
factors is crucial.

In the present study pregnant women and their newborns from a maternity university
hospital in north-east Brazil were tested for IgG- and IgM- antibodies against T. gondii.
Risk factors were assessed with the help of a standardized questionnaire. The
prevalence was found to be 68,6% and increased significantly with age. IgM- antibodies
were detectable in 0,5% of the pregnant women.

Increased risk of infection with T. gondii was significant associated with socio- economic
factors like low monthly income and factors that indicate enviromental contamination
with oocyts such as food preparation with untreated water and ownership of dogs. Also
ingestion of raw or undercooked meat containing tissue cysts was significant associated
with infection.

The knowledge of the high prevalence rate detected in this study as well as the risk
factors found to be of mayer importance in our study area should facilitate the
implementation of primary and secundary prevention measures such as education
about sources of infection or the screening of mothers and/ or newborns, respectively,

thus helping to reduce the overall toxoplasmosis infection rate.
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8. Anhang

1.18 Der Fragebogen auf portugiesisch

Toxoplasmose em gestantes em Fortaleza/ CE

DATA:

1.

- =2 O 00 N O 0o M~ 0N

P —N
w N

14.

1 INDNUMBER:
Nome:
Data de Nascimento: /[

Escolaridade: (0: Analfabeto; 1:1° grau; 2:2° grau; 3: superior)
Trabalho: (0:ndo; 1: sim)

Quantas pessoas moram na sua casa?

Renda familiar: (1: <1/2 SM; 2: 2-1 SM; 3: 1-2 SM; 4: 2-5 SM; 5: > 5 SM)
Moradia/tipo de casa: (1: taipa; 2: tijolo)

Tipo de piso em casa: (1: areia; 2: barro batido; 3: azulejo/cimento/ceramica)
Tipo de rua: (1: areia; 2: calgada; 3: asfaltada)

Energia electrica: (0: ndo; 1: sim)

Abastecimento de agua: (1: lago/rio; 2: pogo superficial; 3: cacimba;

4. CAGECE)

Toma banho a onde?: (1: lago/rio; 2: cuia; 3: chuveiro)

Agua para beber: (0: sem tratamento; 1: fervida; 2: filtro com troca
regular de velas; 3:filtro; 4: agua mineral)

Destino de dejetos: (1: mato; 2: fossa; 3: esgoto)

Animais em casa

15.

16.

17.
18.

Gatos: (0: ndo; 1:sim; 2: contato)

a) se for sim, quantos:

b) defeca em casa: (0: ndo; 1: sim)
Cachorros: (0: nao; 1:sim; 2: contato)
a) se for sim, quantos:

Galinha: (0: ndo; 1:sim; 2: contato)
Porco: (0: ndo; 1:sim; 2: contato)

a) se for sim: em pocilga (0: ndo; 1: sim)
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19.
20.

Outros:
Trabalho:
a) contato com terra: (0: n&o; 1: sim)

b) contato com carne crua: (0: ndo; 1: sim)

Habitos alimentares

21.

22.

23.

24.

25.

Ovos:
a) consumo: (0: ndo; 1:sim)
b) procedéncia: industrialisado: (0: ndo; 1: sim)

c) tipo de preparacdo: cru:  (0: ndo; 1:sim: <1x/ 1-2x/ >2x por semana

(1-3))

cozido:(0: ndo; 1:sim: <1x/ 1-2x/ >2x por semana
(1-3))

frito:  (0: ndo; 1:sim: <1x/ 1-2x/ >2x por semana
(1-3))

Leite:

a) consumo:(0: ndo; 1:sim: <1x/ 1-2x/ >2x por semana (1-3))

b) procedéncia: industrialisado: (0: ndo; 1: sim)

c) se nao for industrializado: ferve: (0: ndo; 1: sim)

d) se for industrialisado: leite em p6: (0: ndo; 1: sim: com agua)

e) se for com agua: (0: sem tratamento; 1: fervida; 2:filtro com troca
regular de velas; 3: filtro; 4: agua mineral)

Queijo:

a) consumo: (0: ndo; 1:sim: <1x/ 1-2x/ >2x por semana (1-3))

b) procedéncia: industrialisado:(0: ndo; 1: sim)

Sorvete/ Picolé:

a) consumo: (0: ndo; 1:sim: <1x/ 1-2x/ >2x por semana (1-3))

b) procedéncia: industrializado: (0: ndo; 1: sim)

Dimdim:

a) consumo: (0: ndo; 1:sim)

b) frequéncia: (< 1x/ 1-2x/ >2x por semana (1-3))
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26.

27.

28.

Carne:

1. Gado:

a) consumo:(0: ndo; 1:sim: <1x/ 1-2x/ >2x por semana (1-3))

b) procendéncia: industrialisado: (0: ndo; 1: sim)

c) tipo de preparacédo: (1: crua; 2: mal passada; 3: bem passada)
2. Frango:

a) consumo:(0: ndo; 1:sim: <1x/ 1-2x/ >2x por semana (1-3))

b) procendéncia: industrialisado:(0: ndo; 1: sim)

c) tipo de preparacédo: (1: crua; 2: mal passada; 3: bem passada)
3. Porco:

a) consumo: (0: ndo; 1:sim: <1x/ 1-2x/ >2x por semana (1-3))

b) procendéncia: industrialisado: (0: ndo; 1: sim)

c) tipo de preparagao: (1: crua; 2: mal passada; 3: bem passada)
4. Carneiro:

a) consumo: (0: ndo; 1:sim: <1x/ 1-2x/ >2x por semana (1-3))

b) procendéncia: industrialisado: (0: ndo; 1: sim)

c) tipo de preparacéo. (1: crua; 2: mal passada; 3: bem passada)
Verduras cruas:

a) consumo: (0: ndo; 1:sim: <1x/ 1-2x/ >2x por semana (1-3))

b) procendéncia: industrialisado: (0: ndo; 1: sim)

c) lavar com agua: (0: sem tratamento; 1: fervida; 2: filtro

com troca regular  de velas; 3:filtro; 4: agua mineral)

Prova carne crua/ mal cozida durante o cozimento: (0: ndo; 1: sim)
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1.19 Der Fragebogen auf deutsch

Toxoplasmose bei Schwangeren in Fortaleza/ CE

DATUM: _ [ | ID.NUMMER:

1. Name:

2. Geburtsdatum: _ /[

3. Schule: (0: Analfabeto; 1:1° grau; 2: 2° grau; 3: superior)

4. Beruf: (0:n&o; 1:sim)

5. Wie viele Menschen wohnen im lhrem Haus?

6. Monatliches Einkommen: (1: <1/2 SM; 2: 2-1 SM; 3: 1-2 SM;
4:2-5 SM; 5:>5 SM)

7. Behausung: (1: Lehm; 2: Backstein)

8. Art des FuRRbodens: (1: Sand; 2: Erde; 3: Fliesen/ Zement/ Keramik)

9.

Stralenart: (1: Sand; 2: Steine; 3: Asphalt)

10. Elektrisches Licht: (0: nein; 1:ja)

11.Wasserversorgung: (1: See/ Flul®; 2: Brunnen; 3: Handwerkerbrunnen;

4. stadtische Versorgung)

12.Wo wird geduscht?: (1: See/ FIul; 2: Zuber; 3: Dusche)

13.Behandlung des Wassers vor dem Trinken: (0: ohne Behandlung;

2: Filter alter als sechs Monate; 3: neuer Filter; 4: Mineralwasser)

14.Sanitare Anlage: (1: Wald; 2: Grube ; 3: Kanalisation)

Ziichten Sie Tiere?

15.Katzen: (0: nein; 1:ja; 2: Kontakt)

a) Wenn ja, wie viele?:

b) Lassen die Tiere ihren Kot im Haus?: (0: nein; 1:ja)

16.Hunde: (0: nein; 1:ja; 2: Kontakt)

Wenn ja, wie viele?:

17.Hahner: (0: nein; 1:ja; 2: Kontakt)
18.Schweine: (0: nein; 1:ja; 2: Kontakt)

Wenn ja, Stall? (0: nein; 1: ja)

19.Andere Tiere:

1: gekocht;
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20. Gartenarbeit/ Hausarbeit:
a) Kontakt mit Erde: (0: nein; 1:ja)
b) Kontakt mit rohem Fleisch: (0: nein; 1:ja)

Ernahrungsgewohnheiten
21.Eier:

a) Verzehr: (0: nein; 1:ja)

c) Herkunft Supermarkt: (0: ndo; 1: sim)

c) Vorbereitung: roh: (0: nein; 1:ja: <1x/ 1-2x/ >2x pro Woche
(1-3))
gekocht: (0: nein; 1:ja: <1x/ 1-2x/ >2x pro Woche
(1-3))
gebraten: (0: nein; 1:ja: <1x/ 1-2x/ >2x pro Woche
(1-3))
22.Milch:

a) Verzehr:(0: nein; 1:ja: <1x/ 1-2x/ >2x pro Woche (1-3))
b) Herkunft Supermarkt: (0: nein; 1:ja)
c) Wenn nicht aus dem Supermarkt: gekocht: (0: nein; 1:ja)
d) Wenn aus dem Supermarkt: Pulvermilch: (0: nein; 1:ja: mit Wasser)
e) Wenn mit Wasser zubereitet: Wasser: (0: ohne Behandlung; 1: gekocht;
2:Filter alter als sechs Monate; 3: neuer Filer; 4: Mineralwasser)
23.Kase:
a) Verzehr: (0: nein; 1:ja: <1x/ 1-2x/ >2x pro Woche (1-3))
b) Herkunft Supermarkt:(0: nein; 1:ja)
24 Milcheis:
a) Verzehr: (0: nein; 1:ja: <1x/ 1-2x/ >2x pro Woche (1-3))
b) Herkunft Supermarkt:(0: nein; 1:ja)
25.Dimdim:
a) Verzehr: (0: nein; 1:ja: <1x/ 1-2x/ >2x pro Woche (1-3))
b) Herkunft Supermarkt:(0: nein; 1:ja)
26.Fleisch:
1. Rind:
a) Verzehr: (0: nein; 1:ja: <1x/ 1-2x/ >2x pro Woche (1-3))



b) Herkunft Supermarkt:(0: nein; 1:ja)

c) Art der Zubereitung: (1: roh; 2: blutig/ nicht ganz durch; 3: gut gekocht/

gebraten)

2. Huhn:

a) Verzehr: (0: nein; 1:ja: <1x/ 1-2x/ >2x pro Woche (1-3))

b) Herkunft Supermarkt:(0: nein; 1:ja)

c) Artder Zubereitung: (1: roh; 2: blutig/ nicht ganz durch; 3: gut gekocht/

gebraten)

3. Schwein:

a) Verzehr: (0: nein; 1:ja: <1x/ 1-2x/ >2x pro Woche (1-3))

b) Herkunft Supermarkt:(0: nein; 1: ja)

c) Artder Zubereitung: (1: roh; 2: blutig/ nicht ganz durch; 3: gut gekocht/

gebraten)

4. Schaf:

a) Verzehr: (0: nein; 1:ja: <1x/ 1-2x/ >2x pro Woche (1-3))

b) Herkunft Supermarkt:(0: nein; 1: ja)

c) Artder Zubereitung: (1: roh; 2: blutig/ nicht ganz durch; 3: gut gekocht/

gebraten)
27.Rohes Gemuse:

a) Verzehr: (0: nein; 1:ja: <1x/ 1-2x/ >2x pro Woche (1-3))

b) Herkunft Supermarkt:(0: nein/ selbst angepflanzt; 1: ja)

c) Waschen mit Wasser: (0: ohne Behandlung; 1: gekocht; 2: Filter

alter als sechs Monate; 3: neuer Filer; 4: Mineralwasser)

28.Probieren Sie rohes oder schlecht durchgebratenes/ gekochtes Fleisch

wahrend des Kochens? (0: nein; 1:ja)
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Introducgao

Aproximadamente um terco da populagdo mundial ja foi exposta ao parasita
protozoario Toxoplasma gondii (1;2). A infeccdo em adultos geralmente é
assintomatica; porém, a transmissdo vertical durante a gravidez pode levar a
consequéncias deletérias para o concepto, como hidrocefalia, retardo mental e
cegueira (1;3).

A infecc&o por T. gondii normalmente € adquirida por via oral, pela ingestdo de oocistos
contidos nas fezes de gatos ou cistos em carne crua ou mal-passada (1;4). Fatores de
risco para a infecgao por T. gondii ndo estdo completamente compreendidos, e pouco
se sabe a respeito da epidemiologia da doenga no Brasil (1;2).

Estratégias para a prevencdo de toxoplasmose congénita s&o geralmente pouco
efetivas, a menos que as fontes de infecgdo mais importantes sejam conhecidas (4;5).
Recentemente, a agua contaminada com oocistos foi identificada como um importante
foco de infeccdo em varias localidades, incluindo Campos de Goytacazes, no Rio de
Janeiro (6-8).

A soroprevaléncia da toxoplasmose varia entre paises e areas geograficas diferentes
dentro de um mesmo pais, variando de 0 a 100% (1;2). Essas variagbes sao
geralmente causadas por fatores culturais e ambientais, como as diferengcas em
relacdo ao consumo e preparo de alimentos e contaminagdo do solo por oocistos de
gatos.

Na América Latina, a soroprevaléncia de anticorpos IgG € geralmente alta e varia de 51
a 72% (1;2). Em um estudo em ambulatérios de pré-natal e maternidades em
Fortaleza, 72% das gestantes e parturientes apresentaram anticorpos IgG contra T.
gondii (9). Em estudo populacional em mulheres gravidas no Municipio de Cascavel
(Estado do Ceard) foi encontrada uma prevaléncia de 60% por nosso grupo de
pesquisa (Heukelbach et al., manuscrito em preparagao).

No entanto, os casos de doencga clinica sdo menos freqlientes. Nestes, a forma mais
grave é a encontrada em criangas recém-nascidas, sendo caracterizada por encefalite,
ictericia, wurticaria e hepatomegalia, geralmente associada com coriorretinite,
hidrocefalia e microcefalia, com altas taxas de morbidade e mortalidade (1). As
gestantes na fase aguda da doenga podem abortar o concepto ou apresentarem

trabalho de parto prematuro. Sabe-se que 40-50% dos fetos infectados vao a obito (1).

A Toxoplasmose é uma zoonose € a infecgdo € muito freqliente em varias espécies de

animais: mamiferos (principalmente carneiro, cabra e porco) e aves (2). O gato e outros
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felideos sao os hospedeiros definitivos ou completos, e 0 homem e os outros animais
sdo os hospedeiros intermediarios ou incompletos. A infeccdo pelo T. gondii constitui
uma das zoonoses mais difundidas no mundo. Em todos os paises, grande parte da
populagdo humana e animal (mais de 300 espécies de animais entre mamiferos e aves

— domésticos ou silvestres) apresentam parasitismo pelo T. gondii (1;2).

O diagndstico da infecgdo em mulheres gravidas é feito a partir da detecgdo dos
anticorpos IgG e IgM e da baixa avidez dos anticorpos IgG, enquanto que em recém-
nascidos anticorpos IgG, IgM e IgA sao usados para a confirmacao do diagnéstico (1).
O exame de PCR do liquido amniotico e do sangue do recém-nascido tém sido
apontados como ferramentas para diagnostico mais preciso (10).

A espiramicina € administrada em mulheres gravidas cuja sorologia nao permite excluir
a possibilidade de uma infeccdo aguda. A terapia antiparasitaria (pirimetamina,
sulfadiazina) é administrada em mulheres gravidas cujo feto esta infectado. Esse
tratamento € seguido de tratamento do recém-nascido ao longo do primeiro ano de
vida.

Uma vez que a contaminagao oral com o parasita por meio de fezes de gato, carne mal
cozida ou crua ou agua € um fator comportamental, medidas de controle da
toxoplasmose aguda na gravidez podem ser eficazes através da educagdo em saude.
Porém, para poder desenvolver métodos estratégicos de prevengdo, tanto a
prevaléncia da doenga em mulheres gravidas, quanto os fatores de risco para infecgao,
tém que ser determinados.

Para prevenir infeccdo, podem ser adotadas duas estratégias, além da
comportamental, em relagdo aos fatores ja conhecidos. Fatores de risco proprios para
a nossa populacdo tém que ser determinados para que se possam implementar
medidas de controle com informagdes adequadas. Outra estratégia seria o
desenvolvimento de fluxogramas para um diagnostico apropriado de infec¢gdo aguda e

de infecgao latente.

Obetivo geral
Descrever a epidemiologia da infecgdo com T. gondii em mulheres gravidas e nos
recém-nascidos em um hospital de referéncia em Fortaleza e prevenir sintomatologia

nos recém-nascidos.
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Objetivos especificos

1. Determinar a prevaléncia da infec¢ao por T. gondii em mulheres gravidas

2. Determinar a incidéncia da toxoplasmose congénita e a taxa de transmissao
vertical

3. Determinar os fatores de risco de infecgdo aguda por T. gondii em mulheres
gravidas

4. Descrever a sintomatologia clinica dos recém-nascidos com toxoplasmose
congénita e oferecer tratamento adequado

5. Estabelecer fluxograma para o diagndstico apropriado de infecgao aguda e

infeccao latente em mulheres gravidas

Material e Métodos

Local e populacéo de estudo

Todas as parturientes admitidas na Maternidade-Escola Assis Chateaubriand (MEAC)
no periodo de 1° de fevereiro a 30 de abril de 2005 maiores de 18 anos e domiciliados
na grande Fortaleza. A MEAC & um centro de referéncia ginecoldgico e obstétrico
terciario da Universidade Federal do Ceara. Mensalmente, ocorrem cerca de 300 a 500

partos.

Critérios de inclusao:
o0 Ser parturiente na época de estudo na MEAC (parto vaginal e abdominal)
o0 Ter pelo menos 18 anos de idade
o Ter assinado consenso escrito pés-informagao
o]

Ser residente na area Grande Fortaleza

Critérios de exclusao:
o Situagdes que incapacitem a parturiente de decidir sobre os seus préprios atos
(doenga mental, inconsciéncia, emergéncia etc.)

o0 Parturientes com concepto natimorto

Tamanho da amostra
Para detectar uma odds ratio de dois para sorologia positiva (IgM) com intervalo de
confianca de 95% e poder de 80% e nas condicbes do estudo estimadas, serdo

necessarias 814 participantes. Levando em consideragao a nao participagao e margem
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de segurancga, estima-se que o numero de parturientes suficiente podera ser recrutado

no periodo de trés meses na MEAC.

Desenho do estudo

Sera aplicado um estudo de desenho misto transversal e longitudinal. No estudo
transversal, as participantes serdo interrogadas usando um questionario estruturado e
serdo realizados testes sorolégicos para toxoplasmose nas maes e nos recém-
nascidos. No estudo longitudinal, os recém-nascidos serdo acompanhados por
especialistas e tratados especificamente. Uma visao geral do desenho de estudo esta

descrita na Figura 1 (anexo).

1. Aplicagcdo de questionario
Para identificacdo de fatores de risco para a infecgdo por T. gondii, sera aplicado um
questionario estruturado pré-testado na sala de pré-parto contendo perguntas a
respeito de variaveis socio-econbmicas e demograficas (abastecimento de agua,
presenca de animais em casa, habitos alimentares). O modelo do questionario

encontra-se em anexo.

2. Coleta de sangue materno
Apo6s aplicagdo do questionario e consenso escrito pds-informagao, sera colhida uma
amostra de sangue materno, que sera centrifugado, separado o soro, e este entdo
congelado a —20° C (na MEAC). O soro congelado sera entao transportado de trés em
trés dias para o Laboratério Clementino Fraga onde sera analisado para a

determinagao de anticorpos anti-toxoplasma IgG e IgM através de testes de ELISA.

3. Coleta de sangue do cordao umbilical no pés-parto
Apos clampeamento do corddao umbilical no pds-parto, sera coletado sangue do cordao
umbilical (face fetal da placenta, constituido por sangue fetal), que sera centrifugado e
o soro armazenado a —20°C (na MEAC) até que o resultado da sorologia materna
esteja disponivel. O sangue fetal sera analisado no caso de sorologia materna com
titulo de anticorpos IgG>300 Ul/ml e/ou presenga de anticorpos IgM, o que indica uma
possivel infecgdo fetal. O sangue fetal sera guardado para posterior exame de PCR em

caso de resultados discrepantes.
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4. Seguimento

Todas as participantes do estudo serdo informadas sobre o resultado dos exames por
escrito. Nos casos de infecgdo congénita (presenga de IgG e IgM e/ou IgA no sangue
fetal) ou nos casos em que a infecgdo n&o puder ser excluida (presenca de anticorpos
IgG>300 Ul/ml elou anticorpos IgM no sangue materno e/ou presenca de 1IgG no
sangue fetal), a participante do estudo sera visitada domiciliarmente por um dos
pesquisadores, informada a respeito do resultado dos exames e agendada para uma
consulta de seguimento do recém-nascido na MEAC. Sera fornecido vale-transporte
para a participante e acompanhante. O recém-nascido podera entdo ser acompanhado
através de exame clinico, oftalmoscopia e ultrassonografia transfontanelar.

Os recém-nascidos infectados receberao tratamento antiparasitario durante o primeiro
ano de vida (combinac&o de pirimetamina, sulfadiazina e acido félico, de acordo com
as recomendagdes do Ministério da Saude). Os recém-nascidos nos quais a infec¢ao
nao puder ser excluida serao acompanhados sorologicamente aos 3, 6 e 12 meses de

vida, e adequadamente tratados caso seja detectada infeccéo (vide esquema).

Analise de Dados
Todos os dados serdo computados por meio do programa Epi-Info, versdo 6.04d e
analisados pelos programas Epi-Info e STATA (versdo 7). A analise de dados sera

realizada pelos integrantes do grupo de estudo.

Riscos e beneficios

Os resultados trardo informacdes de grande valor para a Saude Publica. Além do
conhecimento sobre a prevaléncia de toxoplasmose congénita em nosso meio, serao
definidos os seus principais fatores de risco, facilitando a elaboracdo de medidas de
prevencao apropriadas, efetivas e eficientes. Sera validado um fluxograma para a
deteccdo de toxoplasmose congénita. Os recém-nascidos com infeccdo congénita
serdo diagnosticados e receberédo tratamento adequado.

A retirada de sangue materno apresenta risco minimo (sangramento, infecgéo
secundaria) e sera realizada por um pesquisador experiente. A amostra de sangue fetal
sera colhida da face fetal da placenta, sem qualquer intervencao direta sobre o recém-
nascido.

Qualquer acontecimento desvantajoso para a participante e/ou seu recém-nascido

implicara na saida dos mesmos do estudo sem nenhuma desvantagem a respeito do
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futuro acompanhamento clinico. O momento da aplicagado do questionario (elaborado o
mais sucinto possivel), apesar de preferencialmente realizado na sala de pré-parto,
podera ser aplicado na enfermaria pos-parto, caso seja avaliado o momento
inadequado devido as particularidade da situacgao.

Todas as participantes receberdo o resultado dos exames por escrito, e todas as
participantes em que seja diagnosticada infecgcao recente ou resultado inconclusivo

seréo visitadas domiciliarmente para adequado seguimento de seus recém-nascidos.

Consideragoes éticas

O estudo sera conduzido de acordo com os trés principios éticos basicos: respeito pela
pessoa, beneficio para o paciente e justica.

Todas as informagbes serdo mantidas em sigilo e trabalhas de forma conjunta e
aleatoria, apds coleta. Os nomes dos pacientes ndo aparecerdao em publicacbes nem
serdo acessiveis a terceiros. Ja firmada a relevancia da pesquisa para o Estado,
observa-se que inexistem danos ou prejuizos a nenhuma das partes envolvidas.
Consentimento pés-informacéo escrito sera obtido de todas as participantes do estudo
(modelo em anexo). Qualquer participante podera sair do estudo a qualquer momento

sem nenhuma desvantagem. Os dados serdao manuseados sob sigilo.

Publicacao de resultados

Os resultados da pesquisa - favoraveis ou nao favoraveis - serao de conhecimento
publico, sendo apresentados em congressos nacionais e internacionais, além de
publicados em jornais indexados nacionais e internacionais.

O estudo é parte de dissertacao de duas estudantes de Medicina (S.S. e N.B.).
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Cronograma
O estudo tera uma duracgao total de 18 meses, iniciando em janeiro de 2005. A coleta
de dados sera realizada no periodo de 1° de fevereiro a 30 de abril de 2005. O

seguimento dos recém-nascidos ocorrera até maio de 2006.

01/ 02/ 03/ 04/ 05/2005 - 06/ 07/

Mes/ Ano
2005 2005 2005 2005 04/2006 2006 2006

Atividades |x

preparatorias

Coleta de X X X
dados
(questionarios
, coleta de
sangue,
exame ELISA)

Envio de X X X X(05/05)
resultados por|
correio e
visitas

domiciliares

Exame, X X X X

tratamento e
seguimento
de recém-

nascidos

Entrada em X(6/05- |x X
banco de 11/05)
dados e

analise

Elaboragao de X(12/ X X
publicacéo 05)

cientifica

* treinamento do pessoal, pré-teste da metodologia, pré-teste das fichas,
esclarecimento ético etc.Financiamento e orgcamento
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O estudo sera financiado pela Fundacédo de Educacado e Saude Mandacaru, Fortaleza.

A infra-estrutura necessaria para coleta de dados e medicamentos serdo fornecidos

pela MEAC. Nenhum pesquisador sera remunerado.

Os exames de acompanhamento dos recém-nascidos serao realizados na MEAC, além

do fornecimento da infra-estrutura, medicacdo e acompanhamento.

O Laboratério Clementino Fraga fornecera a infra-estrutura para a deteccdo de

anticorpos anti-toxoplasma.

Valor
Kits para ELISA e material de consumo do R$ 6.000
laboratério
Vacutainer BD + material para coleta de R$ 2000
sangue
Material de consumo de escritorio (1) R$ 900
Xerox R$ 500
Remuneracgao para auxiliar de pesquisa R$ 600
Vale-transporte para exames de R$ 500
seguimento
Selos para correio R$ 500
TOTAL R$ 11000

(1) cartuchos para impressora, papel, cartas e demais material
de consumo de escritorio.
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Grupo de Pesquisa e atribuigoes

1

Prof. Dr. Carlos Augusto Alencar Jr., Departamento de Saude Materno-Infantil,
Faculdade de Medicina, Universidade Federal do Ceara: coordenagao local,
exame clinico, seguimento e tratamento dos recém-nascidos;

Dr. Francisco Edson Lucena, Maternidade-Escola Assis Chateaubriand (MEAC):
coordenacao local, exame clinico, seguimento e tratamento dos recém-nascidos;
Prof. Dr. Med. Oliver Liesenfeld, Departamento de Microbiologia e Imunologia da
Infeccao, Faculdade de Medicina Charité, Berlim, Alemanha: colaborador;

Prof. Dr. Jorg Heukelbach, Departamento de Saude Comunitaria, Faculdade de
Medicina, Universidade Federal do Ceara e Fundacdo de Educacédo e Saude
Mandacaru: desenho do estudo e analise bioestatistica dos dados;

Prof. J. Ajax Nogueira Queiroz, Departamento de Patologia, Faculdade de
Medicina, Universidade Federal do Ceara e Fundacdo Mandacaru de Educagao
e Saude: realizagdo dos exames sorologicos e colaborador;

Dra. Fabiola Araujo Sales de Oliveira, Departamento de Saude Comunitaria,
Faculdade de Medicina, Universidade Federal do Ceara: colaboradora;

Nina Bartelheimer, estudante de Medicina, Departamento de Microbiologia e
Imunologia da Infec¢do, Faculdade de Medicina Charité, Berlim, Alemanha:
coleta de dados (aplicacdo de questionarios, coleta de sangue, envio de
resultados as participantes, visitas domiciliares e agendamento de consultas);
Susann Sroka, estudante de Medicina, Departamento de Microbiologia e
Imunologia da Infec¢do, Faculdade de Medicina Charité, Berlim, Alemanha:
coleta de dados (aplicacdo de questionarios, coleta de sangue, envio de

resultados as participantes, visitas domiciliares e agendamento de consultas);
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ANEXOS

Figura 1: Desenho do estudo incluindo os testes diagnésticos propostos para
diagnosticar infecgao por Toxoplasma gondii

A. Parturientes

Rastreio de todas as parturientes admitidas na MEAC entre 1/1 e 30/4 de 2005.
Numero esperado de participantes: 300 — 350/més.

1. aplicagao de questionario
2. coleta de sangue (10 ml)

Teste soroldgico: IgG IgM
Resultado esperado: 60-70% positivos <5% positivos
Risco de infecgdo aguda: IgG >300 IU/ml ou IgM positivo

e IgM negativo

B. Recém-nascidos

1. sangue do cordao umbilical (10 ml)
2. exame clinico

a) Exame sorologico (1gG, IgM, IgA)
b) PCR (em caso de resultados discrepantes)

Resultado sorolégico: IgG + e IgM + ou IgA + IgG + e IgM -

Interpretacao: Infecgao congénita Provavelmente anticorpos

maternos

Conduta: Exame clinico Seguimento soroldgico (3, 6 e
12 meses)

Ultrassom transfontanelar

Ophthalmoscopia

PCR da amostra de sangue

Tratamento anti-toxoplasma por 1 ano .
TERMO DE CONSENTIMENTO POS-INFORMACAO

77



|. DADOS DE IDENTIFICACAO DO SUJEITO DA PESQUISA OU RESPONSAVEL

LEGAL

Nome da participante:
Documento de identidade: Sexo: M () F(X)

Data do nascimento: / /
Endereco:
Ponto de referéncia:

Bairro: Cidade:
CEP: Telefone:

Il. DADOS SOBRE A PESQUISA CIENTIFICA

1. TITULO DO PROTOCOLO DE PESQUISA:

Prevaléncia, incidéncia e fatores de risco de toxoplasmose materna e congénita
em um hospital de referéncia em Fortaleza, Nordeste do Brasil

Observacédo: A TOXOPLASMOSE é uma doenga causada por um parasita (micrébio) que,
quando contamina a gestante, pode atingir a crian¢ca ainda dentro do Utero e causar sérias
complicagbes como: abortamento, retardo mental e até cegueira. Para saber se a gestante ou
a crianga estao infectados, precisa-se fazer exame de sangue.

2. PESQUISADOR: Dr. Carlos Augusto Alencar Junior
Profissdo: Departamento de Saude Materno-Infantil, Faculdade de Medicina, Universidade

Federal do Ceara

Inscricdo no Conselho Regional de Medicina:
3. AVALIACAO DO RISCO DA PESQUISA:
() SEM RISCO (x) RISCO MINIMO () RISCO BAIXO () RISCO MEDIO () RISCO MAIOR
(probabilidade de que o individuo sofra algum dano como consequéncia imediata ou tardia do
estudo)

4. DURACAO DA PESQUISA: 18 meses (desde a entrevista até o final do acompanhamento
das criangas qua nasceram com a infecgéo).

. REGISTRO DAS EXPLICAGOES DO PESQUISADOR AO PACIENTE OU SEU
REPRESENTANTE LEGAL SOBRE A PESQUISA, CONSIGNANDO:

1. JUSTIFICATIVA E OBJETIVOS DA PESQUISA:
e Saber quantas mulheres gestantes apresentam infec¢do recente da doenca
toxoplasmose e se as criangas foram afetadas pela doenca.
e Conhecer o que pode ter causado a infecgao na mulher (consumo de carne
contaminada, presenga de animais em casa etc.)
e Oferecer tratamento adequado para as criangas que nasceram com a infecgao.

2. PROCEDIMENTOS QUE SERAO UTILIZADOS E PROPOSITOS, INCLUINDO A
IDENTIFICACAO DOS PROCEDIMENTOS QUE SAO EXPERIMENTAIS:
e Entrevista a respeito de condicdes de moradia, de habitos alimentares, contato com
animais e afins.
¢ Coleta de sangue para saber se a gestante tem infec¢édo por toxoplasmose.
¢ Coleta de sangue do cordao umbilical apds o parto (parte da placenta: nao sera retirado
o sangue diretamente da crianga), o que permite saber se a crianga também apresenta
infeccao.
3. DESCONFORTOS E RISCOS ESPERADOS:
O risco é minimo: somente o da coleta de sangue: dor local e, em casos raros, infecgao
secundaria e hematoma.
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4. BENEFICIOS QUE PODERAO SER OBTIDOS:

e Saber se a crianga apresenta infecgao por toxoplasmose e oferecer pronto tratamento
para amenizar ou evitar complicagdes (o principal é a cegueira).

e Saber quantas gestantes apresentam infeccdo para informar as autoridades
responsaveis para poderem implementar medidas para diagnosticar (descobrir) a
infeccao nas gestantes.

e Descobrir 0 que pode ter causado a infec¢ao (contato com animais, agua contaminada
etc.) para poder informar futuras gestantes e assim prevenir que futuras criangas
nasgam contaminadas.

5. PROCEDIMENTOS ALTERNATIVOS QUE POSSAM SER VANTAJOSOS PARA O
INDIVIDUO:
Nao existem procedimentos alternativos mais vantajosos a serem utilizados.

IV. ESCLARECIMENTOS DADOS PELO PESQUISADOR SOBRE GARANTIAS DO SUJEITO
DA PESQUISA

1. acesso a qualquer tempo as informagdes sobre procedimentos, riscos e beneficios
relacionados a pesquisa, inclusive para esclarecer eventuais duvidas

2. liberdade de retirar seu consentimento a qualquer momento e deixar de participar do
estudo, sem que isto traga prejuizo a continuidade da assisténcia

3. salvaguarda da confidencialidade, sigilo e privacidade das informagbes

V. INFORMAGOES DE NOMES, ENDEREGOS E TELEFONES DOS RESPONSAVEI§ PELO
ACOMPANHAMENTO DA PESQUISA PARA CONTATO EM CASOS DE INTERCORRENCIAS
CLINICAS E REAGOES ADVERSAS

Dr. Carlos Augusto Alencar Junior
Maternidade-Escola Assis Chateaubriand (MEAC)
Rua Cel Nunes de Melo S/N

Rodolfo Tedfilo

Fortaleza, CE 60833-830

VI. OBSERVAGOES COMPLEMENTARES

Cara gestante, a sua participacdo € de extrema importancia para que se possa conhecer a
dimensao e a gravidade da toxoplasmose no nosso meio. Também é muito importante para e
para evitarmos ao maximo que criangas venham a nascer com problemas. Obrigado!

VIl. CONSENTIMENTO POS-ESCLARECIDO

Declaro que, apds convenientemente esclarecido pelo pesquisador e ter entendido o que me
foi explicado, consinto em participar do presente protocolo de pesquisa. Em caso de menor de
idade, declaro que o mesmo foi devidamente esclarecido e aceita participar do presente
protocolo de pesquisa sendo eu o responsavel legal.

Fortaleza, de de 20__.

/
Assinatura do sujeito da pesquisa ou responsavel legal (e do menor, quando for possivel)

Dr. Carlos Augusto Alencar Junior

79



1.21 Antrag an die Ethikkommission auf englisch

Title: prevalence, incidence and risk factors of maternal and congenital

toxoplasmosis in a reference hospital in Fortaleza, Northeast-Brasil

1. Background:

Infection with the protozoan parasite Toxoplasma gondii is highly prevalent worldwide.
Prevalences differ between geographic locations but approximately 1/3 of the worldwide
population is infected with the parasite. The prevalence in pregnant women in the State
of Ceara (Northeast Brazil) was determined to be higher than 60% by our research
group (Heukelbach et al., in preparation) and by others (Rey et al.1999). Infection is
usually acquired by ingestion of undercooked or raw meat or contact with cat feces
(Cook et al., 2000; Montoya and Liesenfeld 2004). Recently, water has been found to
be an important source of the parasite in southern regions of Brazil (Bahia-Oliveira et al.
2003). Primary infection during pregnancy may lead to congenital infection resulting in
intrauterine death or severe sequelae for the fetus/newborn (Montoya and Liesenfeld
2004). Presumptive diagnosis is usually established by the detection of antibodies of
IgG and IgM class and low avidity of IgG antibodies in pregnant women and/or the
presence of IgG, IgM and/or IgM antibodies in their offspring (Montoya and Liesenfeld
2004). PCR of amniotic fluid and blood of the newborn have been described to improve
the diagnosis (Hohlfeld et al. 1994).

In order to prevent infection, two strategies can be pursued. First, risk factors have to be
analyzed to design appropriate information campaigns. Second, algorithms for the
appropriate diagnosis of acute vs. latent infection in Northeast Brazil have to be

established.

2. General Objective:
To describe the epidemiology of infection with Toxoplasma gondii in pregnant women
and their offspring in a reference hospital in Fortaleza and to prevent symptomatic

infection in the newborns
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3. Specific Objectives:

1. To determine the prevalence of infection with Toxoplasma gondii in pregnant women
2. To determine the incidence of congenital toxoplasmosis and the vertical transmission
rate

3. To determine risk factors for acute infection with Toxoplasma gondii in pregnant
women

4. To describe the clinical pathology in newborns with congenital toxoplasmosis and to
perform specific treatment

5. Establish algorithms for the appropriate diagnosis of acute vs. latent infection in

pregnant women

4. Study design:

To determine the prevalence and risk factors of infection with Toxoplasma gondii, all
pregnant women giving birth at the Maternidade Escola Assis Chateaubriand (MEAC) in
Fortaleza between February and April 2004 (vaginal birth and caesarian section) will be
included in the study. For an overview of the study design, see Fig. 1.

All pregnant women will be informed about the design and objectives of the study. After
informed written consent, a blood sample will be taken. Blood from all women giving
birth during daytime will be drawn by German students. Blood from those women
delivering at night will be drawn early in the morning by the German students or
experienced nurses (informed about the study). Additionally, after delivery, a blood
sample will be taken from the umbilical cord vein. Serum will be obtained by
centrifugation and stored until serological results in the mother’s serum become
available.

In order to determine risk factors for infection with Toxoplasma gondii all study
participants will be interviewed by German students using a standardized questionnaire
(Fig. 2). The questionnaire includes questions regarding socioeconomic and
demographic variables (housing, drinking water sources, animal contact, food habits).
Anti-Toxoplasma gondii IgG and IgM antibodies will be determined by ELISA at least
twice weekly (Laboratério Clementino Fraga, Fortaleza). Results of these tests will be
used to select the umbilical cord blood samples to be tested to diagnose congenital
infection (see below). Cord blood samples of those women in whom IgG titers are > 300
IU/ml and/or IgM antibodies are present will be tested. This will ensure that a maximum

number of women/newborns with possible infection during pregnancy (and thus at risk
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of transmission of the parasite to the newborn) will be further tested. A separate cord
blood sample will be stored for PCR to be performed in all cases with equivocal or
discrepant results.

Risk factors will be determined using a nested case-control design.

All participants will be informed about the serological results in written. If maternal sera
samples are IgM positive and/or if congenital toxoplasmosis has been diagnosed or
cannot be ruled out, the respective study participants will be visited and informed about
the results by trained experts. Newborns with possible congenital infection will be
transferred again to the MEAC and will receive a thorough clinical exam,
ophthalmoscopy, and cerebral ultrasound. Infected newborns will be given antiparasitic
treatment with the combination of pyrimethamine plus sulfadiazine and folinic acid for
the first year of life. Newborns in whom infection cannot be ruled out (all IgG-positive

newborns) will be tested serologically at 3, 6, and 12 months after birth.

5. Risk/benefit analysis:

The risk for study participants is considered very low.

Results of the study will have a major impact for the Health Care System and the
Maternidade Escola Assis Chateaubriand. The prevalence of infection with Toxoplasma
gondii will be known, and risk factors associated with acquisition of Toxoplasma gondii
will be defined. These information will help in designing future prevention strategies.
The results of serological and clinical examination will also be of value for the
participants. All participants will be informed about the presence or absence of
antibodies against Toxoplasma gondii and thus will be enabled to perform prevention
measures if necessary.

Blood will be taken from all participants. Since blood will be drawn by experienced
investigators, this procedure represents a minimal risk (bleeding, secondary infection).
Any unfortunate incident will lead to exclusion of the participant from the study without
any further negative consequences related to future health care at the MEAC. Infected
newborns will receive antiparasitic treatment and follow-up care by a physician during

the first year of life without any costs.

6. Financing:
The German students will travel at their own cost. All additional support including

laboratory material and transportation for participants will be covered by the Mandacaru
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Foundation, Fortaleza, Brazil. Non-serological clinical exams including ophthalmoscopy
and cerebral ultrasound will be covered by MEAC. Treatment and non-serological
follow-up during the first year of life will also be granted by MEAC. The Clementino
Fraga Laboratory will provide infrastructure and laboratory machinery for detection of

antibodies against Toxoplasma gondii.

7. Ethical considerations

The study design does respect in all aspects the ethical principles. Study participants
will give informed written consent and will not receive any harm throughout the study. In
contrast, the study will provide benefits to all participants and the State. All participants
may quit the study at any time without any consequences. Personal data of all
participants will be handled with care will not be used in publications, and will not be

provided to any third party.

8. Publication of results

Results of the present study will be made public — regardless of the result by
presentation in national and international congresses, national and international
journals.

The results will be part of the theses of Nina Bartelheimer and Susann Sroka, German

students.
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9. Time table

The study will be performed within 18 months in 2005/2006. Pregnant women will be

included between February and April 2005, follow-up of newborns will last until May

2006.
Januar | Februar | March | April May 2005until | Jyne | July
Month/Year | y 2005 | 2005 | April 2006 | 2006
2005 2005 2006
Preparation |x
and ethical
clearance
Data X X X
collection
Follow-up of X X X X
newborns
Data analysis X X
Preparation of
publication

10. Research team

1.

Prof. Dr. Med. Oliver Liesenfeld, Department of Medical Microbiology and
Charité Medical

Mandacaru Foundation: collaborator

Immunology of Infection, School, Berlin, Germany and

. Prof. Dr. Carlos Augusto Alencar Jr., Department of Gynecology and Obstetrics,

Medical School, Federal University of Ceara, Brazil: local coordination, clinical
examination, follow-up and treatment

Dr. Edson [nome complete], Department of Gynecology and Obstetrics, Medical
School,

examination, follow-up and treatment

Federal University of Ceara, Brazil: local coordination, clinical

Prof. Dr. Jorg Heukelbach, Department of Community Health, Medical School,

Federal University of Ceara, Brazil and Mandacaru Foundation: local

coordination, data analysis, biomedical/statistical analysis
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Prof. Dr. J. Ajax Nogueira Queiroz, Department of Pathology, Medical School,
Federal University of Ceara, Brazil and Mandacaru Foundation: performance of
serological tests, consultant

Dr. Fabiola Araujo Sales de Oliveira, Department of Public Health, Medical

School, Federal University of Ceara, Brazil: consultant

. Nina Bartelheimer, Medical student, Department of Medical Microbiology and

Immunology of Infection, Charité Medical School, Berlin, Germany: investigator,
data collection (blood samples, questionnaires)

Susann Sroka, Medical student, Department of Medical Microbiology and
Immunology of Infection, Charité Medical School, Berlin, Germany: investigator,

data collection (blood samples, questionnaires)
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Figure 1: Study design including proposed tests to diagnose infection with Toxoplasma

gondii

A. Pregnant women
Screening of all pregnant women (100%) between Febr. 1 and April 30,
2005

Expected number of
pregnant women

1. Blood sample (10 ml)
2. Questionnaire

Serological test: IgG IgM

Expected result: 60-70% pos. <5% pos.
Patients at risk for IgG >300 IU/ml IgM positive
congenital infection: IgM negative

\

B. Newborns
1. Cord blood sample (10 ml)
2. Clinical exam
a) Serologicaltesting (IgG, IgM, IgA) by ELISA/ISAGA

b) PCR (in cases of equivocal or discrepant results)

e

Serological result: IgG pos. and IgM pos. or IgA positive 1gG pos. and IgM negative

Interpretation: Congenital infection most likely
maternal antibodies

Clinical exam

Ultrasound of the head Serological follow-up
at
Eye exam/ophthalmology 3, 6, and 12 months
PCR from blood sample

Treatment: Anti-toxoplasma treatment No treatment
for 1 year
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