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RESUMO: A Toxoplasmose ¢é uma
importante zoonose, seu agente etiologico
€ o protozoario Toxoplasma gondii, que
pode parasitar seres humanos e outros
vertebrados. As aves e o0s mamiferos
sdo o0s hospedeiros intermediarios e as
galinhas caipiras possuem importancia
na transmissdo da doenga por serem
reservatério do parasito. Além disso, sao
consideradas sentinelas para estudos por
serem aves que vivem expostas ao solo,
que por sua vez, pode estar contaminado.
No diagnéstico, os testes de sorolégicos
de aglutinagé@o contribuem na deteccéo de
anticorpos 1gG anti-T. gondii. O objetivo
foi avaliar a presenca de anticorpos anti-T.
gondiiem galinhas caipiras da regido
sudoeste do estado de Goias e comparar a
eficaciadostestes de aglutinagao modificada
(MAT) e do teste de hemaglutinagéo indireta
(HAI). As 25 amostras de soro de galinhas
caipiras foram submetidas a pesquisa de
anticorpos anti-T. gondii, através de dois
métodos sorolégicos. O teste MAT foi
realizado conforme descrito por Dubey e
Desmonts (1980), j& para determinagéo de
anticorpos pela técnica de HAI, utilizou-se
o kit comercial ToxoTest HAl WienerLab®
seguindo  orientacbes do fabricante.
Para ambos os métodos foram utilizados
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controles positivos e negativos para validacéo da reac&o. Diante dos resultados dos testes
foi elaborada uma tabela de contingéncia 2x2 para a avaliagdo dos seguintes parametros:
sensibilidade (S), especificidade (E), valor preditivo positivo (VPP), valor preditivo negativo
(VPN). Através da técnica de HAI, obteve-se 19 amostras reagentes para anticorpos anti-T.
gondii, ou seja, 76% (19/25) sendo que a titulagcdo de anticorpos variou de 1:32 a 1:128, ja
o resultado obtido pela técnica de MAT, constatou 8 amostras reagentes, equivalente a 32%
(8/25) e as titulagbes variaram de 1:20 a 1:160. Os resultados dos parametros calculados
foram respectivamente 16,67% (S), 68% (E), 11,11% (VPP), 77,27% (VPN). Foi possivel
concluir que a técnica HAI teve melhor desempenho na deteccdo de anticorpos anti-T.
gondiiquando comparada com a técnica MAT e que as infec¢cdes de galinha caipira por T.
gondiisdo amplamente prevalentes na regiao sudoeste de Goias.

PALAVRAS-CHAVE: Diagnostico sorolégico, galinhas caipiras, Toxoplasma gondiii.

COMPARISON OF SEROLOGICAL METHODS FOR DETECTING ANTI-
Toxoplasma gondii ANTIBODIES IN FREE-RANGE CHICKENS

ABSTRACT: Toxoplasmosis is an important zoonosis. Its etiological agent is the protozoan
Toxoplasma gondii, which can parasitise humans and other vertebrates. Birds and mammals
are the intermediate hosts and free-range chickens are important in the transmission of
the disease because they are reservoirs of the parasite. In addition, they are considered
sentinels for studies because they are birds that live exposed to the soil, which in turn
may be contaminated. In diagnosis, serological agglutination tests help detect IgG anti-T.
gondiiantibodies. The aim was to assess the presence of anti- T. gondii antibodies in free-range
chickens from the south-western region of the state of Goids and to compare the effectiveness
of the modified agglutination test (MAT) and the indirect haemagglutination test (HAI). The 25
serum samples from free-range chickens were tested for anti-T. gondiiantibodies using two
serological methods. The MAT test was carried out as described by Dubey and Desmonts
(1980), For the determination of antibodies using the HAI technique, the commercial ToxoTest
HAI WienerLab® kit was used, following the manufacturer’s guidelines. Positive and negative
controls were used for both methods to validate the reaction. Based on the test results, a
2x2 contingency table was drawn up to assess the following parameters: sensitivity (S),
specificity (E), positive predictive value (PPV) and negative predictive value (NPV). Using the
HAI technique, 19 samples were found to be reactive for anti-T. gondiiantibodies, i.e. 76%
(19/25), with antibody titres ranging from 1:32 to 1:128, while the result obtained using the
MAT technique showed 8 reactive samples, equivalent to 32% (8/25), with titres ranging from
1:20 to 1:160. The results of the calculated parameters were 16.67% (S), 68% (E), 11.11%
(PPV) and 77.27% (NPV) respectively. It was possible to conclude that the HAI technique
performed better in detecting anti-T. gondiiantibodies when compared to the MAT technique
and that T. gondiiinfections in free-range chickens are widely prevalent in the south-western
region of Goias.

KEYWORDS: Serological diagnosis, free-range chickens, Toxoplasma gondii.
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INTRODUCAO

A Toxoplasmose € uma importante zoonose, seu agente etioldgico é o protozoario
Toxoplasma gondii, um parasito intracelular obrigatorio que pode parasitar seres humanos
e outros vertebrados, sendo um protozoario de importancia médica, veterinaria e de satde
publica (BARBOSA, HOLANDA, ANDRADE-NETO, 2009; FERNANDES et al., 2019).

Os animais de sangue quente podem ser hospedeiros intermediarios para esse
parasito, no entanto, o ciclo s6 € completado em membros da familia Felidae, como os
gatos, que sao considerados hospedeiros definitivos e sdo fundamentais para o ciclo
desse coccideo. Aves e mamiferos sdo os hospedeiros intermediarios e as galinhas,
principalmente aquelas criadas em vida livre, conhecidas como galinhas caipiras possuem
maior importancia epidemiologica nas infec¢cdes por T. gondii no ambiente rural quando
comparadas aos roedores, devido a sua resisténcia clinica e por terem mais tempo de vida.
Além disso, sé@o consideradas sentinelas para estudos por serem aves que vivem expostas
ao solo, que por sua vez, pode estar contaminado com oocistos esporulados (DUBEY,
2008).

A transmissdo do parasito ocorre pela ingestdo de carne crua ou malcozida
contendo cistos, ingestdo acidental de oocistos presentes na agua, via placenta, entre
outros meios (SIBLEY et al., 2009). A patogenia estéa relacionada com o0 modo de infecgéo,
susceptibilidade imunolégica do individuo infectado e a cepa do protozoario. Com relagéo
aos sintomas, geralmente é assintomatica e os sinais clinicos podem aparecer em pacientes
imunocomprometidos sendo a forma ocular a mais frequente (SANTOS, 2012; MURAT et
al., 2013).

O estagio da toxoplasmose ira variar de acordo com a forma evolutiva do T. gondii,
sabe-se que na fase aguda da infec¢éo, encontram-se os taquizoitos, ja na fase cronica
e em infecgbes assintomaticas encontram-se os bradizoitos, que s@o caracterizados por
possuir uma multiplicagcéo lenta. Existem também os oocistos, estes representam a forma
evolutiva eliminada nas fezes dos hospedeiros definitivos (ACHA & SZYFRES, 1987;
SILVA, 2016).

S&o escassos os estudos comparando resultados sorologicos por diferentes testes
para a deteccao de anticorpos contra T. gondiiem galinhas caipiras, e a avaliagdo da precisdo
de diferentes métodos geralmente se da, através da comparagéo de seus resultados com
aqueles de bioensaios em gatos ou camundongos, ou outros testes soroldgicos de alta
sensibilidade e especificidade esperadas (FERNANDES et al., 2019).

Dentre os diversos métodos soroldgicos disponiveis, estdo incluidos a reacdo de
SabinFeldman ou teste do corante, reagdo de imunofluorescéncia indireta (RIFI), teste
de aglutinacdo em latex, ensaio imunoenzimético (ELISA), reacdo de aglutinacdo por
imunoabsorcéao (ISAGA) e os testes utilizados no trabalho que sdo hemaglutinagéo indireta
(HAI) e o teste de aglutinacdo modificada (MAT), ambos apresentam alta sensibilidade e
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simplicidade de execugéo (DUBEY, 2010).

Os testes de aglutinagé@o contribuem consideravelmente na detecgéo de anticorpos
IgG anti- T. gondiiem humanos e também animais, o MAT tem demonstrado alta sensibilidade
em varias espécies de hospedeiros, além de ser uma técnica que ndo necessita de
equipamentos especiais ou reagentes espécie-especificos, 0 seu antigeno permanece
estavel por meses, no entanto o custo do kit & maior. O HAI, por sua vez, € adequado
para levantamento epidemiol6gico, sua execugcdo é mais simples, com velocidade de
resultados mais rapida que o MAT e possui baixo custo. Porém, a detec¢do de anticorpos
€ considerada tardia, sendo assim, as infeccdes agudas podem néo ser identificadas por
este teste (DUBEY, 2010; BELTRAME et al., 2012).

Levando em consideragdo que um dos maiores fatores de contaminagdo humana
se da pela ingestdo de carne crua ou mal cozida contendo cistos, é de grande relevancia
determinar a presenca de parasitos teciduais em galinhas, assim como o seu risco de
infeccdo para os seres humanos. Portanto, o trabalho teve como objetivo avaliar a presenca
de anticorpos anti- T. gondii em galinhas caipiras da regido sudoeste do estado de Goias e
comparar a eficacia dos testes de MAT e HAL

METODOLOGIA

Amostras das Galinhas: O trabalho desenvolvido foi aprovado pelo Comité de Etica
em Pesquisa (CEUA-Jatai), 010/2019. Visto que foi co-orientado pela Natalia Domann,
mestranda do Programa de Pds-Graduag¢do em Ciéncias Aplicadas a Saude, Federal de
Jatai, as amostras utilizadas foram oriundas do seu projeto Toxoplasma gondii em galinhas
caipiras da regido sudoeste de Goias: soroprevaléncia, caracterizacao biologica e deteccéao
molecular. Foram utilizadas, um total de 25 amostras de soro de galinhas caipiras, essas
por sua vez, foram submetidas a pesquisa de anticorpos anti-T. gondii, por meio das
técnicas de MAT e HAL

Teste de Aglutinacao Modificada (MAT): Os soros das galinhas foram submetidos a
pesquisa de anticorpos da classe IgG anti- T.gondii segundo Desmonts e Remington (1980).
Os soros foram testados puro e a diluicdo de 1:20, e as amostras positivas passaram por
diluicdo seriada até 1:640. Para o procedimento foi utilizado microplacas com 96 pogos de
fundo chato (Corning®). Consideradas reagentes as diluicdes que formaram uma pelicula
ou malha em pelo menos 50% do fundo da cavidade da microplaca e ndo reagentes as
diluicbes que formarem um botdo compacto ou ocupando até 50% do fundo da cavidade.
Em todas as microplacas foram testados soros controle positivo e negativo para auxilio a
interpretacdo dos resultados.

Teste de Hemaglutinacdo Indireta (HAI): Foi realizado o teste HAI sem
2-mercaptoetanol (2-ME) com o ToxoTest HAI WienerLab®, seguindo as orientagdes do

fabricante. Foram considerados reativos na presenca de uma pelicula ou manto cobrindo
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50% ou mais do fundo das cavidades e nao reativos na presenca de um sedimento em
forma de botédo ou pequeno anel de bordas regulares. Os soros foram testados inicialmente
a 1:32 e quando positivos, realizou-se diluicbes seriadas até 1:1024, para determinacéo da
titulagcdo de anticorpos.

Andlise estatistica: Diante dos resultados dos testes foi elaborada uma tabela de
contingéncia 2x2 (Tabela 1) para a avaliacao dos testes anteriormente mencionados e os
seguintes parametros: sensibilidade (S), especificidade (E), valor preditivo positivo (VPP),
valor preditivo negativo (VPN).

HAI
Teste Total
Positivo Negativo
Positivo 7 1 8
MAT
Negativo 12 5 17
Total 19 6 50

Tabela 1: Resultados obtidos nos testes HAl e MAT e seus respectivos diagnosticos

De acordo com PEREIRA (1995), sensibilidade é a capacidade que o teste
diagnoéstico apresenta de detectar os individuos verdadeiramente positivos, especificidade
a capacidade que o teste diagnoéstico tem de detectar os verdadeiros negativos, valor
preditivo positivo (VPP) é a propor¢céo de doentes entre os positivos pelo teste e por fim,
valor preditivo negativo (VPN) é a proporcao de sadios entre os negativos ao teste. Os
determinados calculos foram realizados e gréaficos foram plotados no programa Excel
2016®.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Apartir da analise das 25 amostras através da técnica de HAI, 19 amostras reagentes
para anticorpos anti-T. gondii, ou seja, 76% (19/25) sendo que a titulagdo de anticorpos
variou de 1:32 a 1:128 (Grafico 1). Ja o resultado obtido pela técnica de MAT, constatou
8 amostras reagentes, equivalente a 32% (8/25) e as titulagdes variaram de 1:20 a 1:160
(Gréfico 2).
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Grafico 1: Resultado sorolégico em porcentagem do teste HAI
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Grafico 2: Resultado sorolégico em porcentagem do teste MAT

Conforme demonstrado no grafico abaixo os resultados dos paréametros foram
sensibilidade (S) 16,67%, especificidade (E) 68%, valor preditivo positivo (VPP) 11,11%,
valor preditivo negativo (VPN) 77,27%.

Autores como Barcelos et al. (1997) em seu estudo avaliando o teste de
hemaglutinagé@o para toxoplasmose em aves domésticas do municipio de Santa Maria/RS
e Aradjo et al. (1989) no estudo de prevaléncia de anticorpos toxoplasmicos em frangos
abatidos para consumo humano em Porto Alegre/RS, também utilizaram a técnica de HAI
como padrao ouro em seus respectivos estudos.
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Com relagéo a importancia de estudos que avaliam prevaléncia, sdo de importancia
especialmente para saude publica. Afinal, existem consequéncias graves dessa infecgéo,
como lesdes neurologicas e oftalmicas naqueles que séo expostos durante a vida
intrauterina e o crescente acometimento de pacientes imunocomprometidos. De acordo
com Luiz e Zanna (2017), nestes hospedeiros imunocompetentes, a infecgéo é reativada
em estados mais severos da doencga, como a Toxoplasmose cerebral.

Levando em consideragéo que a prevaléncia da infecgdo em galinhas caipiras € um
bom indicador da presenca deste parasito no ambiente e no grupo estudado, foi identificada
uma elevada taxa de contaminacgéo, esse estudo demonstra que existe um risco para saude

humana pela transmisséo através dessa espécie de reservatorio.

CONCLUSAO

Visto que foram utilizadas as mesmas amostras para a realizacdo dos dois testes,
diante dos resultados é possivel concluir que a técnica HAI teve melhor desempenho na
deteccao de anticorpos anti-T. gondii, quando comparada com a técnica MAT. Por fim, o
presente estudo revelou que as infec¢des de galinha caipira por T. gondii sdo amplamente
prevalentes na regido sudeste de Goiés. Diante disto e da grande relevancia na saude
publica, é fundamental o diagnéstico para a comprovacdo da presenca do parasito em
galinhas caipiras, pois o consumo de carnes de frango que n&o possuem vistoria técnica

pela vigilancia € preocupante e afeta os consumidores finais.
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