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RESUMO 
 
 

Toxoplasma gondii é um protozoário intracelular cosmopolita que pode infectar todos 
os animais de sangue quente inclusive o homem. A prevalência da infecção em 
galinhas caipiras é um bom indicador da presença deste parasito no ambiente. Este 
trabalho teve como objetivo comparar diferentes técnicas de diagnóstico direto e 
indireto para detectar Toxoplasma gondii em galinhas caipiras criados no Norte do 
Paraná. As técnicas de reação de imunofluorescência indireta (RIFI), aglutinação 

modificada (MAT) e o ensaio imunoenzimático (ELISA) foram utilizados para a 
detecção de anticorpos contra T. gondii. As aves que apresentaram reação positiva 
em pelo menos uma das provas sorológicas tiveram um “pool” de órgãos (coração, 
cérebro, pulmão e fígado) utilizados para isolamento do agente por meio do 
bioensaio em camundongos. Os sangues totais e tecidos (coração, cérebro, pulmão 
e fígado), bem como, o material da digestão péptica das galinhas positivas ao 
bioensaio foram submetidos à reação em cadeia pela polimerase (PCR) para 
comparar os marcadores PCR-529pb convencional, Nested-PCR ITS1, e qPCR-
529pb. Amostras de 386 frangos foram obtidas em 24 propriedades do Paraná. 
Cento e dezenove aves (30,8%) foram positivas em pelo menos uma das provas 
sorológicas, sendo 102 (26,4%) na RIFI, 64 (16,6%) no MAT, e 62 (16,0%) no 
ELISA. A RIFI foi utilizada como padrão ouro, sendo que o MAT apresentou maior 
sensibilidade (46,0%) e especificidade (94,0%). A realização das provas sorológicas 
em paralelo demonstrou ser uma boa opção de triagem para o diagnóstico de T. 
gondii em tecidos de galinhas. Nos testes de PCR, o marcador 529pb detectou o 
DNA do T. gondii em 30% (27/90), em ITS1 38,8% (35/90) e em qPCR 40,0% 
(36/90) das amostras. Como padrão ouro o qPCR-529pb, a sensibilidade foi maior 
em ITS1 Nested-PCR, 69,4% e especificidade em PCR-529pb convencional 90,7%. 
O MAT e o ELISA tiveram similaridade nas análises de concordância. Dos 18 
isolados o órgão que obteve maior positividade foi o coração, seguido do cérebro. 
 
Palavras-chave: Toxoplasmose. Sorodiagnóstico. PCR. Aves. Kappa 
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ABSTRACT 
 
 

Toxoplasma gondii is a cosmopolitan intracellular protozoan that can infect all warm-
blooded animals including man. The prevalence of infection in hens is a good 
indicator of the presence of this parasite in the environment. The objective of this 
study was to compare different direct and indirect diagnostic techniques to detect 
Toxoplasma gondii in hens raised in Northern Paraná. Indirect immunofluorescence 
(IFN), modified agglutination (MAT) and enzyme-linked immunosorbent assay 
(ELISA) techniques were used for the detection of antibodies against T. gondii. Birds 
that had a positive reaction on at least one of the serological tests had a pool of 
organs (heart, brain, lung and liver) used for isolation of the agent by means of the 
bioassay in mice. Total blood and tissues (heart, brain, lung and liver) as well as 
peptide digestion material from chickens positive for bioassay were subjected to 
polymerase chain reaction (PCR) to compare the standard PCR-529bp markers, 
Nested- PCR ITS1, and qPCR-529pb. Samples of 386 chickens were obtained from 
24 Paraná properties. One hundred and nineteen birds (30.8%) were positive in at 
least one of the serological tests, being 102 (26.4%) in the IFAT, 64 (16.6%) in the 
MAT, and 62 (16.0%) in the ELISA. The RIFI was used as a gold standard, and the 
MAT had higher sensitivity (46.0%) and specificity (94.0%). Parallel serological tests 
proved to be a good screening option for the diagnosis of T. gondii in chicken tissues. 
In the PCR tests, the 529bp marker detected the T. gondii DNA in 30% (27/90), in 
ITS1 38.8% (35/90) and in qPCR 40.0% (36/90) of the samples. As the gold standard 
qPCR-529pb, the sensitivity was higher in ITS1 Nested-PCR, 69.4% and specificity in 
conventional PCR-529bp 90.7%. MAT and ELISA had similarity in concordance 
analyzes. Of the 18 isolates, the organ that obtained the highest positivity was the 
heart, followed by the brain 
 
Keywords: Toxoplasmosis. Serodiagnosis. PCR. Birds. Kappa. 
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1 INTRODUÇÃO   

 

Toxoplasma gondii é um parasita intracelular que infecta a maioria 

dos animais de sangue quente (DUBEY; BEATTIE, 1988). Após o descobrimento 

desse parasita em 1908 (SPLENDORE, 1908), vários isolamentos foram feitos em 

diferentes vertebrados, onde acreditava-se que poderiam ser diferentes espécies, 

porém, Sabin (1939) verificou que se tratava de uma única espécie, T. gondii. 

Os felídeos são os únicos hospedeiros definitivos do parasita 

(FRENKEL; DUBEY; MILLER, 1970), sendo os gatos domésticos os de maior 

importância, devido ao estreito contato com os seres humanos (GARCIA, 2009). 

Esses animais eliminam oocistos pelas fezes, que após esporulação, podem infectar 

os animais e o homem pela ingestão de alimento ou água contaminada. Além da 

transmissão horizontal, pode ocorrer o carnivorismo, que é a ingestão de cistos 

teciduais em carne crua ou mal cozida, ou ainda a transmissão vertical, que é a 

passagem de taquizoítos da mãe para o feto (DUBEY e BEATTIE, 1988).  

As consequências clínicas da infecção por T. gondii dependem de 

fatores ligados ao hospedeiro como a suscetibilidade à infecção e o estado 

imunológico, e a fatores ligados ao parasito, como a dose infectante, a via de 

transmissão, a forma parasitária e o genótipo que influencia a patogenicidade 

(DUBEY et al., 2002).  

As alterações em animais de produção estão relacionadas 

principalmente à reprodução, sendo mais susceptíveis os caprinos, ovinos e suínos 

(DUBEY; KIRKBRIDE, 1984; DUBEY; ADAMS, 1990; VIDOTTO et al., 1987). As 

galinhas são consideradas clinicamente resistentes à toxoplasmose, porém a 

ingestão de seus tecidos contaminados por gatos provoca grande eliminação de 

oocistos no ambiente, portanto, as galinhas têm um papel importante na 

epidemiologia do T. gondii (DUBEY, 2010).  

Neste sentido, por se alimentarem no chão, as aves criadas de 

forma semi-intensiva possuem contato com o ambiente externo, e 

consequentemente têm maior chance de ingestão de oocistos. Sendo assim, a 

prevalência de T. gondii em galinhas tipo colonial/caipira é um bom indicador do 

nível de presença de oocistos deste protozoário no meio ambiente (DUBEY et al., 

2003b).  
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O diagnóstico da infecção por T. gondii pode ser feito por meio de 

técnicas indiretas: como os exames sorológicos; e diretas: como a microscopia, 

técnicas histológicas, bioensaio e PCR (DUBEY, 2010; HOLSBACK, 2012). Dubey et 

al. (1993), estudando o T. gondii por meio de inoculações experimentais em 

galinhas, confirmaram que esses animais podem desenvolver anticorpos contra o T. 

gondii, bem como exibir cistos teciduais em cérebro, coração e musculatura (DUBEY 

et al., 2003b; 2007; DUBEY, 2010b; HOLSBACK, 2012)  
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2 REFERENCIAL TEÓRICO  

 

2.1 TOXOPLASMA GONDII 

 

Toxoplasma gondii, é um parasita intracelular obrigatório e que 

infecta todos os animais homeotérmicos, incluindo o homem, animais domésticos, 

silvestres e as aves (DUBEY e BEATTIE, 1988). Pertence ao reino Protista, sub-

reino Protozoa, filo Apicomplexa, classe Coccidia, ordem Eucoccidiida, sub-ordem 

Eimeriiorina, família Sarcocystidae, sub-família Toxoplasmatinae, Gênero 

Toxoplasma e Espécie Toxoplasma gondii (LEVINE, 1985). Foi descrito pela 

primeira vez em 1908 concomitantemente por Splendore no Brasil, e por Nicolle e 

Manceaux na Tunísia. No Instituto Biológico de São Paulo, no Brasil, Splendore 

isolou o agente de um coelho de laboratório. No mesmo ano, no Instituto Pasteur de 

Tunis, na Tunísia, os pesquisadores franceses isolaram o parasita de um roedor 

africano da espécie Ctenodactylus gundi, entretanto o classificaram como 

Leishmania gondii. Porém, em 1909, baseado em estudo morfológicos, os 

pesquisadores franceses re-classificaram o parasita em referencia ao formato, que 

no grego “toxon” significa arco, como Toxoplasma gondii (NICOLLE e MANCEAUX, 

1909). 

Após a classificação do gênero Toxoplasma, alguns pesquisadores 

isolaram o agente de diversos animais, classificando-o de acordo com a espécie 

hospedeira (T. canis, T. gallinarum, T. avium. T. columbae, entre outros). Entretanto, 

em 1939, Sabin trabalhando com camundongos concluiu que se tratava apenas de 

uma única espécie, o T. gondii. 

É uma importante zoonose de distribuição cosmopolita, e segundo 

Tenter, Heckeroth e Weiss (2000), quase um terço da população humana já foi 

exposta ao parasita em alguma fase da vida. A infecção geralmente é assintomática 

em indivíduos saudáveis, principalmente devido à resposta imune celular, que 

estabelece uma infecção crônica controlando a multiplicação dos taquizoítos, 

levando à formação de cistos teciduais, que se mantem latentes e viáveis por longo 

período de tempo (YAP, SHER, 1999). Os sintomas como mal-estar, febre, 

linfadenopatia, mialgia, encefalite e miocardite são manifestados em uma minoria de 

indivíduos saudáveis quando infectados (MONTOYA e LIESENFELD, 2004; 



14 

 

REMINGTON et al., 2006). Além disto, pode desenvolver algum tipo de lesão ocular, 

principalmente retinocoroidite (HOLLAND, 2003). 

Os gatos e todos os membros da Família Felidae são os únicos 

hospedeiros definitivos do parasita, pois é nas células enteroepiteliais destes 

animais que ocorre a fase sexuada, conhecida como gametogonia (FRENKEL, 

DUBEY, MILLER, 1970). Nos hospedeiros intermediários ocorre à fase assexuada 

do parasita, conhecida como endodiogenia. Trata-se de um parasito com ciclo de 

vida heteroxeno facultativo, pois pode apresentar mais de um hospedeiro. 

 Existem três formas do parasita: os oocistos, contendo dois 

esporocistos com quatro esporozoítos cada; os taquizoítos, presentes nos vacúolos 

parasitóforos e fluídos corporais na fase aguda e os bradizoítos, dentro de cistos 

teciduais na fase crônica da infecção (DUBEY, BEATTIE, 1988; DUBEY, 2004). 

Após a ingestão pelo hospedeiro, a parede externa de cistos ou 

oocistos é quebrada pela ação de enzimas proteolíticas e as formas infectantes 

(bradizoítos ou esporozoítos) são liberadas no lúmen intestinal (TENTER; 

HECKEROTH; WEISS, 2000). No intestino, elas penetram nas células epiteliais 

iniciando a multiplicação do parasito por endodiogenia, originando os taquizoítos 

(DUBEY; LINDSAY; SPEER, 1998). O taquizoíto é a forma parasitária que está 

presente na fase aguda da infecção e possui um formato arqueado e com um 

tamanho de aproximadamente 2μm x 6μm, sendo formado por um núcleo, diversas 

organelas, uma membrana plasmática externa e uma membrana interna descontínua 

e com várias fenestrações (DUBEY, 2004). Quando penetra nas células nucleadas 

por penetração ativa, forma um vacúolo parasitóforo que o protege do sistema imune 

do hospedeiro, e multiplica-se rapidamente por endodiogenia até que ocorra a 

ruptura da célula e liberação dos taquizoítos (DUBEY, 2004). Ocorre então, a 

disseminação do parasito no organismo do hospedeiro via circulação sanguínea e 

linfática. De acordo com a virulência da cepa de T. gondii envolvida na infecção, a 

taxa de invasão e crescimento dos taquizoítos é variável (APPLEFORD; SMITH, 

1997). Com desenvolvimento da resposta imunológica, inicia-se uma resposta que 

atua diretamente sobre a multiplicação dos taquizoítos, os quais passam a se 

dividirem lentamente e são denominados de bradizoítos (FRENKEL, 1988).  

Desta forma, inicia-se uma fase da infecção crônica, que tem como 

resultado formação de cistos teciduais. Esses cistos crescem e permanecem no 

interior da célula (DUBEY, LINDSAY, SPEER, 1998). Os bradizoítos são diferentes 
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dos taquizoítos, pois apresentam um núcleo situado na região posterior e são mais 

finos e resistentes que os taquizoítos a ação das enzimas proteolíticas (DUBEY, 

2004). Estes cistos localizam-se preferencialmente no tecido neural e muscular. 

Apesar de a fase crônica persistir por toda a vida do hospedeiro, segundo Dubey 

Lindsay, Speer (1998), o cisto tecidual pode romper-se de períodos em períodos, 

invadindo novas células e formando novos cistos. 

No intestino delgado dos hospedeiros definitivos ocorre a evolução 

da fase sexuada. Quando um felino ingere cistos ou oocistos, os bradizoítos ou 

esporozoítos liberados, uma parte deles penetra nas células epiteliais do intestino 

delgado e se multiplicam em numerosos ciclos sexuados e assexuados (DUBEY, 

2008; BLACK; BLOOTHROYD, 2000). Os esquizontes originados do ciclo 

enteroepitelial da reprodução sexuada, liberam merozoítos, que dão origem às 

formas sexuadas chamadas de gametócitos. Os gametócitos originam os gametas 

masculinos, que são móveis, estes flagelados e saem da célula hospedeira para 

fecundar os gametas femininos, estes também são formados a partir dos 

gametócitos e permanecem no interior da célula. Após a fecundação, há a formação 

do zigoto, envolto por uma parede resistente dando origem ao oocisto (DUBEY, 

1986).  

Esses oocistos são eliminados nas fezes na forma não esporulada e 

não infectante. Dependendo de ótimas condições ambientais de temperatura e 

umidade ocorre à esporulação no ambiente em torno de um a cinco dias (DUBEY, 

2004). De acordo com LINDSAY, BLAGBURN e DUBEY (1997), as melhores 

condições para esporulação são 65% de umidade relativa e 20ºC de temperatura 

ambiente. Oocistos esporulados possuem uma morfologia de sub-esférico a esférico, 

10x12μm de diâmetro, dois esporocistos, sendo que cada esporocisto contêm quatro 

esporozoítos 2x8μm (DUBEY, LINDSAY, SPEER, 1998). 

Através da ingestão de cistos teciduais de animais infectados, 

alimento ou água contaminada com oocistos esporulados ou por meio da infecção 

transplacentária, os hospedeiros intermediários podem adquirir T. gondii (DUBEY, 

2004). A principal via de transmissão para humanos é a ingestão de cistos teciduais 

contendo bradizoítos presentes na carne crua ou mal passada, sendo também a 

principal via para os gatos que ingerem carne e vísceras cruas ou presas (ratos, 

pombos, por exemplo) (DUBEY, 1994a; DUBEY, FRENKEL, 1998).  
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O oocisto pode sobreviver viável no ambiente por muito tempo, 

sendo resistente à maioria dos desinfetantes (DUBEY, 2009). Oocistos também 

podem ser dispersos por baratas, moscas e minhocas no ambiente, contaminando 

diretamente os alimentos (CHINCHILLA et al., 1994). 

A transmissão transplacentária acontece quando ocorre a infecção 

durante a gestação das fêmeas soronegativas, elas adquirem a infecção (HILL, 

DUBEY, 2002). Após um tempo de parasitemia na mãe, os taquizoítos penetram na 

placenta e se disseminam pelos tecidos do feto. 

Também são vias de transmissão do T. gondii, porém pouco 

frequentes, a transfusão sanguínea, acidentes laboratoriais, transplantes de órgãos 

e a ingestão leite não pasteurizado, principalmente de cabra, (CHIARI, NEVES, 

1984; DRESSEN, 1990; WONG, REMINGTON, 1993; BONAMETTI et al., 1997; 

RENOULT et al., 1997; FIGUEROA-DAMINA, 1998; MUNIR, ZAMAN, ELTORKY, 

2000).  

Geralmente, T. gondii parasita o hospedeiro sem causar sinais 

clínicos, entretanto, em alguns casos, o protozoário pode provocar doença grave, 

principalmente quando ocorre transmissão congênita e nos casos de reativação de 

infecções latentes em indivíduos imunossuprimidos. Tanto nos humanos como em 

animais, a infecção primária durante a gestação causa abortos, debilidade e 

mortalidade neonatal, sendo uma das principais causas de perdas em rebanhos de 

pequenos ruminantes e suínos (DUBEY et al., 1980; DUBEY; BEATTIE, 1988; 

FREYRE et al 1999; DUNCANSON et al., 2001; WEISSMANN, 2003). A 

toxoplasmose é considerada emergente e tem sido relatada como séria infecção 

oportunista em indivíduos imunossuprimidos. A prevalência da toxoplasmose em 

pacientes positivos para HIV chega a 80%, e 4,8% com histórico de 

neurotoxoplasmose e 1,6% de toxoplasmose ocular (XAVIER et al., 2013). 

As galinhas são classificadas como clinicamente resistentes à 

toxoplasmose (DUBEY, 2010). No estado do Paraná, a ocorrência de T. gondii tem 

sido descrita em ovinos, caprinos e suínos que estão entre os animais de produção 

mais importantes na epidemiologia da toxoplasmose (VIDOTTO et al., 1990; 

TSUTSUI, 2003; REIS et al., 2007; ROMANELLI et al., 2007). Da mesma forma, em 

outras aves, a infecção por T. gondii tem sido relatadas tanto por soroprevalência 

quanto por isolamento. Garcia et al. (2000) demonstraram a ocorrência de 10,3% de 
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reações positivas em soros de galinhas criadas para subsistência em Jaguapitã – 

PR. 

Galinhas têm um papel na epidemiologia do T. gondii no ambiente 

rural, já que elas são clinicamente resistentes à infecção, e a ingestão de seus 

tecidos infectados pelos gatos causa grande eliminação de oocistos nas fezes dos 

felinos no ambiente (DUBEY, 2010). 

Assim, as aves criadas de forma semi-intensiva, por possuírem 

contato com o ambiente externo ao galpão, tem maior chance de ingestão de 

oocistos. Portanto, a prevalência de T. gondii em galinhas tipo colonial/caipira é um 

bom indicador do nível contaminação ambiental por oocistos (DUBEY et al., 2003b). 

 

2.1.1. Sistema Colonial / Caipira 

 

O sistema colonial/caipira é caracterizado respeitando o bem estar, 

por uma criação semi-intensiva das aves relacionada com a agricultura familiar que 

permite maior bem estar aos animais, no intuito de obter uma carne de 

características diferenciadas da carne derivada da avicultura industrial intensiva. 

Este sistema imita ao máximo as condições de vida naturais das aves. O sistema 

tipo colonial/caipira é também chamada de capoeira na região nordeste do Brasil e 

“Label Rouge” na França (CARDOZO; YAMAMURA, 2004). 

A regulamentação deste sistema de criação foi feita pelo 

Departamento de Inspeção de Produtos de Origem Animal, do Ministério da 

Agricultura e do Abastecimento - DIPOA (BRASIL, 1999) definindo o limite de 25 

dias de confinamento às aves dando a elas depois este período, o acesso a piquetes 

para pastoreio com espaço mínimo de 3m2 ou 1m2 por ave se houver rotação de 

piquetes, mínimo de 6 a 8 horas em lugar aberto, e idade mínima para abate de 85 

dias.  

Assim, o contato com o ambiente externo ao barracão, favorece a 

possibilidade de infecção por oocistos. Portanto, o T. gondii é mais frequentemente 

encontrado em galinhas caipiras do que em galinhas criadas de forma intensiva, 

uma vez que as caipiras estão mais expostas à contaminação ambiental por oocistos 

(DUBEY, 2010 a; DUBEY et al., 2005). 
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2.1.2. Toxoplasma Gondii  em Gallus Gallus Domesticus 

 

Várias espécies de aves domésticas e silvestres apresentaram 

sorologia positiva para T. gondii, a exemplo de anseriformes (patos), accipitriformes 

(gaviões, abrutes, urubus e falcões), galiformes (perdizes, faisões, perus e galinhas), 

gruiformes (carquejas), charadriiformes (gaivotas e andorinhas), columbiformes 

(pombos e rolas), strigiformes (corujas) e passeriformes (pardais) (DUBEY, 2002). 

Fatores como a idade da ave, número de animais examinados e tipo 

de criação causam variação nos resultados de prevalência (ZHU et al, 2008; 

DUBEY, 2010; MILLAR, 2012). Portanto, há menor ocorrência em aves confinadas 

que em criadas em sistema extensivo, podendo chegar a 100% de prevalência 

(DUBEY; JONES, 2008).  

Outro aspecto relacionado à prevalência da infecção pelo 

protozoário em aves é de que esses animais sendo um reservatório do agente, 

participam da transmissão de T. gondii aos carnívoros, importante na epidemiologia 

da toxoplasmose. Alguns estudos (CAMARGO et al., 1995; CAVALCANTI et al., 

2006; DUBEY et al., 2003b; DUBEY et al., 2006a) indicam essas aves como fonte de 

infecção direta para humanos. Além disso, assume importância no ciclo de vida de 

T. gondii, considerados importante fonte de cistos desses protozoários para os gatos 

domésticos, em razão do habito predatório do gato (DUBEY; FRENKEL, 1998).  

As galinhas têm sido usadas como ótimos bioindicadores de 

contaminação ambiental, por indicarem a presença de oocistos eliminados pelos 

gatos no ambiente (DUBEY et al., 2007; DUBEY, 2010a). Por se alimentarem no 

solo as galinhas ingerem estas formas infectantes (RUÍZ; FRENKEL, 1980).  

Diversos autores realizaram estudos soroepidemiológicos com aves 

do Brasil. Garcia et al. (2000), encontraram resposta sorológica para T. gondii por 

meio da RIFI no Paraná. Bona et al. (2006) e Millar et al. (2012), no Rio de Janeiro, 

encontraram uma associação entre a presença de gatos e a infecção por T. gondii 

em frangos. Assim como Silva et al. (2003), verificaram uma prevalência de 65% da 

infecção em galinhas em área endêmica de toxoplasmose humana indicando grande 

contaminação do ambiente por oocistos 

Embora muito incomum algumas aves podem apresentar sinais 

clínicos da infecção, como anorexia, torcicolo, perda de visão e paralisia (DUBEY et 

al., 2007a). Através de uma infecção experimental por ingestão de oocistos em 
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pintos de cinco dias de vida pode-se observar um quadro agudo com anorexia, 

diarreia e perda de peso, com acometimento principalmente do intestino, fígado e 

pulmão (RUÍZ; CHINCHILLA; GERRERO, 2005). Foram descritos também sinais 

nervosos em galinhas caipiras, sendo que após necropsia de um animal, cistos 

teciduais e taquizoítos foram observados (DUBEY, 2007a). 

. 

2.1.3. Diagnóstico 

 

Os diagnósticos sorológicos permitem altos rendimentos com baixos 

custos e são muito utilizados para triagens (GAMBLE et al, 2005). 

O teste de Sabin-Feldman, “Dye Test”, foi o primeiro disponível para 

detecção de anticorpos específicos anti-T. gondii, introduzido em 1948. Sua 

realização depende do uso de taquizoítos vivos como antígeno, soro suspeito, fator 

acessório e azul de metileno; o teste possui boa sensibilidade e especificidade, mas 

deixou de ser utilizado como rotina, devido ao uso de parasitos vivos, que aumenta o 

risco de infecção do pessoal técnico (TENTER et al, 2000). 

A técnica de aglutinação modificada (MAT) é considerada o teste de 

eleição para detecção de anticorpos anti-T. gondii, devido á sua facilidade de uso e 

por não necessitar de um conjugado espécie-específico, além da praticidade, 

dispensar o uso de equipamentos. É um teste que apresenta alta sensibilidade e 

especificidade (CAMARGO et al. 1978; SHAAPAN et al., 2008; CENCI-GOGA et al., 

2011).  

A reação de imunofluorescência indireta (RIFI) é uma técnica de alta 

aceitação, podendo ser utilizada para diagnósticos, inquéritos e levantamentos 

epidemiológicos, por ser de fácil realização e ter alta sensibilidade. Faz-se 

necessário o uso de antígenos, taquizoítos tratados com formalina, além de 

conjugados espécie-específicos. Apresentam algumas vantagens em relação aos 

demais testes sorodiagnósticos como, por permitir a quantificação de anticorpos. 

Porém, a dificuldade de automação, dependência de cultivos celulares e de 

equipamento específico (microscópio de fluorescência), além da necessidade de 

técnicos treinados para a leitura (subjetividade de interpretação) são algumas 

desvantagens deste método (SILVA et al., 2002; SHAAPAN et al., 2008).  

O ELISA (Enzyme Linked Immunosorbent Assay), introduzido por 

VOLLER et al. (1976), é a reação de soros testes com antígenos, mediante a sua 
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adsorção em de microplacas, sendo considerado um método de fácil aplicação e de 

alta sensibilidade e especificidade, além de proporcionar a realização de um número 

maior de amostras, podendo ser automatizado, o que faz com que o teste se torne 

mais atrativo para o uso em estudos epidemiológicos de larga escala.  Há 

necessidade de espectrofotômetro de placa para leitura da reação. Muitos kits de 

ELISA estão disponíveis comercialmente para detecção de anticorpos em diferentes 

espécies animais (CENCI-GOGA et al., 2011; VITALIANO, 2007). 

O isolamento do T. gondii por bioensaio em camundongos e gatos 

com tecidos de galinhas infectadas tem sido descrito em vários países, evidenciando 

a importância das galinhas na epidemiologia do parasito (DUBEY; SU, 2009). Os 

tecidos mais frequentemente utilizados são coração, pulmão, baço e cérebro. A fim 

de aumentar a taxa de recuperação do parasito, para detecção de cistos teciduais 

nos hospedeiros, a digestão de tecidos e o bioensaio em camundongos podem ser 

utilizados (DUBEY, 1998; DUBEY; THULLIEZ, POWELL,1995). A digestão de 

tecidos de um hospedeiro em pepsina permite um exame de maior quantidade de 

material, que dissolve a parede dos cistos e libera os bradizoítos (DUBEY, 1997). As 

amostras virulentas de T. gondii causam a morte dos camundongos, e induzem 

infecção aguda, sendo possível identificar taquizoítos nos pulmões, liquido peritoneal 

e cérebro. As amostras avirulentas causam infecção crônica, sendo observados 

cistos no cérebro e anticorpos específicos (DUBEY & BEATTIE, 1988). 

É possível diagnosticar a infecção por T. gondii em frangos caipiras 

de forma eficaz por bioensaio. Os tecidos de galinhas (coração, cérebro e músculos) 

contendo cistos de T. gondii são aptos a infectar camundongos e gatos (DUBEY et 

al., 2003b; 2007; DUBEY, 2010b; HOLSBACK, 2012) comprovando a infecção nas 

aves.   

As técnicas moleculares tem utilidade para detecção de agentes 

infecciosos em tecidos e secreções de animais, possibilitando identificar DNA ou 

RNA específicos, informações que não podem ser obtidas de testes imunológicos ou 

morfológicos (SINGH, 1997). 

A reação em cadeia de polimerase (PCR) é muito utilizada para 

detecção de DNA do parasita em sangue, tecidos e secreções. Até alguns anos 

atrás, estudos baseavam-se na amplificação de genes com poucas cópias no 

genoma de T. gondii, sendo um dos mais utilizados o gene SAG1, com apenas uma 

cópia, seguido pelo gene B1 com 35 cópias (LIN et al., 2000). Atualmente, estudos 
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utilizam o gene repetitivo de 529 pares de base, que apresenta de 200 a 300 cópias 

no genoma do parasito (HOMAN et al., 2000). 

A especificidade da PCR é aproximadamente de 100%, mas pode 

haver uma sensibilidade limitada, pela dificuldade de extrair o DNA e concentrar a 

amostra (ALFONSO et al., 2009). Portanto, para aumentar a sensibilidade da 

caracterização molecular do T. gondii, a PCR pode ser aperfeiçoada com mais uma 

reação, a Nested-PCR. A técnica de Nested-PCR é realizada com duas reações de 

amplificação, com um par de primers para cada reação. As duas amplificações 

aumentam a sensibilidade e tem sido usadas com sucesso para detecção especifica 

de protozoários coccídeos (ELLIS et al., 1999; MEDINA et al., 2006). 

A PCR em Tempo Real (qPCR) foi recentemente introduzida para o 

diagnóstico da toxoplasmose. É uma metodologia rápida, sensível e quantitativa de 

detecção do T. gondii em amostras clínicas (KOMPALIC-CRISTO, BRITTO, 

FERNANDES, 2005). A abordagem qPCR ganhou popularidade por não só detectar, 

mas também por quantificar o DNA de T. gondii em amostras biológicas (BELL E 

RANFORD-CARTWRIGHT, 2002; CONTINI ET AL, 2005). O elemento de 529 pb é 

um alvo preferido para qPCR, atualmente representando o teste mais sensível para 

a detecção de T. gondii (KASPER ET AL., 2009). 
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3 OBJETIVOS 

 

3.1 OBJETIVO GERAL 

 

Comparar diferentes técnicas de diagnóstico indireto e direto para 

detectar anticorpos anti-Toxoplasma gondii e o agente, respectivamente, em 

galinhas criadas no sistema colonial. 

 

3.2 OBJETIVOS ESPECÍFICOS 

 

- Avaliar a sensibilidade, a especificidade e a concordância das 

técnicas sorológicas RIFI, MAT e ELISA na detecção de anticorpos 

contra T. gondii em galinhas. 

 

- Avaliar a sensibilidade, a especificidade e a concordância com 

diferentes marcadores de PCR na detecção do DNA do T. gondii 

no sangue e nos tecidos de galinhas. 



32 

 

4 ARTIGO - Toxoplasma gondii: comparação das técnicas de diagnóstico 

direto e indireto em galinhas caipiras 
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4.1 RESUMO 
 
O presente trabalho teve como objetivo comparar diferentes técnicas de diagnóstico 
indireto e direto para detectar Toxoplasma gondii em frangos caipiras.  Amostras de 
386 galinhas obtidas de 24 propriedades do Paraná foram utilizadas para análises 
sorológicas e as técnicas de imunofluorescência indireta (RIFI), aglutinação 
modificada (MAT) e ensaio imunoenzimático (ELISA) foram utilizadas para detectar 
anticorpos contra T. gondii. Os animais que foram considerados positivos (119/386) 
em pelo menos um dos testes (RIFI, MAT e ELISA), tiveram cérebro e um conjunto 
de tecidos (coração, cérebro, pulmão e fígado) submetidos ao bioensaio em 
camundongos. As amostras de sangue total, de tecidos (coração, cérebro, pulmão e 
fígado), bem como o material da digestão péptica das galinhas que foram positivas e 
isoladas no bioensaio (18/38), foram submetidos à reação em cadeia pela 
polimerase (PCR) para avaliar a comparação de positividade dos marcadores PCR-
529pb convencional, ITS1 Nested-PCR, e qPCR-529pb. Cento e dezenove aves 
(30,8%) foram positivas em pelo menos uma das provas sorológicas, sendo 102 
(26,4%) na RIFI, 64 (16,6%) no MAT, e 62 (16,0%) no ELISA. Nos testes de PCR, o 
marcador 529pb detectou o DNA do T. gondii em 30% (27/90), no ITS1 38,8% 
(35/90) e na qPCR 40,0% (36/90) das amostras. A RIFI foi utilizada como padrão 
ouro, sendo o MAT apresentou maior sensibilidade (46,0%) e especificidade (94,0) 
em comparação ao ELISA. A realização das provas sorológicas em paralelo 
demonstrou ser uma boa opção de triagem para o isolamento de T. gondii em 
tecidos de galinhas. Como padrão ouro o qPCR-529pb, a sensibilidade foi maior em 
ITS1 Nested-PCR, 69,4% e especificidade em PCR-529pb convencional 90,7%. O 
MAT e o ELISA tiveram similaridade nas análises de concordância. Dos 18 isolados 
o órgão que obteve maior positividade foi o coração, seguido do cérebro. 
 
Palavras-chave: Toxoplasmose, sorologia, molecular, aves, coração. 

Toxoplasma gondii: comparison of direct and indirect diagnostic techniques in 
chicken 
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4.2 ABSTRACT 
 
The present work had the objective of comparing different indirect and direct 
diagnostic techniques to detect Toxoplasma gondii in broiler chickens. Samples of 
386 chickens obtained from 24 Paraná properties were used for serological analysis 
and indirect immunofluorescence (IFAT), modified agglutination (MAT) and enzyme-
linked immunosorbent assay (ELISA) were used to detect antibodies against T. 
gondii. Animals that were considered positive (119/386) in at least one of the tests 
(RIFI, MAT and ELISA) had brain and a set of tissues (heart, brain, lung and liver) 
submitted to the bioassay in mice. Samples of whole blood, tissues (heart, brain, lung 
and liver) as well as peptic digestion material from chickens that were positive and 
isolated in the bioassay (18/38) were subjected to polymerase chain reaction (PCR ) 
to evaluate the positivity comparison of the conventional PCR-529pb, ITS1 Nested-
PCR, and qPCR-529pb markers. One hundred and nineteen birds (30.8%) were 
positive in at least one of the serological tests, being 102 (26.4%) in the IFAT, 64 
(16.6%) in the MAT, and 62 (16.0%) in the ELISA. In the PCR tests, the 529bp 
marker detected the T. gondii DNA in 30% (27/90), in ITS1 38.8% (35/90) and in the 
qPCR 40.0% (36/90) of the samples. The RIFI was used as a gold standard, and the 
MAT showed higher sensitivity (46.0%) and specificity (94.0) compared to ELISA. 
Serological tests in parallel have been shown to be a good screening option for the 
isolation of T. gondii in chick tissues. As the gold standard qPCR-529pb, the 
sensitivity was higher in ITS1 Nested-PCR, 69.4% and specificity in conventional 
PCR-529bp 90.7%. MAT and ELISA had similarity in concordance analyzes. Of the 
18 isolates, the organ that obtained the highest positivity was the heart, followed by 
the brain. 
 
Key words: Toxoplasmosis, serology, molecular, birds, heart. 
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4.3 INTRODUÇÃO 
 

Toxoplasma gondii é um parasita intracelular obrigatório que infecta 

animais de sangue quente e causa uma infecção comum em seres humanos e em 

animais (DUBEY, 1986; DUBEY e BEATTIE, 1988, DUBEY, 2009). Os animais e o 

homem são infectados por T. gondii pela ingestão de oocistos no solo ou na água 

que foram contaminados com fezes de gato, ou pela ingestão cistos teciduais em 

carne mal cozida, além da transmissão congênita (DUBEY e BEATTIE, 1988). As 

consequências clínicas da infecção por T. gondii dependem de fatores ligados ao 

hospedeiro, como a suscetibilidade á infecção e estado imunológico, e a fatores 

ligados ao parasito, como a dose infectante, a via de infecção, a forma parasitária e 

o genótipo (DUBEY et al., 2002). 

As galinhas são resistentes á infecção e não apresentam sinais 

clínicos de infecção por T. gondii (KANETO et al., 1997), sendo consideradas 

importantes hospedeiros intermediários, assim como os roedores, uma vez que 

servem como fonte de infecção do parasito para felinos. Além disso, a ingestão de 

seus tecidos infectados por gatos causa grande contaminação do ambiente devido à 

eliminação de oocistos pelas fezes. As galinhas, devido ao hábito de se alimentarem 

no chão, têm sido consideradas um excelente indicador da contaminação do solo 

por oocistos, desenvolvendo um papel muito importante na epidemiologia da 

toxoplasmose (DUBEY, 2002; DUBEY 2010).   

Em aves, o diagnóstico da infecção por T. gondii pode ser feito por 

meio da reação em cadeia pela polimerase (PCR), de exames sorológicos e do 

bioensaio (DUBEY, 2010; HOLSBACK, 2012). Dubey et al. (1993), estudando o T. 

gondii por meio de inoculações experimentais em galinhas, confirmaram que esses 

animais podem desenvolver anticorpos contra o parasito, bem como exibir cistos 

teciduais em cérebro, coração e musculatura. Os tecidos de galinhas (coração, 

cérebro e músculos) contendo cistos de T. gondii são capazes de infectar 

camundongos e gatos (DUBEY et al., 2003b; 2007; DUBEY, 2010; HOLSBACK, 

2012). 

O objetivo do presente estudo foi comparar diferentes técnicas de 

diagnóstico direto e indireto para detectar T. gondii em galinhas coloniais caipiras. 
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4.4 MATERIAL E MÉTODOS 

 

Comitê de ética no uso de animais 

 

Todos os procedimentos realizados no presente estudo foram aprovados pelo 

Comitê de Ética Animal da Universidade Estadual de Londrina (CEUA / UEL N. 

64/2010). 

 

Área de atuação 

O estudo foi realizado em 24 pequenas propriedades rurais que 

desenvolvem a avicultura no sistema de criação colonial cujos proprietários 

concordaram em participar da pesquisa.  As propriedades eram oriundas de 11 

municípios do norte do estado do Paraná (Apucarana, Barra do Jacaré, Conselheiro 

Mairinck, Cornélio Procópio, Ibaiti, Jacarezinho, Pitangueiras, Santa Mariana, Santo 

Antônio da Platina, Siqueira Campos e Wenceslau Braz) (Figura 1).  

 

 

Figura 1 – Localização das propriedades na Região Norte do Estado do Paraná. 
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Calculo da amostra 

 

O tamanho da amostra foi calculado assumindo uma prevalência de 

50% com um nível de confiança de 95% e um erro de 5% utilizando um pacote 

estatístico Epi Info 3.5.4. (CDC- Atlanta). 

 

Coleta de material 

 

Foram coletadas amostras de sangue e tecidos (cérebro, coração, pulmão, 

fígado) de 386 galinhas de vida livre entre agosto de 2011 a fevereiro de 2014. Estes 

tecidos e sangue foram transportados em isopor com gelo ao laboratório.  

 

Provas sorológicas 

 

RIFI e MAT 

 

A presença de anticorpos IgY anti-T. gondii foi avaliada pelo teste de 

imunofluorescência indireta (RIFI) e teste de aglutinação modificado (MAT) de 

acordo com as técnicas descritas por Camargo (1974) e Desmonts; Remington 

(1980), respectivamente. Os animais com títulos ≥ 16 foram considerados positivos 

em ambos os testes (Casartelli-Alves et al., 2014). Um animal considerado positivo 

em pelo menos um dos testes de triagem (MAT ou RIFI) teve os tecidos 

armazenados a 4° C por no máximo sete dias e posteriormente submetidos ao 

bioensaio em camundongos.  

 

ELISA  

 

Todas as amostras de soro das aves foram testadas pelo ELISA de 

acordo com a metodologia previamente descrita (GARCIA et al., 2007; ZULPO et al., 

2012), com algumas modificações. O antígeno bruto de T. gondii foi usado para 

revestir as microplacas de poliestireno de 96 poços de fundo plano (Nunc-Immuno 

Plate, MaxiSorp, Dinamarca) com 0,1 mL dos antígenos (5 μg/mL) diluídos em 

tampão de carbonato 0,1 M (pH 9,6 ) por incubação overnight a 6ºC. As placas 
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foram enxaguadas três vezes com PBS-tween 20 (Tris 50 mM, pH 7,4, contendo 

cloreto de sódio 150 mM e 0,05% tween 20) e os locais imunes não específicos 

foram bloqueados por incubação durante 1 h a 37 ° C com tampão de carbonato e 8 

% leite em pó desnatado molico. Os soros controle e amostras foram diluídos (1: 

200) em PBS-tween 20 e 5% de leite em pó desnatado, 0,1 mL desta mistura foi 

adicionada aos poços das microplacas em duplicata. Após o enxágue, o conjugado 

para a detecção de IgY (anti-IgG anti-chicken HRP, Sigma) foi diluído 1: 25 000 em 

PBS-tween 20 e 5% de leite desnatado e 0,1 mL da solução adicionada em cada 

poço e incubados por 1 h a 37o C. Após o enxágüe, a atividade da peroxidase foi 

revelada pela adição de 0,1 mL de solução única de Tetramethylbenzidine (TMB) 

Life Technologies, e a reação foi interrompida adicionando 0,05 mL de HCL 1 N. A 

densidade óptica (DO) foi lida a 450 nM em um leitor de microplacas ELISA. Para 

controles, foram incluídos soros de controle positivos e negativos em cada placa e 

um valor de OD corrigido foi calculado de acordo com a fórmula descrita por Garcia 

et al. (2007). As amostras foram consideras positivas quando DO> [DO media (dos 

controles negativos) + 2*desvio padrão (dos controles negativos de todas as 

placas)]. 

 

Bioensaio em camundongos 

 

Foram utilizados cérebro, coração, pulmão e fígado das 119 aves 

com reação positiva em pelo menos uma das provas sorológicas (RIFI e MAT) com 

objetivo de isolar o agente em camundongos de acordo com metodologia descrita 

anteriormente (DUBEY, 1998). As amostras de tecido foram processadas e 

inoculadas em camundongos albinos fêmeas, para se verificar biologicamente a 

presença do parasito nos órgãos e líquidos. 

As amostras de cérebro foram maceradas em uma solução salina 

(NaCl 0,14 M) contendo antibiótico (1000 UI de penicilina e 100 μg de estreptomicina 

/ mL), filtrada através de duas camadas de gaze esterilizadas e posteriormente 

inoculados via subcutânea em camundongos. O pool de tecidos (coração, pulmão e 

fígado) foi triturado utilizando um mixer, em solução salina, adicionado a um suco 

digestivo artificial (0,26 g de pepsina, 0,5 g de NaCl, 0,7 mL de HCl e 50 mL de água 

destilada q.s.p.) e incubado a 37ºC sob agitação. O homogeneizado foi filtrado e 

centrifugado a 1200x g durante 10 min. O sobrenadante foi descartado e o 
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sedimento foi neutralizado com solução de bicarbonato de sódio (1,2%, pH 8,3). A 

solução foi ressuspensa em solução salina e centrifugada novamente, nas mesmas 

condições anteriores. Depois, o sobrenadante foi descartado, e o sedimento foi 

suspenso em solução salina com antibiótico, sendo posteriormente inoculado via 

subcutânea em camundongos. Para cada amostra de cérebro, dois camundongos 

foram inoculados, enquanto que para o grupo de tecido, foram inoculados três 

camundongos (1 ml por animal). 

Os camundongos inoculados foram observados diariamente para os 

sinais de infecção por T. gondii (pêlos eriçados, lacrimejamento, emagrecimento, 

diarreia, distensão abdominal e prostração). Todos os camundongos com sinais de 

infecção ou que sobreviveram após seis semanas após a inoculação foram 

submetidos à eutanásia para observação da presença de taquizoítos de T. gondii em 

líquido peritoneal, cistos no cérebro e anticorpos no sangue. 

Para verificar a presença de anticorpos anti T. gondii nos 

camundongos, foi utilizada a Reação de Imunofluorescência Indireta (RIFI) 

(CAMARGO, 1974). O bioensaio foi considerado positivo quando o resultado do 

teste apresentou título maior ou igual a 16 (TSUTSUI et al., 2007). 

 

Extração de DNA 

 

Para extração de DNA, foram utilizadas somente amostras de 

tecidos e sangue das 18 aves que tiveram amostras de T. gondii isoladas no 

bioensaio em camundongos. Foram utilizados os seguintes órgãos: coração, 

pulmão, cérebro e fígado, além destes, o sangue total e o material final da digestão 

péptica também foram utilizados para avaliar a presença de DNA do parasito. A 

extração de DNA foi realizada utilizando um kit comercial (PureLink ™ genomic DNA 

kit, Invitrogen®, USA) para as amostras de tecidos e para as amostras de sangue o 

kit BIOPUR kit extração mini spin plus, de acordo com as informações dos 

fabricantes. O DNA foi eluído em um volume final de 50μL. Também foram extraídos 

cepa de RH para controles positivos nas reações de PCR. 
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Reação em cadeia da polimerase (PCR) 

 

ITS1 (Nested-PCR) 

Esta PCR visa a região espaçadora transcrita interna do rRNA 18S-

5.8S multicópia (ITS1) do parasita. Primers e metodologia foram adaptados de 

Buxton et al. (2001) e Hurtado et al. (2001) (Tabela 1). Para melhorar a sensibilidade 

da técnica, cada reação foi realizada em triplicata. As condições de termociclagem 

da primeira reação utilizando os iniciadores NN1_F e NN2_R, foram de 5 min a 95° 

C, seguidas de 35 ciclos de 1 min a 95° C, 1 min a 55° C, 1 min a 72° C e um 

período de extensão final de 5 min a 72° C. Para reduzir os primers não utilizados da 

PCR primária, os produtos de PCR de primeira reação foram diluídos em 1: 5 com 

H2O destilada. As condições para a segunda reação foram idênticas às primeiras, 

exceto 2 μl de produto diluído da primeira rodada, em vez de DNA, e foram utilizados 

5 μM de iniciadores NP-1_F e NP-2_R (Hurtado et al., 2001) (Tabela 1). Um controle 

positivo constituído de DNA extraído da cepa RH e um negativo, água ultrapura 

estéril foram incluídos. Todos os produtos de PCR foram visualizados após 

eletroforese em gel de agarose a 1,5%, incorporando Biotum Gel Red ™ (Cambridge 

Bioscience Ltd, Cambridge, Reino Unido). 

 

529 pb (PCR convencional) 

 

Para amplificação do fragmento 529pb de T. gondii foram utilizados 

os primers Tox4 e Tox5 segundo Homan et al., (2000) (Tabela1). As condições de 

PCR foram realizadas como descrito por Garcia et al. (2006). Resumidamente, uma 

mistura contendo DNA extraído mais uma mistura de 1,0 mM de cada iniciador, 100 

mM  de cada DNTP (Invitrogen, Life Technologies, EUA), Tris-HCl 60 mM (pH 9,0), 

15 mM, MgCl2 2 mM, e 0,5 U Taq DNA polymerase (Invitrogen, Life Technologies, 

EUA). A amplificação do DNA do parasita foi realizada ao longo de 35 ciclos em 

termociclador (Veriti, Applied Biosystems, EUA), utilizando as seguintes condições 

de termociclagem: 5 min a 94° C para desnaturação no primeiro ciclo, seguido de 33 

ciclos durante 1 min a 94° C para desnaturação, 1 min a 55° C para anelamento e 1 

min a 72° C para extensão, e um ciclo final de 10 min a 72° C. As alíquotas de cada 

PCR foram submetidas a eletroforese em 1,5% de gel de agarose. Um controle 
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positivo constituído de DNA extraído da cepa RH e um negativo, água ultrapura 

estéril foram incluídos em cada teste de PCR. 

 

qPCR-529pb 

A amplificação da qPCR foi realizada utilizando o sistema de PCR 

em tempo real StepOne ™ Plus (Life Technologies, EUA) e o sistema Taqman (Life 

Technologies, EUA)  seguindo a metodologia descrita por Opsteegh et al (2010) 

(Tabela 1). Os iniciadores específicos Tox9F e Tox11R foram utilizados para 

amplificar um produto de 162 pb da região do 529pb conforme descrito 

anteriormente (Reischl et al., 2003). Para cada amostra, a mistura de PCR continha 

12,5 μL de TaqMan®Universal PCR MasterMix (Life Technologies, EUA), 0,7 μM de 

cada iniciador, 0,05 μM de Sonda, BSA (10 μg / ml), 2 μL de DNA e água ultrapura 

em uma solução final de 25μL. Todas as reações de PCR foram realizadas em 

duplicata e realizadas da seguinte forma: desnaturação inicial a 95° C durante 10 

minutos, 45 ciclos a 95° C durante 10 s, 58° C durante 20 s e 72° C durante 20 s. A 

fluorescência foi medida no final de cada ciclo. Para a quantificação da quantidade 

de DNA de T. gondii nas amostras, uma curva padrão foi construída com base na 

concentração de taquizoítos da cepa RH variando de 2,61x 107 à 2,61x 103 

taquizoítos por mL. 

 

Tabela 1- Primers utilizados nas diferentes técnicas de PCR. 

Marcador  Primers (5’- 3’) Referência 

ITS1 NN1 _F – CCT TTG AAT CCC AAG CAA AAC ATG AG Buxton et al. (2001); 

 NN2_R – GCG AGC CAA GAC ATC CAT TGC TGA Hurtado et al. (2001) 

 NP1_F – GTG ATA GTA TCG AAA GGT AT  

 NP2_R – ACT CTC TCT CAA ATG TTC CT  

529pb TOX4_F- CGC TGC AGG GAG GAA GAC GAA AGT TG  

TOX5_R – CGC TGC AGA CAC AGT GCA TCT GGA TT 

Homan et al., (2000) 

qPCR- 529pb TOX9_F - AGG AGA GAT ATC AGG ACT GTA G 

TOX11_R - GCG TCG TCT CGT CTA GAT CG 

Reischl et al., (2003) 
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Análise estatística 

 

Para avaliar a concordância entre os testes sorológicos e 

moleculares, foi utilizado o índice kappa. A sensibilidade e a especificidade dos testes 

sorológicos e moleculares foram estimadas utilizando a RIFI e a qPCR-529pb como 

prova padrão ouro. Para a interpretação dos valores de kappa utilizou-se a 

caracterização em faixas de valores segundo Landis e Koch (1977). Os dados 

estatísticos foram avaliados através do Openepi 

(http://www.openepi.com/DiagnosticTest.htm). 

 

4. 5 RESULTADOS e DISCUSSÃO  

Das 386 amostras de galinhas utilizadas no estudo, 119 amostras 

(30,8%) foram consideradas positivas em pelo menos um dos testes sorológicos 

(RIFI, MAT e ELISA). Destas, 102 (26,4%) amostras foram positivas na RIFI, 64 

(16,5%) no MAT e 62 (16,0%) no ELISA (Tabela 2). Utilizando como padrão ouro a 

RIFI, o MAT apresentou sensibilidade e especificidade levemente maior comparado 

ao ELISA (MAT= 46,0%; 94,0% e ELISA= 43,5%; 93,6%). Casartelli-Alves et al. 

(2014) avaliaram também essas  provas sorológicas, porém usando bioensaio como 

padrão ouro e encontraram as sensibilidades e especificidades parecidas com o 

presente estudo: 85% e 56%, respectivamente, para o ELISA e 76% e 68%, 

respectivamente, para o MAT.  
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Tabela 2. Avaliação da sensibilidade, especificidade e índice Kappa da RIFI, MAT e 
ELISA utilizando como padrão ouro a RIFI.  

SE - Sensibilidade; EP - Especificidade; VPP – Valor preditivo positivo; VPN – Valor 
preditivo negativo; KAPPA – índice de concordância 

 

Em um estudo com suínos infectados por T. gondii, a sensibilidade e 

especificidade de vários testes sorológicos como teste de aglutinação modificada 

(MAT), teste de aglutinação de látex (TAL), teste de hemaglutinação indireta e o 

ELISA foram comparados para a detecção de anticorpos contra T. gondii, sendo o 

MAT considerado o mais específico e sensível (DUBEY et al., 1995). Em outro 

estudo com suínos experimentalmente infectados a avaliação entre as técnicas RIFI 

e MAT mostrou uma excelente concordância entre as técnicas, e o valor de kappa foi 

considerado excelente (k= 0,86) (MINHO et al., 2004). No presente estudo, o valor 

de Kappa, quando comparou-se MAT e a RIFI como padrão ouro foi considerado 

moderado (k=0,45), essa semelhança na concordância kappa (k=0,42) também foi 

observada por Reis et al., (2007) em soros de caprinos. 

Em ovinos, Klun et al. (2007) obtiveram uma concordância de kappa 

moderada (k= 0,46 e 0,51), quando comparam o MAT ao ELISA, semelhante ao 

presente estudo. 

Foi verificado que a triagem com a RIFI e MAT em paralelo, aumenta 

a taxa de isolamento pelo bioensaio do agente, apesar de que a RIFI se mostrou 

mais efetiva que o MAT no diagnóstico da toxoplasmose em frangos caipiras. 

Porem, Dubey (2010) e Casartelli-Alves et al. (2014) recomendam o MAT como 

técnica de eleição para o diagnóstico de T. gondii em galinhas. Em ovinos, Seefeldt 

et al. (1989) citaram o MAT como prova de escolha frente ao ELISA e à RIFI para o 

diagnóstico de anticorpos anti-T. gondii.  

 RIFI   IC= 95% 

               

+ 

 

- 

 

Total 

  SE EP VPP 

(%) 

VPN 

(%) 

KAPPA 

MAT + 47  17 64 (16,5%)  46,0 94,0 73,4 82,9 0.45 

 - 55 267 322       

 Total  102(26,4%) 284 386(100%)       

ELISA + 

- 

Total 

44 

58 

102(26,4%) 

18 

266 

284 

62(16,0%) 

324 

386(100%) 

 43,5 93,6 70,9 82,4  0.42 
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O MAT e o ELISA tiveram uma pequena diferença no diagnóstico 

neste estudo, apesar de alguns autores relatarem o MAT como prova de escolha, 

devido à algumas vantagens como a praticidade, a viabilidade para testar pequeno 

número de amostras, a facilidade de leitura sem necessidade de instrumentos 

especiais, diferente do que ocorre com a RIFI e no ELISA, que necessitam de 

conjugados espécie especificas. 

Das 119 amostras que foram submetidas ao bioensaio, 38 

camundongos do bioensaio soroconverteram, e 18 (47,37%) tiveram cepas isoladas 

(Tabela 4). Destas 18 aves com isolamento três foram negativas no MAT e uma na 

RIFI. Das 90 amostras de DNA extraídas (sangue, coração, pulmão, cérebro, fígado e 

digestão) das galinhas isoladas, o marcador 529 pb, detectou o DNA do T. gondii em 

30% (27/90) das amostras, na Nested-PCR ITS1 38,8% (35/90) e na qPCR 40,0% 

(36/90) foram positivas. A tabela 3 apresenta a sensibilidade (SE) e especificidade 

(EP) das PCRs utilizando o ensaio qPCR-529pb como padrão ouro. Desta forma, a 

Nested-PCR ITS1 apresentou maior sensibilidade (69,4%) e a PCR 529pb 

convencional a maior especificidade (90,7%). O valor do kappa foi considerado 

moderado ficando entre k=0,51 e 0,54. 

Embora não tenha sido realizado bioensaio de cada órgão utilizado 

para extração de DNA e PCR, o que pode ter dificultado a avaliação global dos 

testes de PCR, observou-se uma maior positividade na qPCR-529pb 40,0% (36/90), 

comparada com a PCR-529pb convencional 30% (27/90) e Nested-PCR-ITS1 38,8% 

(35/90), porém os resultados individuais foram muito semelhantes. 
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Tabela 3. Avaliação da sensibilidade, especificidade e índice Kappa dos marcadores 
de PCR utilizando como padrão o qPCR, realizado a partir do DNA das amostras de 
tecidos e sangue das 18 aves quais foram isoladas o T. gondii. 

SE - Sensibilidade; EP - Especificidade; VPP – Valor preditivo positivo; VPN – Valor 

preditivo negativo; KAPPA – índice de concordância. 

 

No presente estudo a Nested-PCR (ITS1) foram detectados mais 

amostras positivas do que no 529pb (8,8%). Hurtado et al. (2001) demonstraram que 

a Nested-PCR foi sensível e específica e pode ser utilizada para confirmar casos 

sorológicos duvidosos. Montoya et al. (2009) também obtiveram ótimos resultados 

ao utilizar a Nested-PCR descrevendo que a quantidade de DNA parasitário extraído 

na maioria das vezes não é suficiente para ser detectado apenas na primeira  

reação de PCR.  

A Nested-PCR é mais sensível do que a PCR convencional, porém  

não é a preferência na rotina de diagnóstico por requerer duas etapas de 

amplificação de PCR. Isso torna a mão-de-obra mais cara, aumenta o risco de 

contaminação e também aumenta o tempo para realização (CALDERARO et al., 

2006).  

Os primers utilizados no estudo, NN1 e NN2, amplificam uma região 

do ITS1 comum a ambos T. gondii e Neospora caninum. Os primers internos Tg-NP1 

e Tg-NP2  e amplificaram uma região de 227 pb do ITS1 específico de T. gondii, 

aumentando assim a especificidade. 

A técnica de PCR possui uma série de fatores que podem interferir 

nos resultados, tais como as condições físico-químicas das reações, a concentração 

e a natureza do DNA alvo e os iniciadores e sondas de PCR selecionados. Bastien, 

  qPCR 

+ 

 

- 

 

Total 

  IC =  

SE 

95%  

EP 

 

VPP  

(%) 

 

VPN 

(%) 

 

KAPPA 

529pb + 22 5 27 (30,0%)  61,1 90,7 81,4 77,7   0,54 

  - 14 49 63       

 Total  36 54 90 (100%)       

ITS1 

Nested 

PCR 

+ 

 - 

Total 

25 

11 

36 (40,0%) 

10 

44 

54 

35 (38,8%) 

55 

90 (100%) 

 69,4 81,4 71,4 80,0   0.51 
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Procop e Reischl (2008) mostraram que as condições de PCR diferiram entre 

pesquisadores em termos da temperatura de anelamento e da composição da 

mistura, isto é, as concentrações de MgCl2, dNTPs, Taq polimerases, iniciadores e 

modelos. Esses fatores podem influenciar na reação e alterar a sensibilidade do 

teste. 

As contaminações ocorrem devido à manipulação dos amplicons 

formados na primeira reação PCR para a segunda reação. (HURTADO et al. 2001). 

A extração de DNA requer alguns cuidados e o uso de kits comerciais de extração 

permite uma purificação do DNA mais eficiente em relação aos métodos de extração 

de DNA tradicionais resultando em uma melhor qualidade do DNA extraído, não 

deixando resíduos de substâncias inibidoras (KALIA et al. 1999; MCORIST, 

JACKSON, BIRD, 2002). 

No presente estudo a qPCR se mostrou mais eficaz no diagnóstico do 

T. gondii, porém com semelhança em comparação aos outros marcadores. Segundo 

Bastien, Procop e Reischl (2008), apesar das vantagens e o avanço na introdução da 

qPCR nos laboratórios, o uso da qPCR sozinha não garante excelência no 

diagnóstico, e nas situações que foi constatada que a qPCR foi mais sensível, deve-

se considerar que foi para aquele ensaio em particular e também mencionando os 

métodos utilizados. 

A região do genoma utilizada (529pb) em conjunto com a elevada 

sensibilidade do método de qPCR na detecção de um parasito por mL, repete a 

sensibilidade descrita por Edvinsson et al. (2006), que também utilizaram a qPCR 

baseada no genoma repetitivo 529pb, porém eles utilizaram o sistema de 

fluorescência SYBR®Green em amostras de sangue de humanos transplantados e 

imunocomprometidos. Jauregui et al. (2001) obtiveram a mesma sensibilidade em 

amostras de tecidos de suíno e camundongos,  utilizando o sistema TaqMan, o 

mesmo utilizado no presente estudo, entretanto, utilizaram a amplificação de 

sequência dirigida para a região ITS1 do gene 18S rRNA.  

Apesar das amostras de digestão péptica analisadas conterem 

coração que foi um dos órgãos com maior positividade, apenas 3/18 foram positivas 

Nested-PCR. Este resultado pode ser explicado pela possibilidade de degradação 

do DNA durante o processo da digestão ou por conter substâncias inibidoras da 

reação de PCR. 
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No presente trabalho foram obtidos 18 isolados, dois provenientes 

de cérebro, sete da digestão dos outros órgãos e nove de ambas as fontes. Este 

tropismo pelos músculos, em especial o cardíaco, verificado em galinhas foi descrito 

por Dubey (2010), que apontou a distribuição de 89,5% no coração contra 49,2% no 

cérebro. Portanto, indica o coração o órgão mais sensível apropriado para 

isolamento.
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Tabela 4. Resultado das diferentes técnicas de PCR dos diferentes tecidos de galinhas isoladas de T. gondii no bioensaio e análise de 
concordância entre os marcadores moleculares. 

 +/Total                                   35/90                                                                27/90                                                                36/90 

Animal  

 ITS1(Nested) 529pb convencional qPCR- 529pb 

 
Cérebro Pulmão Coração Fígado Sangue Digestão Cérebro Pulmão Coração Fígado Sangue Digestão Cérebro Pulmão Coração Fígado Sangue Digestão  

5 - - + - NE - + - + - NE - + 609 - + 2157 - NE - 

8 + - + - NE - + - + - NE - + 6790 - +4450 - NE - 
50 - + + - NE + - + + - NE - + 1260 +746 - - NE - 
84 + + + - NE + + + + - NE - + 7406 - +14636 - NE - 
106 + NE NE - NE - + NE NE - NE - + 5210 NE NE - NE - 
107 + NE NE - NE - + NE NE - NE - +12473 NE NE - NE - 
175 - + + - - - + - - - - - +3961 +631 - - +662 - 
176 + - + - - - + - - - - - +11785 +948 +470 - +540 - 
179 + - + - - - + - + - - - +32288 - +749 - +948 - 
202 - NE + - - - - NE + - - - +930 NE +3318 - - - 
240 - + + - - - - - + - - - +14908 - +2676 - - - 
276 - NE + - - - - NE - - - - - NE +306 +521 +967 - 
278 + NE NE - NE - + NE NE - NE - +3741 NE NE - NE - 
279 - NE + - NE - - NE + - NE - - NE +4201 - NE - 
281 + - + - - - + - + - - - - - - - - - 
283 + + + - - + + + + - - - +17762 - +2826 - - - 
288 + - + NE - - + - + NE - - +3567 - +157183 NE - - 
293 + - + + - - + - - - - - +1966 - +3080 +1662 - - 

+/Total 11/18 5/12 15/15 1/17 0/10 3/18 13/18 3/12 11/15 0/17 0/10 0/18 15/18 3/12 12/15 2/17 4/10 0/18 

Concordância em três marcadores 
 
Concordância em dois marcadores 
 
Não concordância em marcador 
 
Não existente 

 

*qPCR calculada a partir de uma curva padrão 
partindo de 2,61 x 107 á 2,61 x 103 taquizoítos 
por mL 
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5 CONCLUSÃO 

 

A RIFI foi a técnica sorológica com maior concordância com o 

isolamento do parasita, embora tenha apresentado menor especificidade, 

apresentou maior positividade, melhorando as chances de detecção de anticorpos 

do parasito. O MAT e o ELISA tiveram similaridade nas análises de concordância, 

porém entre os três testes sorológicos testados o MAT é a técnica mais simples e 

com menos custo a ser realizada.  

Os marcadores de PCR foram efetivos na detecção de DNA do 

parasita e, como descrito por outros autores,  o coração é o orgão de eleição para 

estas avaliações, pois foi o que apresentou maior número de positivos, seguido do 

cérebro. 

A  PCR convencional baseada no marcador 529pb foi efetiva no 

diagnóstico molecular do parasita nas amostras analisadas, por ser um teste mais 

simples e de menor custo, podendo ser utilizada para diagnóstico do T. gondii. A 

qPCR e a nested-PCR foram mais sensiveis, porém muito similar com a PCR 

convencional, não apresentando bom custo benefício pois a nested tem maior 

chance de contaminação e maior tempo de trabalho e a qPCR necessita de 

profissionais habilitados e  material de alto custo. 

Os orgãos de eleição no presente estudo foram coração e cérebro, 

inclusive mais quantidade de parasitas. As amostras da digestão péptica submetidas 

as PCR demostraram menor positividade, em razão de possivelmente possuirem 

substância inibidoras na reação de PCR ou pela degradação do DNA durante o 

processo da digestão 
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Landis e Koch, 1977. 

 


