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COM PARA(;AO ENTRE OSTESTESDE IMUNOFLUORESCENCIA INDIRETAE
HEMAGLUTI NA(;AO INDIRETAPARAA DETECCAO DEANTICORPOSANTI-
Toxoplasmagondii EM SOROSDE SUINOS'

COMPARISON BETWEEN INDIRECT IMMUNOFLUORESCENCE AND INDIRECT
HAEMAGGLUTINATION TECHNIQUES FOR THE DETECTION OF ANTIBODIES AGAINST
Toxoplasma gondii IN SWINE SERA

Cristina Germani Fialho! & Flavio Anténio Pacheco de Aradjo?

RESUMO

A importancia da toxoplasmose suina esta rela
cionada as perdas reprodutivas e as implicaces em salide
publica, umavez que estudos epidemiol dgi cos sugerem que
a ingestdo de cistos em carne crua ou mal cozida é uma
importante fonte de infecgdo de Toxoplasma gondii paraa
populacdo humana. O presente artigo objetivou comparar
os resultados obtidos através das técni cas de Imunofluores-
céncia indireta (IFl) e Hemaglutinagdo indireta (HAI) na
deteccdo de anticorpos para Toxoplasma gondii em soros
de suinos. Foram colhidas 240 amostras de sangue destes
animais em frigorificos daregido da Grande Porto Alegre,
por ocasi&o da sangria. Apds coagulado, o soro foi separa
do e congelado a - 20°C, para posterior andlise sorol égica.
As amostras foram analisadas no Laboratorio de Protozoo-
logia da Universidade Federal do Rio Grande do Sul e no
Laboratério Central do Estado do Rio Grande do Sul
(LACEN-RS). Os resultados foram submetidos a andlise
estatistica. Paraverificar o grau de relacionamento entre as
duastécnicasfoi calculado a porcentagem de concordancia
total que foi de 78,7%, sendo a co-positividade 48,1% e a
co-negatividade 94,3%. A estatisticaKappafoi utilizadapara
medir o grau de concordancia real entre as duas técnicas,
sendo que seu valor calculado foi 0,46. Os resultados en-
contrados neste trabalho demonstram que, para diagnosti-
co datoxoplasmose suina, alFl é superior aHAI e que esta
reacdo tem sua principal indicacdo em inquéritos
soroepi demiol 6gicos da toxoplasmose na espécie suina.

Descritores: Toxoplasma gondii, suinos, sorologia,
imunofluorescénciaindireta (1Fl), hemaglutinago indireta
(HA).
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ABSTRACT

The importance of the swine toxoplasmosis is
related to the reproductive losses and its implications in
public health, since epidemic studies suggest that inges-
tion of cystsintheraw meat or badly cooked isanimportant
source of infection of Toxoplasma gondii for human popu-
lations. Theaim of this paper wasto comparethe data quan-
tified by indirect immunofluorescence tecnique (IFAT) and
indirect hemagglutination (IHT) for detection antibodies
against Toxoplasma gondii in swine sera. Samples of 240
swines sera were collected in abbaitoirs from the area of
Great Porto Alegre. After having coagulated, the serawere
separated and frozen at -20°C for subsequent analysis. The
sampleswereanayzed at the Veterinary Protozool ogy L abo-
ratory of Federal University of Rio Grandedo Sul (UFRGS)
and in Central Laboratory of Rio Grande do Sul State
(LACEN-RS). The results were submitted to the statistical
analysis. In order to verify the relationship among the two
tecniques it was calculated the percentage of total agree-
ment that was 78.7%, being the percentage agreement of
positives results was 48.1%, while the percentage agree-
ment of negative results was 94.3%. The Kappa's statistic
was used for quantifying thereal degree of agreement among
the two tecniques, and the calculed value was 0.46. The
results found in this paper demonstrated that, for diagnosis
swine toxoplasmosis, IFAT is better than IHT and is the
mainindication in seroepidemiol ogical studiesof swinetoxo-
plasmosis.

Key words: Toxoplasma gondii, swine, serology, indirect
immunofluorescence technique (IFAT), indirect hemagglu-
tination technique(IHT).
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INTRODUCAO

A toxoplasmose suina foi diagnosticada pela
primeiravez no mundo, nos Estados Unidos, por Farrel
et a.[10] em 1952 e, no Brasil (Minas Gerais), por
Silva[19] em 1959.

Os suinos adquirem a toxoplasmose pela
ingestdo de &gua e ragdo contaminadas com 0ocistos
presentes nas fezes de felinos, cistos de roedores, car-
nes ou restos infectados, ou por infecgéo transplacen-
taria[13,15,24]. Asfémeas suinas que adquirem ain-
feccdo durante a gestacéo podem apresentar aborto,
maceracdo ou mumificacdo dos fetos [23]. Pode ha
ver, ainda, 0 nascimento de leitdes com comprometi-
mento pulmonar, nervoso e até mortes em poucas ho-
ras [12].

Para a populagdo humana, a transmissio do
Toxoplasma gondii esta relacionada com o consumo
de carne mal cozida contaminada com cistos deste
parasito, assim como, com o contato com fezes de
felideos [16]. Ocorre ainda, a transmissao congénita
transplacentéria, com possibilidade de danosfetais, mas
apenas se uma mulher soronegativa adquire aprimei-
rainfeccdo durante a gravidez [5].

Os estudos de levantamento da toxoplasmose
na espécie suina servem para avaliar, além da ocor-
réncia desta infeccao, o risco a que estdo expostos 0s
humanos que ingerem carne em determinada regiéo.
Diversas provas imunoldgicas tém sido utilizadas na
avaliacao dainfeccéo toxopl dsmica, destacando-se as
reagOes de hemaglutinacdo indireta(HAI) eimunofluo-
rescéncia indireta (IFI) [8].

O objetivo do trabalho foi comparar, através
de andlises estatisticas dos resultados obtidos, as téc-
nicas diagnosticas de IFl e HAI.

MATERAIS E METODOS

A amostradestapesquisafoi escolhidade acor-
do com Thrusfield [22], para uma expectativa de
prevaléncia de 20%, com uma precisdo absoluta de
5%, com um nivel de confianca de 95%, totalizando
240 suinos criados e abatidos naregido daGrande Porto
Alegre, divididos em 2 grupos de 120 machos e 120
fémeas.

As coletas de sangue e os exames foram
efetuados durante o periodo de novembro de 2000 a
julho de 2001. O processo de coleta de sangue foi re-
alizado por ocasido da sangria, em abatedouros. Apds

coagulado, o soro foi separado, e congelado a -20°C,
para posterior andlise sorolégica. Os exames foram
realizados no L aboratério de Protozool ogiada Univer-
sidade Federal do Rio Grande do Sul e no Laboratério
Central do Estado do Rio Grande do Sul (Lacen-RS).

Os resultados foram submetidos & andlise esta-
tigtica O teste exato de Fischer?, foi utilizado nas andli-
sescomparativas. O testede McNemar® foi utilizado nos
estudos pareados. A porcentagem de Concordancia foi
calculadade acordo com Coutinho et d. [7] eAraljo[1],
para verificar o relacionamento entre as duas técnicas
(imunofluorescénciaindiretae hemaglutinacdo indireta).
A estatisticaKappa[21], foi utilizada paramedir o grau
de concordancia real entre as duas técnicas.

A técnicade HAI foi realizada utilizando-se 0
Kit HAP-Toxoplasmose?, e a técnica de Imuno-
fluorescénciafoi de acordo com Camargo [4], com as
alteragdes feitas por Araljo [1], para uso na especie
suina. O antigeno utilizado paraaimunofluorescéncia
constituiu-se detaquizoitosintegrosde T. gondii, cepa
congénita (isolada de um caso humano). Estes
taquizoitos foram obtidos de exsudatos peritoniais de
camundongos mortos no terceiro dia de infeccdo [1].
O conjugado utilizado foi o anti-Pig 1gG (Sigma®?).

RESULTADOS
Comparacao entre as técnicas de HAI e IFI

A Figural representa, em nimeros absol utos,
os resultados obtidos através das técnicas de HAI e
IFl para a pesquisa de anticorpos da classe 1gG em
240 soros de suinos. O Teste Exato de Fisher aplicado
aos dados desta figura demonstrou haver diferenca
significativaentre os dois testes (p = 0, 0009).
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Figura 1. Comparacdo entre astécnicasde HAI el Fl parao
diagndstico da toxoplasmose em 240 suinos.
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A Tabela 1 apresenta os resultados detecta
dospelaHALI e lFl nos 240 soros de suinos agrupados
de acordo com a concordéancia dos resultados.

Segundo os dados da Tabela 1 a porcentagem
de concordancia de resultados positivos nas duas téc-
nicasfoi de 48,1% (a/a+ b) e a porcentagem de con-
cordanciade resultados negativosfoi de 94,3%(d/ c+d),
perfazendo uma porcentagem de concordancia total
de 78,7%(at+d/at+b+c+d). Do total de soros testados,
90 (37,5%) (at+b+c) foram positivos em ambos ostes-
tes ou, a0 menos em um dos testes, enquanto 159
(66,25%) foram negativos no IFl e 192 soros (80%)
negativos na HAI.

O Teste de McNemar aplicado aos dados des-
tatabeladetectou diferencasignificativaentre asduas
técnicas para um o = 5% (p = 0,0001), enquanto o
valor Kappa calculado foi 0,46.

DISCUSSAO

Como podemos verificar, anteriormente nos
dados da Tabela 1, a porcentagem de concordancia
de resultados positivos e de negativos, nas duas técni-
cas, em nossa pesquisa foi de 48,1%, e 94,3%, res-
pectivamente, resultando em uma porcentagem de con-
cordanciatotal de 78,7%.

Ishizuka, D’ Angelino & Souza[14], também
em estudo comparativo das técnicas de IFI e HAI,
para anticorpos anti-T. gondii, em suinas, obtiveram
concordancia da ordem de 84,3%, sendo a co-
negatividade de 100%, semelhantes aos nossos da-
dos, mas a co-positividade foi bem mais elevada, de
72,8%. Obtiveram um indice Kappa de 69,2%, o que
foi maior do que encontramos no presente trabal ho.

Camargo et a., [3] compararam o uso daHAI
com alFl e teste imunoenzimético de capturade IgM
(CAP-M) em soros humanos. O testede HAI foi com-
parével ao teste de imunofluorescéncia quanto a sen-
sibilidade e especificidade. Em 350 soros, todos os

Tabela 1. Distribuicdo dos soros de suinos de acordo
com os resultados das técnicas de HAI e IFI para
pesquisa de anticorpos anti- Toxoplasma gondii.

IFI HAI
Positivo Negativo Total
Positivo 392 42° 81a+P
N egativo o 1509 159¢+d
Total 482+ ¢ 192b+cl 240a+b+c+d

reagentes no |FI-1gG (50,9%) foram também na HAI
(52%) permitindo aos autores concluirem ser viavel a
utilizacdo daHAI como teste detriagem deindividuos
reatores e ndo reatores, mas associando ao |FI-1gG e
CAP-M, quando para diagnostico deinfeccdes recen-
tes. Aindaem humanos, Camargo et a. [2], compara
ram as técnicas de ELFA (enzyme linked fluorescent
assay), |IFl eHAI parao diagndstico datoxoplasmose,
obtendo positividade em 38 amostras pela ELFA, 48
através de IFI, e 39 pela HAI, de um total de 100
amostras (titulo positivo a partir de 1:16). Os resulta-
dos, em relagdo a IFl e HAI, conferem com os nos-
Sos, pois revelaram um maior indice de positividade
pela IFl. Porém, Camargo et al. [2] atribuiram que
isto possa ser devido ao fato do teste detectar anticor-
pos de superficie, os primeiros a serem formados.

Silva et al. [18], compararam para deteccéo
de anticorpos anti-T. gondii em cées, as técnicas de
ELISA, IFl e HAI. Foram positivos 9 cées (22,5%)
através da HAI, 14 (35%) pela IFl e 14 (35%) pelo
ELISA. Houve alta correlagdo entre IFl e ELISA e
baixa entre IFI e HAI. Na espécie ovina, Silva [20],
encontrou 10 ovelhas positivas pela HAI (>1:128) e
15 pelalFI(=1:160) de um total de 87 animais. Numa
segunda coleta com 36 ovelhas, 8 foram reagentes
pedaHAI(>1:32) e9 pelalFl (>1:320). Essesresulta-
dos foram considerados positivos pela HAI e confir-
mados pela IFI dando uma maior confiabilidade ao
resultado, j& que podem ocorrer falsos negativos na
hemaglutinagdo devido a interferéncia de anticorpos
IgM.

Concordamoscom Camargoet d. [3] elshizuka,
D’ Angelino & Souza[14], que atécnicade HAI deve
ser utilizada, por se congtituir numatécnicasimples de
ser executada, de resultado rdpido e de baixo custo,
podendo ser utilizada paralevantamento de prevaléncia
napopul acdo suina. Concordamostambém com Dubey
[9], Frenkel [11], e Araljo [1] que a IFl é um teste
especifico e sensivel, de f&cil redizacdo, com a des-
vantagem ressaltada por Corcuera, Lozada & Lopes
[6], do dto custo do microscopio deimunofluo-rescéncia,
e por Camargo €t a. [2], de apresentar interferéncias
como, luminosidade, objetivas do microscopio, filtros,
sensibilidade do conjugado e do antigeno, e asubjetivi-
dade daleitura

Corcuera, Lozada& L opes[6], concluiram que
aespecificidade e sensibilidade variam com cadatéc-
nica, obtendo-se os melhores resultados com |FlI,
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ELISA e HAI e aconselham que deve-se adotar o
critério deutilizar, no minimo, duastécnicas destastrés.
Esta conclusdo vai ao encontro ado presente trabalho
e também a de Camargo et a. [2] e Silvaet al. [18],
de associar duas técnicas quando o objetivo for diag-
noéstico e podendo ser utilizada apenas uma para
screening.

CONCLUSOES

Os dados obtidos no presente trabal ho, permi-
tem concluir que:

Os resultados encontrados nos permitem afir-
mar que parafinsdiagnosticosalFl é superior aHA,
e gue esta reacdo tem sua principal indicagdo em in-
quéritos epidemiol bgicos.
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1 Graphpad Instat, Copyright©, 1990-1993, Graphpad
Software, v 2.04.

2HAP-Toxoplasmose: SALCK Ind. eCom. Prod. Bio-
I6gicosLtda. R. Arapud,201 - 04307070 V. Guarani,
S&o Paulo - SP - Brasil.

3 Conjugado anti-Pig 1gG: SIGMA®, 3050 Spruce
Street, Saint Louis, Missouri 61103 - USA.
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