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Comparação da reação de imunofluorescência indireta e 
do teste de aglutinação modificado na detecção de 

anticorpos anti-Toxoplasma gondii em ratos

Comparison of the indirect fluorescent antibody test and 
modified agglutination test for detection of 
anti-Toxoplasma gondii antibodies in rats

Gustavo Antonio Cola3; João Luis Garcia1; Letícia da Costa2; Bruno Ruffolo2; 
Italmar Teodorico Navarro¹; Roberta Lemos Freire¹*

Resumo

A toxoplasmose é uma zoonose causada pelo Toxoplasma gondii que acomete várias espécies carnívoras 
e onívoras, incluindo o ser humano. Os roedores são importantes na cadeia epidemiológica da doença 
por servirem de fonte de infecção aos felídeos, os hospedeiros definitivos deste protozoário. O objetivo 
deste trabalho foi avaliar o Teste de Aglutinação Modificada (MAT) na detecção de anticorpos contra 
T. gondii em ratos, comparando-o à Reação de Imunofluorescência Indireta (RIFI), considerada padrão 
ouro para o diagnóstico da toxoplasmose animal. Empregou-se o teste kappa para a comparação 
dos testes sorológicos (RIFI e MAT) e para a determinação do ponto de corte mais apropriado para 
a utilização do MAT, nesta espécie animal. Foram capturados 182 ratos em locais de reciclagem e 
armazenagem de resíduos sólidos na cidade de Londrina, PR. Destes, nove (4,94%) foram positivos na 
RIFI na diluição 1:16; e 17 (9,34%) e cinco (2,75%) foram sororreagentes ao MAT nas diluições 1:25 e 
1:50, respectivamente. A comparação dos resultados entre as técnicas apresentou coeficientes kappa de 
0,26 e 0,55, respectivamente às diluições 1:25 e 1:50 do MAT. Conclui-se que a diluição 1:50 é a mais 
indicada para ser o ponto de corte na detecção de anticorpos contra T. gondii em ratos pelo MAT, por 
apresentar melhor concordância à RIFI. 
Palavras-chave: Ratos. Toxoplasma gondii, anticorpos, diagnóstico sorológico, RIFI e MAT

Abstract

The toxoplasmosis is a zoonosis caused by Toxoplasma gondii and affects a lot of species of carnivores 
and omnivores, including the human. The rodents are important in the transmition cycle because they 
act as an infection font to felines, the definitive host of this protozoan. The objective of this work was 
to evaluate the Modified Agglutination Test (MAT) for the serologic diagnosis of toxoplasmosis in rats, 
comparing with the Indirect Fluorescent Antibody Test (IFAT), which has been considered the golden 
standard in animal toxoplasmosis diagnosis. Kappa test was used for comparing the serologic tests 
(IFAT and MAT) and for determination of cutoff appropriate to MAT in this animal species. 182 rats 
were caught on local recycling of solid waste and solid residue storage in Londrina city, Paraná. Out of 
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the 182 rats, nine (4.94%) were positive to IFAT at a dilution of 1:16, and 17 (9.34%) and five (2.75%) 
were reactive to MAT in dilutions 1:25 and 1:50, respectively. The comparison of results between the 
techniques presented kappa coefficients of 0.26 and 0.55, respectively at 1:25 and 1:50 dilutions of 
MAT. It can be concluded that the dilution 1:50 is the most suitable to be used as cutoff for detecting T. 
gondii antibodies in rats using MAT, because agreed with IFAT.
Key words: Rat. Toxoplasma gondii. Antibodies. Serologic diagnosis. IFAT and MAT.

Introdução

Os ratos são espécies com grande capacidade de 
adaptação ao meio ambiente, principalmente naquele 
em que o homem habita, devido às condições básicas 
que estes lugares proporcionam como: alimento, 
água e abrigo. Tais fatores levam ao aumento destes 
animais nas áreas urbanas, tornando mais frequente 
as doenças por eles transmitidas.

A toxoplasmose é causada pelo Toxoplasma 
gondii, um protozoário que acomete varias 
espécies homeotérmicas, inclusive o ser humano. 
Os roedores se infectam em sua maior parte, pela 
ingestão de oocistos esporulados no solo ou por 
via transplacentária, que corresponde a menos 
de 1% dos casos em ratos (DUBEY; FRENKEL, 
1998). Ratos infectados são importantes na cadeia 
epidemiológica da toxoplasmose e servem como 
fonte de infecção para carnívoros e onívoros, 
principalmente os felídeos (gato doméstico) que 
são os hospedeiros definitivos. Segundo Webster 
(2001), ratos infectados pelo T. gondii ficam menos 
cautelosos e diminuem sua habilidade de fuga, 
além de serem atraídos pelo odor da urina do seu 
predador, tornando-os presas fáceis aos gatos.

A técnica comumente utilizada para a detecção 
de anticorpos anti-T. gondii, nas diferentes espécies 
animais, é a Reação de Imunofluorescência Indireta 
(RIFI) (VIDOTTO et al., 1990; GARCIA et al., 
1999), porém requer reagentes espéçie-específicos, 
microscópio para fluorescência e treinamento técnico 
para a leitura das lâmnias. O Teste de Aglutinação 
Modificada (MAT), segundo o método proposto 
por Desmonts e Remington (1980), é um teste 
macroscópico que está sendo amplamente utilizado 
e validado para diferentes espécies animais (SILVA; 
CUTOLO; LANGONI, 2002), devido a facilidade 

de realização e concordância aos outros testes de 
diagnóstico.

O objetivo deste trabalho foi avaliar o MAT, 
em diferentes pontos de corte, para a detecção de 
anticorpos contra T. gondii em ratos, comparando-o 
à RIFI que é considerada padrão ouro no diagnóstico 
da toxoplasmose murina. 

Material e Métodos

Local de coleta e amostragem

Os pontos de coleta de dados e animais foram 
os locais de reciclagem e ferros-velhos existentes 
nas cinco regiões da cidade de Londrina, PR (Norte, 
Sul, Leste, Oeste e Central). O número de roedores 
capturados foi calculado utilizando o programa EPI-
INFO (DEAN et al., 1994). Para uma população 
infinita, com prevalência estimada de 50%, precisão 
de 7,5% e nível de significância de 5%, determinou-
se a amostra composta por 171 ratos. O trabalho foi 
registrado (n° 28/06) e aprovado pelo Comitê de 
Ética em Experimentação Animal da Universidade 
Estadual de Londrina, PR.

Capturas dos roedores

Os ratos foram capturados utilizando-se 
armadilhas do tipo gaiola, nas quais o mecanismo 
de disparo é acionado por uma isca colocada em 
seu interior. As armadilhas foram montadas ao final 
da tarde em locais com indícios de passagem de 
roedores, como: fezes, manchas de gorduras e trilhas, 
ou em lugares com grande oferta de alimentos, e 
vistoriadas na manhã do dia seguinte. 
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Sorologia

Reação de imunofluorescência indireta (RIFI):

Os soros dos ratos capturados foram submetidos 
à pesquisa de anticorpos da classe IgG anti-T. gondii 
(CAMARGO, 1973). Utilizou-se como antígeno 
taquizoítas da cepa RH. Foram utilizados conjugados 
marcados com isotiocianato de fluoresceína, 
específico para as espécies murinas (SIGMA 
CHEMICAL CO. E ZIMED) e soros controle 
positivos e negativos. Considerou-se positivas as 
diluições ≥ 1:16 (NAVARRO et al., 1992; DUBEY; 
FRENKEL, 1998).

Teste aglutinação modificada (MAT)

Os soros dos ratos foram submetidos à pesquisa 
de anticorpos da classe IgG anti-T.gondii segundo 
Desmonts e Remington (1980). As amostras foram 
triadas nas diluições 1:25 e 1:50 em microplacas 
com 96 poços de fundo chato (Corning). Foram 
consideradas reagentes as diluições que formaram 
uma película ou malha em pelo menos 50% do 
fundo da cavidade da microplaca e não reagentes 
as diluições que formaram um botão compacto 
ou ocupando até 50% do fundo da cavidade. Em 
todas as microplacas foram testados soros controle 
positivo e negativo para auxílio à interpretação dos 
resultados.

Análise estatística

Foi calculado o índice kappa para avaliar a 
associação entre os resultados obtidos com a RIFI 

e o MAT e, com base neste, determinar o ponto 
de corte adequado para a utilização do MAT na 
detecção de anticorpos contra T. gondii em soros 
murinos (COHEN, 1960).

Para uma interpretação dos valores de kappa, 
utilizou-se a caracterização em faixas de valores 
segundo Landis e Koch (1977). Esses autores 
sugerem que os valores de 0,01 a 0,2 representam 
concordância pequena, de 0,21 a 0,4 uma 
concordância média, de 0,41 a 0,6 moderada, de 
0,61 a 0,8 substancial e de 0,81 a 1,0 representariam 
concordância excelente.

Resultados

Foram capturados 182 roedores em 37 locais de 
armazenamento e reciclagem de resíduos sólidos na 
cidade de Londrina. Dos roedores capturados, 181 
(99,4%) pertenciam à espécie Rattus rattus e um 
(0,6%) à espécie Mus musculus, sendo 77 (42,3%) 
machos e 105 (57,7%) fêmeas. 

Na RIFI nove (4,94%) ratos foram positivos e ao 
MAT houve 17 (9,34%) sororreagentes à diluição 
1:25 e cinco (2,75%) à diluição 1:50. Obtiveram-se 
índices kappa de 0,26 e 0,55 quando comparados 
os resultados da detecção de anticorpos contra T. 
gondii pelo MAT, nas respectivas diluições de 1:25 e 
1:50, e pela RIFI. Houve melhora na especificidade 
do MAT e, consequentemente, na validade dos 
resultados positivos quando empregada a diluição 
1:50, (Tabela 1).
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Tabela 1. Comparação dos resultados das técnicas de RIFI e MAT dos títulos dos anticorpos de anti-Toxoplasma 
gondii em soros de ratos capturados na cidade de Londrina PR, 2006.

A

RIFI + RIFI – Total

MAT + 04 13 17
MAT – 05 160 165
Total 09 173 182    kappa = 0,26

A – MAT na diluição 1:25
Sensibilidade   		  44,4%   (IC 95%: 15,3 – 77,3)
Especificidade          	 92,5%   (IC 95%: 87,2 – 95,8)
Valor Preditivo Positivo	 23,5%   (IC 95%: 7,8 – 50,2)
Valor Preditivo Negativo	 97,0%   (IC 95%: 92,7 – 98,9)

B

RIFI + RIFI – Total
MAT + 04 01 05
MAT – 05 172 177
Total 09 173 182    kappa = 0,55

B – MAT na diluição 1:50
Sensibilidade          		 44,4%  (IC 95%: 15,3 – 77,3)
Especificidade          	 99,4%  (IC 95%: 96,3 – 100,0)
Valor Preditivo Positivo	 80,0%  (IC 95%: 29,9 – 98,9)
Valor Preditivo Negativo	 97,2%  (IC 95%: 93,2 – 99,0)

Discussão e Conclusão

No presente estudo nove (4,94%) ratos foram 
positivos na RIFI, ao MAT dezessete (9,34%) 
foram reagentes à diluição 1:25 e cinco (2,75%) à 
diluição 1:50. Dubey et al. (2006) constataram uma 
prevalência de 0,9% utilizando o MAT com ponto de 
corte de 1:40, em 238 ratos da espécie R. norvegicus 
na ilha de Grenada, West Indies, Caribe. Yai (2007) 
estudou 68 capivaras do estado de São Paulo e 
encontrou uma soroprevalência de 75% utilizando 
o MAT e o ponto de corte na diluição 1:25. Em um 
trabalho realizado no México, Dubey et al. (2009) 
encontraram uma prevalência de ratos infectados de 
0,8% (2/249) e de 3,1% (4/127) de camundongos, 
utilizando o MAT na diluição 1:25. Em Israel, Salant 
et al. (2009) obtiveram uma prevalência em torno de 
84% (21/25) para um titulo de 1:16 e 8% (2/25) para 
um título de 1:32 no MAT. Estes dados demonstram 
que a escolha da diluição a ser utilizada como ponto 
de corte no MAT deve levar em consideração a 

concordância aos testes considerados padrão ouro e 
a melhoria da validade dos resultados.

No Brasil, Silva, Cutolo e Langoni (2002) 
examinaram 100 soros de cada espécie ovina, caprina, 
canina e felina e compararam a RIFI e o MAT, em 
ambos os testes foram adotadas as diluições de 
1:16, 1:64 e 1:256. Os resultados apresentaram 
coeficiente kappa entre 0,59 a 0,84, indicando 
concordância entre os dois métodos. Franco et 
al. (2003) avaliando uma amostra de 157 soros de 
cães do município de Monte Negro, RO, observaram 
76,40% de animais positivos ao T. gondii pela RIFI 
(1:16) e, quando comparado com o MAT (1:25), 
verificaram sensibilidade de 85% e especificidade 
de 100%. Minho et al. (2004) compararam a RIFI 
e MAT em suínos experimentalmente infectados 
e obtiveram sensibilidade e especificidade 
semelhantes utilizando como ponto de corte na RIFI 
1:16 e no MAT 1:25, o cálculo de kappa resultou no 
índice 0,93 considerado excelente. . Em um estudo 
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realizado em suínos da região oeste do Paraná por 
Silva et al (2008), foram encontrados 7,2% de 
animais positivos, através do MAT.

Em um estudo comparativo de sensibilidade e 
especificidade com vários testes sorológicos para a 
detecção de anticorpos contra T. gondii, conduzido 
em 1000 porcas naturalmente infectadas e utilizando 
como teste padrão ouro o isolamento de parasitas 
viáveis, o MAT foi o mais especifico e sensível para 
o diagnostico de toxoplasmose crônica. (DUBEY et 
al., 1995). Segundo Marca et al. (1996) e Franco 
et al. (2003), o MAT apresenta alta sensibilidade 
e especificidade na detecção de anticorpos anti-T. 
gondii quando comparado a outras técnicas. Com 
o ponto de corte 1:100 no MAT, Klun et al. (2007) 
obtiveram uma concordância de kappa moderada, 
quando comparada ao ELISA, em um estudo 
realizado em ovinos naturalmente infectados pelo 
T. gondii. Como verificado em vários trabalhos 
com diferentes espécies animais, o MAT resulta 
num maior numero de resultados positivos e títulos 
ligeiramente mais altos quando comparados com 
a RIFI (SILVA; CUTOLO; LANGONI, 2002) e, 
como aponta Dubey et al. (1985), este resultado 
deve estar relacionado aos diferentes subtipos de 
IgG detectados em cada teste sorológico. 

Seefeldt et al. (1989) citam o MAT como prova de 
escolha frente ao ELISA e à RIFI para o diagnóstico 
de anticorpos anti-T. gondii em ovinos. Entre as 
principais vantagens do método estão a praticidade, 
a viabilidade para testar pequeno número de 
amostras, a facilidade de leitura sem necessidade de 
instrumentos especiais, a possibilidade de realização 
do teste para qualquer espécie animal e a de se testar 
amostras recentemente autolisadas, diferentemente 
do que ocorre com a RIFI. 

No presente estudo, mesmo que a concordância 
de kappa seja moderada, o ponto de corte na diluição 
1:50 foi o mais indicado para utilização do MAT 
no diagnóstico de toxoplasmose em ratos, pois 
melhorou a especificidade do teste e a validade dos 
resultados positivos, diminuindo o número de falsos 
positivos. 
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