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RESUMO

Frequéncia de anticorpos anti-Toxocara em frangos criados em sistema semi-
intensivo, no Norte do Parana, Sul do Brasil

Toxocariase € uma importante zoonose, com ampla distribuicdo mundial. A principal
via de transmissdo da doenga para humanos se deve a ingestédo acidental de ovos
de Toxocara spp. presentes NO solo. Estudos tém descrito a infecgcdo de seres
humanos pelo consumo de carne crua ou mal cozida de frango. Os frangos criados
em sistema semi-intensivo tém sido também considerados como sentinelas para a
contaminacdo de solo por ovos de Toxocara spp. Com a finalidade de avaliar a
presenca de anticorpos anti-Toxocara em frangos de corte, foram colhidas 189
amostras de sangue de frangos em um abatedouro no Norte do Parana. Os frangos
foram criados em sistema colonial/caipira (sistema semi-intensivo), em pequenas
propriedades rurais (n=7) pertencentes a produtores vinculados a uma associacao
de pequenos produtores. Os testes sorologicos foram realizados pela técnica de
ELISA indireto, utilizando-se antigenos excretoérios-secretérios (TES) de Toxocara
canis para deteccao de anticorpos IgY (IgG), com preadsor¢cdo do soro com
antigenos de Ascaridia galli, para reducéo de reacfes cruzadas. Como resultado, foi
obtida uma prevaléncia de 67,7% (128/189; IC 95%= 61,1-74,4), com uma variacao
de 29.6% a 100% entre as propriedades. N&o foi observada correlagcdo entre a
positividade dos animais quando comparada a area (p= 0,382) e a densidade
populacional de cées por propriedade (p= 0,785). Os resultados demonstraram alta
frequéncia de anticorpos anti-Toxocara em frangos de corte criados em sistema
semi-intensivo, indicando que essas aves podem ser indicadores de contaminacéo
ambiental por agentes de larva migrans. Outros estudos sdo necessarios para
avaliar os riscos associados a transmissdo de toxocariase aos humanos pelo
consumo da carne de frangos criados no sistema colonial/caipira.

Palavras-chave: ELISA; Gallus gallus domesticus; Soroprevaléncia; Toxocariase;
Zoonose.



ABSTRACT

Frequency of anti-Toxocara antibodies in broiler chickens reared under semi-
intensive system, in the State of Parand, southern Brazil

Toxocariasis is an important zoonosis of worldwide distribution. The main way of
transmission of the disease to human is the ingestion of soil containing embryonated
eggs of Toxocara spp., the etiological agent. Studies have indicated the ingestion of
raw or undercooked meat of chickens as another way of transmission. Besides, free-
range chickens have been considered a good sentinel for the contamination of soil by
Toxocara spp. eggs. The aim of this study was to evaluate the presence of anti-
Toxocara antibodies in naturally infected broiler chickens (n=189) slaughtered in an
abattoir located in Parana, southern Brazil. The chickens were reared in a semi-
intensive system by small familial farmers (n=7). An ELISA test was performed to
detect the presence of anti-Toxocara IgY after serum adsorption with Ascaridia galli
extract. An overall seroprevalence of 67.7% (128/189; 95% confidence interval [CI] =
61.1-74.4) was observed. The frequency of positive animals by farm ranged from
29.6% to 100%. The optical density and reactivity index indicated the possible
chronicity of infection of the evaluated chickens. Associations between the presence
of antibodies and the area where chickens were reared (p = 0.382) or the population
density of dogs on the farm (p = 0.785) were not observed. This study shows a high
frequency of Toxocara spp. infection in broiler chickens reared in semi-intensive
systems and provides significant evidence that chickens are good indicator of
environmental contamination by larva migrans agents. Further studies are necessary
to assess the risk factors associated with poultry infection and the likelihood of
toxocariasis transmission to humans via the ingestion of free-range chicken meat.

Keywords: ELISA; Gallus gallus domesticus; Seroloprevalence, Toxocariasis,
Zoonosis.
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Resumo

Com a finalidade de avaliar a presenca de anticorpos anti-Toxocara spp. em frangos de corte,
foram colhidas 189 amostras de sangue de frangos em um abatedouro no Norte do Parana. Os
frangos foram criados em sistema colonial/caipira (sistema semi-intensivo), em pequenas
propriedades rurais (n=7) pertencentes a produtores vinculados a uma associacao de pequenos
produtores. Os testes sorologicos foram realizados pela técnica de ELISA, utilizando-se
antigenos excretorios-secretorios (TES) de Toxocara canis para deteccdo de anticorpos IgY
(IgG), com preadsorcdo do soro com antigenos de Ascaridia galli, para reducdo de reacdes
cruzadas. Como resultado, foi obtida uma frequéncia de 67,7% (128/189; IC 95%= 61,1-
74,4), com uma variacdo de 29.6% a 100% entre as propriedades. Em relacdo a DO
(densidade 6tica), 91,4% (n=117) apresentaram DO maior do que o valor de corte e menor do
que o dos controles positivos (0,165<0D>0,398). Em 8,6% (n=11) a DO foi igual ou maior
do que aquela observada no controle positivo (0,398). Os IRs variaram de 0,19 a 0,99 e de 1,0
a 3,4, respectivamente, para as amostras negativas e positivas (IR média= 1,36). Dos frangos
positivos, 44,5% apresentaram IR entre 1,0 e 1,49; 47,7% de 1,5 a 2,4; e, 7,8%; maior do que
2,5. Ndo foi observada correlacdo entre a positividade dos animais quando comparada a area
(p= 0,382) e a densidade populacional de cées por propriedade (p= 0,785). Os resultados do
nosso estudo demonstraram a alta frequéncia de anticorpos anti-Toxocara em frangos de corte
criados em sistema semi-intensivo.

Palavaras-chave: ELISA; Gallus gallus domesticus; Soroprevaléncia; Toxocariase; Zoonose.
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1. Introducéo

Das diversas fontes de proteinas conhecidas, a carne e 0s ovos de galinha
representam os mais consumidos em todo mundo. Essas aves sdo criadas em uma variedade
de sistemas de producdo, desde a criacdo a campo ou semi-intensivo, até em condicdes
totalmente controladas e automatizadas (FAO 2017).

A criacdo em sistema colonial/caipira exige pequeno investimento levando a mais de
50% das familias rurais utilizarem a avicultura como fonte de renda e consumo familiar
(Sonaiya e Swan 2004). A tendéncia mundial em consumir produtos cada vez menos
processados, inclusive a carne de frango é outro estimulador da criagdo em sistema
colonial/caipira (Figueiredo 2014). Apesar das vantagens oferecidas por esse sistema de
criagdo, as aves sdo expostas a um maior numero de agentes presentes no ambiente,
principalmente aos parasitos, devido ao seu habito de alimentacdo que envolve o consumo de
nutrientes presentes no solo (Ben Slimane 2016; Ferdushy et al. 2016; Javaregowda et al.
2016). Em Bangladesh, foi observado que aves criadas em vida livre foram mais suscetiveis a
infeccdo por parasitos de frangos em relacdo as aves criadas em sistema intensivo (Rabbi et
al. 2006).

A criacdo de aves em sistema semi-intensivo ou extensivo em propriedades com a
presenca de cées e gatos aumenta o risco de contaminagéo de carne e produtos por helmintos
gue podem ser transmitidos ao ser humano, pela ingestdo de carne crua ou mal cozida de
frangos (Cardozo e Yamamura, 2004; Taira et al. 2004; Moreira et al. 2014; Zibaei et al.
2016), como € o caso da toxocariase, zoonose de distribuicdo mundial e considerada uma das

mais prevalentes na populacdo humana (Rubinsky-Elefant et al. 2010).
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Estudos sobre a infeccdo natural por Toxocara spp. em frangos sdo escassos na
literatura e sdo restritos as recentes pesquisas realizados no Brasil, onde foi verificada alta
prevaléncia de anticorpos anti-Toxocara em frangos de vida livre comercializados em feiras
de Feira de Santana, Bahia (von Sohsten 2017) e de diferentes origens, em Vila Velha,
Espirito Santo (Campos-da-Silva et al. 2015). Estes estudos, entretanto, ndo avaliaram dados
referentes aos fatores envolvidos na infecgdo das aves.

O presente trabalho teve como objetivo estudar possiveis fatores de risco e a
prevaléncia de anticorpos anti-Toxocara spp. em frangos (Gallus gallus domesticus) abatidos
oriundos de uma cooperativa formada por proprietarios de pequenas areas rurais em sistema

colonial/caipira no Norte do Parand, Brasil.

2. Materiais e método

2.1 Local do Estudo

O soro dos frangos avaliados no estudo foi obtido em um abatedouro localizado no
municipio de Barra do Jacaré, estado do Parand, Sul do Brasil (23° 06' 54" S; 50° 10' 53" W).

O abatedouro foi selecionado por participar da cadeia de produgdo de um grupo de
pequenos produtores com pequenas propriedades (média= 8 hectares) em sistema de
cooperacdo (n= 7 propriedades). As unidades de producdo agropecuarias tém como principal
fonte de renda familiar a producéo de frangos de corte.

O abatedouro, que é a sede da cooperativa, adquiria mensalmente, de uma industria
de frangos, 2000 animais (linhagem Label Rouge) com um dia de vida. Na mesma
propriedade onde se localiza o abatedouro, os pintainhos foram mantidos por 30 dias para
adaptacdo em galpdes (250m?) de piso cimentado, alimentados com racdo & base de milho

(Zea mays) e agua ad libitum.
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Apds o periodo de adaptacdo, 1000 aves foram transferidas para as propriedades
pertencentes ao grupo. O sistema foi adotado de maneira continua entre o abatedouro e as sete
propriedades.

Nas propriedades, os frangos foram criados em sistema semi-intensivo (area de 1200
a 5000 m?), mantidos com racéo & base de milho (Zea mays) e 4gua ad libitum. Apés um ciclo
de 60-90 dias, aproximadamente uma média de 100 frangos, por semana, de cada propriedade
do grupo foram destinadas ao abatedouro.

Todas as informacOes sobre a area de criacdo das aves, numero de cdes e gatos,

relacionadas as propriedades, foram fornecidas pelo gerente do abatedouro.

2.2 Coleta de amostras
As amostras de sangue dos frangos foram coletadas, semanalmente, entre maio a
julho de 2016.
A coleta foi de 27 amostras por propriedade, em um total de 189 amostras.
As amostras de sangue foram obtidas obedecendo ao fluxograma de abate. Os tubos
contendo o sangue foram centrifugados (1650g; 10 minutos), para a obtencdo de soro, e este

foi transferido para criotubos, armazenados a -20°C até o seu processamento.

2.3.Preparo do Antigeno

Antigenos secretorios-excretorios de L3 de T. canis (TES) foram obtidos de acordo
com o método descrito por Elefant et al. (2006). Ovos foram coletados do Utero de fémeas
adultas de T. cani, e ap6s um periodo de incubagdo (28°C) de aproximadamente um més em

formalina 2%, as larvas foram recuperadas, apos a ecloséo artificial dos ovos.
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As larvas foram mantidas em meio Eagle’s (37°C), e a cultura do sobrenadante
contendo o TES foi semanalmente transferida para frascos estéreis. O sobrenadante foi
tratado com 200 mM de inibidor de fluoreto de protease (fenil-metil-sulfonil, Sigma®, St.
Louis, MO), concentrado 50 a 100 vezes em Aparelho Amicon Ultrafiltration (Millipore®,
Danvers, MA, EUA), dialisado com agua destilada, centrifugado (18500 x g, 60 min, 4° C), e
filtrado com Membranas Millipore 0.2 um. O método de Lowry foi utilizado para mensurar a

concentracdo de proteina (Lowry et al. 1951).

2.4 Adsorcao do soro com extrato de Ascaridia galli (AWE)

Levando em consideracdo que as aves vivem em contato direto com o solo e sdo
suscetiveis a infeces por outros geohelmintos, além do Toxocara spp., antes da realizagcdo do
ELISA, foi realizada adsorcdo com antigenos de Ascaridia galli, para minimizar a reacéo
cruzada com anticorpo de Toxocara spp., € consequentemente aumentar a especificidade do
teste (Campos-da-Silva et al. 2015; von Sohsten et al. 2017).

Para obtencéo de AWE, foi seguido o protocolo descrito por Romasanta et al. (2003)
e Elefant et al. (2006). Primeiramente os adultos de A. galli foram recuperados do intestino de
frangos naturalmente infectados. Posteriormente, os parasitos foram macerados em agua
destilada e receberam NaOH, até a concentracdo de 0.15 M. O material foi incubado
(temperatura ambiente, 2 horas) e neutralizado com HCI 6M. O extrato foi tratado com éter
para remog&o dos lipidios e apos esse procedimento o material foi centrifugado (18500 g; 20
min a 4°C).

A fase aquosa foi removida e filtrada (0,22 um membrana Millipore). O soro foi pré-
incubado com uma concentragéo final de 25 pg/mL AWE em 0,01 M de fosfato tampéo salina

(PBS, pH 7,2), contendo 0.05% de Tween 20 (PBS-T) (Sigma®, St. Louis) (37°C; 30 min).
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2.5 Teste de ELISA indireto para a deteccdo de IgY anti-Toxocara

Para avaliacdo de anticorpos (IgY) anti-Toxocara (IgG), foi adotado o teste de
ELISA indireto (Enzyme-Linked Immunosorbent Assay- Ensaio Imunoenzimatico) baseado no
protocolo descrito por De Savigny et al. (1979), com algumas modificacdes (Elefant et al.
2006). Sucintamente, placas de 96 pocos de poliestireno (100 pL/pogo) (Corning, Costar,
New York, NY) foram cobertas com o TES diluido em 0.01M de PBS (pH 7.2) na
concentracdo de 1.9 pg/mL. Posteriormente, o material foi incubado (37°C, 2 h seguido por
4°C, 18 h), os pocos lavados e cada um deles preenchido com 200 pL albumina de soro
bovino 1% (BSA, Sigma, St. Louis, USA) em PBS-T 20, e submetido a incubacgédo (37°C, 1
h).

Depois da lavagem, as amostras de soro (100 pL/poco) foram diluidas a 1:200 e
incubadas em duplicata (37°C, 40 min). As placas foram entdo lavadas e submetidas a
incubacdo (100uL/pogo) com IgY-peroxidase anti-galinha produzido em coelhos (A9046-
Sigma-Birmingham, AL, USA) e diluido a 1:40000 em PBS-T (37°C, 40 min).

O material foi lavado e foi adicionado como substrato cromogénico a solucdo de
tetrametilbenzidina (TMB-BD®, San Diego, CA, USA) (100 uL/poco). Apés incubacio
(37°C, 6 min), a reacdo foi interrompida com solucdo de H,SO,4 2N (50 pL/poco). As leituras
foram feitas com absorbancia de 450 nm (Titertek Multiskan MCC/340, Lab-System,
Finlandia).

Os ciclos de lavagem estabelecidos no teste ELISA consistiram de trés ciclos de
cinco minutos em PBS-T 20.

Os controles de soro positivo e negativo usados no nosso estudo e nagquele conduzido
por von Sohsten et al. (2017) foram os mesmos obtidos em um estudo experimental, em que
trés grupos de frangos foram infectados com diferentes doses infectantes (100; 1000 e 5000)

de ovos de T. canis (Raposo et al. 2014).
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De acordo com Raposo et al. (2014), o teste de ELISA é altamente eficiente
(acuréacia de 97%; sensibilidade 96,8% e especificidade de 100%) para a deteccéo de IgY aos
60 dias pos- infecdo, independente da dose infectante.

Todas as amostras foram avaliadas em duplicata, e a densidade ética (OD) final foi
determinada a partir da média das duplicatas. Os niveis de anticorpos foram expressos como
indice de reatividade (IRs), calculado pela razéo entre os valores de absorbéancia de cada teste
e o valor do ponto de corte (cut-off) (RI= DO amostras/ DO cut-off). Amostras que

apresentaram RIs superiores a 1 foram consideradas positivas.

2.6 Anélises de resultados

O teste de correlacdo de Pearson foi utilizado para avaliar a relagdo entre as
variaveis: 1) area onde as aves eram criadas e 2) a densidade populacional de cées por fazenda
(m?), em relacdo & frequéncia de aves positivas no ELISA. O intervalo de confianca de 95%
foi obtido utilizando o método de Wilson, de acordo com Sundar Dorai-Raj (2014), com uso

do pacote do software R (2016).

3. Resultados

Nossos resultados indicam uma positividade para anticorpos (IgY) anti-Toxocara
spp. de 67,7% (128/189; IC 95%= 61,1-74,4) em frangos criados em sistema semi-intensivo,
pelo teste de ELISA.

A tabela 1 resume a DO, IRs e a frequéncia de aves positivas por propriedade. Foi
observada que a positividade no teste de ELISA variou de 29,6% a 100%.

O célculo do valor de corte foi baseado no valor da DO do controle negativo (0,087)

adicionado a 4 desvios-padroes (4x0,0194= 0,078), resultando em 0,165.
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Foi comparada a DO dos animais com aquelas dos controles positivos e negativos.
Foi observado que 91,4% (n=117) apresentaram DO maior do que o valor de corte e menor do
que o dos controles positivos (0,165<0D>0,398). Em 8,6% (n=11) a DO foi igual ou maior
do que aquela observada no controle positivo (0,398).

Os IRs variaram de 0,19 a 0,99 e de 1,0 a 3,4, respectivamente, para as amostras
negativas e positivas (IR média= 1,358). Dos frangos positivos, 44,5% apresentaram IR entre
1,0e1,49; 47,7% de 1,5 a 2,49; e, 7,8%; maior do que 2,5 (Figura 1).

O numero de cées por propriedade variou de 1 a 12 (média= 3,9), e a area onde 0s
frangos eram criados variou de 120 a 5000 m? (média= 2293m?).

Levando em consideracdo a frequéncia de amostras positivas no ELISA, ndo foi
observada correlacdo quando comparada a area (p= 0,382) ou a densidade de cées (p= 0,785)

com a frequéncia de animais positivos.

4. Discussao

No presente estudo, foi avaliada a presenca de anticorpos anti-Toxocara spp. em
frangos criados em sistema semi-intensivo, e abatidos em um abatedouro no Sul do Brasil. A
soroprevaléncia obtida em nosso estudo foi de 67,7%. No Brasil, a alta frequéncia de
anticorpos IgY anti-Toxocara spp. também foi detectada pelo ELISA no soro de frangos com
diferentes origens, criados em sistema de vida livre (Campos-da-Silva et al. 2015), e frangos
de corte comercializados em feiras livres (von Sohsten et al. 2017), com positividade 58,5% e
89,9%, respectivamente.

Frangos criados em sistema semi-intensivo séo altamente infectados por parasitas de
aves (Ben Slimane 2016; Ferdushy et al. 2016; Javaregowda et al. 2016) e podem facilmente
ingerir os estagios infectantes de muitos geoparasitos devido ao habito de ciscar e ingerir

pequenas particulas do solo enquanto se alimentam (Rabbi et al. 2006).
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Pesquisdores observaram que frangos criados em quintais sdo mais susceptiveis a
infeccdo por geoparasitos do que frangos de corte criados em sistema intensivo em
Bangladesh (Rabbi et al. 2006). Assim, o alto numero de frangos sororeagentes em nosso
estudo estad dentro das expectativas, uma vez que os frangos de corte eram criados semi-
intensivamente em areas facilmente acessadas por cées.

Além disso, a adsorcdo do soro com antigenos de A. galli foi adotada para minimizar
a reacdo cruzada (Elefant et al. 2006; Campos-da-Silva et al. 2015; von Sohsten et al. 2017).
Estes ultimos autores observaram que o tratamento prévio com soro de frangos com antigenos
de A. galli reduziu aproximadamente 15% os valores de densidade Optica obtidos no ELISA.

Em um estudo experimental utilizando frangos como modelo animal (da Silva
Raposo et al. 2016), foi observado um aumento progressivo no IR, caracterizando uma
tendéncia de cronicidade da infeccdo por T. canis (IR= 1,6; 2,2 e 2,1, respectivamente, para
frangos infectados com 100, 1000 e 5000 ovos). No presente estudo, a maioria dos frangos
mostrou IR maior do que 1,5, mais baixo do que o IR (média RI= 2,03) observado em frangos
comercializados em feiras-livres (von Sohsten et al. 2017).

Nos avaliamos amostras de frangos: 1) com a mesma alimentacdo; 2) expostos ao
mesmo sistema de criagdo; 3) expostos por periodo de tempo determinado (60-90 dias),
excluindo algumas varidveis de confundimento associadas a infec¢do, particularmente o
periodo de exposicao das aves.

Campos-da-Silva et al. (2015) consideraram que frangos podem ser categorizados em
relacdo a resposta contra Toxocara spp. com base nos perfis de DO. Se a DO é maior que a
DO que a do controle-negativo e inferior a do controle positivo, podem ser classificados
como: tiveram contato com o agente (infeccdo passada); ou, infectados por outros nematddeos
(infeccdo cruzada). Os frangos com DOs iguais ou maiores que as do controle-positivo

provavelmente possuem infeccdo recente por Toxocara spp.
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NOs observamos que a maioria das aves (91,4%) apresentou DO maior do que o
valor de corte e menor do que o controle-positivo. Levando em consideracdo o IR e a DO, nédo
é plausivel considerar que os frangos avaliados haviam se infectado progressivamente, uma
vez que o ciclo de vida das aves foi curto (cerca de 90 dias). Assim, a presenca de anticorpos
provavelmente ocorreu como consequéncia de uma infeccdo prévia, e a persisténcia de IgY
reforca hipdtese de que a infeccdo dos frangos por Toxocara tende a ser crénica.

No presente estudo, a frequéncia de frangos soropositvos, por propriedade, variou de
29,6 a 100%. A variacdo de anticorpos anti-Toxocara tem sido considerada como dependente
da origem dos frangos. Campos-da-Silva et al. (2015) observaram prevaléncias variaveis de
anticorpos ao avaliarem amostras de frangos de pequenas fazendas (78,6%), criados em
quintais (57,0%), de abatedouros (42,8%), e necropsiados em uma Universidade (42,5%).
Outro estudo, realizado durante oito meses, apresentou resultados similares (variacdo de
50,0% a 100%) ao analisar amostras de frangos vendidos em feiras (von Sohsten et al. 2017).

Alguns fatores de risco tém sido associados a toxocariase. Em humanos, a doenca
tende a ser mais prevalente em areas rurais, onde a presenca de cées e a contaminacao do solo
sdo frequentes (Rubinsky-Elefant et al. 2010). Desta forma, é possivel considerar que frangos
criados extensivamente ou semi-intensivamente, em ambiente rural, séo comumente expostos
a ovos de Toxocara.

As aves avaliadas no nosso estudo viviam em ambientes cohabitados por animais de
companhia, principalmente cdes. A frequéncia de positividade do ELISA, entretanto, ndo foi
associada com a densidade populacional de cdes nas fazendas ou com a area onde as aves
eram criadas. Nosso estudo avaliou baixo nimero de propriedades (n=7), o que

provavelmente, limitou a avaliagdo de fatores de risco associados a infecgéo.
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Artigos publicados recentemente tém mostrado a presenca de anticorpos anti-
Toxoplasma gondii em frangos de vida livre, incluindo o Brasil (Feitosa et al. 2016; Lopes et
al. 2016; Magalhaes et al. 2016; Souza et al. 2016). Esses animais tém sido considerados
excelentes sentinelas e um dos melhores indicadores de contaminacdo ambiental por oocistos
de T. gondii (Dubey et al. 2006; Dubey 2010). Sugestdes similares foram feitas por Campos-
da-Silva et al. (2015) em relacéo ao papel dos frangos como sentinelas para a contaminacgéo
do solo por ovos de Toxocara, fato reforcado pelas nossas conclusdes.

Em nosso estudo, ndo foi possivel avaliar a presenca de larvas nos tecidos dos
frangos. Zibaei et al. (2016) demonstraram a presenca de larvas de Toxocara no tecido de
frangos de corte. Apds amplificacdo de DNA pela PCR, os autores observaram que 83,3%
eram de T. canis e 16,7% de T. cati. Os autores concluiram que frangos de corte podem ser
hospedeiros paraténicos naturais de espécies de Toxocara, e que essas larvas nos tecidos das
aves podem ser agentes de toxocariase em humanos quando esses consomem a carne crua ou
mal cozida das aves, como descrito por Nagakura et al. (1989) e Morimatsu et al. (2006).

Baseado nas condi¢des em que os frangos foram criados e o alto nivel de anticorpos
observado em nosso estudo e por outros autores (Campos-da-Silva et al. 2015; von Sohsten et
al. 2017) é importante levar em consideracdo que frangos em sistema livre de criacdo sdo
fonte de infecgcdo para humanos e animais, com especial atencdo para fazendeiros/pessoas que
estédo envolvidas com esse tipo de sistema de criacao.

Estudos futuros sdo necessarios para avaliar os fatores de risco associados a infec¢do
de frangos por Toxocara spp. e determinar a quantidade de reacdo cruzada no teste ELISA,
além do papel dessas aves na transmissao da toxocariase aos seres humanos.

Os resultados do presente estudo demonstraram alta frequéncia de anticorpos anti-
Toxocara em frangos corte criados em sistema semi-intensivo. Esses animais podem servir

como sentinela natural para a contaminacao do solo por ovos de Toxocara spp.
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Tabela 1 — Densidade Otica (DO) e Indices de Reatividades (IR) médios, e frequéncia de

anticorpos (IgY) anti-Toxocara spp. detectados pelo teste de ELISA indireto em frangos

criados em sistema semi-intensivo obtidos em um abatedouro no Norte do Parana, Brasil.

2017.
Resultado ELISA
Positivo Negativo

Propriedade DO £dp IR+dp N % (1C 95%) N %
I 0,310 +0,077 1,881+ 0,466 26 96,3 (81,7-99,3) 1 3,7

I 0,301 +0,085 1,826 £0,515 27  100,0 (87,5-100,0) 0 0,0

i 0,271 +0,094 1,641 +0,570 25 92,6 (76,6-97,4) 2 7,4
v 0,212+0,079 1,288 +£0,478 21 77,8 (59,2-89,4) 6 22,2
\Y 0,167 £ 0,063 1,009 £ 0,379 11 40,7 (24,5-59,3) 16 59,3
VI 0,155+0,049 0,942 £ 0,297 8 29,6 (15,6-48,5) 19 70,4
VI 0,152 +0,054 0,919 £0,330 10 37,0 (21,5-55,8) 17 63,0
Total 0,224+0,071  1,092+0,434 128 67,7 (60,8-74,0) 61 32,3

DO: Densidade Otica; IR: Indice de reatividade; N: nimero; IC: Intervalo de Confianga
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Figura 1 — Box-plot apresentando a distribuicio dos Indices de Reatividade de anticorpos de
anticorpos (IgY) anti-Toxocara spp, detectados pelo teste de ELISA indireto em frangos
criados em sistema semi-intensivo obtidos em um abatedouro no Norte do Parana, Brasil.
2017.



27

2 ARTIGO CIENTIFICO EM LINGUA INGLESA
High frequency of anti-Toxocara antibodies in slaughtered broiler chickens

Adilson Cardoso de Oliveira', Guita Rubinsky-Elefant?, Aline da Silveira Batista’, Yslla
Fernanda Fitz Balo Merigueti!, Vamilton Alvares Santarém*”

1 Post-Graduate Program in Animal Science. Universidade do Oeste Paulista (UNOESTE),
Presidente Prudente, S&o Paulo, Brazil.

2 Laboratory of Seroepidemiology and Immunobiology- Instituto de Medicina Tropical de

Sé&o Paulo - University of Sdo Paulo, S&o Paulo, Brazil.

3 Post-Graduate Program in Animal Science. Laboratory of Veterinary Parasitology,
Veterinary Teaching-Hospital (UNOESTE), Presidente Prudente, S&o Paulo, Brazil.

Corresponding Author: Laboratorio de Parasitologia Veterinaria, Hospital Veterinrio da
Universidade do Oeste Paulista (UNOESTE), Raposo Tavares Km 572, Bairro Limoeiro,
Presidente Prudente, S&o Paulo, Brasil. CEP: 19067-175. Phone: +5518 32292077. E-mail:

vamilton@unoeste.br



28

Abstract

The aim of this study was to evaluate the presence of anti-Toxocara antibodies in naturally
infected broiler chickens (n=189) slaughtered in an abattoir in southern Brazil. The chickens
were reared in a semi-intensive system by small familial farmers (n=7). An ELISA test was
performed to detect the presence of anti-Toxocara spp. IgY after serum adsorption with
Ascaridia galli extract. An overall seroprevalence of 67.7% (128/189; 95% confidence
interval [CI] = 61.1-74.4) was observed. The frequency of positive animals by farm ranged
from 29.6% to 100%. The optical density and reactivity index indicated the possible
chronicity of infection of the evaluated chickens. Associations between the presence of
antibodies and the area where chickens were reared (p = 0.382) or the population density of
dogs on the farm (p = 0.785) were not observed. This study shows a high prevalence of
Toxocara spp. infection in broiler chickens reared in semi-intensive systems and provides
significant evidence that chickens are a good indicator of environmental contamination by
larva migrans agents. Further studies are necessary to assess the risk factors associated with
poultry infection and the likelihood of toxocariasis transmission to humans via the ingestion
of free-range chicken meat.

Key words: ELISA; Gallus gallus domesticus; seroprevalence; toxocariasis; zoonosis.

1. Introduction

Poultry, one of the most important and rich sources of protein for humans, are reared
intensively in fully automated, environmentally controlled systems, or even in backyards

under semi-intensive systems (FAO 2017).
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Backyard production methods imply low biosecurity measures and a high risk of
infectious diseases (Conan et al. 2012; Ibrahim et al. 2016). Free-range chickens, for instance,
harbour a wide variety of geo-parasites, becoming highly infected during feeding (Ben
Slimane 2016; Ferdushy et al. 2016; Javaregowda et al. 2016). In Bangladesh, chickens reared
in backyards were significantly more susceptible to infections by parasites than those reared
in an intensive system (Rabbi et al. 2006).

Chickens have been considered sentinels for environmental contamination by soil-borne
parasitic diseases (Cardoso, Yamamura 2004), mainly toxoplasmosis, a zoonosis that may be
transmitted to humans via the ingestion of undercooked, infected chicken meat (Dubey 2010).

Chickens are also considered as a sentinel for soil contamination by the eggs of dog/cat
Toxocara spp. (Campos-da-Silva et al. 2015; von Soéhsten et al. 2017), a nematode
responsible for human toxocariasis, one of the most prevalent helminthiases in the world
(Rubinsky-Elefant et al. 2010). Toxocariasis is primarily transmitted to humans via the
ingestion of soil containing embryonated eggs; however, the consumption of raw or
undercooked meat from these animals may also represent an alternative route of transmission
to humans (Nagakura et al. 1989; Taira et al. 2004; Morimatsu et al. 2006).

Recent studies on natural infections in free-range chickens have shown a high
prevalence of anti-Toxocara antibodies in poultry commercialized in street markets (von
Sohsten et al. 2017) and from different origins (Campos-da-Silva et al. 2015), along with the
presence of Toxocara larvae (T. canis and T. cati) in the tissues of the animals (Zibaei et al.
2016).

Despite the high prevalence of anti-Toxocara antibodies in chickens, there is a lack of
information regarding the factors associated with the infection.

In our study, we aim to evaluate the presence of anti-Toxocara IgY antibodies in

slaughtered broiler chickens, in addition to other factors associated with the infection.
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2. Materials and methods

2.1 Study area
The serum samples of the chickens evaluated in this study were obtained in a
slaughterhouse located in the municipality of Barra do Jacaré, state of Parana, southern Brazil

(23° 06' 54" S; 50° 10' 53" W).

2.2 Farms and animals

The slaughterhouse was selected based on their management of an association of small
farms (n=7) that were characterized by family maintenance, covered a small area (average = 8
hectares), and produced broiler chickens as the major source of family income.

From the association, the slaughterhouse obtained animals (lineage Label Rouge), aged
one day, from a chick industry. These birds were kept for a 30-day adaptive period in a shed
(250 m?) belonging to the slaughterhouse. During this period, the chicks were reared in a
concrete shed base, fed with rations based on corn (Zea mays) and given water ad libitum.
Following the adaptive period, 1000 animals were then transferred to the farms to be reared in
cycles of 60-90 days.

On the farms, chickens were reared in a semi-intensive system (area from 1200 to 5000
m?) and given rations based on corn (Zea mays) and water ad libitum.

All the information regarding their properties was provided by the slaughterhouse

manager.

2.3 Sample collection

The samples were obtained from May to July 2016. The sample collection was

performed weekly to obtain samples of chicken reared on different farms.



31

The number of samples was established to be 25 animals (25% of the 100 chickens
returned to slaughter weekly), but 27 samples were collected, for a total of 189 samples.

Blood samples were obtained in vacuum tubes following the slaughter of the chickens.
The tubes were centrifuged (1650 g; 10 min) to obtain the serum samples, which were

transferred into cryotubes and stored at -20°C for processing.

2.4 Antigen preparation

T. canis excretory-secretory Ls antigens (TES) were obtained according to a previously
described method (Elefant et al. 2006). Briefly, T. canis eggs were collected from the uteruses
of female T. canis adult worms. Following an incubation (28°C) period of approximately one
month in 2% formalin, larvae were recovered after egg hatching. The larvae were kept in
serum-free Eagle’s medium (37°C), and the culture supernatant containing the TES was
transferred to sterile flasks each week. Then, the supernatant was treated with 200 mM of the
protease inhibitor phenyl-methyl-sulfonyl fluoride (Sigma®, St. Louis, MO), concentrated
with Amicon Ultrafiltration units (Millipore®, Danvers, MA, USA), dialysed against distilled
water, centrifuged (18500 x g, 60 min, 4°C), and filtered with 0.2-uM Millipore membranes.
Protein concentration measurements were performed using Lowry’s method (Lowry et al.

1951).

2.5 Ascaridia galli adult worm extract (AWE)

Birds living in direct contact with soil are susceptible to infection by transmission of
other soil-borne helminths, in addition to Toxocara spp. Before performing the enzyme-linked
immunosorbent assay (ELISA), the chicken serum was treated with Ascaridia galli antigen
suspension to minimize the cross-reactivity with Toxocara antibodies and, consequently, to

increase its specificity (Campos-da-Silva et al. 2015; von Sohsten et al. 2017).
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To obtain the AWE, we followed the previously described protocol (Romasanta et al.
2003; Elefant et al. 2006). First, adult A. galli were recovered from the bowel of a naturally
infected chicken. The worms were then macerated in distilled water, receiving additional
NaOH until a final concentration of 0.15 M was obtained. The material was then incubated
(room temperature; 2 hours) and neutralized with 6 M HCI. Thereafter, the extract was treated
with ether to remove the lipids and centrifuged (18500 g; 20 min; 4°C). The aqueous phase
was removed and filtered (0.22-uM Millipore membrane). The sera were pre-incubated to a
final concentration of 25 ug/mL AWE in 0.01 M phosphate-buffered saline (PBS, pH 7.2)

with 0.05% Tween 20 (PBS-T) (Sigma®, St. Louis) (37°C; 30 min).

2.6 Indirect ELISA test for IgY anti-Toxocara detection

An indirect ELISA was performed to evaluate the production of anti-Toxocara IgY
(IgG) antibodies according to the previously described protocol (De Savigny et al. 1979) with
some modifications (Elefant et al. 2006). Briefly, 96-well polystyrene plates (Corning, Costar,
New York, NY) were coated (100 pL/well) with TES diluted in 0.01 M PBS (pH 7.2) to a
concentration of 1.9 pg/mL. Following incubation (37°C, 2 h followed by 4°C, 18 h), the
wells were washed, and thereafter, each well was blocked with 200 pL of 1% bovine serum
albumin (BSA, Sigma, St. Louis, USA) in PBS-T 20 and then incubated at 37°C for 1 h.

After washing, the serum samples (100 pL/well), diluted 1:200, were incubated in
duplicate (37°C, 40 min). The plates were then washed and incubated (100 pL/well) with
anti-chicken IgY-peroxidase produced in rabbit (A9046-Sigma-Birmingham, AL, USA),

diluted at 1:40,000, in PBS-T (37°C, 40 min).
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The material was washed, and tetramethylbenzidine (TMB-BD®, San Diego, CA, USA)
was added as the chromogenic substrate (100 pL/well). Following incubation (37°C, 6 min),
the reaction was stopped using a 2N H,SO, solution (50 pL/well). The absorbance readings
were performed at 450 nm (Titertek Multiskan MCC/340, Lab-System, Finland).

The ELISA test included three washes for 5 min each in PBS-T 20.

The positive and negative control sera used in our study and elsewhere (von Séhsten et
al. 2017) were the same as those obtained in an experimental trial, in which three groups of
chickens were infected with different (100, 1000, and 5000) infective doses of T. canis eggs
(da Silva Raposo et al. 2016). According to these authors, ELISA was highly efficient
(efficiency 97%, sensitivity 96.8%, specificity 100%) in the detection of IgY on the 60th day
post-infection, independent of the infective dose.

All the samples were evaluated in duplicate, and the final DO was determined as the
average of the duplicates. Antibody levels were expressed as reactivity indices (RIs) and were
calculated from the ratio between the absorbance values of each tested sample and the cut-off
value (RI = DO sample / DO cut-off). The samples with RIs greater than 1 were considered

positive.

2.7 Analysis of the results

The Pearson correlation test was performed to evaluate the relationship between the
density of dogs per farm (m?) and the frequency of ELISA positivity. A 95% confidence
interval (CI) was obtained using the Wilson method according to Sundar Dorai-Raj (2014).
All analyses were performed with R software (R Development Core Team 2013), and the

results were interpreted at a 0.05 significance level.
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3. Results
Our screening obtained positive results for anti-lIgY anti-Toxocara antibodies in 67.7%

(128/189; 95% CI = 61.1-74.4) of the free-range chickens by indirect ELISA test.

Table 1 summarizes the ODs, RIs, and frequencies of poultry that tested positive per
farm. The ELISA positivity ranged from 29.6% to 100%.

The cut-off calculation was based on the OD value of the negative control (0.087) plus 4
SDs (4X 0.19), resulting in a value of 0.165. We compared the ODs of the positive animals
with the ODs of the positive and negative controls. It was observed that 91.4% (n= 117) had
ODs higher than the cut-off and lower than the positive control (PC) (0.165 < OD > 0.398),
while in 8.6% (n=11), the OD was equal to or higher than the PC (0.398).

The RIs ranged from 0.19 to 0.99 and from 1.0 to 3.43, respectively, for the negative
and positive samples (Rl mean = 1.36). For chickens that tested positive, 44.5% showed RIs
between 1.0 and 1.49, 47.7% from 1.5 to 2.49, and 7.8% higher than 2.5 (Fig. 1).

The number of dogs by farm ranged from 1 to 12 (mean= 3.9), and the area where
chickens were reared varied from 1200 to 5000 m? (mean = 2293 m?). Considering the
frequency of positive results on the ELISA test, no correlation was observed when the area (p

= 0.382) and the density of dogs (p= 0.785) were compared.

4. Discussion

We screened for the presence of anti-Toxocara spp. antibodies in free-range chickens
slaughtered in an abattoir in southern Brazil. Our data revealed a high seroprevalence of the
antibodies (67.7%). In Brazil, a high frequency of anti-Toxocara IgY antibodies has also been
detected by ELISA in the sera of free-range chickens of different origins (Campos-da-Silva et
al. 2015) and also in broilers commercialized in street markets (von Sohsten et al. 2017), with

positive results obtained in 58.5% and 89.9% of samples, respectively.
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Chickens reared in semi-intensive systems are highly infected by poultry parasites (Ben
Slimane 2016; Ferdushy et al. 2016; Javaregowda et al. 2016) and can easily ingest the
infective stages of many geo-parasites due to scratching behaviours and ingesting small
particles directly from the soil while taking in food (Rabbi et al. 2006). These authors
observed that chickens reared in backyards were more susceptible to infection than broiler
chickens reared in an intensive system in Bangladesh. Therefore, the high number of
seroreagent chickens in our study is expected because the broilers were semi-extensively
reared in areas that are freely accessed by dogs. In addition, serum preabsorption with A. galli
antigen suspensions was performed to minimize cross-reactivity with Toxocara (Elefant et al.
2006; Campos-da-Silva et al. 2015; von Sohsten et al. 2017). In these studies, the authors
observed that the pre-treatment of chicken serum with A. galli antigens reduced the OD values
obtained in the ELISA by approximately 15%.

In an experimental study using chickens as the animal model (da Silva Raposo et al.
2016), a progressive increase in the RI was observed over the course of infection,
demonstrating a tendency towards chronicity (Rl = 1.6, 2.2 and 2.1, respectively, for chickens
infected with 100, 1000 and 5000 eggs). In the present study, most of the chickens had Rls
higher than 1.5, which were slightly lower than the RIs (mean RI = 2.03) observed in
chickens that were commercialized in street markets (von Séhsten et al. 2017).

We evaluated samples of chickens 1) of the same breed; 2) exposed to the same rearing
system; and 3) exposed during a defined period of time (60-90 days), excluding some
confounding variables associated with the infection, particularly during the period of
exposure. Campos-da-Silva et al. (2015) considered chickens with this OD profile to be in
three possible groups: infected, with past infection, or infected with another nematode (cross-
infection). The chickens with OD values equal to or greater than the PC likely were currently

infected with Toxocara spp. We observed that majority (91.4%) of the chickens had an OD
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higher than the cut-off and lower than the PC. Given the RI and the OD, the chickens could
not have had past infections because the lifespans of the evaluated chickens were short.
Therefore, the presence of antibodies was likely a consequence of a previous infection and the
persistence of 1gY, reinforcing the hypothesis that chicken infection by Toxocara is often
chronic.

In this study, the frequencies of seropositive chickens ranged from 29.6 to 100%. The
variation in the seropositivity of anti-Toxocara antibodies has been considered to be
dependent on the origin of the chickens. Campos-da-Silva et al. (2015) observed differences
in the prevalence rates of antibodies in evaluated samples of chickens from small farms
(78.6%), backyards (57.0%), slaughterhouses (42.8%), and necropsied at a university
(42.5%). Another study (von Sohsten et al. 2017) reported similar findings (50.0% to 100%)
and analysed samples of birds sold at street markets across eight different months.

Some risk factors have been associated with toxocariasis. In humans, toxocariasis tends
to be more prevalent in rural settings, where the presence of dogs and soil contamination are
high (Rubinsky-Elefant et al. 2010; Moreira et al. 2014). Therefore, it is likely that free-range
chickens reared in a rural environment are commonly exposed to Toxocara eggs.

The poultry evaluated in our study lived in environments that were cohabitated by pets,
particularly dogs. However, the frequency of positive ELISA tests was not associated with the
density of dogs on the farm or with the area where the poultry were reared. Our study
evaluated a small number of farms (n=7), which likely limited the evaluation of risk factors
associated with the infection.

Recently published articles have shown the presence of anti-Toxoplasma gondii
antibodies in free-range chickens around the world, including in Brazil (Feitosa et al. 2016;
Lopes et al. 2016; Magalh&es et al. 2016; Sousa et al. 2016). These animals are considered

excellent sentinel animals and one of the best indicators of environmental contamination by T.
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gondii oocysts (Dubey et al. 2006; Dubey 2010). A similar statement was made by Campos-
da-Silva et al. (2015) regarding the role of free-range chickens as a sentinel of soil
contamination by Toxocara eggs, which may be reinforced by our results.

In our study, it was not possible to evaluate the presence of larvae in the tissue of
chickens. Zibaei et al. (2016) demonstrated the presence of Toxocara larvae (83.3% of T.
canis and 16.7% of T. cati) in the tissue of broiler chickens by digesting the tissue in pepsin
followed by PCR assay. The authors concluded that broiler chickens can be natural paratenic
hosts for the larvae of Toxocara species, and in poultry, these larvae may be agents of human
toxocariasis when humans consume raw, undercooked chicken meat, as observed by
Nagakura et al. (1989) and Morimatsu et al. (2006).

Based on the conditions where chickens are reared and the high level of antibodies
observed in our study and by others (Campos-da-Silva et al. 2015; von Séhsten et al. 2017), it
is important to consider that the free-range environment may be a source of infection for
humans and animals, with special attention given to the farmers who are involved in free-
range chicken rearing activities.

In conclusion, the results of this study demonstrate that broiler chickens reared under
semi-intensive conditions can be naturally infected by Toxocara species, serving as a sentinel
of soil contamination by Toxocara eggs. Further studies are necessary to evaluate the risk
factors associated with the infection of chickens by Toxocara spp. and to determine the
amount of cross-reactivity in ELISA tests.
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Table 1 Frequencies of anti-Toxocara antibodies (IgY) in free-range broiler chickens detected

by indirect ELISA. State of Parand, southern Brazil. 2017.

Positive Negative

Farm OD £ sd RI £ sd N % (95% CI) N %
I 0.310+0.077 1.881+0.466 26 96.3 (81.7-99.3) 1 3.7

I 0.301£0.085 1.826+0.515 27 100.0(87.5-100.0) O 0.0
Il 0.271+£0.094 1.641+0570 25 92.6 (76.6-97.4) 2 7.4
v 0.212+0.079 1.288+0.478 21 77.8 (59.2-89.4) 6 222
V 0.167+£0.063 1.009+0.379 11 40.7 (24.5-59.3) 16 59.3
\4 0.155+0.049 0.942+0.297 8 29.6 (15.6-48.5) 19 704
VI 0.152 £0.054 0.919+0.330 10 37.0 (21.5-55.8) 17 63.0
Total 0224 +0.071 1.092+0.434 128 67.7 (60.8-74.0) 61 32.3

ClI: confidence interval; N: number; OD: optical density; RI: reactivity index; sd: standard

deviation
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Figure 1 — Box plot representing the distribution of the reactivity indexes of anti-Toxocara
antibodies (1gY) in free-range broiler chickens detected by indirect ELISA. State of Parana,
southern Brazil. 2017.
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ANEXO A

Resultado de teste de ELISA indireto para pesquisa de anticorpos anti-Toxocara spp. em
frangos criados em sistema semi-intensivo obtidos em um abatedouro no Norte do Parana,
Brasil. 2017. Leitura considerada como a Média da DO (densidade Otica) + 4 DP (desvio
padrdo) do cut-off. Resultados acima de 1 foram considerados positivos.

continua
L - Média + 2DP | Média + 3DP Média + 4DP
Amostra DO1 DO2 Média (0,126) (0,146) (0,165)
1 0,386 0,331 0,359 2,846 2,457 2,187
2 0,264 0,244 0,254 2,013 1,738 1,547
3 0,354 0,377 0,366 2,901 2,503 2,229
4 0,324 0,310 0,317 2,519 2,174 1,935
5 0,229 0,241 0,235 1,866 1,610 1,434
6 0,429 0,411 0,420 3,332 2,876 2,560
7 0,242 0,223 0,233 1,848 1,595 1,420
8 0,244 0,264 0,254 2,015 1,739 1,548
9 0,248 0,286 0,267 2,119 1,829 1,628
10 0,389 0,567 0,478 3,794 3,275 2,915
11 0,583 0,328 0,456 3,616 3,121 2,778
12 0,276 0,309 0,292 2,319 2,002 1,782
13 0,365 0,398 0,382 3,029 2,614 2,327
14 0,277 0,354 0,316 2,507 2,163 1,926
15 0,252 0,247 0,249 1,977 1,706 1,519
16 0,267 0,274 0,270 2,146 1,852 1,649
17 0,339 0,299 0,319 2,534 2,187 1,947
18 0,363 0,315 0,339 2,690 2,322 2,067
19 0,358 0,341 0,350 2,774 2,394 2,131
20 0,210 0,233 0,222 1,759 1,518 1,352
21 0,304 0,316 0,310 2,459 2,122 1,889
22 0,296 0,220 0,258 2,046 1,765 1,572
23 0,347 0,371 0,359 2,850 2,459 2,189
24 0,287 0,255 0,271 2,150 1,855 1,652
25 0,327 0,300 0,313 2,487 2,146 1,911
26 0,124 0,118 0,121 0,959 0,828 0,737
27 0,346 0,397 0,371 2,947 2,543 2,264
28 0,359 0,351 0,355 2,819 2,433 2,166
29 0,289 0,266 0,278 2,204 1,902 1,693
30 0,256 0,292 0,274 2,175 1,877 1,671
31 0,210 0,178 0,194 1,540 1,329 1,184
32 0,309 0,380 0,344 2,734 2,359 2,100
33 0,274 0,263 0,269 2,132 1,840 1,638
34 0,282 0,265 0,273 2,169 1,872 1,667
35 0,287 0,260 0,273 2,168 1,871 1,666
36 0,275 0,281 0,278 2,206 1,903 1,695
37 0,281 0,302 0,291 2,312 1,995 1,776
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Resultado de teste de ELISA indireto para pesquisa de anticorpos anti-Toxocara spp. em

frangos criados em sistema semi-intensivo obtidos em um abatedouro no Norte do Parana,

Brasil. 2017. Leitura considerada como a Média da DO (densidade otica) + 4 DP (desvio

padrdo) do cut-off. Resultados acima de 1 foram considerados positivos.

continua
- Média + 2DP Média + 3DP Média + 4DP
Amostra | DO1 | DO2 Média (0,126) (0,146) (0,165)
38 0,304 | 0,304 0,304 2,411 2,080 1,852
39 0,352 | 0,342 0,347 2,756 2,378 2,117
40 0,185 | 0,171 0,178 1,411 1,218 1,084
41 0,233 | 0,211 0,222 1,760 1,518 1,352
42 0,292 | 0,265 0,278 2,208 1,905 1,696
43 0,449 | 0,424 0,436 3,464 2,989 2,661
44 0,496 | 0,415 0,455 3,613 3,118 2,776
45 0,266 | 0,285 0,275 2,186 1,886 1,679
46 0,201 | 0,220 0,211 1,671 1,442 1,284
48 0,504 | 0,534 0,519 4,120 3,555 3,165
49 0,277 | 0,284 0,280 2,225 1,920 1,709
50 0,401 | 0,421 0,411 3,261 2,814 2,505
51 0,272 | 0,266 0,269 2,137 1,844 1,641
52 0,426 | 0,417 0,421 3,344 2,886 2,569
53 0,245 | 0,242 0,244 1,933 1,668 1,485
54 0,247 | 0,279 0,263 2,087 1,801 1,603
55 0,211 | 0,174 0,192 1,527 1,318 1,173
56 0,266 | 0,223 0,245 1,941 1,675 1,491
57 0,222 | 0,219 0,220 1,749 1,509 1,344
58 0,226 | 0,199 0,212 1,685 1,454 1,295
59 0,235 | 0,225 0,230 1,824 1,574 1,401
60 0,540 | 0,593 0,566 4,493 3,878 3,452
61 0,307 | 0,247 0,277 2,197 1,896 1,688
62 0,218 | 0,216 0,217 1,722 1,486 1,323
63 0,378 | 0,318 0,348 2,762 2,384 2,122
64 0,343 | 0,360 0,351 2,789 2,407 2,143
65 0,261 | 0,239 0,250 1,984 1,712 1,524
66 0,143 | 0,117 0,130 1,034 0,892 0,794
67 0,338 | 0,326 0,332 2,635 2,274 2,024
68 0,234 | 0,203 0,218 1,732 1,495 1,331
69 0,251 | 0,266 0,259 2,053 1,772 1,577
70 0,183 | 0,152 0,167 1,329 1,147 1,021
71 0,229 | 0,215 0,222 1,762 1,520 1,353
72 0,296 | 0,266 0,281 2,230 1,924 1,713
73 0,298 | 0,310 0,304 2,413 2,083 1,854
74 0,265 | 0,262 0,264 2,092 1,806 1,608
75 0,368 | 0,336 0,352 2,792 2,410 2,145
76 0,181 | 0,197 0,189 1,500 1,295 1,153
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Resultado de teste de ELISA indireto para pesquisa de anticorpos anti-Toxocara spp. em

frangos criados em sistema semi-intensivo obtidos em um abatedouro no Norte do Parana,

Brasil. 2017. Leitura considerada como a Média da DO (densidade otica) + 4 DP (desvio

padréo) do cut-off. Resultados acima de 1 foram considerados positivos.

continua
Amostra | DO1 | DO2 Média Média + 2DP Média + 3DP Média + 4DP
(0,126) (0,146) (0,165)
77 0,298 | 0,267 0,283 2,242 1,935 1,723
78 0,216 | 0,200 0,208 1,651 1,425 1,269
79 0,357 | 0,337 0,347 2,753 2,376 2,115
80 0,148 | 0,151 0,150 1,187 1,024 0,912
81 0,477 | 0,453 0,465 3,690 3,184 2,835
82 0,219 | 0,227 0,223 1,769 1,527 1,359
83 0,255 | 0,242 0,248 1,971 1,701 1,514
84 0,203 | 0,212 0,208 1,649 1,423 1,267
85 0,189 | 0,197 0,193 1,533 1,323 1,177
86 0,221 | 0,225 0,223 1,771 1,528 1,360
87 0,250 | 0,275 0,262 2,082 1,797 1,600
88 0,292 | 0,284 0,288 2,287 1,974 1,757
89 0,238 | 0,241 0,240 1,903 1,642 1,462
90 0,236 | 0,249 0,242 1,922 1,659 1,477
91 0,391 | 0,443 0,417 3,307 2,854 2,541
92 0,225 | 0,221 0,223 1,773 1,530 1,362
93 0,289 | 0,284 0,287 2,275 1,963 1,748
94 0,219 | 0,212 0,215 1,706 1,473 1,311
95 0,236 | 0,227 0,231 1,835 1,583 1,409
96 0,292 | 0,286 0,289 2,291 1,977 1,760
97 0,265 | 0,251 0,258 2,044 1,764 1,571
98 0,101 | 0,101 0,101 0,800 0,691 0,615
99 0,173 | 0,191 0,182 1,443 1,245 1,109
100 0,190 | 0,193 0,192 1,520 1,312 1,168
101 0,160 | 0,166 0,163 1,293 1,116 0,994
102 0,337 | 0,360 0,348 2,764 2,385 2,123
103 0,107 | 0,126 0,116 0,921 0,795 0,708
104 0,082 | 0,087 0,084 0,669 0,577 0,514
105 0,080 | 0,086 0,083 0,659 0,569 0,506
106 0,086 | 0,098 0,092 0,731 0,630 0,561
107 0,171 | 0,168 0,170 1,345 1,161 1,034
108 0,169 | 0,193 0,181 1,436 1,239 1,103
109 0,202 | 0,201 0,201 1,598 1,379 1,228
110 0,145 | 0,170 0,158 1,250 1,079 0,961
111 0,103 | 0,115 0,109 0,864 0,746 0,664
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Resultado de teste de ELISA indireto para pesquisa de anticorpos anti-Toxocara spp. em

frangos criados em sistema semi-intensivo obtidos em um abatedouro no Norte do Parana,

Brasil. 2017. Leitura considerada como a Média da DO (densidade otica) + 4 DP (desvio

padréo) do cut-off. Resultados acima de 1 foram considerados positivos.

continua
Amostra | DO1 | DO2 Média Média + 2DP Média + 3DP Média + 4DP
(0,126) (0,146) (0,165)
112 0,193 | 0,204 0,199 1,576 1,360 1,211
113 0,237 | 0,287 0,262 2,079 1,795 1,598
114 0,148 | 0,162 0,155 1,229 1,061 0,944
115 0,174 | 0,184 0,179 1,419 1,224 1,090
116 0,105 | 0,108 0,106 0,845 0,729 0,649
117 0,297 | 0,312 0,305 2,418 2,087 1,858
118 0,094 | 0,097 0,095 0,756 0,653 0,581
119 0,150 | 0,144 0,147 1,165 1,006 0,895
120 0,174 | 0,176 0,175 1,389 1,199 1,067
121 0,204 | 0,215 0,209 1,661 1,434 1,276
122 0,352 | 0,324 0,338 2,680 2,313 2,059
123 0,184 | 0,178 0,181 1,435 1,238 1,102
124 0,159 | 0,135 0,147 1,166 1,007 0,896
125 0,151 | 0,179 0,165 1,310 1,130 1,006
126 0,122 | 0,115 0,119 0,942 0,813 0,724
127 0,108 | 0,089 0,098 0,781 0,674 0,600
128 0,156 | 0,139 0,147 1,169 1,009 0,898
129 0,214 | 0,245 0,230 1,822 1,573 1,400
130 0,153 | 0,142 0,147 1,170 1,010 0,899
131 0,209 | 0,227 0,218 1,728 1,491 1,328
132 0,094 | 0,098 0,096 0,759 0,655 0,583
133 0,139 | 0,164 0,151 1,200 1,036 0,922
134 0,082 | 0,087 0,084 0,670 0,578 0,515
135 0,147 | 0,142 0,144 1,145 0,988 0,880
136 0,130 | 0,138 0,134 1,062 0,916 0,816
137 0,135 | 0,139 0,137 1,087 0,938 0,835
138 0,226 | 0,222 0,224 1,774 1,531 1,363
139 0,227 | 0,226 0,226 1,796 1,550 1,380
140 0,158 | 0,234 0,196 1,556 1,343 1,196
141 0,121 | 0,130 0,125 0,994 0,858 0,764
142 0,121 | 0,152 0,136 1,081 0,933 0,831
143 0,143 | 0,171 0,157 1,244 1,074 0,956
144 0,202 | 0,213 0,208 1,648 1,423 1,266
145 0,135 | 0,144 0,139 1,106 0,954 0,849
146 0,140 | 0,155 0,148 1,171 1,010 0,899
147 0,126 | 0,123 0,124 0,985 0,850 0,757
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continua
Amostra | DO1 | DO2 Média Média + 2DP Média + 3DP Média + 4DP
(0,126) (0,146) (0,165)
148 0,209 | 0,213 0,211 1,676 1,446 1,288
149 0,140 | 0,143 0,141 1,122 0,968 0,862
150 0,064 | 0,052 0,058 0,461 0,398 0,354
151 0,111 | 0,114 0,112 0,891 0,769 0,685
152 0,164 | 0,164 0,164 1,300 1,122 0,999
153 0,112 | 0,120 0,116 0,922 0,796 0,709
154 0,151 | 0,142 0,146 1,162 1,003 0,893
155 0,147 | 0,139 0,143 1,134 0,979 0,871
156 0,124 | 0,124 0,124 0,987 0,852 0,758
157 0,157 | 0,149 0,153 1,214 1,048 0,933
158 0,101 | 0,094 0,098 0,774 0,668 0,595
159 0,179 | 0,184 0,181 1,439 1,242 1,105
160 0,263 | 0,273 0,268 2,127 1,836 1,634
161 0,248 | 0,228 0,238 1,892 1,633 1,454
162 0,112 | 0,120 0,116 0,920 0,794 0,707
163 0,105 | 0,103 0,104 0,825 0,712 0,634
164 0,139 | 0,139 0,139 1,101 0,950 0,846
165 0,100 | 0,101 0,100 0,794 0,685 0,610
166 0,223 | 0,215 0,219 1,741 1,503 1,338
167 0,180 | 0,163 0,171 1,359 1,173 1,044
168 0,116 | 0,140 0,128 1,014 0,875 0,779
169 0,177 | 0,235 0,206 1,633 1,409 1,255
170 0,251 | 0,200 0,225 1,789 1,544 1,375
171 0,221 | 0,183 0,202 1,601 1,382 1,230
172 0,099 | 0,101 0,100 0,793 0,685 0,609
173 0,155 | 0,123 0,139 1,104 0,952 0,848
174 0,130 | 0,109 0,119 0,948 0,818 0,728
175 0,109 | 0,120 0,114 0,906 0,782 0,696
176 0,192 | 0,190 0,191 1,517 1,309 1,166
177 0,145 | 0,164 0,155 1,228 1,060 0,944
178 0,035 | 0,027 0,031 0,245 0,211 0,188
179 0,119 | 0,128 0,123 0,978 0,844 0,752
180 0,268 | 0,280 0,274 2,174 1,876 1,670
181 0,132 | 0,131 0,132 1,044 0,901 0,802
182 0,085 | 0,110 0,098 0,776 0,670 0,596
183 0,127 | 0,110 0,119 0,941 0,812 0,723
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Resultado de teste de ELISA indireto para pesquisa de anticorpos anti-Toxocara spp. em

frangos criados em sistema semi-intensivo obtidos em um abatedouro no Norte do Parana,

Brasil. 2017. Leitura considerada como a Média da DO (densidade otica) + 4 DP (desvio

padréo) do cut-off. Resultados acima de 1 foram considerados positivos.

concluséao
Amostra | DO1 | DO2 Média Média + 2DP Média + 3DP Média + 4DP
(0,126) (0,146) (0,165)
184 0,115 | 0,082 0,099 0,782 0,675 0,601
185 0,150 | 0,148 0,149 1,179 1,017 0,905
186 0,217 | 0,195 0,206 1,635 1,411 1,256
187 0,251 | 0,194 0,223 1,766 1,524 1,357
188 0,100 | 0,109 0,105 0,831 0,717 0,638
189 0,122 | 0,129 0,126 0,997 0,860 0,766
190 0,206 | 0,199 0,202 1,606 1,386 1,234




