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RESUMO 
 

Limiar de detecção de larvas de Toxocara canis em leite bovino 
experimentalmente contaminado 

 
O objetivo do estudo foi avaliar o limiar de detecção de larvas de Toxocara canis 
em leite bovino comercial contaminado experimentalmente, a partir de uma 
técnica de centrifugo-sedimentação. Primeiramente, amostras de leite bovino 
comercial (integral e desnatado) foram contaminadas com 50 larvas de T. canis, 
para avaliação da interferência da gordura sobre a recuperação das larvas. Em 
uma segunda etapa, foi avaliada a ação de formalina 10% (100 µL), éter (100 µL) 
e combinação das soluções. A terceira etapa consistiu da verificação do limite de 
detecção de larvas, com uso da melhor solução desengordurante (etapa 2), em 
amostras de leite (1,0 mL) contendo 1; 5; 10; 25 e 50 larvas. Para cada análise de 
detecção do leite (1,0 mL), foram realizadas 15 repetições. Foi observado que o 
percentual de recuperação de larvas no leite desnatado foi significativamente 
maior (p= 0,0031) que o observado no leite integral. Na comparação das 
soluções, não houve diferença significativa (p= 0,5681) no percentual de larvas 
recuperadas. Entretanto, houve uma maior recuperação quando do emprego da 
combinação de formol-éter (73,1%) em relação ao éter (71,9%), leite integral puro 
(70,0%) e ao formol (67,6%). Em relação ao limite de detecção, com uso de 
formalina-éter, todas as alíquotas apresentaram resultado positivo (mínimo de 
62,7% de larvas recuperadas), para as amostras com 5, 10, 25 e 50 larvas. Nas 
amostras contaminadas com uma larva, 66,7% das alíquotas foram positivas. A 
técnica apresentada poderá servir para recuperação de larvas de Toxocara spp. 
em amostras de leite de várias espécies animais, contaminados naturalmente ou 
experimentalmente. 
 
Palavras-chave: toxocaríase, recuperação de larvas, diagnóstico, transmissão.



ABSTRACT 
 

Limit of detection of Toxocara canis larvae in experimentally contaminated 
bovine milk 

 
This study aimed to evaluate the limit of detection of Toxocara canis larvae in 
experimentally contaminated commercial bovine milk, based on a centrifuge-
sedimentation technique. Firstly, bovine milk (integral and skim) samples were 
contaminated with 50 T. canis larvae, in order to evaluate the interference of milk fat 
on the recovery of the larvae. The second step of the study was to verify the 
influence of formalin 10% (100 µL), ether (100 µL) and combination of both solutions. 
The third step consisted of studying the limit of detection of larvae, using the best 
solution (step 2) for degreasing the milk. Samples were contaminated with aliquots of 
1; 5; 10; 25 and 50 larvae. For each milk sample (1.0 mL), 15 repetitions were 
analyzed. It was observed that the recovery of the larvae from the skim milk was 
higher (p= 0.0031) than those from the integral milk. There was no significant 
difference (p= 0.5681) regarding the percentage of recovered larvae in comparing the 
degreasing solutions. Nevertheless, the formalin-ether combination was more 
efficient to recover the larvae (73.1%) in comparison to the ether (71.9%), the pure 
integral milk (70.0%) as well as the formalin (67.6%). Concerned to the limit of 
detection (using formalin-ether), all the samples contaminated with 5; 10; 25 and 50 
larvae were positive (minimum: 62.7%). The samples contaminated with a single 
larva, 66.7% were positive. The technique may be useful for recovering Toxocara 
spp. larvae in milk samples of a wide range of animal species, either naturally or 
experimentally contaminated. 
 
Keywords: Toxocariasis, recovery of larvae, diagnosis, transmission. 
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1 ARTIGO CIENTÍFICO* 
 

Limiar de detecção de larvas de Toxocara canis em leite bovino experimentalmente contaminado 

Limit of detection of Toxocara canis larvae in experimentally contaminated bovine milk 

Edlayne Larissa Gretter Machado Pereira1, Vamilton Alvares Santarém2∗∗, Aline da Silveira 

Batista2, Yslla Fernanda Fitz Balo Merigueti2, Lundia Luara Cavalcante Bin1 

1 Post-Graduate Program in Animal Science. Laboratory of Veterinary Parasitology, Veterinary 

Teaching-Hospital (UNOESTE), Presidente Prudente, São Paulo, Brazil. 
2 Laboratory of Veterinary Parasitology, Veterinary Teaching-Hospital, Universidade do Oeste 

Paulista (UNOESTE), Presidente Prudente, São Paulo, Brazil. 

 
Abstract 

This study aimed to evaluate the limit of detection of Toxocara canis larvae in experimentally 

contaminated commercial bovine milk, based on a centrifuge-sedimentation technique. Firstly, bovine 

milk (integral and skim) samples were contaminated with 50 T. canis larvae, in order to evaluate the 

interference of milk fat on the recovery of the larvae. The second step of the study was to verify the 

influence of formalin 10% (100 µL), ether (100 µL) and a combination of both solutions. The third 

step consisted of studying the limit of detection of larvae, using the best solution (from step 2) for 

degreasing the milk. Samples were contaminated with aliquots of 1; 5; 10; 25 and 50 larvae. For each 

milk sample (1.0 mL), 15 repetitions were analyzed. It was observed that the recovery of the larvae 

from the skim milk was higher (p= 0.0031) than that from the integral milk. There was no significant 

difference (p= 0.5681) regarding the percentage of recovered larvae when comparing the degreasing 

solutions. Nevertheless, the formalin-ether combination was more efficient for recovering the larvae 

(73.1%) in comparison to the ether (71.9%), the pure integral milk (70.0%) and the formalin (67.6%). 

Concerning the limit of detection (using formalin-ether), all the samples contaminated with 5; 10; 25 

and 50 larvae were positive (minimum: 62.7%). In the samples contaminated with a single larva, 

66.7% were positive. The technique may be useful for recovering Toxocara spp. larvae in milk 

samples from a wide range of animal species, either naturally or experimentally contaminated. 

Key words: Toxocariasis, recovery of larvae, diagnosis, transmission.  

 

                                                 
* Normas da Revista Semina: Agrárias. 
http://www.uel.br/portal/frm/frmOpcao.php?opcao=http://www.uel.br/revistas/uel/index.php/semagrarias  
 
** Autor para correspondência: Mestrado em Ciência Animal, Universidade do Oeste Paulista, Rodovia Raposo 
Tavares Km 572, Bairro Limoeiro - Presidente Prudente, 19067-175, Presidente Prudente, SP, Brasil.Tel/Fax: 
+55 18 3229 2077 E-mail:vamilton@unoeste.br 
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Resumo 

 

O objetivo do estudo é o de avaliar o limiar de detecção de larvas de Toxocara canis em leite bovino 

comercial contaminado experimentalmente, a partir de uma técnica de centrifugo-sedimentação. 

Primeiramente, amostras de leite bovino comercial (integral e desnatado) foram contaminadas com 50 

larvas de T. canis, para avaliação da interferência da gordura sobre a recuperação das larvas. Em uma 

segunda etapa, foi avaliada a ação de formalina 10% (100 µL), éter (100 µL) e combinação das 

soluções. A terceira etapa consistiu da verificação do limite de detecção de larvas, com uso da melhor 

solução desengordurante (etapa 2), em amostras de leite (1,0 mL) contendo 1; 5; 10; 25 e 50 larvas. 

Para cada análise de detecção do leite (1,0 mL), foram realizadas 15 repetições. Foi observado que o 

percentual de recuperação de larvas no leite desnatado foi significativamente maior (p= 0,0031) que o 

observado no leite integral. Na comparação das soluções, não houve diferença significativa (p= 

0,5681) no percentual de larvas recuperadas. Entretanto, houve uma maior recuperação quando do 

emprego da combinação de formol-éter (73,1%) em relação ao éter (71,9%), ao leite integral puro 

(70,0%) e ao formol (67,6%).  Em relação ao limite de detecção, com uso de formalina-éter, todas as 

alíquotas apresentaram resultado positivo (mínimo de 62,7% de larvas recuperadas), para as amostras 

com 5, 10, 25 e 50 larvas. Nas amostras contaminadas com uma larva, 66,7% das alíquotas foram 

positivas. A técnica apresentada poderá servir para recuperação de larvas de Toxocara spp. em 

amostras de leite de várias espécies animais, contaminados naturalmente ou experimentalmente. 

 

Palavras-chave: toxocaríase, recuperação de larvas, diagnóstico, transmissão. 

 

 

1.  Introdução 

 

A toxocaríase é uma zoonose causada principalmente pelo nematódeo Toxocara canis, cujo 

hospedeiro definitivo é o cão (DESPOMMIER, 2003; SANTARÉM et al., 2011). A toxocaríase é uma 

das mais prevalentes helmintozoonoses (RUBINSKY-ELEFANT et al., 2010). 

No homem, que se comporta como hospedeiro paratênico, as larvas durante sua migração 

podem ocasionar vários distúrbios, incluindo problemas pulmonares (GUNERATE et al., 2011;  

GUILHERME et al., 2013; RANASURIVA et al., 2014; PARK et al., 2014), hepáticos (LIM, 2010; 

CHOI et al., 2012; COSKUN; AKINCI, 2013; RAMACHANDRAN et al., 2013; JANG et al., 2014; 

KANG et al., 2014) cardíacos (KIM et al., 2012; LEMAIRE et al., 2014; PARK et al., 2014), renais 

(CERRUTO; D'ELIA; ARTIBANI, 2013), dermatológicos (KIM et al., 2010; BELLANGER et al., 

2011) e urinário (KANG et al., 2014).  
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Outros sinais clínicos envolvem distúrbios neurológicos, caracterizando a neurotoxocaríase 

(NOH et al., 2012;QUATTROCCHI et al., 2012; CHOI et al., 2013; ZIBAEI et al., 2013), ou 

oftálmicos, característicos da forma ocular da doença (PIVETTI-PEZZI, 2009; AZIRA; ZEEHAIDA, 

2011; VAN DE et al., 2013; AHN et al., 2014; KANG, LEE, 2015). 
O diagnóstico da doença no ser humano é realizado principalmente pela detecção de 

anticorpos antiToxocara  pelo teste de ELISA. Estudos soroepidemiológicos têm mostrado que existe 

uma variação de 13,3% a 92,8% entre os continentes das Américas, África, Ásia e Europa. Em 

algumas regiões no Brasil, possuem uma variação considerada entre 11,1% a 38,8% de 

soroprevalência (RUBINSKY-ELEFANT et al., 2010). Em Fernandópolis, São Paulo, foi verificada 

soroprevalência de 15,5%, em indivíduos entre 1 a 12 anos (CASSENOTE et al., 2014). 

A transmissão de T. canis no cão ocorre principalmente pela via transplacentária 

(DESPOMMIER, 2003), mas se dar também pela via transmamária (SANTARÉM et al., 2014), 

ingestão de ovos larvados presentes no meio ambiente e, ainda, pela ingestão de hospedeiros 

paratênicos (MAGNAVAL et al., 2001). A transmissão de T. canis ao ser humano pode acontecer pela 

ingestão acidental de solo contendo ovos larvados, de carne crua ou mal cozida de hospedeiros 

paratênicos (MAGNAVAL et al., 2001; DESPOMMIER, 2003). Existe um relato de toxocaríase 

ocular congênita em um recém-nascido prematuro, descrito na Argentina (MAFFRAND et al., 2006).  

Alvarado-Esquivel (2013), no México, observou uma associação entre toxocaríase e o 

consumo de leite caprino in natura, em população adulta. Na literatura cientifica consultada, porém, 

não foram registrados dados sobre a transmissão de larvas de Toxocara spp. pelo leite materno.  

Estudos com modelos experimentais têm confirmado a transmissão de larvas de Toxocara 

pela via transmamária a partir de amostras de tecido de camundongos neonatos (REITEROVÁ; 

TOMASOVICOVÁ; DUBINSKÝ, 2003; JIN; AKAO; OHTA, 2008; DE SOUZA AGUIAR et al., 

2014) e com 50 dias de idade (TELMO et al., 2015) , e  diretamente do leite de coelhas (SANTARÉM 

et al., 2014). Entretanto, o limiar da técnica apresentada por esse último estudo, para detecção das 

larvas, não foi avaliado.  

Desta forma, o presente estudo teve o objetivo de avaliar o limiar de detecção de larvas de T. 

canis com emprego de técnica de centrifugo-sedimentação, utilizando o leite bovino como modelo 

experimental. 

 

2. Material e Métodos 

 

2.1 Obtenção e incubação de ovos de Toxocara canis 

 

Os ovos utilizados no estudo foram obtidos de fêmeas adultas (larvas de quinto estágio - L5) 

de T. canis, que foram liberadas espontaneamente por filhotes de cães naturalmente infectados, 

mantidos no Canil da Unoeste (Universidade do Oeste Paulista, Presidente Prudente/SP). As L5 foram 
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acondicionadas em recipientes plásticos e encaminhadas ao Laboratório de Medicina Veterinária 

Preventiva II (Parasitologia Veterinária) do Hospital Veterinário da mesma instituição. 

Inicialmente, os parasitos foram expostos a uma solução de hipoclorito de sódio a 1% por 5 

minutos e lavados com solução fisiológica, para retirada de debris.  Logo após, foram dissecados no 

terço anterior do útero para extração dos ovos (FAN; SU, 2004). 

Para embrionamento, foi utilizada a solução de ácido sulfúrico 0,1N (proporção 1:10), e 

incubação em estufa (27±30C), por um período mínimo de 28 dias. 

 A avaliação da embriogênese e de larvas no interior dos ovos foi realizada periodicamente 

em microscopia óptica (10X). 

 

2.2 Obtenção de larvas de Toxocara canis 

 

Para obtenção de larvas de T. canis, foi utilizada a técnica de Baerman, com pequenas 

modificações.  

Alíquotas do material contendo os ovos larvados (aproximadamente 1,0 mL) foram 

transferidas em tubo cônico e submetidas à centrifugação (1428 x g, 5 minutos), para retirada do ácido 

sulfúrico. Depois da retirada do sobrenadante contendo o ácido, o material foi lavado com 5,0 mL de 

água destilada e centrifugado mais duas vezes (1428 x g, 5 minutos). 

Após a lavagem, o sedimento contendo os ovos foi transferido para uma placa de Petri, 

contendo 5,0 mL de solução de hipoclorito de sódio a 5%, para fragilização da membrana dos ovos e 

eclosão das larvas, onde permaneceu por 3 minutos. Seguindo, o material sofreu nova centrifugação 

para retirada de hipoclorito e duas lavagens em água destilada (1428 x g, 5 minutos). 

Os tubos foram aquecidos (370C; 10 minutos) e pérolas de vidro foram colocadas no tubo 

para auxiliar no processo de rompimento dos ovos. O material foi colocado a vórtex (2 minutos), 

homogeneizado (15 minutos) e submetido a banho-maria (370C; 10 minutos).  

O material foi colocado sobre uma gaze disposta em um aparato de Baermann, onde 

permaneceu por 12 horas. Após esse período, as larvas recuperadas foram armazenadas sob 

refrigeração (70C), até o momento de separação e contagem para formação de alíquotas. 

 

2.3 Formação de alíquotas 

 

Para preparo das alíquotas contendo os ovos, 10,0 µL do material resultante do Baermann 

foram dispostos em lâmina histológica. As larvas foram contadas (microscopia ótica 4X) e, com 

auxílio de pipeta (20,0 µL), aspiradas individualmente e transferidas para microtubos tipo Eppendorf 

contendo 200 µL de água destilada. Foram formadas alíquotas de 1, 5, 10, 25 e 50 larvas. 
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2.4 Contaminação e recuperação de larvas de T. canis em amostras de leite 

 

No estudo foi empregado leite bovino “longa vida” UHT (ultrapasteurização), dos tipos 

desnatado (Molico®, Nestlé) e integral (Ninho®, Nestlé), com teor de gordura de 0,4% e 3,5%, 

respectivamente, de acordo com a composição indicada pelo fabricante. 

O processo de recuperação das larvas foi realizado tendo como base a técnica do formol-éter 

descrita por Ritchie (1948), utilizada por Santarém et al. (2014), com pequenas modificações, para 

recuperação de larvas de T. canis em leite de coelhas infectadas experimentalmente. 

No presente estudo, foi padronizado o volume de 1,0 mL de leite para cada alíquota testada. 

A amostra de leite foi transferida para tubo cônico de centrifuga e sofreu adição das alíquotas 

contendo as larvas. 

Para recuperação das larvas, foram adicionados 100 µL de solução de formol a 10% ao leite 

e o material foi levemente homogeneizado, permanecendo em repouso por 2 minutos. Em seguida, 

foram acrescentados 100 µL de éter etílico, com homogeneização e repouso (2 minutos). Após esse 

processo, as amostras foram centrifugadas (1428 x g, 5 minutos).  

Para contagem das larvas, seis alíquotas de 50,0 µL foram retiradas do sedimento e 

analisadas entre lamina e lamínula (22X22 mm) sob microscopia ótica (10x). 

Uma segunda leitura de seis alíquotas foi novamente avaliada, após leve homogeneização e 

centrifugação (1428 x g, 5 minutos) 

 

2.5 Etapas de Avaliação 

 

2.5.1 Interferência da gordura sobre a recuperação das larvas 

 

Inicialmente, para avaliação da interferência da gordura do leite sobre a recuperação de 

larvas, foram avaliadas alíquotas de leite desnatado e de leite integral, contaminadas com 50 larvas. 

 

2.5.2 Interferência das soluções sobre a recuperação das larvas 

 

O segundo passo do estudo foi avaliar se as soluções apresentaram interferência na 

recuperação das larvas. Foram comparadas as contagens das larvas recuperadas (15 alíquotas) em 

amostras contendo 50 larvas, a partir do tratamento do leite com formalina 10%, com éter etílico 70%, 

com formalina-éter e apenas com leite integral, que foi utilizado como controle. 

 

 

 

 



 
 

 

15 

2.5.3 Limite de detecção de recuperação das larvas no leite 

 

A última etapa consistiu em estudar o limiar de detecção das larvas no leite. A partir da 

técnica que apresentou os melhores resultados nas etapas anteriores da (1 e 2), foi avaliada em 

graduação decrescente a recuperação em alíquotas contendo 50, 25, 10, 5 e 1 larva/mL de leite. 

 

2.6 Controle 

 

Uma amostra de 1,0 mL de leite integral UHT foi utilizada como controle e submetida ao 

mesmo procedimento adotado para aquelas que sofreram contaminação. Para cada partida de repetição 

testada com as diferentes alíquotas de larvas, uma amostra controle foi avaliada. 

 

2.7 Análise Estatística 

 

Para cada análise de detecção, foram avaliadas 15 alíquotas, definidas a partir de um estudo 

prévio. Foi considerada a recuperação de pelo menos 50% das larvas nos estudos com 10, 25 e 50 

larvas, para inclusão das alíquotas no estudo. 

O pressuposto de normalidade dos dados foi avaliado pelo teste de Shapiro-Wilk. 

Para comparação do percentual médio do número de larvas recuperadas no leite desnatado e 

no leite integral, foi utilizado o teste t não pareado. A Análise de Variância (ANOVA- uma via) foi 

utilizada para comparação do percentual do número de larvas quando do emprego das soluções de 

formalina 10%, éter etílico 70%, associação das duas soluções e do leite integral puro. 

Para todas as análises, adotou-se nível de significância de 5% (p<0,05). 

 

3. Resultados 

 

De acordo com os resultados obtidos na primeira etapa do estudo (Tabela 1), o percentual de 

recuperação de larvas no leite desnatado foi significativamente maior (p= 0,0031) que aquele 

observado no leite integral, com 81,2% e 70,0%, respectivamente.  

Em relação às soluções utilizadas, não houve diferença significativa (p= 0,5681) no 

percentual de larvas recuperadas, incluindo as amostras processadas com leite utilizado como controle 

(Tabela 2). Entretanto, houve uma maior recuperação quando do emprego da combinação de formol-

éter (73,1%) em relação ao éter (71,9%), ao leite controle (70,0%) e ao formol (67,6%). Dessa forma, 

para avaliação do limite de detecção das larvas, foi empregada a solução de formalina-éter. 

Considerando-se as alíquotas contendo de 50 a 5 larvas, a técnica adotada com uso de 

formalina-éter permitiu a recuperação de pelo menos uma larva em todos os testes. Nas amostras com 
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uma larva, a positividade foi de aproximadamente 67%, o que representou 33% de resultados falso-

negativos. 

De acordo com os resultados apresentados na Tabela 3, verificou-se que em todos os testes 

houve recuperação de larvas, com exceção das amostras contaminadas com uma larva, onde 10 das 15 

(66,7%) alíquotas apresentaram resultado positivo. Em relação ao percentual médio, observou-se que 

em todos os testes houve pelo menos 62,7% de larvas recuperadas. 

Não foram observadas alterações na integridade das larvas. Entretanto, a maioria delas 

apresentava-se imóvel, quando submetidas às soluções empregadas na técnica de centrifugo-

sedimentação. Por outro lado, todas as larvas recuperadas no leite integral puro mantiveram sua 

motilidade. Verificou-se ainda que as larvas que sofreram ação da formalina estavam, em sua maioria, 

de forma espiralada, enquanto que aquelas submetidas apenas ao éter estavam esticadas. Quando do 

emprego da associação de ambas as soluções, aproximadamente metade das larvas estava espiralada e 

metade esticada. 

Nenhuma larva foi encontrada nas amostras controle. 

   

4. Discussão 

 

No presente estudo, foi possível verificar que a recuperação de larvas no leite desnatado foi 

maior que no integral. Nas leituras das amostras com leite integral foi observada quantidade de 

gordura que provavelmente dificultou a leitura, diferentemente das amostras de leite desnatado, em 

que havia pouca quantidade de gordura que interferisse na observação das larvas. Provavelmente, as 

larvas ficaram retidas na gordura e reduziram a recuperação, como foi considerado por Santarém et al. 

(2014).  

Uma técnica de centrifugo-sedimentação foi utilizada para recuperação das larvas. Para 

avaliar a influência das soluções (formalina-éter, formol e éter), as mesmas foram comparadas 

separadamente e em associação. Observou-se que embora não tenha havido diferença significativa na 

recuperação, a associação formalina-éter apresentou o melhor resultado. Provavelmente, a ação do éter 

e da formalina permitiu maior lipólise, fato confirmado durante a análise das alíquotas, quando da 

presença de gotículas de gordura, o que resultou em liberação das larvas. A recuperação de larvas no 

leite integral puro mostrou que a centrifugação por si só possibilitou a sedimentação das larvas. 

Em virtude do resultado obtido com a formalina-éter, essa solução foi adotada para avaliar o 

limite de detecção da técnica de centrifugo-sedimentação.  

No nosso estudo foi adotada a solução de formalina-éter em virtude de uma maior 

recuperação de larvas. A técnica empregada permitiu uma recuperação considerável de larvas mesmo 

em amostras contaminadas com uma larva. Verificou-se que a técnica apresentada pode ser utilizada 

tanto para estudos quantitativos, em animais infectados experimentalmente com uma dose infectante 
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predefinida, e também empregada de forma qualitativa, em animais com infecção natural, uma vez que 

a quantidade dessas estruturas parasitárias não é conhecida.  

No presente estudo, a integridade das larvas submetidas às substâncias utilizadas para 

desengordurar o leite foi mantida. Porém, foi verificada a presença de larvas espiraladas no leite 

submetido à formalina-éter, coincidindo com os achados de Santarém et al. (2014), no leite de coelhas 

infectadas experimentalmente. Embora a presença de larvas espiraladas possa ser uma limitação para a 

caracterização morfométrica quando do emprego da formalina-éter, foi possível a recuperação de um 

número suficiente de larvas que permitiram a morfometria. Dessa forma, pode ser possível a 

classificação do gênero de ascarídeo recuperado a partir do leite de animais infectados naturalmente. 

Além disso, o uso de técnicas moleculares provavelmente não deve sofrer interferência para a 

caracterização das larvas. Novos estudos são necessários para avaliar soluções que permitam a quebra 

das moléculas de gordura no leite e que não interfiram na morfometria das larvas. 

A técnica de centrifugo-sedimentação apresentada no presente estudo além de permitir a 

recuperação de larvas em amostras com pequeno número dessas estruturas apresentou facilidade e 

baixo consumo de tempo para sua execução, necessidade de reagentes e equipamentos de baixo custo. 

Em virtude da liberação de várias espécies de ascarídeos no leite, a técnica apresentada 

poderá servir para recuperação de larvas e complementada com técnicas para caracterização molecular 

dos parasitos. A PCR tem servido para caracterização molecular a partir de amostras de fezes de cães e 

gatos e de solo contendo ovos de Toxocara spp. (FOGT-WYRWAS et al., 2007; FAHRION et al., 

2011; DURANT et al., 2012; KHADEMVATAN et al., 2013; KHADEMVATAN et al., 2014). A 

técnica foi empregada em estudo experimental para avaliação de lavado broncoalveolar (PINELLI et 

al., 2013) e ainda para confirmação do diagnóstico da toxocaríase humana, como causa de síndrome 

neurológica, a partir de amostras de líquor (CALDERA et al., 2012) e para caracterização molecular 

de uma larva de Toxocara, identificada como T. canis, presente no olho esquerdo de um homem com 

queixa de perda de visão e dor ocular (VAN DE et al., 2013).  

Em conclusão, a técnica foi capaz de detectar larvas em amostras de leite com baixo número 

de larvas de Toxocara spp., com limiar de detecção de pelo menos uma larva. A técnica apresentada 

nesse estudo poderá servir para a avaliação da transmissão transmamária desses nematódeos em várias 

espécies animais, quer sejam contaminados naturalmente ou experimentalmente. 
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Tabela 1 – Percentual e número médio de larvas de Toxocara canis recuperadas em amostras de leite 

(1,0 mL) dos tipos desnatado e integral contaminadas com 50 larvas (15 repetições), com o emprego 

de uma técnica de centrífugo-sedimentação usando formalina-éter. 

 

Recuperação das larvas 

Tipo de Leite Percentual médio ± dp 

(variação) 

Número médio ± dp 

(variação) 

Valor de p 

Desnatado 81,2±8,7 (70-96) 40,6±4,4 (35-48) 0,0031 

Integral 70,0±10,2 (50-84) 35,0±5,1 (25-42)  

- dp= desvio-padrão 

Elaboração: autores. 
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Tabela 2 – Percentual e número médio de larvas de Toxocara canis recuperadas em amostras de leite 

integral (1,0 mL) contaminadas com 50 larvas (15 repetições), com o emprego de uma técnica de 

centrífugo-sedimentação, para comparação do uso das soluções de formalina 10%, éter etílico 70% e 

combinação de ambas. 

Recuperação das larvas 

Soluções Percentual médio 

(variação) 

Número médio 

(variação) 

Valor de p 

Formalina 67,6 (52-80) 33,8 (26-40)  

Leite puro 70,0 (50-84) 35,0 (25-42) 0,5681 

Éter 71,9 (50-88) 35,9 (25-44)  

Formalina-éter 73,1 (52-92) 36,5 (26-46)  

Elaboração: autores. 
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Tabela 3 – Percentual e número médios de larvas de Toxocara canis recuperadas em amostras de leite 

integral (1,0 mL) contaminadas com 50, 25, 10, 5 e 1 larva (15 repetições), com o emprego de uma 

técnica de centrífugo-sedimentação, para avaliação do limite de detecção de larvas. 

 

Alíquotas 

(larvas) 

Alíquotas 

positivas/repetições (%) 

Percentual médio de 

larvas (variação) 

Número médio de larvas 

(variação) 

 

50 15/15 (100) 73,0 (52-92) 36,5 (26-46)  

25 15/15 (100) 65,0 (48-84) 16,2 (12-21)  

10 15/15 (100) 63,3 (50-90) 6,33 (5-9)  

5 15/15 (100) 62,7 (20-100) 3,1 (1-5)  

1 10/15 (66,7) 66,7 (0-100) 0,7 (0-1)  

Elaboração: autores. 
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ANEXO 1 

ICROFOTOGRAFIA DE LARVAS DE TOXOCARA CANIS RECUPERADAS (SETA) 

EM AMOSTRAS DE LEITE BOVINO DESNATADO (A) E INTEGRAL (B) 

ARTIFICIALMENTE CONTAMINADAS. NA FIGURA B, PODE-SE OBSERVAR A 

PRESENÇA DE GOTÍCULAS DE GORDURA PROVENIENTE DO LEITE   

A.  

B.  
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ANEXO 2 

TÉCNICA UTILIZADA PARA RECUPERAÇÃO DE LARVAS DE TOXOCARA CANIS 

EM AMOSTRAS DE LEITE BOVINO ARTIFICIALMENTE CONTAMINADAS 

Fase 1 - Incubação dos ovos 

- Lavagem de fêmeas adultas de T. canis em solução de hipoclorito de sódio a 1% 

por 5 minutos, e depois lavagem em solução fisiológica; 

- Histerectomia das fêmeas adultas para extração dos ovos; 

- Transferência dos ovos para tubo Falco 50 mL; 

- Adição de solução de ácido sulfúrico 0,1N (proporção 1:10); 

- Manutenção em estufa incubadora (270C); 

- Homogeneização do material a cada dois dias; 

- Manutenção mínima de 28 dias; 

- Avaliação da embriogênese e de ovos larvados em microscopia óptica (10X). 

 

Fase 2 - Tratamento dos ovos para recuperação de larvas 

- Transferência de alíquota de ovos larvados para tubo cônico de centrífuga; 

- Centrifugação de material por 5 minutos a 3000 rpm, para retirada do ácido 

sulfúrico; 

- Descarte do sobrenadante e adição de 5,0 mL de água destilada; 

- Centrifugação de material por 5 minutos a 3000 rpm, para retirada do ácido 

sulfúrico; 

- Descarte do sobrenadante e transferência de sedimento para placa de Petri; 

- Adição de 5,0 mL de hipoclorito de sódio 5%, e lavagem do material (3 minutos); 

- Após lavagem, Transferência do material para um tubo cônico e centrifugação por 

5 minutos, 3000rpm; 

- Após cinco minutos, lavagem do material com água destilada, e nova 

centrifugação; 

- Descarte do sobrenadante, e nova centrifugação com água destilada; 

- Avaliação sob microscopia da estrutura da membrana dos ovos; 

- Banho-maria por 10 minutos (370C); acréscimo de pérolas de vidro (seis) no tubo; 

- Agitação dos tubos (vórtex) durante 15 minutos; 
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- Banho-maria por 10 minutos; 

- Avalição da estrutura dos ovos em microscopia óptica (10X). 

ANEXO 2 (Continuação)- Técnica utilizada para recuperação de larvas de Toxocara 

canis em amostras de leite bovino artificialmente contaminadas. 

Fase 3 - Técnica de Baermann, modificada (recuperação de larvas para 
contaminação do leite). 

- Após avaliação da fragilização da membrana dos ovos, submeter o material a 

técnica de Baermann modificada; 

- Adicão de água morna; 

- Manutenção em repouso por 12-24 horas; 

- Após 24 horas retirar, recuperar as larvas em tubo cônico de centrífuga; 

- Manutenção dos tubos em repouso, sob refrigeração;  

 

Fase 4 - Técnica de recuperação de larvas de Toxocara canis no leite 
contaminado 

- Colocar 1,0mL de leite bovino em tubo cônico de centrífuga graduado; 

- Transferência da amostra contendo larvas (em 100 µL de água destilada); 

- Adição de 100µL de água destilada no Eppendorf para o tubo cônico de centrífuga 

graduado; 

- Adição de 100µL de solução formalina 10,0%; 

- Homogeneização da amostra; 

- Repouso do material (3 minutos); 

- Adição de 100µL de éter etílico; 

- Repouso do material (2 minutos); 

- Homogeneização da amostra; 

- Centrifugação a 3000 rpm (1428 xg) durante 5 minutos; 

- Avaliação de cinco alíquotas de 50 µL do sedimento, para contagem das larvas; 

- Leituras sob microscopia ótica (10x); 

- Após leituras: homogeneização da amostra; 

- Centrifugação a 3000 rpm (1428xg) durante 5 minutos; 
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- Avaliação de cinco alíquotas de 50 µL do sedimento, para contagem das larvas; 

- Leitura sob microscopia ótica (10x).  
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