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RESUMO

Deteccéao de larvas de toxocara canis em leite de coelhas infectadas
experimentalmente

Com objetivo de estudar a possibilidade de transmissdo de larvas pela via
transmamaria em coelhos, doze coelhas (Nova Zelandia) nuliparas foram infectadas
com 1000 ovos larvados de T. canis, por via oral. Outras cinco coelhas receberam
oralmente solucéo fisiolégica e serviram como controle. Um més apos a inoculacéo,
cada quatro coelhas foram acasaladas individualmente com um coelho. Apds o
nascimento dos filhotes nos dias 7, 14 e 21, foram coletados por ordenha manual
500uL de leite. Para detecgdo de anticorpos (IgG), amostras de sangue foram
colhidas das matrizes nos momentos pré-infeccéo (0) e pés infeccéo (7, 14, 21 e 28)
e um dia ap6s o desmame da primeira gestacdo, pela técnica de ELISA. Para
recuperacdo das larvas, foi adotada a técnica do formol-éter. Observou-se a
presenca de larvas em cinco das doze (41,7%) coelhas infectadas. O numero total
de larvas recuperadas foi de 20, variando de 1 a 4 por lactacdo. A presenca das
larvas foi observada apenas nos 142 (9 larvas; 45%) e 212 dias (11 larvas; 55%) de
lactacdo, sem diferenca significativa entre as contagens (p=0,7386). A presenca de
larvas de T. canis diretamente do leite de coelhas mostra a possibilidade de
transmissao lactogénica em hospedeiros paraténicos.

Palavras-chave: Toxocariase; Infeccdo transmamaria; Ciclo.



ABSTRACT

Detection of larvae of Toxocara canis in milk from experimentally infected
rabbits

The aim of this study was to evaluate the possibility of transmammary transmission of
Toxocara canis larvae in rabbits. Nulipars white New Zealand female rabbits were
distributed in two groups. Twelve animals were inoculated by oral route with 1.000 T.
canis embryonated eggs, whereas five animals were uninfected (control group). One
month following infection, the females were mated. Manual sample collections of
500uL milk were performed on +7, +15 and +21 days of lactation. ELISA test was run
in order to detect serum antibodies (IgG) from blood samples collected from the nurses on the
pre-infection (0) and post-infection (7, 14, 21 and 28) period as well as on the day following
the wean. The recovery of larvae in milk was performed by the ether-formalin
technique. The material was centrifuged at 2.000 rpm for 10 min (2.000 rpm; 6979)
and the sediment was microscopically analyzed (10X). The presence of larvae was
observed in milk samples released by 5 out of the 12 (41.7%) infected rabbits. Total
number of recovered larvae was 20, ranging from 1 to 4 larvae by lactation period.
Larva were observed on days +14 (9 larvae; 45%) and +21day (11 larvae; 55%). No
significant difference by comparing the counting (p=0.7386). In conclusion, the
presence of larvae in milk rabbit samples pointed out the possibility of galactogenic
transmission of T. canis in paratenic hosts.

Key words: Toxocariasis; Transmammary infection; Cycle.
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1 INTRODUCAO E REVISAO DE LITERATURA

A toxocariase é uma zoonose causada por nematdédeos do género
Toxocara spp. Esses parasitas pertencem ao Filo Nemathelmintes; Classe
Nematoda; Ordem Ascaridata; Familia Toxocaridae (FOREYT, 2005). Algumas
espécies de Toxocara estéo relacionadas a toxocariase humana, sendo T.canis e T.
cati as mais estudadas. Toxocara canis tem sido considerado como principal agente
etiologico da sindrome da toxocariase (GLICKMAN; SCHANTZ, 1981).

O parasito adulto vive no intestino do cdo, mede aproximadamente de
4 a 18 cm de comprimento e as fémeas sdo capazes de produzir diariamente
200.000 ovos, que sao eliminados nas fezes dos animais (SCHANTZ, 1989). Os
ovos de T. canis sdo muito resistentes, podem permanecer viaveis por tempo
prolongado no solo em situa¢des adversas como: fatores climéaticos e a acdo de
agentes quimicos. (BARRIGA, 1988).

A transmissdo do nematddeo para o cdo ocorre pela ingestdo de ovos
embrionados presentes no meio ambiente, da cadela para os filhotes pelas vias
transmamaria e transplacentaria, ou, ainda, pela ingestdo de hospedeiros
paraténicos, como roedores e aves (NIEC, 1980).

ApGs a ingestdo do ovo embrionado pelo céo, as larvas séo liberadas
no estomago e intestino, penetram na mucosa intestinal, invadem a corrente
sanguinea ou linfatica chegando ao figado em 24 horas, através da circulacao as
larvas migram para o coracdo e pulmdes. Algumas larvas passam dos bronquiolos
para a traquéia e laringe e depois de deglutidas completam no intestino delgado seu
desenvolvimento, tornando-se verme adulto e passando a eliminar ovos apés 4 a 5
semanas (GLICKMAN; SCHANTZ, 1981).

Os ovos eliminados nas fezes ndo sdo embrionados, passam a ser
infectantes cerca de duas a cinco semanas desde que em temperaturas e umidade
ambientais adequadas (SCHANTZ, 1989).

Na infeccdo transplacentéria, a migracdo larvaria ocorre apos o
guadragésimo segundo dia de gestacdo. Depois de passar pela placenta, as larvas,
permanecem no figado do filhote até o nascimento, quando atinge os pulmdes,
migram para a traquéia e sofrem maturacdo no intestino, aparecendo nas fezes na
quarta semana de vida (SOULSBY, 1991). O estimulo para essa migracdo tem sido

atribuido as alteracbes hormonais durante a gestacdo da cadela (FOREYT, 2005).
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Do ponto de vista ambiental e epidemiolégico, a transmissao
transplacentéria € muito importante, devido aos filhotes nascerem com alto grau de
parasitismo e pelo contato que existe entre esses animais e criancas (WOODRUF,
1970).

Por via lactogénica, as larvas podem ser transmitidas da cadela para
os filhotes desde a ingestdo do colostro até 45 dias de lactacdo, com pico maximo
na segunda semana (BARRIGA, 1988).

Em animais adultos, a ocorréncia da doenca é baixa, uma vez que as
larvas que migram para os tecidos permanecem em hipobiose (ACHA; SZYFRES,
1986). No entanto, em casos em que h& comprometimento na resposta imune
desses animais, o ciclo hepato-traqueal se completa e as larvas chegam a sua forma
adulta no intestino, produzindo grande quantidade de ovos (BARRIGA, 1991). Os
ovos eliminados nas fezes ndo sdo embrionados, passam a ser infectantes cerca de
duas a cinco semanas desde que em temperaturas e umidade ambientais
adequadas (SCHANTZ, 1989).

O ciclo bioldgico de T. cati € semelhante ao ciclo de T. canis, porém
nos gatos ndo ocorre a transmissao transplacentaria (SCHANTZ; GLICKMAN, 1983).

A doenca ocorre no céo sob forma aguda em animais com até quatro
semanas de idade, os sinais clinicos envolvem diarréia, flatuléncia, distensdo
abdominal, desidratacdo e retardo no desenvolvimento (NIEC, 1980; FOREYT,
2005).

Além de ocasionar a doenca em caes, T. canis é responsavel por uma
das mais prevalentes zoonoses em paises desenvolvidos e em desenvolvimento
(MAGNAVAL et al.,, 2001). A doenca tem distribuicdo mundial, mas € pouco
reconhecida como problema de saude publica (ALTCHEH et al., 2003). Atualmente a
toxocariase consta na lista das enfermidades negligenciadas pelas autoridades
sanitarias (HOLTEZ; WILKINS, 2009).

A principal via de transmissdo da toxocariase ao homem se da pela
ingestao acidental de ovos larvados presentes no solo de ambientes contaminados,
como pragas e parques publicos (SCHANTZ, 1989). No Brasil, a contaminagéo de
areas de lazer publicas varia de 17,4%, em Lavras, MG (ALVES et al., 2004) a
91,7%, em Santa Maria, RS (CORREA et al., 1995).
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Estudos revelam que as criancas sdo as mais suscetiveis devido a
atracdo por caes, principalmente filhotes, habitos geofagicos e oncofagicos
(ALONSO et al., 2000; ALDERETE et al., 2003; COELHO, 2004).

A infeccdo humana pode ser ainda pela ingestdo de carne crua ou mal
cozida de hospedeiros paraténicos como coelho (STURCHLER et al., 1990), ovino
(SALEM; SCHANTZ, 1992; ALDAWEK et al., 2002; SANTAREM et al., 2011), suino
(FAN et al., 2004a), frango (MORAMATSU et al. 2006) e bovino (ESPANA et al.,
1993; YOSHIKAWA et al., 2008a, b; PARK et al., 2011; YOSHIKAWA et al., 2011).
Kwon et al. (2006) concluiram que em adultos com o habito de ingerir carne crua, a
prevaléncia € 7,8% maior do que aqueles que ndo apresentam o habito. No Japdo,
Enko et al. (2009) descreveram um caso de miocardite eosinofilica fulminante
causada pela reacdo de hipersensibilidade em uma pessoa do sexo masculino de 19
anos, que tinha o habito ingerir carne crua. Na Espanha, Espafia et al.(1993),
relataram um caso de urticaria e eosinofilia decorrente de toxocariase ocasionada
pela ingestédo de figado cru.

A manifestacdo clinica da toxocariase humana depende de varios
fatores: quantidade da carga parasitaria, padrdo de migracdo e distribuicdo das
larvas nos tecidos e resposta imune do hospedeiro (JACOB et al., 1987; SCHANTZ,
1989).

Rayes e Lambertucci (1999), ap6s estudo experimental em modelo
murino, relatam que a presenca de larvas de T. canis nos 6rgéo induz a formacéo de
granuloma que favorecem a aderéncia e a multiplicacdo de bactérias, as alteracbes
imunolégicas induzidas pelas larvas levam a um estado de imunodeficiéncia,
permitindo a disseminacdo das bactérias e a instalacdo das mesmas em varios
orgaos.

Quando o tamanho das larvas excede o diametro dos capilares
sanguineos, ocorre uma migracao erratica através da parede do endotélio e dos
tecidos do hospedeiro, desencadeando uma reacdo inflamatéria aguda, com
presenca de eosindfilos, neutréfilos e alguns mondcitos (LAMBERTUCCI et al.,
1996). Na fase migratoria das larvas, ha liberagdo de produtos metabolicamente
ativos e antigénicos. Os antigenos de excrecédo e secrecao (TES) se localizam na
epicuticula das larvas agindo como receptores importantes para anticorpos
(CAMPOS JUNIOR et al., 2003).
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A toxocariase humana, de acordo com a migracdo das larvas, pode
ocorrer de trés formas: Sindrome da larva migrans visceral (LMV), Sindrome da larva
migrans ocular (LMO) e a forma oculta.

A sindrome da LMV pode acometer varios 6rgaos podendo ocasionar
problemas neuroldgicos (VIDAL et al., 2003; BACHLI et al., 2004; MOREIRA-SILVA
et al., 2004; HELBOK et al., 2007; MAIGA et al., 2007; NICOLETTI et al., 2007) e
respiratorios (INOUE et al., 2002; ALDERETE et al., 2003; TONELLI, 2005;
FIGUEREDO et al., 2005; FERREIRA et al., 2007; BEDE et al., 2008). Existem ainda
relatos de hepatopatias, abscessos piogénicos do figado (RAYES et al. 2001;
ALTCHEH et al., 2003), dermatopatias como pruridos, urticarias e eczemas (ISMAIL
e KHALAFALLAH, 2005; GAVIGNET et al., 2008), efusao pleural (ASHWATH et al.,
2004), pericardica (MATSUKI et al., 2007) e pancreatite (D’ONOFRIO et al., 2006).

A LMO é caracterizada por lesGes oculares relacionadas com a
presenca intra-ocular das larvas. A doenga normalmente € unilateral, sdo descritos
casos de endoftalmite (MORI, et al., 2007), estrabismo e uveite (AZAR, et al., 2004)
em criangas. A larva atinge o olho via sistema circulatério e pode levar alguns casos
a cegueira (ZINKHAN, 1978).

Stangogiannis et al. (2007) demonstraram que em ratos infectados
experimentalmente, ocorrem importantes alteracdes histologicas nas estruturas
celulares do olho causadas pela infeccdo por T. canis. A retina é a estrutura mais
acometida com congestdo dos vasos, hemorragias, principalmente no espaco a nivel
sub- retiniano.

O termo toxocariase oculta (“Covert Toxocariase”) foi proposto para
classificar pacientes que ndo se enquadravam na forma visceral e ocular. Bass e
Mehta (1983) utilizaram esse termo apds estudos com criancas assintomaticos com
sorologia positiva para T. canis. Taylor et al. (1987) relataram formas clinicas com
sintomas inespecificos. Magnaval et al. (2001) descreveram uma forma atipica da
toxocariase, observada com maior frequéncia no sexo feminino, com o quadro de
astenia croénica, sintomas cutaneos, dor no hipocéndrio direito, eosinofilia moderada
e altos niveis de anticorpos anti-Toxocara.

Schantz e Glickman (1983) relataram que as alteracdes laboratoriais
mais comuns sdo: eosinofilia e leucocitose. A eosinofilia é especifica, mas a
auséncia da eosinofilia ndo exclui o diagnostico. Manifestacdes atipicas podem se

apresentar com numeros normais de eosindfilos.



15

A dosagem sérica de imunoglobulinas revela a elevagdo especialmente
de IgG, IgM e IgE. Devido a presenca de antigenos semelhantes entre a larva e as
hemacias, ocorre aumento do nivel sérico de isohemaglutinina anti-A e Anti-B (ABE-
JACOB et al., 1984)

O exame parasitolégico € sempre negativo, pois 0 nematédeo nao
completa o ciclo biolégico no homem. Métodos imunodiagndstico para a deteccao de
anticorpos especificos no soro, nos fluidos oculares e no liquor sédo utilizados
(GLICKMAN; SCHANTZ, 1981).

Testes de ELISA (Enzyme-Linked Immunosorbent Assay- Ensaio
Imunoenzimético de Imunoabsor¢édo), Western Bloting e teste imuno-histoquimico
tém sido os mais empregados para deteccdo de anticorpos, para auxiliar no
diagnostico da toxocariase humana (RUBINSKY-ELEFANT et al., 2001).

No Brasil, varios estudos demonstram que a densidade populacional de
cdes em areas urbanas representa importante associacao com a infeccdo humana e
a diferenca de prevaléncia da doenca em populacdes de niveis econdmicos
diferentes aponta como fator de risco, as condi¢des sanitarias e o baixo nivel cultural
(LYNCH et al.,, 1988; COELHO et al, 2001; ANARUMA- FILHO et al.,, 2002;
CAPUANO & ROCHA, 2005; MURADIAN et al, 2005; SANTAREM et al, 2010;
CASSENOTE, et al, 2011).

O inquérito soroldgico para a toxocariase humana tem apontado taxas
variadas de prevaléncia. Estudos demonstram sua ocorréncia em todos o0s
continentes (Quadro 1).

Na tentativa de entendimento da toxocariase em humanos, modelos
experimentais tém sido adotados para compreender o comportamento migratorio
das larvas, alteracBes patoldgicas ocasionadas pelo agente na resposta imune do
hospedeiro, agdo de anti-helmintos e antiinflamatorios utilizados no tratamento da
doenca, (Quadro 2). Bardon et al. (1994) afirmam que o modelo murino € o mais

adequado para estudo da infec¢cdo humana.
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QUADRO 1- Soroprevaléncia da toxocariase humana em diferentes continentes

Numerod Frequéncia

Continente/Pais  Localidade Referéncia
Amostras (%)

Africa
Diversos 387° 92,8 Magnaval et al. (1994)
paises

Américas

US. A Varias 20395 13,9 Won et al. (2008)
regioes

Argentina La Plata 1562 46,9 Radman et al. (2000)
Resistencia 206° 37,9 Alonso et al. (2000)

Brasil Pres. 252¢ 11,1 Santarém et al. (2011)
Prudente
Granada 403°¢ 26,8 Rubinsky-Elefant et al.

(2008)

Teodoro 797¢ 21,5 Prestes-Carneiro et al.
Sampaio (2008)
Assis Brasil  606° 21,5 Ferreira et al. (2007)
e Acrelandia
Sao Paulo 338¢ 26,9 Muradian et al. (2005)
Sao Paulo 208° 54,8 Figueiredo et al. (2005)
Sorocaba 180° 38,3 Coelho et al. (2004)
Sé&o Paulo 399° 38,8 Alderete et al. (2003)
Campinas 1384¢ 27,7 Anaruma et al. (2002)

Peru Lima 303 20,5 Espinoza et al. (2010)

Asia

Ira Sari 121° 25,0 Sharif et al. (2010)

Tailandia Distritos 329° 76,6 Fan et al. (2004b)
Leste

Europa

Espanha Santiago de 463" 28,6 Goncaléz-Quintela et al.
Compostela (2006)

Estudos realizados com a populacéo adulta® e Crianca”
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QUADRO 2 - Infecgéo experimental com ovos de Toxocara canis utilizando modelo

murino
Estudo Numero de ovos Referéncias
Migragéo 500 Lescano et al. (2004)
1000 Abo-Sherada; Herbert. (1984)
Samanta & Ansari. (1990)
Bardon et al. (1994)
Xin e Jin. (1998)
Cho et al. (2007)
2000 Abo-Sherada; Herbert (1984)
3000 Burren, (1972)
Alteracbes patolégicas e 05 Kayes, (1997)
Resposta imune
100 Kuroda et al. (2001)
200 Rogério et al. (2003)
Camparoto et al.(2008)
500 Hokibara et al.(1998)
1000 Buijs et al. (1994)
Reiterova et al. (2003)
Pinelli (2005)
Pecinali et al. (2005)
Horak et al. (2006)
Camparoto et al. (2008)
4000 Cuéllar et al. (2000)
Farmacologia 300 Lescano et al. (2004)
1000 Fok e Kassai et al. (1997)
Lescano et al. (2005)
1500 Minvielle et al. (1999)
Patologia 1000 Stangogiannis et al. (2007)

Ollero et al. (2007)
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Nos estudos sobre migracdo das larvas de T. canis, os 0Orgaos
avaliados foram o figado e musculatura esquelética (BARDON et al., 2004;
LESCANO et al., 2004; CHO et al., 2007), sistema nervoso central (BURREN, 1972;
ABO-SHERADA; HERBERT, 1984; BARDON et al., 1994; LESCANO et al., 2004,
REITEROVA et al, 2003; TELMO, 2006; DIAS et al., 2010), pulmdo (ABO-
SHERADA; HERBERT, 1984; BARDON et al., 1994; CHO et al., 2007) e intestino
(ABO-SHERADA; HERBERT, 1984) em murinos.

Até o momento, as formas de transmissédo de T. canis ao ser humano
sdo conhecidas pela ingestdo acidental de solo contendo ovos larvados, de carne
crua ou mal cozida de hospedeiros paraténicos (STURCHLER et al., 1990; SALEM;
SCHANTZ, 1992; ESPANA et al., 1993; ALDAWEK et al., 2002; FAN et al., 2004a;
MORAMATSU et al, 2006; YOSHIKAWA et al., 2008ab; PARK et al,
2011;YOSHIKAWA et al., 2011; SANTAREM et al., 2011)..

Em Codrdoba, Argentina, Maffrand et al. (2006) relataram um caso de
toxocariase em um recém nascido prematuro (oito meses de gestacdo) com leséo
ocular ocasionada por Toxocara spp., mostrando a possibilidade de infeccao
transplacentaria em seres humanos.

Na literatura consultada, ndo foram observadas referéncias sobre a
transmisséo de larvas via galactogénica em humanos. Alguns estudos experimentais
tém sido realizados, com recuperacdo das larvas mediante processo de digestédo
dos tecidos dos animais apés sacrificio dos mesmos.

Burke e Robson (1985) realizaram a infecgdo experimental em 10
cadelas da raga Beagle. Os animais foram divididos em dois grupos. O grupo 1 foi
infectado por via subcutanea, dois meses antes do acasalamento, com 6000 ovos de
T. canis. O grupo 2 foi utilizado como controle. Apés 0 nascimento, os filhotes
nascidos dos animais do grupo 1 passaram a ser amamentados pelas cadelas do
grupo 2 e vice-versa. Os autores observaram uma recuperacao de 2,3% das larvas
(680/6000), sendo que 98,5% (670/680) foram transmitidas via transplacentéria e
1,5% (10/680) foram transmitidas pelo leite.

Reiterova et al. (2003) estudaram a transmissdo transmamaria de
larvas de T. canis em 66 fémeas de camundongos. Foram formados 4 grupos. As
fémeas do grupo um (G1) e do grupo dois (G2) receberam, por via oral, 1000 ovos
larvados de T. canis. O grupo 1 foi infectado no dia do acasalamento (infeccao

precoce), enquanto o grupo 2 no 142 dia de gestacéo (infeccdo tardia). Dois grupos
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foram utilizados como controle. A lactacdo dos camundongos foi realizada de tal
forma que os camundongos gerados por fémeas nado infectadas fossem
amamentados por fémeas infectadas (G1 e G2). As larvas foram recuperadas do
cérebro e tecido muscular por digestdo acida, nos dias 0, 1, 3, 5,7, 10, 14 e 21 apos
0 nascimento dos animais. Os autores observaram a primeira ocorréncia de larvas
no 5° dia apos o nascimento (média de 6,6 e 6,0 larvas nos animais amamentados
pelas fémeas do G1 e G2, respectivamente), com aumento progressivo (14,9 e 17,6
larvas, nos animais que receberam leite dos animais do G1 e G2, respectivamente),
ndo havendo diferenca entre o nimero de larvas da prole infectada precoce ou
tardiamente.

Telmo, (2006) realizou a infeccdo experimental em dois camundongos
fémea Balb/c com 1200 ovos embrionados de T. canis por via intragastrica, ap0s o
parto dos animais. Os filhotes foram desmamados apos 21 dias e com 50 dias foram
sacrificados. O autor confirmou a transmissdo transmamaria, uma vez que 73,9%
dos animais estavam infectados, larvas vivas do parasito foram encontradas em
todas as ninhadas.

Jin et al. (2008) infectaram dois camundongos com 300 ovos de T.
canis logo apés o parto. A prole foi dividida em dois grupos e sacrificada em
periodos distintos, 7 e 14 dias apds o nascimento. No primeiro grupo, encontraram 7
larvas e no outro 101 larvas. Complementando o estudo, os autores realizaram a
infeccdo em 6 camundongos com 0 mesmo numero de ovos utilizados no primeiro
experimento. Foram administrados 5mg de Prolactina, 14 dias consecutivos, antes
do parto e apés o parto. Nos exames realizados foram encontradas larvas de T.canis
na glandula maméria dos animais. Os autores admitem que estes resultados
apontam a prolactina como um dos fatores de promocao para a transmissdo de
larvas de T. canis em camundongos durante a gestacéo.

Dias et al. (2010) relataram a infec¢do transmamaria em camundongos
infectados experimentalmente por ovos de T. canis por via intragastrica. Foram
formados 4 grupos. As fémeas do grupo um (G1), recebeu 2500 ovos, o grupo dois
(G2) 1200. Os grupos trés e quatro (G3 e G4) foram utilizados como controle. Foi
observada a infeccdo em camundongos gerados por fémeas do grupo controle (G3 e
G4) e amamentados por fémeas infectadas (G1 e G2). Dos 21 animais gerados pelo

grupo G3, 85,7% estavam positivos, e dos 33 animais gerados pelo grupo G4 15,2%
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estavam positivos. Segundo os autores esses resultados confirmam a transmissao
transmamaria.

Em coelhos ndo foi encontrado nenhum trabalho que avaliasse a
possibilidade de infec¢cdo transmamaria por T. canis. Nesses animais, a infeccao
experimental tem sido realizada para avaliacdo hematoldgica (LUKES, 1985), da
migracdo ocular (DZBENSKI et al., 2001) e da identificacdo de antigenos
(MORALES et al., 2002).

Nos trabalhos consultados ndo foram encontradas referéncias a
recuperagdo das larvas diretamente no leite, todas foram através da digestdo dos
tecidos, apos o sacrificio dos animais. Dessa forma, justifica-se o estudo sobre a
deteccdo de larvas de toxocara canis em coelhas infectadas experimentalmente,
diretamente no leite, uma vez que o comportamento dessas larvas pode ser utilizado

para o entendimento da migragao do parasito em seres humanos.
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Com objetivo de estudar a possibilidade de transmissdo de larvas pela via transmamaria em
coelhos, doze coelhas (Nova Zelandia) nuliparas foram infectadas com 1000 ovos larvados de
T. canis, por via oral. Outras cinco coelhas receberam oralmente solugdo fisioldgica e
serviram como controle. Um més apds a inoculacdo, cada quatro coelhas foram acasaladas
individualmente com um coelho. Apds o nascimento dos filhotes nos dias 7, 14 e 21, foram
coletados por ordenha manual 500uL de leite. Para detecgéo de anticorpos (IgG), amostras de
sangue foram colhidas das matrizes nos momentos pré-infeccdo (0) e pos infeccéo (7, 14, 21 e
28) e um dia apos o desmame da primeira gestacdo, pela técnica de ELISA. Para recuperacéao
das larvas, foi adotada a técnica do formol-éter. Observou-se a presenca de larvas em cinco
das doze (41,7%) coelhas infectadas. O nimero total de larvas recuperadas foi de 20, variando
de 1 a 4 por lactacdo. A presenca das larvas foi observada apenas nos 14° (9 larvas; 45%) e
21° dias (11 larvas; 55%) de lactacdo, sem diferenca significativa entre as contagens
(p=0,7386). A presenca de larvas de T. canis diretamente do leite de coelhas mostra a
possibilidade de transmiss&o lactogénica em hospedeiros paraténicos.

Palavras-chave: Toxocariase; Infec¢do transmamaria; Ciclo.
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ABSTRACT

The aim of this study was to evaluate the possibility of transmammary transmission of
Toxocara canis larvae in rabbits. Nulipars white New Zealand female rabbits were distributed
in two groups. Twelve animals were inoculated by oral route with 1.000 T. canis embryonated
eggs, whereas five animals were uninfected (control group). One month following infection,
the females were mated. Manual sample collections of 500uL milk were performed on +7,
+15 and +21 days of lactation. ELISA test was run in order to detect serum antibodies (1gG)
from blood samples collected from the nurses on the pre-infection (0) and post-infection (7,
14, 21 and 28) period as well as on the day following the wean. The recovery of larvae in milk
was performed by the ether-formalin technique. The material was centrifuged at 2.000 rpm for
10 min (2.000 rpm; 697g) and the sediment was microscopically analyzed (10X). The
presence of larvae was observed in milk samples released by 5 out of the 12 (41.7%) infected
rabbits. Total number of recovered larvae was 20, ranging from 1 to 4 larvae by lactation
period. Larva were observed on days +14 (9 larvae; 45%) and +21day (11 larvae; 55%). No
significant difference by comparing the counting (p=0.7386). In conclusion, the presence of
larvae in milk rabbit samples pointed out the possibility of galactogenic transmission of T.

canis in paratenic hosts.

Key words: Toxocariasis; Transmammary infection; Cycle.
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Introducéo

A toxocariase € uma doenca de distribuicdo mundial causada por nematédeos do
género Toxocara, especialmente Toxocara canis, cujo hospedeiro definitivo € o céo
(MAGNAVAL et al., 2001). No cédo, a transmissdo se da principalmente pela via
transplacentéria, podendo ocorrer ainda pela ingestdo de ovos embrionados presentes no solo
ou de hospedeiros paraténicos e também pela via transmamaria (NIEC, 1980).

No homem, que é um hospedeiro acidental, as larvas de T. canis podem migrar por
diversos 6rgaos e ocasionar problemas neurologicos (VIDAL et al., 2003; MOREIRA-SILVA
et al., 2004; HELBOK et al., 2007; MAIGA et al., 2007; NICOLETTI et al., 2007),
respiratorios (INOUE et al., 2002; ALDERETE et al., 2003; FERREIRA et al., 2007; BEDE
et al., 2008), dermatoldgicos (ISMAIL, KHALAFALLAH, 2005; GAVIGNET et al., 2008) e
hepéticos (RAYES et al., 2001; ALTCHEH et al., 2003). Além disso, a larva pode ocasionar
lesbes oculares que podem levar ao estrabismo, perda de acuidade visual ou cegueira
(ZINKHAM, 1978).

O ser humano se infecta mais frequentemente pela ingestédo acidental de solo contendo
ovos larvados, e também pelo consumo de carne crua ou mal cozida de hospedeiros
paraténicos, como bovinos (ESPANA et al, 1993; YOSHIKAWA et al. 2008 a,b;
YOSHIKAWA et al., 2011; PARK et al., 2011), suino (FAN et al., 2004), ovinos (SALEM,;
SCHANTZ, 1992; ALDAWEK et al., 2002; SANTAREM et al, 2011) e aves
(MARAMATSU et al., 2006). Em Cordoba, Argentina, foi relatado um caso de transmissdo
transplacentaria em uma crianca prematura com problemas oftalmolégicos (MAFFRAND et
al., 2006).

O estudo experimental da transmissdo de T. canis em hospedeiros paraténicos é
importante, uma vez que o comportamento das larvas nesses hospedeiros pode ser utilizado
para o entendimento de sua migracdo em seres humanos.

A transmissdo galactogénica de T. canis tem sido avaliada apenas em modelos
murinos (REITEROVA et al., 2003; TELMO, 2006; JIN et al., 2008; DIAS et al., 2010). Nos
experimentos com esses animais, as larvas foram recuperadas apos digestdo de tecidos dos
filhotes, o que requer o sacrificio dos mesmos e analise pontual das amostras.

Dessa forma, o presente estudo teve como objetivo estudar a possibilidade de
transmissdo de T. canis pela via transmamaria em modelo experimental com coelhos, pela

deteccdo de larvas diretamente de amostras de leite, de lactagdes sucessivas.
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Material e Métodos

1. Avaliacéo da deteccéo de larvas de Toxocara canis no leite

1.1 Animais

Utilizou-se dezessete coelhas, nuliparas e quatro machos da linhagem Nova Zelandia,
com dois meses de idade, obtidos no Biotério da Universidade do Oeste Paulista
(UNOESTE), com confirmacdo de diagndstico negativo para nematodeos pela técnica de
Wiilis-Molay e Hoffman, em amostras de fezes, foram utilizados nesse estudo (HOFFMANN,
1987).

Durante todo o periodo experimental, os animais receberam racdo peletizada
comercial para coelhos e 4gua e ad libitum e foram mantidos na Instituicdo de Origem
(UNOESTE).

1.2 Grupos Experimentais

Foram formados dois grupos de estudo. O primeiro foi composto por 12 fémeas
infectadas artificialmente com ovos de T. canis, enquanto outro grupo contendo cinco fémeas
serviu como controle, livres de infeccgéo.

Os animais foram mantidos em gaiolas individuais por 14 dias. Antes do experimento,
0 pesquisador manipulou os animais diariamente, por 15 minutos, durante uma semana, para

facilitar o manejo dos animais durante a fase experimental (HORAK et al., 2006).

1.3 Obtencao de ovos de Toxocara canis

Fémeas adultas de T. canis foram obtidas de filhotes de cdes infectados naturalmente,
do Hospital Veterinario da Unoeste.

Para obtencdo dos ovos do parasito, adotou-se com algumas modificagbes, o
procedimento descrito por Pecinali et al. (2005). As fémeas adultas (Ls) do nematddeo foram
lavadas com solucéo fisioldgica e histerectomizadas, com ajuda de estereomicroscopio.

Os ovos recuperados foram colocados em solugdo de formalina 2% e mantidos a
temperatura ambiente, por 28 dias, para embrionamento e desenvolvimento larval. Apos este

periodo, o material foi lavado em solucéo fisiologica, por centrifugacdo a 2.000 r.p.m., por
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trés minutos. Mil ovos larvados foram contados em camara de Neubauer, para a infecgéo

experimental.

1.4 Infeccdo dos animais

Antes da infeccdo experimental, os animais receberam 30mg/kg da associacdo de
tiletamina/zolazepam (Zoletil 5%, Virbac), diluida em solucéo salina, por via intramuscular,
para sedacdo (KANASHIRO, CASSU, 2008).

Para a realizacdo da infeccdo, adotou-se, com pequenas modificagdes, 0s
procedimentos descrito por Faccioli (1998) e Pecinali et al. (2005). Os animais receberam 3,0
mL de solucdo estéril (PBS) contendo os ovos, por via oral, com auxilio de sonda oro
gastrica. Outros 3,0 mL de PBS foram administrados pela mesma via aos animais para
lavagem da sonda e assegurar a passagem dos ovos. O grupo controle recebeu 6,0 mL de
solucdo estéril (PBS), seguindo o mesmo procedimento anestésico e de administracdo do

indculo do grupo infectado.

1.5 Cruzamentos

Um més apos a infeccdo, quando as fémeas estavam com quatro meses de idade e
atingiram sua maturidade sexual, cada coelha foi alocada em gaiola individual e um macho foi
colocado para copular, por monta natural, por um periodo de trés dias consecutivos, em um
periodo do dia, seguindo 0 manejo adotado pelo Biotério Central da UNOESTE.

Os demais acasalamentos (segundo e terceiro) foram realizados ap6s um intervalo de
uma semana do desmame dos filhotes, ocorrido aproximadamente aos 21 dias, em cada
gestacao.

Depois do periodo de acasalamento, tanto as fémeas quanto os machos foram
mantidos em gaiolas individualizadas. Para manutengdo dos casais, nos trés acasalamentos
subsequentes, os machos foram colocados juntamente com as suas respectivas fémeas,

respeitando as mesmas condi¢Oes do primeiro cruzamento.

1.6 Avaliacgao do leite

Apds nascimento dos filhotes (dia 0), amostras de leite foram coletadas uma Unica vez

nos dias 7, 14 e 21 nas trés lactaces subsequentes.
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A obtencéo do leite foi realizada por ordenha manual dos tetos de cada fémea. No dia
da colheita, as fémeas lactantes foram separadas dos filhotes por seis horas, para que fosse
possivel a colheita de material suficiente para analise.

Para recuperacdo das larvas foi empregada a técnica centrifugo-sedimentacdo pela
formalina-éter descrita por Ritchie, 1948, modificada (HOFFMAN, 1987).

Do material ordenhado, 500uL foram transferidos para um tubo de Eppendorf. Para
retirada do excesso de gordura das amostras, foram adicionados 200uL de solucdo de formol
tamponado a 7,5%. Apds homogeneizacdo, o material foi deixado por 20 minutos em
repouso, e logo apds foram acrescentados 200uL de éter sulfirico, com agitacdo por trés
minutos. O material foi entdo transferido para tubo cénico de centrifuga e centrifugado
durante 10 minutos a 2.000 r.p.m. (697g) (Centrifuga Excelsa Baby Il 206 BL — FANEM).
Apbs centrifugacdo, foi retirada cuidadosamente a camada de gordura do sobrenadante com
ajuda de um swab plastico. O sedimento foi analisado sob microscopia (10X), entre 1dmina e
laminula (22X22 mm), com a avaliacdo de trés aliquotas de 20,0 pL para cada amostra.

1.7 Deteccdo de Anticorpos para deteccdo de IgG por ELISA (Ensaio de

imunoadsorgéo enzimética)

Com a finalidade de avaliar a producdo de anticorpos (Imunoglobulina G-1gG) e o
sucesso na infeccdo dos animais, amostras de sangue foram colhidas das matrizes que foram
infectadas experimentalmente, nos momentos pré-infeccdo (Dia O), pos-infeccdo (7, 14, 21 e
28) e um dia ap6s o desmame da primeira lactacdo. As amostras foram colhidas por puncdo da
veia auricular média, apds anestesia, que seguiu 0 mesmo protocolo usado na infec¢do. Apos
a colheita as amostras foram centrifugadas para obtencdo do soro, que foi armazenado a -
30°C até o momento de seu processamento.

A deteccdo de anticorpos IgG anti-Toxocara spp. pela técnica de ELISA foi realizada
no Instituto de Medicina Tropical da Universidade de Sdo Paulo, USP.

O ELISA foi realizado com base no estudo de De Savigny et al. (1979), com
modificagfes (RUBINSKY-ELEFANT et al., 2006). Primeiramente, procedeu-se a
sensibilizacdo das placas de poliestireno (Corning-Incorporated Costar, MA, USA) com
antigeno excretorio-secretorio de T. canis (antigeno de excrecdo e secre¢do de larvas de
Toxocara canis mantidas “in vitro”) (TES) (DE SAVIGNY, 1979; RUBINSKY-ELEFANT et
al., 2006).



36

As placas foram sensibilizadas com 1,9 ug/mL de antigeno por po¢o, em solucdo
salina tamponada (PBS) a 0,01M, pH 7,2. As placas permaneceram duas horas em estufa a
37°C, e por 18 horas a 4°C. Ap0s trés ciclos de lavagens, cinco minutos cada, com PBS
contendo Tween 20 a 0,05% (PBS-T), foi realizado o blogueio com leite desnatado em pd
(Molico, Nestlé, Aracatuba, Sdo Paulo, Brasil) a 2,5% em PBS-T (200uL/pogo). As placas
permaneceram em estufa a 37°C por uma hora e entdo foram lavadas trés vezes durante 5
minutos com PBS-T.

A fim de eliminar possiveis reacdes cruzadas entre antigenos de Toxocara e outros
ascarideos, amostras dos soros foram pré-incubadas com extrato de verme adulto de Ascaris
lumbricoides (EAL) a 25mg/mL em PBS-T por 30 minutos a 37°C. (RUBINSKY-ELEFANT
et al., 2006).

Em cada pogo das placas, foram adicionadas as amostras de soro das coelhas (100
uL/poco) diluidas a 1/200 e incubados por 40 minutos a 37°C. Apds 3 ciclos de lavagens com
PBS-T, adicionou-se anticorpo anti-lgG de coelho produzido em caprino e marcado com
peroxidase (Sigma-Aldrich A0545, USA) (100 uL/poco) na diluicdo de 1/40000 em PBS-T, e
incubagédo por 40 minutos a 37°C.

Ap6s novo ciclo de lavagens, foi adicionada solu¢do cromdgena (100 ul/pogo)
constituida por ortofenilenodiamina, 0,4 mg/mL, peroxido de hidrogénio uréia em tampéao
fosfato-citrato 0,05M (OPD Fast- Sigma, St Louis, MO). A placa foi incubada por 15 minutos
a 37°C, e a reacdo interrompida por adi¢do de acido sulfarico 2,0N (50uL/poco). A leitura das
densidades Opticas (DO) foi realizada em comprimento de onda de 492 nm no leitor de
ELISA Titertek Multiskan MCC/340, Lab-System, Finland.

O célculo do limiar de reatividade (cut-off) foi baseado na média das densidades
Opticas de 17 amostras de soro de coelho (6 animais controle e 11 coelhos pré-infeccdo) e
adicionado de dois desvios-padréo, resultando em 0,292.

Os resultados foram expressos em indice de reatividade (IR=DO amostra/DO cut off) e
aquelas que apresentaram IR igual ou superior a 1,0 foram consideradas reagentes. Como

controle da reagdo, em todas as placas foi acrescido soros-padrao reagente e ndo reagente.

1.8 Analise Estatistica

O tratamento estatistico dos dados foi realizado com o emprego do Software Graphpad

Instat 5.0. Para comparacdo das contagens de larvas em diferentes lactagOes utilizou-se a
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andlise de variancia com contrastes pelo método de Tukey, enquanto que o teste de Mann-
Whitney foi utilizado para comparar as médias das contagens em momentos distintos em uma
mesma lactacdo. Foram considerados como significativos, os valores de p<0,05 (TRIOLA,
1999).

Aspectos Eticos

O projeto foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa da Instituicio da
UNOESTE. Protocolo 132/09.

Resultados

Das doze coelhas infectadas, cinco (41,7%) eliminaram larvas de T. canis pelo leite. O
numero total de larvas recuperadas foi de 20, representando 0,17% do total de ovos utilizados
para a infec¢do dos animais, variando de 1 a 4 larvas por lactacdo e de no maximo duas larvas
por amostra (Tabela 1).

A presenca das larvas foi observada apenas no 14° (9 larvas; 45%) e 21° dias (11
larvas; 55%) de lactacdo, sem diferenca significativa entre as contagens (p=0,7386).

A recuperacdo de larvas no leite foi observada apenas nos dias 14 e 21 de lactagdo.
Entretanto, ndo houve diferenca significativa entre a média no nimero de larvas obtidas nas
diferentes lactagdes (p=0, 5882).

Observou-se que na primeira lactacdo, apenas em um animal foram recuperadas larvas
no leite, sendo duas larvas no dia 14 e duas no dia 21. Na segunda, foram observadas larvas
nas amostras de quatro animais, nos dias 14 e 21, com recuperacdo maxima de duas larvas por
amostra em duas fémeas. Na terceira lactacdo, trés animais liberaram larvas no leite, com
recuperacdo maxima de 3 larvas por animal. Um dos animais liberou apenas uma larva no dia
21.

Onze fémeas infectadas foram sororeagentes ao teste de ELISA no dia 28 pds-infecgdo
(IR: 1,383-4,639). Entretanto, no momento pos-desmame, todas as 12 coelhas apresentaram
anticorpos anti-Toxocara spp (IR: 4,557-5,315)
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Discussao

O presente estudo comprova a possibilidade de transmissdo lactogénica, devido a
eliminacdo no leite de T. canis em coelhas. Em estudos anteriores, a transmissao de T. canis
pelo leite havia sido avaliada em murinos (REITEROVA et al., 2003; TELMO, 2006; JIN et
al., 2008; DIAS et al., 2010) e no cdo (BURKE; ROBERSON, 1985)

Segundo Burke e Roberson (1985), a transmissdo de larvas de T. canis dos caes para
os filhotes ocorre quase que exclusivamente pela via transplacentaria e apenas um pequeno
namero de larvas é passado via leite. Ao infectaram cadelas com 6000 ovos larvados de T.
canis, 2 a 4 semanas antes do cruzamento, os autores observaram que apenas 2,3% das larvas
(680/6000) foram recuperadas, sendo que quase a totalidade 98,5% (670/680) foi transmitida
via placenta. Apenas 1,5% (10/680) das larvas detectadas nos filhotes foi associado a
transmissdo pelo leite. Contraditoriamente, Tomasovicova et al. (1993) observaram que a
transferéncia de larvas de T. canis em camundongos experimentalmente infectados se da
principalmente pelo leite e que a migracdo intrauterina de larvas € esporadica.

Esses dados sugerem que o comportamento de T. canis no hospedeiro definitivo pode
ser diferente do que ocorre em hospedeiros paraténicos, inclusive no homem.

De acordo com Barddn et al. (1994), o modelo murino € o mais adequado para estudo
da infeccdo humana por T. canis. Nos experimentos com esses animais, a recuperacdo das
larvas tem sido realizada ap6s digestdo de tecidos dos filhotes, o que requer o sacrificio dos
mesmos e andlise pontual das amostras.

No nosso estudo, as larvas foram observadas diretamente no leite das coelhas, o que
permitiu a avaliacdo, em um mesmo animal, da transmissdo em varios momentos de uma
mesma lactacdo e em lactacGes diferentes.

Apesar de 41,7% das coelhas avaliadas nesse estudo terem liberado larvas, o nimero
total foi baixo, com no maximo duas larvas por amostra. Em cées, a Burke e Roberson (1985),
ao infectar fémeas com 6000 ovos larvados de T. canis, 2 a 4 semanas antes do cruzamento,
apenas 10 das 680 (1,5%) das larvas recuperadas nos filhotes por digestdo de tecidos foram
associado a transmissdo pelo leite.

Diversas variaveis podem influenciar no estudo da migracdo das larvas com relacdo a
metodologia. No nosso estudo, a infecgdo se deu um més antes do cruzamento dos animais,
com a dose de 1000 ovos para infecgdo dos animais, que tem sido a mais comumente utilizada

em murinos para avaliagdo da migracdo de T. canis (ABO-SHEHADA et al., 1984,
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SAMANTA, ANSARI, 1990; BARDON et al., 1994; XI, JIN, 1998; REITEROVA et al.,
2003; CHO et al., 2007).

Dias et al. (2010) observaram que a dose infectante foi diretamente proporcional a
ocorréncia da transmissao pela via mamaria em camundongos amamentados até os 21 dias de
idade, por fémeas infectadas dois meses antes do acasalamento. A presenca de larvas foi
verificada, aos 60 dias de nascimento, em 15,2% e 85,7% dos filhotes cujas mées-de-leite
foram infectadas com 1200 e 2500 ovos, respectivamente.

No estudo de Jin et al. (2008), a infeccdo de duas fémeas de camundongos Balb/c foi
realizada no periodo poés-puerperal (12 horas) com 300 ovos de T. canis por via oral. A
recuperacdo das larvas nos filhotes em decorréncia da transmissédo pelo leite foi de 18%
(54/300).

Esses dois estudos mostram que, independentemente do numero de ovos utilizados
para infeccdo dos animais e do momento em que as fémeas séo infectadas, antes ou apds
acasalamento, existe a possibilidade de transmissdo de larvas pelo leite aos filhotes. Esse
ultimo dado é confirmado por Reiterova et al. (2003), ao observarem que ndo houve diferenca
significativa no numero de larvas transmitidas pelo leite de fémeas infectadas na fase inicial
ou final da gestacé&o.

No presente estudo, houve passagem de larvas pelo leite na segunda e terceira
semanas, sem diferencas significativas entre a contagem das mesmas. Esses dados sdo
divergentes daqueles apresentados por Jin et al. (2008), que verificaram larvas nos érgdos de
filhotes de camundongos aos 7 e 14 dias de nascimento, sendo o numero total de larvas na
segunda semana significativamente superior ao da primeira.

Hall (1971) observou que o teor de gordura em coelhos Nova Zelandia se eleva
gradativamente durante a lactacdo. A técnica utilizada no presente estudo foi baseada na
quebra das moléculas de gordura pelo formol-éter. Entretanto, as larvas podem ter sido retidas
no sobrenadante, o que pode ter causado o baixo nimero de larvas recuperadas. Dessa forma,
outros estudos devem ser realizados para avaliar outras formas de degradacdo de gordura e
possibilitar maior recuperacdo das larvas.

Ainda nesse estudo, foi possivel observar que a transmissdo das larvas ocorreu em
mais de um periodo gestacional, o que indica a ndo necessidade de reinfeccdo das fémeas para

a transmissao das larvas em diferentes lactacoes.
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Os dados apresentados confirmam a possibilidade de veiculagéo de larvas de T. canis
para o leite de coelhos e ampliam a gama de modelos experimentais para compreensédo da
transmissdo do parasito, uma vez que o homem também se comporta como hospedeiro

paraténico.
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Tabela 1 — NUmero de larvas recuperadas em leite produzido por coelhas infectadas
experimentalmente com 1000 ovos embrionados de Toxocara canis, em diferentes momentos

de lactacéo, em trés periodos de lactacédo distintos.

Dia da Colheita de Leite

Lactacéo +7 +14 +21  Total
1 0 2 3 5
2 0 4 6 10
3 0 3 2 5
Total 0 9 11 20
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Apéndice 1 — Imagem de larva de Toxocara canis recuperada do sedimento da
amostra de leite de uma coelha infectada experimentalmente, por via oral, com 1000

ovos do nematédeo, apds centrifugacdo em solucéo de formol-éter.

Microscopia Otica (objetiva 10X) captura em camara
fotogréfica digital Sony DCS-V1 (Aumento 4,0X)
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Apéndice 2 - Numero de larvas recuperadas em leite de coelhas infectadas
experimentalmente com 1000 ovos larvados de Toxocara canis, em trés momentos

de lactacéo (7, 14 e 21 dias) e em trés lactacBes consecutivas.

Lactacao 1

Animal/Dia 7 14 21
01 - - -
02 - - -
03 - - -
04 - - -
05 - - -
06 - - -
07 - 2 2
08 -
09 - - -
10 - - -
11 - - -
12 - - -

Lactacao 2

Animal/Dia 7 14 21
01 - - -
02 - - -
03 - 1 2
04 - - -
05 - - -
06 - 1 1
07 - 1 2
08 - - -
09 - - -
10 - - -
11 - 1 1
12 -

Animal/Dia 7 14 21
01 - - -
02 - - -
03 - 2 1
04 - - -
05 - - -
06 - 1 1
07 - - -
08 - - 1
09 - - -
10 - - -
11 - - -
12 - - -

- Sem recuperacéo de larva na amostra de leite.
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Apéndice 3 - indices de reatividade (IR*) do teste de ELISA de 12 coelhas infectadas
experimentalmente, por via oral, com 1000 ovos larvados de Toxocara canis, no
momento pré-infeccdo (dia 0), em diferentes momentos pés-infeccéo (dias 7, 14, 21
e 28) e um dia apdés o desmame da primeira lactacao (PD), além do grupo controle

(cinco coelhas).

Momentos da Colheita de Sangue (Dias)

Grupos de Animais 0 7 14 21 28 PD
Infectado
1 0,250 0,127 0,851 2,165 3,323 4,712
2 0,685 0,111 0,244 0,278 1,383 4,587
3 0,159 0,123 0,756 1,171 1573 4,886
4 0,485 0,196 0,880 3,592 4,101 5,106
5 0,082 0,142 0,171 0,111 0,282 4,457
6 0,575 0,858 0,959 1,209 1,715 5,095
7 0,300 0,361 1,013 2,652 3,715 NO
8 0,068 0,089 1,089 3,396 3,927 NO
9 0,098 0,158 4,278 4,472 4,494 4,824
10 0,045 0,098 0,579 2,190 3,506 NO
11 0,498 0,196 2,497 4,063 4,592 5,315
12 NO 0,367 3,889 NO 4,639 5,074
Controle
13 NO 0,377 0,339 0,286 0,397 NO
14 0,4760 0,271 0,231 0,240 0,228 NO
15 0,6062 0,728 0,553 0,271 0,265 NO
16 0,1541 0,086 0,057 0,062 0,089 NO
17 0,1575 0,116 0,135 0,045 0,082 NO

- NO= amostra de sangue nao obtida durante a colheita.

* [ndice de reatividade (IR) calculado de acordo com a seguinte formula:

IR= (Densidade oOtica da amostra/Densidade o6tica do cut off)

IR= 1 foram consideradas como amostras reagentes pelo teste de ELISA para
deteccdo de imunoglobulinas G (IgG) anti-Toxocara canis.



