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RESUMO

Realizou-se um estudo sobre a frequéncia e fatores de risco relacionados a larva migrans visceral
(LMV) em 1.131 usuérios de laboratorios Goiania (GO) — um publico e outro privado. Para a
pesquisa de anticorpos anti-Toxocara canis, as amostras de soro foram analisadas pelo ensaio
imunoenzimatico (ELISA) utilizando-se como antigeno produtos de excregdo e secrecdo de larvas de
terceiro estadio de 7. canis. Para reduzir a possibilidade de reagdes cruzadas com espécies do género
Ascaris, os soros foram previamente tratados com extrato de Ascaris suum. Foram consideradas
positivas as amostras que apresentaram resultados de densidade otica acima de 0,3. Empregou-se
o teste Qui-Quadrado para avaliar diferengas de proporgdo. A frequéncia encontrada foi de 18,9%
(IC 95% 16,7-21,3). Além da coleta de soro, as pessoas que concordaram em participar do estudo
assinaram um termo de consentimento livre e esclarecido e concederam entrevistas para avaliagio
dos provaveis fatores de risco relacionados a transmissdo da larva migrans visceral, tais como:
presenga de cdes no domicilio e peridomicilio, historia de moradia em zona rural, disponibilidade
de 4gua encanada, geofagia, uso de agua de rio e cisterna, ingestdo de legumes e verduras sem
higienizagdo prévia, habito de lavar as maos antes das refeicdes, manipulagdo de terra e areia.
Para avaliagdo dos fatores de risco, foram calculadas estimativas de risco (Odds Ratio - OR) com
respectivos intervalos de 95% de confianca. Presenca de caes no domicilio/peridomicilio, histéria de
geofagia e consumo de agua sem filtrar constituiram fatores de risco estatisticamente significativos
na transmissdo de LMYV, ap0ds ajuste para possiveis variaveis de confusdo. Embora o percentual de
18,9% de soropositividade ndo possa ser extrapolado para a populagdo do aglomerado urbano de
Goiania, os resultados sugerem ser elevada a frequéncia da infec¢do por 7. canis nesta regido.
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INTRODUCAO

A Sindrome Larva Migrans Visceral resulta da migragdo prolongada de
larvas de nematodeos em hospedeiros ndo habituais, particularmente seres humanos
(Beaver, 1952).

A sindrome compreende um conjunto de sintomas e alteragdes em
exames laboratoriais peculiares ao local de migragdo das larvas dos nematddeos.
Pode ocorrer febre, esplenomegalia, anorexia, distirbios respiratorios, digestivos
e nervosos. Os exames laboratoriais sdo caracterizados por eosinofilia sanguinea,
leucocitose, hipergamaglobulinemia, hiperisohemaglutininemia, hiperalbuminemia
e hepatomegalia (Barriga, 1980).

T. canis, Toxocara cati e Toxascaris leonina sdo 0s principais parasitos
envolvidos na etiologia desta sindrome (Beaver, 1952; Beaver, 1969).

Dentre estes ascarideos, 7. canis é, sem divida, o mais importante agente
etiologico da doenga, em consequéncia de seu padrio peculiar de migracgo tecidual
e de sua capacidade para sobreviver em hospedeiros ndo habituais (Cyspess et al.,
1977). Existem fortes evidéncias de que a infecgdo por larvas de 7. canis pode
ser considerada um potencial fator de risco para a descompensagdo de pacientes
asmaticos (Cooper, 2008).

Séo relativamente raros os casos sintomaticos de larva migrans visceral,
mas inquéritos soroldgicos realizados em varios paises mostram que a infeccdo ¢é
bastante frequente na populacio humana, sugerindo tratar-se de um problema de
saude publica para o homem (Woodruff et al., 1978).

A maioria dos casos clinicos € registrada em paises industrializados, mas
ndo resta davida de que a doenga ocorre com a mesma ou maior frequéncia em
paises em desenvolvimento.

No Brasil, alguns trabalhos mostram a existéncia de condig¢des favoraveis
a Sindrome de Larva Migrans Visceral, como um grande niimero de cées infectados
por Tcanis (Chieffi & Muller, 1976; Ferreira et al., 1980; Chieffi et al., 1981) e
presenga de ovos de Toxocara contaminando o solo de localidades ptblicas (Chieffi
& Muller, 1976, Castanho et al., 1978; Campos et al., 1987; Ferreira et al., 1980).

O diagnostico de certeza da larva migrans visceral humana é feito pela
identificagdo de larvas nos tecidos, porém mesmo em bidpsia hepatica isso ¢é
raro, sendo mais comum o encontro de granuloma eosinofilico sem detecgdo do
agente (Woodruff et al., 1978). A bidpsia para confirmagio do diagndstico nem
sempre ¢ prudente ou possivel de ser realizada (Mufioz et al., 1983). Dentre os
testes sorologicos utilizados para o diagnéstico da larva migrans visceral, o teste
imunoenzimatico ELISA € o que oferece maior seguranca e sensibilidade para o
diagnostico (Glickman et al., 1978).

Este trabalho foi desenvolvido entre margo de 1998 e janeiro de 1999,
motivado pelos dados que demonstravam a presenga de ovos de Toxocara no solo
de localidades publicas de Goiania ¢ de cdes infectados pelo parasito, conforme
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demonstraram Campos et al. (1987). Além de apenas trés casos relatados por
Campos et al. (1990), ndo ha outros registros da frequéncia da larva migrans visceral
em Goias.

Para sua realizacdo, foram objeto de estudo a frequéncia de anticorpos
antilarvas de 7. canis e os possiveis fatores de risco relacionados a transmissdo da
larva migrans visceral humana em usuarios de servicos de satide de Goiania.

MATERIAIS E METODOS

Amostras de soro. Foi realizada coleta de amostras ndo aleatoria, sendo
analisados 1.131 soros — 931 de pacientes atendidos no laboratério Romulo
Rocha da Faculdade de Farmacia da Universidade Federal de Goias e 200 de um
laboratorio particular da cidade de Goiania. As amostras de soro foram estocadas em
temperatura de —20°C até o momento do uso, sendo suficientes para se detectar uma
frequéncia de 16%, com margem de erro de 2% e um nivel de confianca de 95%.

Aspectos éticos. Todos os individuos que aceitaram participar deste estudo
assinaram um termo de consentimento e responderam, no momento da coleta de
sangue, a um questionario padronizado, pré-codificado, com perguntas relacionadas
aos possiveis fatores de risco para transmissgo da larva migrans visceral.

Antigeno. Foram empregados como antigeno produtos de excrecio e
secregdo de larvas de terceiro estadio de 7. canis, contendo 1.050 pg/mL de proteina.
O antigeno foi diluido a 1:600 em tampdo carbonato bicarbonato pH 9,6 e em cada
cavidade da placa foi adicionado 0,175ug de proteina.

Conjugado. Foram utilizados anticorpos anti-IgG e I[gM humana marcados
com peroxidase, prontos para uso (Sanofi, Instituto Pasteur, Franca).

Teste imunoenzimadtico. A reagdo de ELISA foi realizada em placas
high-binding (Costar 3590, USA) sensibilizadas com 100uL de antigeno por
cavidade, com incubagdo durante 18 a 24 horas. Apos a incubagdo, as placas foram
submetidas a trés ciclos de lavagem (um com PBS e dois com PBS, contendo 0,05%
de Tween 20). Posteriormente, foram adicionados 200 pL de solugao bloqueadora
(BSA 1%) (Sigma, St. Louise, USA) em cada cavidade, com incubagio a 37°C por
uma hora em cdmara imida. Foram utilizados soros controles positivos e negativos
em todas as placas (gentilmente cedidos pela equipe do Dr. Pedro Paulo Chieffi do
Instituto de Medicina Tropical de Sdo Paulo). Todas as amostras e controles foram
diluidas a 1:40 com extrato de 4. suum (concentracdo de 9,5 mg/mL de proteina,
diluido a 1:200 em PBS) ¢ 1:2 em PBS-Tween, resultando em uma diluigéo final
de 1:80. A placa foi incubada e posteriormente lavada em trés ciclos com PBS
contendo 0,05% de Tween 20. Depois da adi¢@o de 100 pl do conjugado em cada
cavidade, a placa foi incubada durante 40 minutos a 37°C. A placa foi lavada (como
descrito anteriormente) adicionando-se em cada cavidade 200 uL do substrato
OPD com incubagdo em temperatura ambiente por 10 a 15 minutos em camara
escura. Promoveu-se o bloqueio da reagdo com a adi¢ao de 50 uL por cavidade de
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acido sulftirico 4N. A leitura de cada placa foi realizada em um espectrofotometro,
utilizando-se comprimento de onda de 492nm.

Ponto de corte. O valor do cut off foi determinado pela média dos valores
da densidade dtica (DO) de trés controles negativos x 2.

Andlise de dados. Foram utilizados os testes Qui-quadrado e Qui-quadrado
para tendéncia, quando apropriado, para avaliar diferencas de proporcdo.
Estimativas de Risco (Odds ratio — OR) com os respectivos intervalos de 95% de
confianga foram calculadas para avaliar a associa¢do entre possiveis fatores de risco
e a infecgdo por 7. canis.

RESULTADOS

Nao foram detectados anticorpos IgM antilarvas de T canis. As principais
caracteristicas da populac@o estudada para pesquisa de anticorpos IgG antilarva de
T. canis, em Goiania, encontram-se expressas na Tabela 1.

Tabela 1. Caracteristicas gerais da populagdo submetida a pesquisa de anticorpos
antilarva de T canis, em Goiania, no periodo de marcgo de 1998 a janeiro

de 1999
Caracteristicas No. %

Instituicdo da Coleta

Pablica 956 84,5

Privada 175 15,5

Sexo

Feminino 831 73,5

Masculino 300 26,5
Grau de instrucgo *

Analfabeto 86 8,1

1" Grau 721 67,6

2" Grau 222 20,8

Superior 37 3,5
Casa propria®

Sim 821 73,0

Nao 310 27,0
Moradia prévia em zona rural®

Sim 571 50,7

Nao 556 49,3

65 registros sem informagéo; ® 7 registros sem informagéo; © 4 registros sem informagdo

A frequénciade anticorpos séricos antilarvas 7 canis na populagio estudada
(n=1.131) por meio do teste ELISA foi de 18,9% (IC 95% 16,7% - 21,3%).

Os dados de correlag@o entre a prevaléncia de anticorpos séricos antilarvas
de T canis e as caracteristicas gerais da populagio estudada encontram-se expressos
na Tabela 2.
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Tabela 2.  Frequéncia de anticorpos séricos anti-7oxocara canis de acordo com as
caracteristicas gerais da populacao estudada em Goiania, no periodo de
margo de 1998 a janeiro de 1999

Caracteristicas Soro reagente n (%)

Institui¢do da Coleta

Publica 189 (19,8)

Privada 25 (14,3) x*=2,90 p>0,05
Sexo

Feminino 153 (18,4)

Masculino 61 (20,3) x*=0,53 p>0,05
Grau de instrugdo *

Analfabeto 17 (19.8)

1' Grau 140 (19,4)

2" Grau 38(17,1)

Superior 3 (8,1) x* p/ tendéncia =2,3 p> 0,05
Casa propria

Sim 160 (14,23)

Néo 54 (17,8) x*= 0,40 p>0,05
Faixa etaria

<15 48 (21,6)

15-50 115 (16,8)

>50 51(22,9) x* p/ tendéncia = 0,12 p>0,05

A andlise univariada dos possiveis fatores de risco associados a infec¢ao
por T canis mostrou que individuos que consumiam agua sem filtrar, que tinham
cées no domicilio/peridomicilio, cujos vizinhos possuiam cdes e que relataram
antecedentes de geofagia apresentaram maior risco de adquirir toxocariase do
que aqueles que ndo possuiam estas caracteristicas. Estas associacdes foram
estatisticamente significativas como mostra a Tabela 3.

Tabela 3. Possiveis fatores de risco associados a infecgdo por larvas de Toxocara
canis na populagdo estudada em Goiania, no periodo de margo de 1998
a janeiro de 1999, segundo andlise univariada

Principais fatores de risco Soro reagentes (n) ER ou OR bruto(IC-95%)
Consumo de agua sem filtrar 186 1,69 (1,03-2,78)
Cies no domicilio e/ou peridomicilio 144 1,82 (1,31-2,52)
Cies entre os vizinhos 138 1,54 (1,12-2,13)
Geofagia no passado 46 1,66 (1,11-2,46)

SR: soro reagente ER: estimativa de risco. OR: Odds ratio

Apds ajuste para possiveis fatores de confusdo por meio de analise
multivariada, os fatores de risco que permaneceram associados a infec¢do por 7.
canis na populacao estudada foram: consumo de 4gua sem filtrar, posse de caes no
domicilio e/ou peridomicilio e o habito de geofagia no passado (Tabela 4).
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Tabela 4. Fatores de risco associados a sindrome de Larva Migrans Visceral
na populagdo estudada em Goiénia, no periodo de margo de 1998 a
janeiro de 1999, com Odds Ratio (OR) bruto e ajustado apos analise

multivariada®
Principais fatores de risco OR Bruto OR Ajustado
Consumo de dgua sem filtrar 1,69 (1,03-2,78) 1,64 (1,03-2,62)
Cies no domicilio e/ou peridomicilio 182 (1,31-2,52) 1,71(1,24-2,36)
Cies entre os vizinhos 1,54 (1,12-2,13) 1,30 (0,94-1,79)
Geofagia no passado 1,66 (1,11-2,46) 1,54 (1,05-2,27)

*Ajustado por sexo, idade, uso de agua sem filtrar, cies no domicilio, cdes nos vizinhos e historia de
geofagia, quando apropriado.

DISCUSSAO

Neste trabalho foram estudados a sorologia e os fatores de risco
relacionados a larva migrans visceral em usudrios de servigos de saude (publico e
privado) do aglomerado urbano de Goiania. Utilizou-se o processo de amostragem
de conveniéncia, sendo a grande maioria das amostras oriunda de laboratdrio
publico. Adotando este processo de amostragem, admite-se que estas estimativas
podem ndo reproduzir a prevaléncia realmente existente na populagdo da cidade
como um todo (Pereira, 1995). No entanto, optou-se por esta abordagem porque o
procedimento apresenta facilidade operacional, tempo e custos reduzidos.

Os estudos soroldgicos em seres humanos t€ém demonstrado vérias faixas
de positividade para anticorpos anti-7 canis dependendo da regido e da populagdo
estudada.

Na Europa, diversos trabalhos demonstram prevaléncias que variam de 2%
até 65,7%. Em Stuttgart, Alemanha, um estudo soroepidemioldgico sobre toxocariase
humana mostrou a prevaléncia de 4,8% em doadores de sangue, sendo 2,1% em
criancas de 1 a 7 anos provenientes de areas urbanas. Individuos do oeste europeu e
ndo europeus mostraram prevaléncia de 17,7% e 13,7% (Kimming et al., 1991).

Em Gipuzkoa, pais Basco, a soroprevaléncia de infeccdo por Toxocara em
criangas de classe média foi de 4,4%, em contrapartida, em criangas de baixo poder
aquisitivo chegou até 65,7% (Cilla et al., 1996).

Em paises asiaticos, ha relatos de indices de soroprevaléncia de 7. canis de
17,7% em criancas de Chengdu, China (Luo et al., 1999).

Na Africa, um estudo pioneiro na Nigéria evidenciou prevaléncia de
29,8% de anticorpos para T canis na populacao estudada (Ajayi et al., 2000).

Nos EUA ha taxas de prevaléncias que variam de 4,6% a 7,3% em criangas
de diferentes regides estudadas (Glickman et al., 1978).

No Brasil, um estudo pioneiro realizado em cinco municipios do estado de
Sao Paulo demonstrou que 3,6% dos individuos apresentavam niveis significativos
de anticorpos anti-7. canis (Chieffi et al., 1990). No nordeste do pais, Virginia et al.

202 REVISTA DE PATOLOGIA TROPICAL



(1991) encontraram na cidade de Recife (PE) a positividade de 40% para anticorpos
anti-7. canis em 54 amostras de soro de criancas com historia de sindrome de
eosinofilia tropical. Ainda no Brasil, um estudo em escolares de 7 a 14 anos de
idade, em um municipio da regido metropolitana de Belo Horizonte, encontrou a
prevaléncia de 7% em 300 soros examinados (Maestrini 1995). Em Campo Grande
(MS), Matos et al. (1997) encontraram positividade de 35,5% para LMV em 45
criancas com historia de eosinofilia. Moreira-Silva et al. (1998) relataram que 39%
das criangas maiores de 1 ano e internadas por varios motivos em um hospital de
referéncia da grande Vitoria (ES) eram positivas para toxocariase.

A frequéncia de toxocariase verificada na populagdo de Goiania (GO) foi
significativa. O resultado de 18,9% (IC 95% 16,7% — 21,3%) de frequéncia para
anticorpos anti-7. canis estd de acordo com prevaléncias apresentadas em outros
estudos realizados no Brasil ¢ em outros paises, reforcando a hipotese de a sindrome
de LMYV ftratar-se de um problema de satide publica para o homem.

A frequéncia de 18,9% encontrada neste estudo pode ser explicada pela
analise das caracteristicas da populagdo estudada. Um grande nimero de pessoas
relatou histdria de moradia prévia em zona rural (50,7%); entre elas, 19,4%
apresentaram testes sorologicos reagentes para 7. canis contra 18,3% de reatividade
entre aquelas sem historia de moradia em zona rural. Mesmo ndo havendo diferenca
estatistica significante, sabe-se que moradia e antecedente de moradia em zona rural
constituem importantes fatores de risco para infeccdo por Toxocara. Observa-se,
também, uma tendéncia decrescente de positividade com o aumento do grau de
instru¢do da populacéo analisada, ou seja, quanto maior o nivel de instrucéo,
menor sera a taxa de positividade. Contudo, esta tendéncia néo foi estatisticamente
significante (x? - para tendéncia=2,30 p>0,05).

Houve um discreto predominio de infec¢do por Toxocara (Tabela 2) em
individuos do sexo masculino (20,3%), ndo havendo, porém, diferenga estatistica
com a frequéncia encontrada no sexo feminino (18,4%). A doenga acomete mais
comumente criangas do sexo masculino do que as do sexo feminino (Huntley
et al., 1965). Trabalhos anteriores, como o de Chieffi et al. (1990), também
demonstraram uma tendéncia de positividade no sexo masculino (72%) em relagdo
ao sexo feminino (28%), sem, contudo, ser estatisticamente significante. Espinoza
et al. (2008), ao estudarem a larva migrans visceral no Peru, também encontraram
a frequéncia de 32,4% (59/182) com proporgéo significativamente maior de
positividade entre os meninos.

Chieffi et al. (1990) observaram predominancia de anticorpos
anti-7Toxocara em individuos com idade inferior a 15 anos. Na oportunidade, ficou
evidenciada uma positividade maior nos individuos com idade superior a 50 anos
(22,9%) e menores de 15 anos (21,6%). Entretanto, ndo houve um aumento de
positividade com a idade (x? - para tendéncia = 0,12 p>0,05). Trabalhos como o de
Ehrard & Kembaum (1979) e Matsumara & Endo (1983) também evidenciaram
infecgdo por 7. canis em adultos. N&o se sabe, com clareza, o periodo em que os
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anticorpos contra 7oxocara persistem nos individuos expostos a infeccdo, mas
admite-se que os niveis de anticorpos permanegam detectaveis por longos periodos
de tempo (Cyspess et al., 1977). Talvez esta seja uma das causas do elevado indice
de infecg¢do em individuos adultos (maiores de 50 anos), no entanto ndo se deve
desconsiderar a hipotese da primoinfec¢ao nestes individuos, haja vista o elevado
indice de frequéncia nesta faixa etaria.

Neste trabalho, apds ajuste para possiveis varidveis de confusdo, a analise
multivariada demonstrou associagdo entre a infec¢do por 7. canis € o uso de dgua
sem filtrar, a presenca de cdes no domicilio e/ou peridomicilio e a histdria de
geofagia, com estimativas de risco (OR) respectivas de 1,64 (IC95% 1,03-2,62),
1,71 IC95% 1,24% - 2,36%) € 1,54 (IC 95% 1,05% - 2,27%).

A presenca de cdes no domicilio e peridomicilio € um importante fator de
risco e corrobora o relato de varios pesquisadores brasileiros que, ao analisarem o
parasitismo de cdes por 7. canis € a contaminacao do solo por ovos deste parasito,
consideraram que existiam condi¢oes favoraveis para transmissdo da toxocariase para
humanos (Ferreira et al., 1980; Castanho et al., 1978; Chieffi & Muller, 1976). Em
Goiania, um estudo sobre a presenca de ovos de 7. canis em praga publica demonstrou
a contaminacao destes locais com ovos do parasito (Campos et al., 1987).

Glickman et al. (1978) observaram infec¢do por 7 canis em individuos
adultos expostos a ovos do parasito em virtude de habitos geofagicos. No presente
trabalho, a histdria de geofagia consistiu fator de risco estatisticamente significante
para transmissdo da LMV.

Os fatores de risco aqui definidos estdo de acordo com as formas de
transmissdo da larva migrans visceral conhecidas e definidas por varios autores. Os
resultados deste trabalho reforcam o conceito de que a infeccdo humana por larvas
de T. canis deve ser considerada como importante problema de satide publica. Este
fato, associado a presenga de caes contaminados em Goidnia, torna esta populacao
de alto risco para LMV, portanto a larva migrans visceral ¢ merecedora de maior
atencdo por parte dos clinicos e das autoridades sanitarias.

Embora este projeto tenha sido desenvolvido entre margo de 1998 e janeiro
de 1999, ainda ndo ha nenhuma publicac@o sobre a frequéncia da larva migrans
visceral em Goids. O fato corrobora as afirmativas de Roldan et al. (2008) de que a
toxocarfase humana ¢ ainda uma doenga pouco diagnosticada e pouco conhecida,
tanto por profissionais da area de satide como da populac@o em geral.

ABSTRACT

Seroepidemiological investigation on visceral larva migrans by Toxocara canis in
health service users from Goiania, Brazil

A study on the frequency and risk factors related to visceral larva migrans (VLM)
in 1,131 users of public and private laboratories in Goiania, Brazil, was performed.
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Antibodies anti-7oxocara canis were analyzed from sera by an immunoenzimatic
assay (ELISA) employing as antigen, excretion and secretion products of third
stage larvae of 7. canis. In order to decrease the possibility of crossed reactions
with species of Ascaris genera, sera were treated previously with an extract of
Ascaris suum. Samples were considered positive when optical density was above
0.3. Qui-square tests were used for evaluation of differences of proportions.
The frequency found was 18.9% (CI 95% 16.7-21.3). Besides serum collection,
individuals that participated in the study, signed a consent form and were interviewed
for evaluation of the possible risk factors related with the transmission of visceral
larva migrans, such as: presence of dogs in the house and surroundings, history
of living in rural areas, drinking water resources, geophagia, use of river water,
ingestion of vegetables without previous treatment, habit of washing hands before
meals, manipulation of sand or earth. For evaluation of risk factors, odds ratio were
calculated, with the respective confidence intervals of 95%. The presence of dogs
in houses and surroundings, history of geophagia and use of non filtered water were
risk factors statistically significant for transmission of VLM, after adjustment for
possible confounding variables. Even if the percentage of 18.9% of serum positivity
cannot be extrapolated for the urban population of Goiania, results obtained suggest
an elevated frequency of the infection by 7. canis in this region.

KEY WORDS: Toxocara canis. ELISA. Visceral Larva Migrans. Frequency.
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