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SOUZA, Rodrigo Fernandes. Investigacdo da Prevaléncia e Fatores de Risco de Infecgdo
por Toxocara canis e Estudo de Possiveis Associagdes Entre esta Infeccdo e Alergia.
Dissertacdo (Mestrado). Salvador: Instituto de Ciéncias da Saude, Universidade Federal da
Bahia, 2010.

RESUMO

Larva migrans visceral (LMV) é uma zoonose causada por ingestdo de ovos embrionados de
Toxocara canis e T. cati. A prevaléncia da LMV é mais alta em paises em desenvolvimento e
a presenca desta infeccdo na populagdo humana ainda néo foi estudada na Bahia, Brasil. Esta
infeccdo tem sido associada com aumento de alergia e atopia, entretanto os relatos sdo
contraditorios. O objetivo desse trabalho foi investigar a prevaléncia e os fatores de risco da
infeccdo humana por T. canis em dois grupos de individuos da cidade de Salvador e associar a
soroprevaléncia de anticorpos IgG anti-T. canis com eosinofilia, atopia, rinite e asma.
Participaram do estudo 338 individuos, sendo 150 moradores oriundos de diversos bairros de
Salvador (Grupo 1) e 188 moradores do bairro da Paz (Grupo 2). Foi aplicado um
questionario sobre dados demograficos, fatores de risco para a aquisicdo desta infeccdo e
fatores de risco para asma, rinite e atopia. A infeccdo foi diagnosticada pela presenca de
anticorpos 1gG séricos anti-T. canis, detectados pelo método de ELISA indireto. A associacdo
entre os fatores de risco e a infecgdo por T. canis e da correlagdo da infeccdo com os
desfechos eosinofilia, asma, atopia (teste cutaneo para aeroalérgenos > 3 mm) e rinite foram
analisadas por regressao logistica univariada e multivariada. A soroprevaléncia de IgG anti-T.
canis foi de 52 % e de 65.4 % nos grupos 1 e 2 respectivamente. A infeccdo foi associada
positivamente para classe social mais baixa e contato com cées e gatos. Foi encontrada uma
associacdo positiva e estatisticamente significante entre a infeccdo por T. canis e eosinofilia >
4 % e asma nos individuos do Grupo 1 e com eosinofilia > 10 % nos individuos do Grupo 2,
porém ndo houve associacdo entre esta infeccdo e atopia e rinite em ambos os grupos. Os
resultados obtidos neste estudo apontam para a alta prevaléncia desta parasitose em populacéo
de baixa renda de Salvador e a importancia da presenca de cdes e gatos ndo vermifugados na
veiculacdo e disseminacdo da mesma, uma vez que estes sdo 0s hospedeiros naturais. A
associacdo desta infeccdo com classe social economicamente menos favorecida dos
individuos do estudo, explica-se devido ao baixo nivel de escolaridade e piores condi¢des
higiénicossanitarias em que vivem estas pessoas e ao contato com animais nao vermifugados.
Estes achados reforcam o papel da infec¢do por T. canis no desenvolvimento de eosinofilia
grave. O achado de asma associado com infeccdo por T. canis apenas no grupo com menor
prevaléncia da infeccdo denota a necessidade de investigar co-fatores que possam influenciar
na associacdo de infeccdo por T. canis com asma e alergia.

Palavras-Chave: Toxocara canis. Fatores de Risco. Eosinofilia. Alergia.



SOUZA, Rodrigo Fernandes. Investigation of Prevalence and Risk Factors for Infection by
Toxocara canis and study possible associations between this infection and allergy.
Dissertacdo (Mestrado). Salvador: Instituto de Ciéncias da Saude, Universidade Federal da
Bahia, 2010.

ABSTRACT

Larva migrans visceral (VLM) is a zoonotic disease caused by ingestion of embryonated eggs
of Toxocara canis and T. cati. The prevalence of the LMV is higher in developing countries
and the presence of this infection in the human population has not been studied in Bahia,
Brazil. This infection has been associated with increased allergy and atopy, but the reports are
contradictory. The aim of this study was to investigate the prevalence and risk factors for
human infection with T. canis in two groups of individuals from Salvador and associate the
seroprevalence of IgG anti-T. canis with eosinophilia, atopy, rhinitis and asthma. The study
included 338 individuals, 150 residents from various neighborhoods in Salvador (Group 1)
and 188 residents from Bairro da Paz (Group 2). We administered a questionnaire on
demographics, risk factors for acquiring this infection and risk factors for asthma, rhinitis and
atopy. The infection was diagnosed by the presence of serum IgG anti-T. canis, detected using
ELISA. The association between risk factors and infection by T. canis infection and
correlation with outcomes eosinophilia, asthma, atopy (skin test for allergens> 3 mm), and
rhinitis were analyzed by univariate and multivariate analysis. The seroprevalence of 19G
anti-T. canis was 52% and 65.4% in groups 1 and 2 respectively. The infection was positively
associated to a lower social class and exposure to dogs and cats. We found a positive
association was detected between infection with T. canis and eosinophilia > 4% and asthma in
the subjects in Group 1 and eosinophilia in individuals > 10% of Group 2, but there was no
association between this infection and atopy and rhinitis in both groups. The results of this
study indicate a high prevalence of toxoplasmosis in low-income population of Salvador and
the importance of the presence of dogs and cats do not dewormed at the same transmission
and distribution, since these are the natural hosts. The association of infection with social
class of economically underprivileged individuals in the study is explained due to the low
level of education and higiénicossanitarias in worse conditions experienced by these people
and contact with animals not dewormed. These findings reinforce the role of infection by
T. canis in the development of severe eosinophilia. The finding of asthma associated with
infection by T. canis only the group with lower prevalence of infection indicates the need to
investigate co-factors that may influence the association of infection with T. canis and asthma
and allergy.

Key words: Toxocara canis. Risk Factors. Eosinophilia. Allergy.
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1 INTRODUCAO

1.1 TOXOCARA CANIS E LARVA MIGRANS VISCERAL

O Toxocara canis é um geohelminto cosmopolita cujo hospedeiro principal, o cdo jovem,
pode se infectar por ingestdo de ovos presentes no ambiente, contendo a larva infectante que
penetra na mucosa intestinal e faz o ciclo pulmonar classico de algumas parasitoses intestinais
(SILVA et al., 1998). O ser humano se infecta ingerindo ovos maduros, entretanto as larvas
do parasito neste hospedeiro ndo conseguem fazer o ciclo pulmonar e, consequentemente,
nem o desenvolvimento no intestino, permanecendo por longo tempo migrando pelas visceras
e olhos, suscitando resposta inflamatéria. A infeccdo pode ser assintomaética (BASS et al.,
1978) ou pode ocasionar a enfermidade denominada larva migrans visceral (BEAVER et al.,
1952). Esta doenca caracteriza-se por alteracdes pulmonares gue se assemelham a asma e/ou
manifestacdes sistémicas de febre de curso prolongada e hepatoesplenomegalia. A larva morta
pode suscitar a formacdo de granulomas na cornea, promovendo perda de visdo parcial ou
total (SHIELDS, 1984). O agente etiol6gico raramente pode ser encontrado em amostras de
biopsia (GARCIA 2001; TAYLOR & HOLLAND 2001; MULLER, 2002). Existem as
seguintes formas clinicas descritas de toxocariase humana: a. larva migrans visceral (LMV);
b. larva migrans ocular (LMO); c. forma meningoencefdlica e d. forma oculta ou
assintomatica (TAYLOR, 1988; NATWANI et al 1992; RASMUSSEN et al, 1993).

A infeccdo humana por T. canis segundo Lynch et al (1993) € tdo ou mais prevalente do que a
ascaridiase. Em criancas de classe social baixa tem sido relatada em todo o mundo
(THEODORIDIS et al., 2001) porém a prevaléncia ¢ maior em regibes tropicais e entre
populagdes de baixa renda (CAMPOS JUNIOR et al., 2003; NOORDIN et al., 2005).
Soropositividade de 63.2 % para anticorpos anti-T.canis foi reportado em Bali por CHOMEL
et al (1993) e de 20 % na Malasia (HAKIM et al., 1993). No Brasil, inquéritos realizados em
Recife - PE e em Campinas - SP relataram prevaléncias de anticorpos anti-T.canis de 39.4 %
e 24.1 %, respectivamente (AGUIAR SANTOS et al., 2004; ANAMURA FILHO et al.,

2003). Chieffi (2009) em uma revisdo sobre 0 assunto relatou que a prevaléncia desta infeccéo



12

no Brasil descrita em 16 trabalhos variou de 3.2 % em cinco cidades do estado de S&o Paulo
até 40.0 % em Pernambuco. Na Bahia, nenhum estudo populacional foi realizado para
detectar a prevaléncia desta infeccdo, até 0 momento. Adicionalmente, praticamente 100 %
das ninhadas de cadelas oriundas de comunidades carentes de Salvador sdo portadoras deste
parasito (observacdo feita por integrantes do grupo de pesquisa, que costuma vermifugar
filhotes de cées para obter formas adultas de T. canis). O contato intimo da populagdo em
geral, e de criancas em particular, com fihotes de cées e gatos nos levou a crer que a
prevaléncia de infeccdo por T. canis seria possivelmente alta nas populacGes de nivel socio-

econdmico baixo desta cidade.

A infeccdo por T. canis no ser humano é diagnosticada indiretamente, por meio da detecgédo
de anticorpos no soro pela técnica de ELISA, utilizando-se como antigeno produtos
excretados pela larva L3 cultivada por tempo prolongado em RPMI (CARLIER et al., 1982) e
mais recentemente com o uso de antigenos recombinantes (DE ANDRADE et al., 2005). Os
achados laboratoriais incluem eosinofilia acentuada, leucocitose, hipergamaglobulinemia e
disfuncdo hepatica (GILLESPIE et al., 1993; MAGNAVAL et al., 2001).

Por se tratar de uma doenca pouco investigada e de dificil diagndstico, e que pode ocorrer sem
sintomatologia ou com sintomatologia polimorfica, o diagnéstico da LMV ndo é
rotineiramente realizado e os individuos sdo tratados para outras patologias similares com

resultados nem sempre satisfatorios (SANTOS et al., 2009).

1.2 ALERGIAS RESPIRATORIAS E ATOPIA

ManifestacBes alérgicas sdo altamente prevalentes em muitas regibes do globo terrestre.
Smith (1978) estimou que as alergias respiratdrias atingiriam cerca de 20 a 30 % da populacao
mundial. Dentre as alergias respiratorias, destaca-se a asma por ser uma das doencas cronicas

mais comuns na infancia (WONG et al., 2001).
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Atopia seria uma predisposi¢do hereditaria do sistema imune a privilegiar reacdes de
hipersensibilidade mediada por IgE, em resposta a antigenos comuns na alimentacdo, no
ambiente intra e extradomiciliar (RANCE, 2005; TAIEB, 2005).

A asma é conceituada como uma doenca inflamatoria, na maioria dos casos, acompanhada de
hiperresponsividade brénquica, e caracterizada por resposta exagerada das vias aéreas a varios
estimulos fisicos, quimicos ou farmacoldgicos, com limitacdo do fluxo aéreo. E considerada
uma doenca paroxistica, que se manifesta por sibilos associados a uma grande quantidade de
secrecdo. Seu conceito vem se tornando mais complexo, sendo considerada uma doenga na
qual interagem determinantes genéticos e ambientais (KAUFMAN & FRICK, 1976).

A rinite alérgica, outra doenca respiratdria em foco, é definida como um transtorno crénico
sintoméatico nasal, induzido primariamente por exposi¢cdo a alérgenos, com consequente
inflamacéo da mucosa nasal mediada por resposta dependente de IgE. Esta se caracteriza pela
presenca de crises recorrentes de espirros, prurido nasal, descarga nasal hialina ou mucoide
(anterior ou posterior) e obstrucdo nasal mais ou menos persistente. Podem ser desencadeada
por alérgenos inaldveis (da poeira domiciliar), mas também por outros fatores irritativos a
mucosa nasal, como ar frio, fumaca de cigarro e outros odores ou poluentes ambientais, além
de agentes ocupacionais como isocianato, glutaraldeido, poeira de madeira, latex, trigo e pelos
ou urina de animais de experimentacdo, dentre outros (WHO., 2007; BOUSQUET et al.,
2008).

Diversas doencas humanas sdo causadas por respostas imunes a antigenos inocuos
(alérgenos). Estas sdo chamadas reacBes de hipersensibilidade tipo | e se caracterizam por
uma diferenciacdo de células CD4+Ty2 e producdo de anticorpos de classe IgE, que sdo
especificos para estas moléculas e se ligam aos receptores Fc de alta afinidade para IgE nos
mastocitos e basofilos (FCeRI). Quando o alérgeno realiza ligagdo cruzada com estes
anticorpos IgE associados a células, estas séo ativadas para liberar mediadores inflamatorios
(entre eles histamina, leucotrienos e prostaglandinas) que causam uma cascata de respostas
inflamatorias que sdo caracteristicas das reacdes alérgicas (ABBAS et al., 2007; JANEWAY
et al., 2007).
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1.3 HELMINTOS E ALERGIA

A distribuicdo das doencas alérgicas ndo € uniforme, sendo mais frequentes em paises
desenvolvidos e em regides urbanas de paises em desenvolvimento (ERB, 1989;
YENEBERHAN et al., 1997; SOLE et al., 2001).

Strachan et al (1989) observaram que a febre do feno ocorria menos em criangas com irmaos
mais velhos e em familias numerosas, propondo, a partir destes resultados, a hipotese da
higiene, que atribui a diminuicdo de patdgenos ambientais, principalmente virus, bactérias
intracelulares e bactérias intestinais, as imunizacdes e ao uso de antibioticos utilizados nas
populacbes dos paises desenvolvidos e em zonas urbanas, o retardo da conversdo do sistema
imune Th2 (presente no recém-nascido e associados a alergia) para Th1l (presente nas demais
fases da vida, que protege contra alergia) acarretando uma maior susceptibilidade para a

aquisicdo de doencas alérgicas.

Infecgbes por parasitos intestinais, que suscitam um aumento de células Th2, vém sendo
associadas a diminuicdo de atopia e doencas alérgicas (ARAUJO et al., 2000; VAN DEN
BIGGELAAR, 2000). Varias hipdteses foram levantadas para explicar estes achados: a
producdo de altos niveis de IgE policlonal suscitada pelos helmintos bloqueando os sitios de
ligacdo da IgE especifica em mastocitos; a elevacdo de 1gG4, bloqueadora da ativacdo de
mastocitos e finalmente a elevacdo das interleucinas regulatorias IL-10 e TGF-beta
(YAZDANBAKSH et al., 2002).

Estudos mais recentes tém demonstrado o papel imunoregulatério de antigenos de helmintos
em geral melhorando condicdes inflamatorias, dentre eles podemos citar, o Schistosoma
mansoni (MANGAN et al., 2004), o Trichuris muris (RICK et al., 2004), o Ascaris
lumbricoides (GEIGER et al., 2002) e filarideos (IMAlI & FUJITA, 2004). Esta
imunomodulacdo pode ser em consequéncia da habilidade destes organismos em induzir
resposta Th2 e agir sobre interleucinas imunoregulatoria capazes de inibir reacdes alérgicas e

de autoimunidade. Entretanto estdo sendo demonstrados que os antigenos de helmintos
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também podem ter um efeito antiinflamatério direto, agindo sobre a defesa inata como, por
exemplo, sobre as células dendriticas (KANE et al., 2004).

Varios estudos vém demonstrando que a eosinofilia esta associada com a toxocariase humana,
mas ainda ha poucos estudos soroldgicos acerca dessa relagdo. Em um estudo feito por Choi
et al (2003), dos 15 pacientes estudados, 14 (93.3 %) apresentaram eosinofilia através dos
testes soroldgicos realizados. Kim et al (2008), no estudo realizado com pessoas saudaveis e
com eosinofilia demonstraram uma prevaléncia de 67 % por meio do ensaio de immunoblot

positivo para T. canis e 65 % pelo método ELISA.

A relacdo entre a infeccdo por T. canis e asma ainda € muito controversa. Estudos tém
demonstrado que criancas asmaticas sdo mais susceptiveis para a infec¢do pelo T. canis do
que criangas ndo asmaticas (DESOWITZ et al., 1981; FIGUEIREDO et al., 2005).

Estudos realizados pelo nosso grupo em Salvador mostraram que 60 a 80 % desta populacao
possuia eosinofilos sanguineos acima de 4 %, ou seja, acima de valores normais, entretanto,
apenas 30 % possuiam parasitoses intestinais identificadas em parasitologico de fezes
(JESUS, 2006). Outro trabalho do grupo, realizado em doadores de sangue, a despeito de ndo
terem helmintiases intestinais, 27.2 % destes individuos possuiam eosinofilia acima de 4 % e
10.8 % acima de 10 % (DATTOLLI et al., dados submetidos para publicacéo).

Dentro deste contexto, a relevancia deste trabalho estar em demonstrar a prevaléncia da
infeccdo por T. canis na populacdo de dois grupos de individuos de Salvador e os fatores de
risco de aquisi¢do desta infeccdo, auxiliando no conhecimento da epidemiologia da LMV
nesta cidade e se existe alguma correlacéo entre a eosinofilia presente na populacdo estudada
e a infeccdo por T. canis, além de verificar a associacdo desta helmintiase com atopia e
alergias.
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2 HIPOTESES

2.1 A infeccao por T. canis na populacédo carente de Salvador é alta

2.2 A eosinofilia elevada encontrada em individuos de Salvador pode estar associada com

infeccdo por T. canis.

2.3 A infeccdo por T. canis pode se associar com atopia e alergias respiratorias.
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3 OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GERAL

Investigar a prevaléncia e os fatores de risco da infec¢cdo humana por Toxocara canis e avaliar
a associacdo da mesma com eosinofilia, atopia, asma e rinite em dois grupos de individuos da
cidade de Salvador-BA.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Determinar a soroprevaléncia da infecgdo por T. canis em dois grupos populacionais
de Salvador;

o Determinar possiveis fatores de risco da infec¢do por T. canis nos grupos estudados;

e Associar a soroprevaléncia de anticorpos 1gG anti-Toxocara canis com os desfechos:

eosinofilia, atopia, rinite e asma na populacéo do estudo.
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 POPULACAO DE ESTUDO

Este trabalho foi realizado em Salvador, capital do Estado da Bahia, terceira cidade mais
populosa do Brasil, com 2.714.977 habitantes (IBGE, 2006). Trata-se de um estudo
transversal, sendo os dados coletados em inquérito realizado em 2003. Foi aplicado um
questionario padronizado para coleta de dados demograficos e epidemiolégicos sobre fatores
de risco de aquisicdo de infeccdo por T. canis em dois grupos populacionais: Grupo 1.
empregados da familia de estudantes de medicina do Instituto de Ciéncias da Saude (ICS) da
Universidade Federal da Bahia (UFBA). Estes individuos habitavam diversos bairros da
cidade, predominantemente de classe C e D e Grupo 2. moradores do Bairro da Paz. As ruas
do Bairro da Paz ndo tinham calcamento, ndo havia rede de esgotos, a coleta de lixo era
precéria e a densidade demografica elevada. Nesse bairro, hd uma grande populacao de cées e
gatos abandonados, ndo havendo acesso a servi¢os veterinarios. Estudos do nosso grupo
verificaram uma soroprevaléncia de 85% de IgG anti-T. canis em cdes deste bairro
(ALCANTARA-NEVES et al., dados submetidos para publica¢éo). O grupo 1 foi composto
por 350 individuos, sendo que destes, 150 realizaram coleta de sangue e Grupo 2 foi
composto por 350 individuos sendo que 188 coletaram sangue para detectar anticorpos contra
T. canis. Para anélise, os individuos foram divididos de acordo com a faixa etaria em: menor
ou igual a quinze anos, entre dezesseis e vinte e cinco anos e maiores ou igual a 26 anos. A
classe social foi determinada pelo método de Gallup (PEREIRA, 1999). Ja para o estudo da
infeccdo pelo T. canis e sua associacdo com doencas alérgicas, foi aplicado questionario
ISAAC fase | para coleta de dados demograficos e epidemioldgicos sobre fatores de risco
para asma, rinite e atopia em dois grupos populacionais: Grupo 1. empregados de estudantes
de medicina do Instituto de Ciéncias da Saude (ICS) da Universidade Federal da Bahia
(UFBA) e Grupo 2. moradores do bairro da Paz. O grupo 1 foi composto por 350 individuos,
sendo que destes, 129 coletaram sangue para detectar anticorpos contra T. canis. O Grupo 2
foi composto por 350 individuos sendo que 149 realizaram coleta de sangue, sendo que para

as analises o critério adotado segue o mesmo descrito acima. Apenas 0s individuos que
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possuiam sorologia para T. canis e informagdes completas sobre todas as variaveis estudadas

foram incluidos nas analises do presente estudo.

Todos os participantes assinaram o termo de consentimento livre e esclarecido. O estudo foi
aprovado pelo Comité de Etica de pesquisas em seres humanos da Maternidade Climério de
Oliveira da UFBA.

4.2 COLETA DE SANGUE, CONTAGEM DE EOSINOFILOS E OBTENCAO DO SORO
PARA REALIZACAO DOS ENSAIOS SOROLOGICOS

O sangue coletado foi usado para a contagem de eosinofilos utilizando o contador de células
automatico (Counter Electronics Hialeah Florida, EUA) e o plasma foi criopreservado a — 20

°C até a realizacdo do ensaio para detecgdo de IgG anti-T. canis.

4.3 MANIFESTACOES ALERGICAS

InformacBes sobre asma e rinite foram definidas segundo o questionario ISAAC fase |
(ISAAC, 1998). O quadro de asma foi definido pela presenca de sibilo nos ultimos 12 meses e
resposta positiva para pelo menos uma das seguintes caracteristicas: (1) mais de 4 episodios
de sibilancia no altimo ano; (2) ter asma diagnostica por médico; ou (3) fazer uso de remédio
para asma. O quadro de rinite foi definido por presenca de espirro, coriza, coceira no nariz na
auséncia de resfriado nos ultimos 12 meses e resposta positiva para pelo menos uma das
seguintes caracteristicas: (1) mais de 4 episodios de espirro, coriza, coceira no nariz na
auséncia de resfriado no ultimo ano; (2) sintomas nasais acompanhados de coceira nos olhos

e/ou lacrimejamento; ou (3) rinite ou rinoconjuntivite diagnosticada por médico
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4.4 TESTES DE PUNCTURA CUTANEOS PARA AVALIACAO DA ATOPIA

Testes cutaneos foram aplicados no antebraco direito de cada individuo usando extratos de
Dermatophagoides pteronyssinus, Blomia tropicalis, Blattella germanica, Periplaneta
americana, fungos, e epitélio de cdo e gato da ALERGOFAR — Laboratério de Produtos
Alergénicos Ltda (Rio de Janeiro, Brasil). Salina e histamina foram usados como controle
negativo e positivo, respectivamente. A reacdo lida ap6s 15 minutos da aplicagdo dos
alérgenos, foi considerada positiva quando a média dos dois maiores didmetros da péapula
teste foi trés milimetros maior que dos dois maiores didmetros da papula do controle negativo.

4.5 EXAMES PARASITOLOGICOS DE FEZES

Com o objetivo de verificar a presenga e influéncia de helmintos intestinais nas condigdes
alérgicas, o exame parasitoldgico de fezes foi realizado em todos os participantes do estudo,

pelo método de sedimentacdo gravitacional (HOFFMAN et al., 1934).

4.6 DETECCAO DE ANTICORPOS ANTI-T. CANIS

4.6.1 Obtencao do antigeno secretorio-excretorio larval

As larvas de T. canis foram obtidas de acordo com De Savigny (1975), modificado por
Alcantara-Neves et al (2008). Resumidamente, cdes recém-nascidos de cadelas ndo
vermifugadas provenientes de populagdes carentes foram tratados com piperazina (100
mg/kg) e 6leo mineral. As fémeas de T. canis obtidas foram submetidas a remogéo do Utero,

sendo os ovos incubados em formalina a 2 %, até se tornarem embrionados. As membranas
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ovulares foram rompidas ap6s incubagdo com 5 % de hipoclorito de sodio e as larvas
liberadas foram purificadas por filtracdo em membrana de poliestireno de poros de 15 pm.
Em seguida, as larvas foram cultivadas em meio RPMI (Sigma, St. Louis, MO, EUA) a 37 °C
em incubadora de CO, sendo os sobrenadantes do cultivo, contendo os antigenos excretdrios
e secretorios das larvas do T. canis (AESLTc) e fluoreto de fenilmetilsulfonamida (PMSF;
Sigma, St. Louis, MO, EUA) 1 mM, criopreservados a — 70 °C até o uso. O AESLTc foi
concentrado em filtro Amicon com poros permeaveis moléculas < 3000 kDa (Millipore
Corporate, MA, EUA) e dialisado contra solu¢do salina tamponada com fostato, pH 7.4
(PBS). O conteudo protéico foi determinado pela técnica de Lowry et al (1951) e o antigeno

aliquotado e criopreservado a — 70 °C até o uso.

4.6.2 Absorcéo dos soros com antigenos de Ascaris lumbricoides

Com o objetivo de eliminar reagdo cruzada entre anticorpos anti-A. lumbricoides e anti-T.
canis, os soros foram absorvidos com antigeno somatico de A. lumbricoides. O antigeno foi
preparado a partir de vermes adultos, obtidos de criangas parasitadas e tratadas com
albendazol e bisacodil 5 mg (Dulcolax®). Os vermes foram lavados em salina e triturados em
triturador elétrico (Bead-Beartas; Biospec, Carolina do Norte, EUA) na presenca de PBS
contendo inibidores de proteases [Fluoreto de Fenilmetilsulfonil (PMSF), 1Mm; acido
etilenodiamino tetra-acético (EDTA), 2 Mm; Tosil clorometil cetona fenilalanil (TPCK),
50pum e clorometil cetona tosila-L-lisina (TLCK), 50um; Sigma Chemical Co., St. Louis,
MO, EUA]. A seguir, a suspensdo foi centrifugada a 4000g por 15 minutos. A fragdo soltvel

foi estocada a -70 ° C e o conteudo protéico determinado pelo método de Lowry et al (1951).

Para a absorcdo 0s soros, juntamente com antigeno de A. lumbricoides a 4.0 mg/ml, PEG
15.000 a 15% (Sigma Chemical Co., St. Louis, MO, EUA) e PBS foram incubados por 30
minutos sob homogeneizagao a temperatura de 8° a 4 °C, e posteriormente centrifugados por
10 minutos. O sobrenadante foi coletado, re-absorvido e o sobrenadante da 22 absorcéo foi

conservado a — 70 °C, até realizacdo do ensaio.
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4.6.3 Ensaio imunoenzimatico para deteccao de 1gG anti-T. canis

Anticorpos IgG anti-T. canis foram detectados nos soros dos participantes do estudo por meio
de ensaio imunoenzimatico (ELISA) indireto, utilizando-se o AESLTc, de acordo com De
Savigny (1975). Resumidamente, pogos de placas de microtitulagdo foram sensibilizados
com 100 uL do antigeno a 3.5 pg/mL, em tampdo carbonato-bicarbonato, durante 16 horas a
temperatura de 4 °C. Os pogos foram bloqueados com 200 pL de PBS contendo 0.05 % de
tween 20 (PBS/T) e 10 % de soro bovino fetal (SBF; Cutilab, S&do Paulo, Brasil). A seguir,
foram incubados sucessivamente com os soros (diluidos a 1:1000 em PBS/T/2,5% SBF),
conjugado (anti-lgG humano biotinilado (BD Pharmingen, San Diego, CA, USA) a 1:2000 e
estreptoavidina-peroxidase (Streptoavidin-HRP, BD Pharmingen, San Diego, CA, USA) a
1:1000 diluidos em PBS/T/2,5%SBF) e substrato/cromoégeno (H,O2 e ortofenildietilamina;
OPD; Pharmigen; San Diego, USA). O bloqueio da reagdo foi realizado com 25 uL de acido
sulfdrico 4N. A leitura foi realizada em espectrofotdmetro com filtro de 492 nm. Entre todas
as etapas, as placas foram lavadas com PBS/T por 4 ciclos e incubadas na temperatura
ambiente por 60 minutos, exceto pelo substrato que foi incubado por 30 minutos. O ponto de
corte do ensaio foi calculado com a média da densidade Optica mais 3 desvios padrdes da
média de 10 soros de individuos sem contato com cdes e gatos e de classe social alta (soros

negativos).

4.7 ANALISE ESTATISTICA

Os dados epidemiolégicos foram codificados, digitados em banco de dados e analisados
utilizando-se o software para analise de dados epidemioldgicos SPSS 16.0. A prevaléncia de
infeccéio por T. canis em diferentes grupos foi analisada pelo teste de Qui?. A investigacdo de
fatores de risco envolvidos na infeccdo por T. canis foi analisada por regressdo logistica
univariada e multivariada usando a infec¢do por T. canis como desfecho, idade e sexo como
variaveis confundidoras a priori. Na populacdo do ICS, a analise multivariada foi realizada

com dois modelos ajustados por contato com cdo ou contato com gato sucessivamente.
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Pertencer a classe social mais baixa, contato com cées e gatos e morar no bairro da Paz foram
consideradas variaveis de exposicdo. As caracteristicas entre as duas populagdes foram
comparadas pelo teste de Qui®. O Teste de Breslow Day foi usado para avaliar o poder de
interacdo das infeccdes helminticas na associacdo entre T. canis e asma. Para a associacao
entre infecgdo por T. canis e eosinofilia, atopia, rinite e asma, foram realizadas regressao
logistica bivariada e multivariada e obtencdo de odds ratio (OR), com intervalo de confianca
(CI) 95 %, ajustados por potenciais confundidores (género, idade, classe social, pais alérgicos

e infeccdo helmintica).
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5 RESULTADOS

As caracteristicas dos grupos populacionais estudados descritas na Tabela 1 demonstram que
na populacdo do Grupo 1, os individuos estavam homogeneamente distribuidos nas classes C
(38 %; n=57) e D e E (62 %; n = 93), enquanto que na populagdo do bairro do Grupo 2, 77.7
% (n = 146) dos individuos faziam parte da classe social E. O contato com cées (64.4 %) e
gatos (35.1 %) nos individuos do bairro do Grupo 2, foi mais frequente do que nos individuos
do Grupo 1 (33.3 %) e (18.7 %) para céo e gato, respectivamente. A diferenca entre os dois
grupos foi estatisticamente significante em ambos os contatos (p<0.05). O contato com ambos
0s animais, cdes ou gatos, também foi maior na populacdo do Grupo 2 (75 %) do que na do
Grupo 1 (40.7%; p<0,05). O numero de individuos infectados por T. canis foi maior na

populagédo do Grupo 2 (65.4 %), do que na populagdo do Grupo 1 (52.0 %) (p<0,05).
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Tabela 1. Fregiiéncia de varidveis pertinentes ao estudo de fatores de risco para infeccédo por
Toxocara canis em individuos do grupo do ICS e B. Paz - Salvador, Bahia, Brasil, 2003.

Populacdo do ICS Populacdo do bairroe da Paz Valor de p
(Qui’)
N=130 N=1388
n (%) n (%)
Classe social Classe social
C 57 (38.0) CeD 42(22.%)
DeE 93 (62.0) E 146 (77.7)
Idade (amos) Idade (anos)
=13 60 (40,0 =15 85(45.2) =0.035
16-25 29(19.3) 16-25 40(21.,%)
=26 61 (40.7) =26 63 (33,3)
Contato com cio Contato com cio
Sim 50 (33.3) Sim 121(64.4) =003
Nio 100 (66.7) Nio 67 (35.6)
Contato com gato Contato com gato
Sim 28 (18.7) Sim 66 (35.1) =003
Nio 122 (81.3) Nio 122 (64.9)
Contato com cio on Contato com cio
gato ou gato
Sim 61 (40.7) Sim 141 (75.0) =003
Nio 89 (39.3) Nio 47 (25.0)
Infeccio por T. Infeccio por T.
canis Canis
Positivo T8 (32.0) Positivo 123 (65.4) <0.03
Negativo 72 (48.0) Negativo 65 (34.6)

A Tabela 2 demonstra as associa¢fes entre as varidveis estudadas e a infecg¢do por T. canis no
Grupo 1. Ndo houve associacdo da infeccdo com sexo e idade. Quanto a classe social, foi
demonstrado que individuos das classes D e E estavam mais infectados que aqueles da classe
C, tanto na analise bruta (OR = 1.24; 95 % IC = 1.23; 4.73) quanto na multivariada. A
infeccdo foi também positivamente associada com maior contato com cdes (OR= 2.50; 95 %
IC =1.17; 5.37) e gatos (OR=2.79; 95 % IC = 1.05; 7.39).
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Tabela 2. Andlises univariada e multivariada de fatores de risco da infec¢do por Toxocara
canis e presenca de Ac. Anti- T. canis na populacéo do ICS - Salvador, Bahia, Brasil, 2003

N=150 Variaveis N{(%)n #0R bruta #0OR ajustado #OR ajustado
(CI 95%) (CI 95%)* (CI 95%)**
Sexo
Feminino 33(58.,9)/56 1 1 1
Masculino 45(47.9)%4  0,64(0,33;1,25) 057(0,27;:1,21)  0,66(0,32;1,39)
Idade
=15 34(56.7)/60 1 1 1
16-25 12(41,4)29  0,54(0,22;1,33)  0,85(0,32;2,26) 0,85(0,32:2,25)
=26 32(52,5)61  0.84(041;1,73) 135(0,60;3.05) 1.34(0,50:2,57)
Classe social
C 22(38.6)57 1 1 1
DeE 56(60.2)93 1,24(1,23:4,73)  3,06(1,42:6,57)  3,16(1,44:6,93)
Contato com cdo
Nio 47(47,00100 1 1
Sim 31(62,0)50 1,84(0.92:3,68)  2,50(1,17:5.37)
Contato com gato
Nio 60(49,2)122 1 1
Sim 18(64.3)28  1,86(0,80;4.35) 2,79(1,05;7.39)

#Ajustado para sexo e idade; *Modelo sem contato com gato; **Modelo sem contato com cio.

Como demonstrado na Tabela 3, no Grupo 2 também ndo ocorreu associacdo da infeccao
por T. canis com sexo e idade. Com relacdo a classe social, demonstrou-se que individuos da
classe E estavam mais infectados que aqueles da classe C e D, entretanto esta associacdo s
foi estatisticamente significante na andlise bruta (OR= 2.04; IC 95 % = 1.01; 4.11). A
associacao com contato com cao foi positiva e estatisticamente significante em ambas analises
(OR bruta=2.70; 95 % IC = 1.44; 5.05) e (OR ajustada= 2.80; 95 % IC = 1.46; 5.38). Nesta

populacdo, ndo ocorreu associacao entre contato com gato e infecgdo por T. canis.
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Tabela 3. Analises univariada e multivariada de fatores de risco da infeccdo por Toxocara
canis e presenca de Ac. Anti- T. canis na populagcéo do bairro da Paz - Salvador, Bahia,

Brasil, 2003.

N=188 N(%)n OR (CI 95%) OR ajustado
(CI 95%)
V ariaveis
Sexo
Feminino 4766, 2371 1 1
Masculino 76(65.00117 0.95(0,51;1,76) 1.09(0,56:2.13)
Idade
=15 68(70,1197 1 1
16-25 43(57.3)75 063(0,29:1,37) 0,85(0.32;2,26)
=26 12(75,0)/16 0.93(0,47:1.87) 1.35(0,60:3.05)
Classe social
CeD 22(52.542 1 1
E 101(69,2)146 2,04(1,01:4,11) 1,80(0.87:3.74)
Contato com cdo
Nio 34(50. 767 1 1
Sim 89(73.6)121 2,70(1.44;5,05) 2,80(1,46:5,38)
Contato com gato
Nio 79(64,8)122 1
Sim 44(67 8166 1,09(0.58;2.05y -

#Ajustado para sexo e idade.

A comparacao entre a infeccdo por T. canis nos dois grupos estudados, utilizando a regressédo
logistica, mostrou que habitar no bairro da Paz estava mais associado a ser infectado por este
parasito, na analise bruta (OR = 1.75; 95 % IC= 1.13; 2.71) e na ajustada (OR = 1.77; 95 %
IC=1.13; 2.75) (Tabela 4).

Tabela 4. Associacdo entre os grupos populacionais estudados e infec¢do por T. canis na
populacdo do bairro da Paz - Salvador, Bahia, Brasil, 2003.

Populagio IgG anti- Toxocara canis
n(%)N OR bruta #0R ajustada (IC93%)
(1.C. 95%)
ICS (n=150) 78(52,0)150 1 1
B. da Paz (n=188) 123(65,4)188 1,75(1,13;2,71) 1,77(1,13;2,73)

# Ajustada por sexo e idade.
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As caracteristicas dos grupos populacionais estudados, descritas na Tabela 5, demonstram que
a maioria dos participantes envolvidos no estudo foram do sexo feminino e em ambos grupos
populacionais as faixas etarias foram parecidas (p>0.05 em ambas analises). A presenca de
pais alérgicos apresentou uma frequéncia maior na populacdo do Grupo 2 (36.9 % e 6.2 %
respectivamente; p<0.05), assim como a eosinofilia a 4 % (76.5 % e 56.6 %; p<0,00) e a 10%
(34.9 e 23.3 ; p<0,034; respectivamente). A frequéncia de infeccdo por helmintos foi
semelhante nos dois grupos, 34.1 % no Grupo 1 e 38.9 % no Grupo 2, respectivamente
(p>0,05). Individuos infectados pelo T. canis, apresentou uma maior frequéncia na populacédo
do Grupo 2 (69.8 %) do que na do Grupo 1 (50.4 %) (p<0,001).
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Tabela 5. Freqliéncia de varidveis pertinente ao estudo da infeccdo por Toxocara canis e
doencas alérgicas em individuos do grupo do ICS e B. Paz — Salvador, Bahia, 2003.

N=278 ICS (n=129) B. paz (n=149)  Qui2(p valor)

Sexo
Feminino 83(64,3) 93(62,4) 0,740
Masculino 46(35,7) 56(37,6)

Idade
0-15 49(38,0) 68(45,6) 0.395
16-25 26(20,2) 29(19,5) ’
>26 54(41,9) 52(34,9)

Pais Alérgicos
Né&o 121(93,8) 94(63,1) 0,000
Sim 8(6,2) 55(36,9)

Eosinofilia >4%
Né&o 56(43,4) 35(23,5) 0,000
Sim 73(56,6) 114(76,5)

Eosinofilia >10%
Né&o 99(76,7) 97(65,1) 0,034
Sim 30(23,3) 52(34,9)

Infeccdo por

H,ﬁg;‘;{‘lf/‘f 85(65,9) 91(61,1) 0,406
POSItiVO 44(34,1) 58(38,9)

Infecgéo por T. canis
Negativo 64(49,6) 45(30,2) 0,001
Positivo 65(50,4) 104(69,8)

Atopia
Né&o 80(62,0) 89(59,7) 0,697
Sim 49(38,0) 60(40,3)

Asma
Né&o 114(88,4) 136(91,3) 0,423
Sim 15(11,6) 13(8,7)

Rinite
N&o 94(72,9) 111(74,5) 0,758

Sim 35(27,1) 38(25,5)
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Tabela 6. Analise multivariada da infeccdo por Toxocara canis com eosinofilia > 4%
no grupo do ICS e B. Paz - Salvador, Bahia, 2003.

Eosinofilia =4 %

IzG anti-
. Val OR ajustada vy
T. canis n(%)/N OR(LC.95%) d“ “Pr d“ “Pr
€ (1.C.95%)* €
ICS ( N=129)
Negativo 28(43.8)/64 1 1
0,004 0.05
Positivo 45(69.2)/65  2,89(1,41:5,96) 2,19(1,00:4,81)
B. Paz (N=149)
Negativo 32(71.1)45 1 1
B 0,307 0,74
Positivo 82(78.8)/104 1.51(0.68;3.36) 1,16(0.49:2,71)

* Ajustado por: género, idade, classe social, pais alérgicos e infecgdo helmintica

A infeccdo por T. canis foi positivamente associada a eosinofilia > 4 % na populacdo do
Grupo 1, tanto na anélise bruta (OR= 2.89; 95 % IC= 1.41; 5.96; p<0,05) quanto na analise
ajustada (OR=2.19; 95 % IC= 1.00; 4.81) (Tabela 6).

Quanto a eosinofilia > 10 %, as analises de correlagdo demonstraram associa¢do positiva e
com significancia estatistica na analise bruta (OR=2.92; 95 % IC= 1.22; 7.00) e “bordeline”
na analise ajustada (OR = 2.48; 95 % IC = 0.97; 6.32). Quanto ao grupo populacional do
Grupo 2, apenas para a eosinofilia > 10 % foi positivamente associada com a infeccdo por T.
canis nas duas analises, bruta (OR = 3.39; 95 % IC = 1.44; 8.00) e ajustada (OR= 2.89; 95 %
IC =1.19; 7.01) (Tabela 7).
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Tabela 7. Analise multivariada da infec¢do por Toxocara canis com eosinofilia > 10 % no

grupo do ICS e B. Paz - Salvador, Bahia, 2003.

+

Eosinofilia = 10%

IgG anti- - OR ajustada -
Val Val
n(%)N  OR(LC.95%) da ”Pr d“ “Pr
T. canis €Y  OR(@.c.95%)* U¢
ICS (N=129)
Negativo 9(14.1)64 1 1
0,014 0,058
Positivo 21(32,3)65  2,92(1,22:7.00) 2.48(0.97:6.32)
B. Paz (N=149)
Negativo 8(17.8)/45 1 0,004 1 0.01%
Positivo 44(42.3)104  3,39(1,44:8,00) 2,89(1,19:7,01)

* Ajustado por: género, idade, classe social, pais alérgicos e infecgdo helmintica

Na Tabela 8 estd demonstrado o modelo de analise multivariada que utilizamos para estudar a

associacdo da infeccdo pelo T. canis com os desfechos: atopia, rinite e asma. Somente foi

encontrado associagdo positiva estatisticamente significante para asma nos individuos do

ICS (OR =4.83; 95 %; IC = 1.11; 21.11).

Tabela 8. Anélise multivariada da associacao entre infecgdo por Toxocara canis com atopia e

alergia no grupo do ICS e B. Paz - Salvador, Bahia, 2003.

Ie G Atopia Rinite Asma
antgi- T. n(%a) “OR n(%a) “OR ni%e} *OR
Caris N ajustada N ajustada N ajustada
(1.C.95%) (1.C.95%) (I.C.95%)
Populacio do ICS (IN=129}
Negativo 24(37.3) 1 18(28.1) 1 4(6.3) 1
64 64 64
1.11 1.19 4.83
Positivo 25(38.3) (0,52:238) 1726 2)6> (0.50;2.81) 11{l16.9)6> (1.11:;21.11)
a3
Populagio do Bairro da Paz ({ N=149)
Negativo 21(46.7) 1 13(28.9) 1 3(11.1%4> 1 |
45 45
Positivo 39(37.5) 0.69 25(24.0) 0.7a (7.7 0.56
104 (0.33:1.48) 104 (0.36:2.13) 104 (0.16:1.97)

*Ajustado por: género, idade, indice social, pais alérgicos e infec¢éo helmintica.
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6 DISCUSSAO

As prevaléncias da infeccdo pelo T. canis nos dois grupos populacionais estudados diferiram,
tendo o Grupo 2 a maior prevaléncia descrita no Brasil (65 %), em comparagdo com outros
relatos e uma revisao de literatura realizada por Chieffi et al (2009), que abrangeu dezesseis
trabalhos em diversas regides do Brasil. Outros trabalhos realizados em paises desenvolvidos
Hotez et al (2009) ou em desenvolvimento também relatam menores prevaléncias (ROLDAN
et al., 2010). No presente estudo, mostramos que Salvador possui uma das maiores taxas

descritas no Brasil e possivelmente no mundo.

A possibilidade do teste ELISA indireto realizado ter baixa especificidade, e com isso detectar
falsos positivos, pode ser descartada, uma vez que 0 nosso ensaio foi realizado com maiores
diluicdes dos soros que as descritas em outros trabalhos (ESPINOZA et al., 2008; SANTOS
et al., 2009). Além disso, em Salvador, os helmintos comumente encontrados sdo A.
lumbricoides e Trichuris trichiura. Assim sendo, quando os soros foram absorvidos com
antigeno somético do A. lumbricoides, se tornaram negativos para anticorpos que reagiam
cruzadamente com esses parasitos e também com T. trichiura como foi demonstrado em
ensaio que realizamos, onde os soros absorvidos com antigeno de A. lumbricoides, também
absorvia os anticorpos que reagiam cruzado com T. trichiura. Dessa forma, os anticorpos
detectados no ensaio ELISA aplicado no presente estudo certamente eram especificos para o

género Toxocara.

Entre os individuos estudados, observamos uma maior prevaléncia de infeccdo na faixa etaria
de até 15 anos. Outros estudos demonstram achados semelhantes, sendo observada uma maior
porcentagem de infeccdo em individuos com idade inferior a 15 anos (RADMAN et al.,
2000). Coelho et al (2004) descreveram que a infeccdo por T. canis era mais prevalente em
criancgas, diagnosticando a infecgdo em 38.3 % das criancas estudadas. Espinoza et al (2008),
determinaram uma soropositividade de 32.4 % no Peru e no Brasil, entre criangas de 5 e 10
anos de idade. Essa maior prevaléncia em individuos mais novos pode ser explicada devido ao
fato dessa populacdo ter maior contato com cées e gatos, ter piores habitos higiénicos e

utilizar areas de uso coletivo como pracas e parques. VArios estudos apontam para uma alta
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contaminacgdo do solo em pracas de recreagédo e praias. Em Teodoro Sampaio (SP), 21.5 %
das amostras de solo estavam contaminadas por ovos de T. canis e em Salvador (BA) foram
encontradas freqtiéncias em torno de 30 % de contaminacdo do solo por ovos desse helminto
(SANTOS et al., 2006; PRESTES-CARNEIRO et al., 2009).

No entanto, os dados acima citados sdo bem inferiores aos descritos para Santa Maria (RS),
com 91.7 %, das amostras de solo contaminadas, por CORREA et al (1995) para Sorocaba
(SP) com 53.3 % de contaminacao, por COELHO et al (2001) para o Rio de Janeiro (RJ) com
41. 6 % de contaminacdo (FERREIRA et al., 1976). Maus hébitos de higiene, como a
manipulacdo de alimentos com as médos sujas ap0s contato com animal parasitado ou com
solo contaminado, contribuem significativamente para o0 aumento da prevaléncia desta

infeccdo no homem.

A classe social foi outra variavel associada a infeccéo por esse helminto em nossos resultados,
onde quanto mais baixa a classe social, maior o risco de infeccdo pelo T. canis. Essa
associacdo pode estar relacionada com um menor esclarecimento quanto as formas de
infeccdo, como manipular cdes e gatos, principalmente devido a auséncia total ou parcial de
vermifugacdo desses animais, decorrente do ndo acesso a servicos veterinarios por parte das
populacbes de baixo poder aquisitivo. Assim, o uso de vermifugos para 0s animais
domésticos seria a medida mais eficaz para a reducdo da prevaléncia da infec¢cdo nos mesmaos,
reduzindo dessa forma a infeccdo humana. Outro habito que pode contribuir diretamente para
a infeccdo do homem pelo T. canis é o contato intimo com animais infectados, por exemplo,
permiti-los deitarem em suas camas, uma vez que € frequente o encontro de ovos
embrionados de T. canis em pélos desses animais. Aydeniz6z-Ozkaihan et al (2008)
observaram a presenca de ovos em amostras de pélos de 21.57 % dos cdes estudados,

enquanto que Roddie et al (2008) verificaram tal achado em 67 % das amostras.

Muitos trabalhos apontam o contato do homem com o cdo como o maior fator de risco de
infeccdo humana pelo T. canis. Em uma de nossas andlises, utilizando um modelo de analise
logistica excludente para contato com cdo ou gato, o contato com gato demonstrou esta
significativamente associado com infecgdo por T. canis na populacdo do ICS. Isto demonstra

que a lgG detectada no ensaio utilizando antigenos secretdrios-excretérios de larvas de T.
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canis pode ser suscitada pela infeccdo com T. cati e que torna-se necessario desenvolver um
ensaio espécie-especifico para este género de forma a tornar possivel o estudo do papel do
gato na epidemiologia da LMV. Um achado dificil de explicar foi a auséncia de associacao de
infeccdo por T. canis com contato com gatos na populacdo do Grupo 2, uma vez que o poder
de estudo nesta populacdo foi maior do que a da populacdo do Grupo 1. Uma hipdtese
plausivel seria que no Grupo 2 exista maior quantidade de ruas ndo calcadas e terrenos baldios
onde os gatos podem facilmente enterram suas fezes evitando o contato do parasito com o0s

seres humanos, do que nos bairros habitados pela populacdo do Grupo 1.

O papel da infeccdo por T. canis na ocorréncia de asma e alergias tem sido objeto de estudo
de alguns trabalhos, porém resultados controversos entre os diferentes estudos ndo nos
permite afirmar o verdadeiro papel desse helminto nas enfermidades alérgicas. Por exemplo,
Gonzalez-Quintela et al (2006) em uma populacdo de adultos, encontraram infec¢do por T.
canis associada positivamente com teste de puntura cutaneo para alérgenos de &caros porém
ndo com asma. Ja Chan et al (2001) encontraram uma associagdo positiva entre infec¢do por
este helminto e asma em criancas malasianas; Kustimur et al (2007) ndo encontraram
associacao de asma atdpica ou ndo atépica com esta infeccdo. Enquanto Yarikas et al (2007)
encontraram associacdo positiva entre infeccdo por T. canis e rinite. No presente estudo, foi
investigada a associacdo desta infeccdo com eosinofilia, asma, rinite e atopia,
comparativamente, entre as duas populacdes citadas no presente estudo. Apesar de ambas as
populacdes serem de classes sociais baixas, a populacdo do Grupo 1, consistia de mais
individuos das classes C e D enquanto o Grupo 2, consistia de mais individuos inseridos na
classe E.

A associacdo positiva entre T. canis e eosinofilia ja foi bem definida na literatura (JACOB et
al., 1994). Estudos mostram que em infec¢Oes agudas por este helminto, o percentual de
eosindfilos no sangue aumenta significativamente, podendo ser superior a 80 % dos
leucdcitos totais (SAPUNAR & FARDELLA 1999). A LMV esta altamente relacionada com
a sindrome hipereosinofilica (OVERGAAUW, 1997). O presente estudo mostrou uma
associacdo positiva entre T. canis e eosinofilia > 10 % em ambas as populagdes avaliadas,
evidenciando o papel preponderante desta infeccdo em estimular a producdo de eosindfilos.

No entanto, na associagdo com eosinofilia mais discreta, em contagens > 4 %, a infeccdo por
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T. canis, o resultado foi estatisticamente significante apenas nos individuos do Grupo 1.
Considerando que a popula¢do do Grupo 2 era constituida de individuos de classe social
baixa, vivendo em condicOes sanitarias precarias e com baixo nivel de instrucdo, pode-se
considerar que outras causas de eosinofilia como escabiose e outras infeccbes parasitarias
possam estimular a producdo de eosindfilos nesta populacéo. Esses aspectos podem justificar,
assim, a auséncia de significancia estatistica na associagdo entre T. canis com niveis mais
baixos de eosinofilia nos individuos do Grupo 2. A investigacdo da associacdo entre esta
infeccdo e eosinofilos no presente trabalho é justificada pelo relevante papel dessas células
tanto no combate a infecgdes helminticas quanto na imunopatogénese da asma e outras
alergias (PEREZ-ARELLANO et al., 2004).

O fato da infeccdo por T. canis ser uma condicdo negligenciada pelos 6rgdos de satde publica
e pela classe médica, somado as crescentes evidéncias do papel das infecgdes helminticas nas
doencas alérgicas (VAN RIET et al., 2007), fazem com que o melhor entendimento da
infeccdo por T. canis na asma e alergias venha sendo alvo crescente de investigacdes
(COOPER, 2008). Por outro lado, a caréncia de servigos veterinarios, principalmente as
camadas economicamente desfavorecidas da populacdo, tem uma importéncia fundamental no
aumento da incidéncia de zoonoses, assim como ocorre com a infeccdo por T. canis, que é

facilmente controlada pela utilizagdo periddica de anti-helminticos em animais de estimacao.

No presente estudo, foi investigada a associacdo entre infeccdo por T. canis com atopia, asma
e rinite. Apenas a ocorréncia de asma apresentou associacdo positiva e estatisticamente
significante com infecgcdo por T. canis, porém somente no Grupo 1. Na literatura, muitos
trabalhos vém sugerindo uma possivel relacdo causal entre asma e infeccdo por T. canis.
Manifestacdes clinicas como producdo de muco pelas vias aéreas, sibilo e tosse, sinais
comuns em individuos com asma, também sdo caracteristicas apresentadas por individuos
com a LMV (PINELLI et al., 2008). Estudos em criancgas e adultos vém demonstrando maior
prevaléncia desta infeccdo entre individuos asméticos (KUSTIMUR et al., 2007; CHAN et al,
2001). Chan et al (2001), encontraram uma prevaléncia de infecgdo por Toxocara de 21.2 %
em criangas malasianas asmaticas comparado com 8.6 % no grupo controle ndo-asmatico.

Estudos com modelos experimentais, como o desenvolvido por PINELLI et al (2008),
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demonstrando que infeccdo prévia por T. canis em camundongos resultou em exacerbacao da

inflamacdo alérgica das vias aéreas, corroboram os achados epidemioldgicos supracitados.

A relacdo positiva encontrada nesses estudos € justificada pelo fato de que apesar das larvas
de T. canis, em humanos, ndo chegarem ao estagio adulto, elas podem sobreviver por longo
tempo no corpo do hospedeiro, infectando varios Orgdos, dentre eles os pulmdes
(DESPOMMIER, 2003). Essa associacdo positiva é ainda imunologicamente justificada pelo
perfil Th2 compartilhado por ambas, infeccdo helmintica e manifestacdes alérgicas,
caracterizadas por maior producéo de IgE e eosinofilia (TAYLOR et al., 1988). Apesar de ndo
ter havido associacdo entre rinite e atopia em nossa populacéo, outros estudos mostraram uma

relacdo positiva entre esses desfechos e infec¢do por Toxocara (YARIKTAS et al., 2007).

O achado que mais despertou a nossa atencao foi o fato de que, quando comparadas as duas
populagdes, houve uma inversdo do sentido da associacdo de T. canis com o0s desfechos
alérgicos (atopia, asma e rinite). Os resultados sugerem que na populacdo com melhores
condicdes de vida, a infeccdo por T. canis age como um fator de risco para o
desencadeamento das manifestacBes alérgicas, ao passo que na populacdo de baixo poder
aquisitivo, aparentemente a infeccéo teria um papel protetor. Entretanto os dados do presente
estudo, referendando esse achado, ndo tiveram poder estatistico para tornar as associacoes
estatisticamente significantes. A excecdo foi no caso da associacdo positiva entre asma e

infeccdo por T. canis na populacédo do Grupo 1.

Assumindo uma relagédo causal entre T. canis e esses desfechos, alguns fatores, sugeridos por
Cooper (2008), podem ser determinantes para a melhor compreensdo dos nossos achados. O
primeiro é o Tempo — mais especificamente quando ocorreu a primeira infeccdo: quanto mais
cedo o contato com o parasito, maior é a chance da indugdo de uma resposta
imunomoduladora capaz de suprimir a inflamacdo alérgica (COOPER et al., 2006). A

segunda é a Intensidade da infeccdo — altas cargas parasitarias sdo capazes de induzir uma

resposta imune regulatoria capaz de conter uma resposta alérgica, ao passo que infecgdes
leves podem apresentar o efeito oposto (TAYLOR et al., 1988). Considerando que a
populacdo do Grupo 2 vive em piores condi¢bes socioecondmicas/ambientais, ela

consequientemente tem maior contato com agentes infecciosos de diversas origens, capazes de


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Yariktas%20M%22%5BAuthor%5D
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exercer mais intensamente um papel imunomodulador sobre doengas inflamatorias do que a
populagédo de outros bairros de Salvador Grupo 1. Como de acordo com nossos achados, a
populacdo do Grupo 2 possui maior freqiiéncia de eosinofilia e de infecgdo por T. canis,
acreditamos que, de fato os fatores tempo e intensidade de infec¢do possam ter determinado

0s achados divergentes entre as duas populacgdes estudadas.

A discrepancia dos dados da literatura em relacdo a associacdo de infec¢éo por T. canis com
atopia e alergia pode ser devida a diferentes fatores como sejam: (1) diferencas
socioecondmicas entre as populacfes estudadas; (2) a maioria das publicagdes sobre a
associacdo desta parasitose com estes desfechos estudados, inclusive 0 nosso, tem
amostragem (no. de individuos) pequena. Isto diminui o poder de observar diferencas entre
populacdes estudadas; (3) a utilizacdo de individuos com faixa etaria ampla diminui a chance
de encontrar as associagdes procuradas. Portanto, novos trabalhos utilizando amostras maiores
e individuos de faixa etaria mais restrita, como criancas, sao necessarios para esclarecer a
existéncia de associacdes entre esta parasitose com atopia e alergia e estudos prospectivos sdo

necessarios para investigar o papel deste helminto na causalidade destas afec¢oes.
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7 CONCLUSAO

. Os resultados obtidos neste estudo apontam para a alta prevaléncia desta
parasitose em populacdo de baixa renda de Salvador e a importancia da presenca de cdes e
gatos ndo vermifugados na veiculacdo e disseminacdo da mesma, uma vez que estes sdo 0s
hospedeiros naturais.

. A associacdo desta infeccdo com classe social economicamente menos
favorecida dos individuos do estudo, pode esté relacionada com o baixo nivel de escolaridade
e piores condicOes higiénicossanitarias em que vivem estas pessoas e ao contato com animais
ndo vermifugados.

. Estes achados reforcam o papel da infecgdo por T. canis no desenvolvimento
de eosinofilia. O achado de asma associado com infec¢do por T. canis apenas no grupo com
menor prevaléncia da infeccdo denota a necessidade de investigar co-fatores que possam
influenciar na associacao de infecgcdo por T. canis com asma e alergia.

. Torna-se importante a conscientizacdo dos profissionais da satde e dos poderes
publicos de que a LMV é um problema de satde publica.

o Medidas de prevengdo, incluindo o oferecimento de servicos veterinarios
publicos, o combate a propagacdo da populacdo canina e felina de rua e o diagnostico e
tratamento dos casos em animais de estimacdo e dos seres humanos, sa0 necessarios para o

controle dessa zoonose pouco investigada em nossa regido.
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ANEXOS

Manuscritos 1 — Prevaléncia e Fatores de Risco da Infeccdo Humana por Toxocara canis em

Salvador, Bahia, Brasil.

Manuscrito 2 - Toxocara canis, eosinofilia e asma: Associacdo de infecgdo por Toxocara
canis com eosinofilia e asma em dois grupos populacionais de um grande centro urbano do

Brasil
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RESUMO

Introducao: larva migrans visceral é causada por Toxocara sp e nunca foi estudada na Bahia;
neste trabalho, investigou-se a prevaléncia e fatores de risco de infeccdo por T. canis em
individuos de Salvador. Métodos: 338 individuos foram investigados para presenca de
anticorpos 1gG séricos anti-T. canis. Resultados: IgG anti-T. canis foi mais alta em
individuos de classe social baixa com maior contato com cdes e gatos, indicando que estas
varidveis sdo fatores de risco para esta infeccdo. Concluséo: A prevaléncia de infec¢do por
T. canis foi alta. Os fatores de risco desta infeccdo encontrados estdo de acordo com a
literatura.

Palavras-chaves: Toxocara canis, fatores de risco, classes sociais.

ABSTRACT

Introduction: larva migrans visceral is caused by Toxocara sp and was never studied
in Bahia. This work investigated the prevalence and risk factors for infection by T. canis in
individuals from Salvadorl, Bahia. Methods: 338 individuals were investigated for
the presence of serum 1gG anti-T. canis. Results: 1gG anti-T. canis was higher in individuals
from lower social classes, with more contact with dogs and cats, indicating that these
variables are factors risk for this infection. Conclusion: The prevalence of T. canis infection
was high. The risk factors for this infection found are in accordance with in the literature.
Key-words: Toxocara canis, risk factors, social classes.
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Larva migrans visceral e ocular sdo zoonoses parasitérias negligenciadas, causadas por
ingestdo de ovos de Toxocara canis e de T. cati, parasitos de cées e gatos, respectivamente.
Quando os ovos contendo larvas infectantes sdo ingeridos por seres humanos, as larvas
tornam-se livres no intestino, mas ndo conseguem se desenvolver até a forma adulta; ao invés
disso, atravessam a parede intestinal e estabelecem-se nos tecidos, podendo invadir 6rgéos
como o figado, pulmdes, olhos ou cérebro. O agente etioldgico raramente pode ser encontrado
em amostras de biépsia’. Existem as seguintes formas clinicas descritas de toxocariase
humana: a. larva migrans visceral (LMV); b. larva migrans ocular (LMO); c. forma
meningoencefalica e d. forma oculta ou assintomética®. A prevaléncia da infeccdo por T. canis
é mais alta em paises tropicais e em desenvolvimento. A frequéncia de anticorpos anti-
Toxocara canis, de acordo com estudos realizados no Brasil, varia de 12,1 %, em Jaboatdo
dos Guararapes, PE®, a 54,8%, em Sdo Paulo, SP* e a contaminagdo por ovos deste
nemat6deo em éareas de lazer no Brasil, variou de 17,5%, em Botucatu, SP> a 91,7%, em Santa
Maria, RS®. N&o hé relatos de estudos sobre esta infeccdo no estado da Bahia, dai advém a
relevancia deste trabalho, cujo objetivo foi investigar a prevaléncia e os fatores de risco da
infeccdo humana por Toxocara canis em dois grupos populacionais da cidade de Salvador.

Este trabalho foi realizado em Salvador, Bahia. Trata-se de um estudo transversal,
sendo aplicado um questionario padronizado para coleta de dados demogréficos e
epidemioldgicos sobre fatores de risco de aquisicdo de infeccdo por Toxocara canis em dois
grupos populacionais: Grupo 1. empregados de estudantes de medicina do Instituto de
Ciéncias da Saude (ICS) da Universidade Federal da Bahia (UFBA) (composto por 350
individuos, sendo que destes, 150 realizaram coleta de sangue), e 0 Grupo 2. moradores do
bairro da Paz (composto por 350 individuos, sendo que destes, 188 realizaram coleta de
sangue). A classe social foi determinada pelo método de Gallup. O trabalho foi aprovado pelo
Comité de Etica de pesquisas em ser humanos da Maternidade Climério de Oliveira da
Universidade Federal da Bahia e os participantes assinaram um termo de consentimento livre
e esclarecido. O sangue coletado teve o plasma criopreservado a -20°C até a realizagdo do
ensaio para deteccdo de IgG anti-Toxocara canis. As larvas de Toxocara canis foram obtidas
de acordo com de Savigny’, modificado por Alcantara-Neves®. Com o objetivo de eliminar
reacdo cruzada entre anticorpos anti-Ascaris lumbricoides e anti-Toxocara canis, 0S SOros
foram absorvidos por duas vezes com antigeno somatico de Ascaris lumbricoides, na
presenca de PEG 15.000 (Sigma Chemical Co., St. Louis, MO, EUA). Anticorpos IgG anti-
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Toxocara canis foram detectados nos soros dos participantes do estudo através de ensaio
imunoenzimatico (ELISA) indireto, utilizando-se 0 AESLTc, de acordo com de Savigny’ com
0s soros diluidos a 1:1000 em PBS/T/2,5% SBF e como conjugado foi usado um anticorpo
anti-lgG humano biotinilado e estreptoavidina-peroxidase (Pharmigen, Belo Horizonte, MG,
Brasil). O ponto de corte do ensaio foi calculado como a média da densidade Optica mais 3
desvios padrdes da média de 10 soros de individuos sem contato com cées e gatos e de classe
social alta (soros negativos). A prevaléncia de infeccdo por Toxocara canis em diferentes
grupos foi analisada pelo teste de Qui®. A investigacdo de fatores de risco envolvidos na
infecgdo por Toxocara canis foi analisada por regressdo logistica univariada e multivariada
usando a infeccdo por Toxocara canis como desfecho e idade e sexo com variaveis
confundidoras a priori. Na populacdo do ICS, a analise multivariada foi realizada com dois
modelos ajustados por contato com cdo ou contato com gato sucessivamente. Pertencer a
classe social mais baixa, contato com cdes e gatos e morar no Bairro da Paz foram
consideradas varidveis de exposi¢éo.

A comparacdo entre os individuos que foram excluidos do estudo (que realizaram
questionario porém nado coletaram sangue) com aqueles estudados ndo mostrou diferencas
estatisticamente significantes quanto as varidveis a priori usadas no modelo logistico
multivariado e classe social; dados ndo mostrados). As caracteristicas dos grupos
populacionais estudados descritas na Tabela 1, mostram que na populacdo do ICS, os
individuos estavam homogeneamente distribuidos nas classes C (38%), D e E (62%),
enguanto que na populacdo do bairro da Paz, 77,7% dos 146 individuos faziam parte da classe
social E (dados ndo mostrados). O contato com cées (64,4%) e gatos (35,1%) nos individuos
do bairro da Paz, foi mais freqliente do que nos individuos do ICS (35,6%) e (18,7%) para céo
e gato, respectivamente. A diferenca entre os dois grupos foi estatisticamente significante em
ambos os contatos (P<0.05). O contato com ambos 0s animais, cdes ou gatos, também foi
maior na populacéo do Bairro da Paz (75%) do que na do ICS (40,7%; p<0,05). O nimero de
individuos infectados por Toxocara canis foi maior na populacdo do Bairro da Paz (65,4%),
do que na populacdo do ICS (52,0%), com p<0,05). A Tabela 2 demonstra as associacdes
entre as variaveis estudadas e a infecgdo por T. canis no grupo do ICS. N&o houve associacdo
da infeccdo com sexo e idade. Quanto a classe social, foi demonstrado que individuos das
classes D e E estavam mais infectados que aqueles da classe C, tanto na andlise bruta

(0R=1,24; 95% 1C=1,23;4.73) quanto nas analise multivariadas no modelo sem contato com
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gato (OR ajustada= 3,06; 95% IC=1,42;6,57) e sem contato com cdo (OR ajustada=3,16; 95%
1C=1,44,6,93). A infeccdo foi também positivamente associada com maior contato com cées
na analise multivariada (OR ajustada=2,50; (95% I1C=1,17;5,37) e gatos (OR ajustada= 2,79;
95% 1C=1,05;7,39). No grupo do Bairro da Paz também nédo ocorreu associacdo da infeccédo
por Toxocara canis com sexo e idade. Com relacdo a classe social, demonstrou-se que
individuos da classe E estavam mais infectados que aqueles das classes C e D, entretanto esta
associacdo s foi estatisticamente significante na andlise bruta (OR= 2,04; IC 95%=1,01;
4,11). A associacdo com contato com céo foi positiva e estatisticamente significante em
ambas as andlises (OR bruta=2,70; 95% 1C=1,44;5,05) e (OR ajustada= 2,80; 95%
IC=1,46;5,38). Nesta populacdo, ndo ocorreu associa¢do entre contato com gato e infeccéo
por Toxocara canis (Tabela 3). A comparacdo entre a infeccdo por Toxocara canis nos dois
grupos estudados, mostrou que habitar no Bairro da Paz estava mais associado a ser infectado
por este parasito, em ambas analises (OR bruta= 1,75; 95% IC= 1,13;2,71) e (OR ajustada=
1,77; 95% IC=1,13;2,75) (dados ndo mostrados).

As prevaléncias da infeccdo pelo Toxocara canis nos dois grupos populacionais
estudados diferiram, tendo o grupo do Bairro da Paz a maior prevaléncia descrita no Brasil
(65%) em comparacao a uma revisao realizada por Chieffi® que abrangeu dezesseis trabalhos
em diversas regides do Brasil. Outros trabalhos realizados em paises desenvolvidos™ e em
desenvolvimento também relataram menores prevaléncias', indicando que Salvador, do
nosso conhecimento, possui as maiores taxas descritas no Brasil até o momento. A
possibilidade do teste ELISA indireto realizado ter baixa especificidade, e com isso detectar
falsos positivos, pode ser descartada, uma vez que o ensaio foi realizado com maiores
diluicdes dos soros que as descritas em outros trabalhos***2. Além disso, em Salvador, 0s
helmintos comumente encontrados sdo Aascaris lumbricoides e Trichuris trichiura. Assim
sendo, quando os soros foram absorvidos com antigeno somatico do Ascaris lumbricoides, se
tornaram negativos para anticorpos que reagiam cruzadamente com Ascaris lumbricoides e
possivelmente com Trichuris trichiura. Dessa forma, os anticorpos detectados no ensaio
ELISA aplicado no presente estudo provavelmente eram especificos para o género Toxocara.
Vaérios estudos apontam para uma alta contaminagdo do solo em areas de uso coletivo como
pracas de recreacdo e praias. Em Salvador, BA foram encontradas freqiiéncia de 29,42% de
contaminagéo do solo por ovos desse helmimto®®. No entanto, os dados acima citados s&o bem

inferiores aos descritos em Santa Maria, RS, com 91,7%, das amostras de solo contaminadas®.
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Maus hébitos de higiene, como a manipulacdo de alimentos com as maos sujas apds contato
com animal parasitado ou com solo infectado, contribuem significativamente para o0 aumento
da prevaléncia desta infeccdo no homem. A classe social foi outra variavel associada a
infeccdo por esse helminto em nossos resultados; quanto mais baixa a classe social, maior o
risco de infeccdo pelo Toxocara canis. Essa associagdo pode estar relacionada com um menor
esclarecimento quanto as formas de infec¢do, como manipular cdes e gatos, e principalmente
devido a auséncia total ou parcial de vermifugacdo desses animais. Assim, 0 uso de
vermifugos para os animais domesticos e o controle de animais errantes seriam as medidas
mais eficazes para a reducdo da prevaléncia da infeccdo nos cées e gatos e da infeccdo
humana. Outro habito que pode contribuir diretamente para a infeccdo do homem pelo
Toxocara canis € o contato intimo com animais infectados, por exemplo, permiti-los deitarem
em suas camas, uma vez que é frequente o encontro de ovos embrionados de Toxocara canis
em pélos desses animais. Aydeniz6z-Ozkaihan e colaboradores**, observaram a presenca de
ovos deste helminto em amostras de pélos de 21,57% dos cdes estudados, ja Roddie e
colaboradores™, verificaram tal achado em 67% das amostras. Estes trabalhos apontam o
contato do homem com o cdo como o maior fator de risco de infeccdo humana pelo Toxocara
canis. Em uma de nossas analises, utilizando um modelo de anélise logistica excludente para
contato com cdo ou gato, o contato com gato demonstrou estar significativamente associado
com infecgdo por Toxocara canis na populacdo do ICS. Isto demonstra que a 1gG detectada
no ensaio utilizando antigenos secretdrios-excretorios de larvas de Toxocara canis pode ser
suscitada pela infeccdo com Toxocara cati e que torna-se necessario desenvolver um ensaio
espécie-especifico para este género de forma a tornar possivel o estudo do papel do gato na
epidemiologia da LMV. Um achado dificil de explicar foi a auséncia da associacdo de
infeccdo por Toxocara canis com contato com gatos na populacdo do Bairro da Paz, uma vez
que o poder do estudo desta populacdo (pelo N, pela prevaléncia da infeccdo por Toxocara
canis e frequéncia de contato com gatos) ter sido maior do que a da populacdo do ICS. Uma
hipGtese plausivel seria que no Bairro da Paz exista maior quantidade de ruas néo calgadas e
terrenos baldios onde os gatos podem facilmente enterrarem suas fezes evitando o contato do
parasito com os seres humanos, do que nos bairros habitados pela populagdo do ICS. O
conhecimento da alta prevaléncia da infecgdo por Toxocara canis na populacdo de Salvador, e
0 seu envolvimento em quadros clinicos polimorficos que variam de infeccdo assintomatica

até quadros asmatiformes e de meningoencefalia, além do fato dessa infeccdo ser mais
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comum em individuos de baixa renda, justificam a necessidade do SUS implantar o
diagndstico desta parasitose nos laboratdrios da rede publica. Além disso, torna-se importante
a conscientizacdo dos profissionais da saude e dos poderes publicos de que a LMV € um
problema de saude publica. Desta forma, medidas de prevencéo, incluindo o oferecimento de
servicos veterinarios publicos, o combate & propagacdo da populacgdo canina e felina de rua e
o0 diagndstico e tratamento dos casos em animais de estimacdo e dos seres humanos, sao

necessarios para o controle dessa zoonose pouco investigada em nossa regiao.
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Tabela 1. Fregiiéncia de varidveis pertinentes ao estudo de fatores de risco para infeccédo por
Toxocara canis em individuos dos dois grupos estudados em Salvador, Bahia, Brasil

Variaveis Populagdo Populagéo do Valor de p
do ICS B. da Paz (Qui®)
N= 150 N= 188
n (%) n (%)
Idade (anos)
<15 60 (40,0) 85 (45,2) >0.05
16-25 29 (19,3) 40 (21,3)
>26 61 (40,7) 63 (33,5)
Contato com cédo
Sim 50 (33,3) 121(64,4) <0,05
Né&o 100 (66,7) 67 (35,6)
Contato com gato
Sim 28 (18,7) 66 (35,1) <0,05
Né&o 122 (81,3) 122 (64,9)
Contato com céo
ou gato
Sim 61 (40,7) 141 (75,0) <0,05
Né&o 89 (59,3) 47 (25,0)
Infeccdo por
T. canis
Positivo 78 (52,0) 123 (65,4) <0,05
Negativo 72 (48,0) 65 (34,6)




Tabela 2. Anélises univariada e multivariada de fatores de risco da infecgcdo por
Toxocara canis na populacgao do ICS, Salvador, Bahia, Brasil

N= 150 N(%)n #OR bruta #OR ajustado  #OR ajustado
Variaveis (C1 95%) (Cl 95%)* (Cl 95%)**
Sexo
Feminino 33(58,9)/56 1 1 1
Masculino 45(47,9)/94  0,64(0,33;1,25)  0,57(0,27;1,21) 0,66(0,32;1,39)
Idade
<I5 34(56,7)/60 1 1 1
16-25 12(41,4)/29  0,54(0,22;1,33)  0,85(0,32;2,26) 0,85(0,32;2,25)
>26 32(52,5)/61 0,84(0,41;1,73)  1,35(0,60;3,05) 1,34(0,50;2,57)
Classe social
C 22(38,6)57 1 1 1
DeE 56(60,2)93  1,24(1,23;4,73)  3,06(1,42;6,57) 3,16(1,44;6,93)
Contato com céao
Né&o 47(47,0)100 1 1
Sim 31(62,0)50  1,84(0,92;3,68)  2,50(1,17;5,37)
Contato com gato
Né&o 60(49,2)122 1 1
Sim 18(64,3)28  1,86(0,80; 4,35) 2,79(1,05;7,39)

#Ajustado para sexo e idade; *Modelo sem contato com gato; **Modelo sem contato com

cao.



Tabela 3. Andlises univariada e multivariada de fatores de risco da infecgdo por Toxocara

canis na populacéo do bairro da Paz, Salvador, Bahia, Brasil

N=188 N(%)n OR (CI1 95%) OR ajustado
(C195%)
V ariaveis
Sexo
Feminino 47766,2)71 1 1
Masculino 76(65,0)117 0,95(0,51;1,76) 1,09(0,56;2,13)
Idade
<15 68(70,1)97 1 1
16-25 43(57,3)75 063(0,29;1,37) 0,85(0,32;2,26)
>26 12(75,0)/16 0,93(0,47;1,87) 1,35(0,60;3,05)
Classe social
CeD 22(52,5)42 1 1
E 101(69,2)146 2,04(1,01;4,11) 1,80(0,87;3,74)
Contato com céo
Nao 34(50,7)67 1 1
Sim 89(73.6)121 2,70(1,44;5,05) 2,80(1,46;5,38)
Contato com gato
Nao 79(64,8)122 1
Sim 44(67,8)66 1,09(0,58;2,05)  ------

#Ajustado para sexo e idade.
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RESUMO

Introducdo: A infeccdo por Toxocara canis vém sendo associada positivamente a
manifestacbes alérgicas em seres humanos, porém os resultados sdo controversos. Neste
trabalho foi investigada a existéncia de associagdes entre infeccdo por T. canis, eosinofilia,
atopia e alergia em Salvador, Bahia, Brasil. Métodos: Foram estudados dois grupos de
individuos: Grupo 1, composto de 149 individuos predominantemente da classe
socioeconémica E, e Grupo 2, composto de 129 individuos predominantemente das classe
socioeconémica C ou D. A infeccdo por T. canis foi determinada pela soropositividade para
IgG anti-T. canis. A atopia foi definida por teste de puntura cutdneo positivo para
aeroalérgenos. Asma e rinite foram investigadas por questionario do ISAAC fase I.
Resultados: O Grupo 1 apresentou maior prevaléncia de IgG anti-T. canis. Eosinofilia >10%
estava associada com a soropositvidade em ambos 0s grupos. Foi encontrada associagédo entre
asma e infeccdo por T. canis apenas no Grupo 2. Concluséo: Estes achados reforgcam o papel
da infeccdo por T. canis no desenvolvimento de eosinofilias acentuadas. O achado de asma
associado com infeccdo por T. canis apenas no grupo com menor prevaléncia da infecgédo
denota a necessidade de investigar co-fatores que possam influenciar na associacdo de
infeccdo por T. canis com asma e alergia.

Palavras-chave: Toxocara canis, eosinofilia, asma

ABSTRACT

Introduction: Infection by Toxocara canis has been positively associated with allergy in
humans, but the results are controversial. In this study, we investigated the association
between T. canis with eosinophilia, atopy and allergies in Salvador, Bahia, Brazil. Methods:
We studied two groups of subjects: Group 1, which consisted of 149 individuals who were
predominantly from class E, and Group 2, which consisted of 129 individuals who were
predominantly from classes C and D. Infection by T. canis was determined by confirming
seropositivity to anti-T. canis 1gG. Atopy was determined by a positive skin prick test for
aeroallergens. Asthma and rhinitis were investigated using the ISAAC questionnaire Phase II.
Results: Group 1 was characterized by a higher prevalence of IgG anti-T. canis expression,
and eosinophilia > 10% was associated with seropositivity in both groups. Only asthma was
associated with T. canis infection, and this was exclusively in Group 2. Conclusion: These
findings reinforce the role of infection by T. canis in the development of severe eosinophilia.
The finding that asthma was associated with infection by T. canis only in the group with
lower prevalence of T. canis infections indicates the need to investigate co-factors that may
influence the association of T. canis infection with asthma and allergies.

Key words : Toxocara canis, eosinohilia, atma.
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INTRODUCTION

Visceral larva migrans syndrome (VLM) is caused by the persistence and migration of
helminth larvae nematode parasites, particularly of Toxocara canis and T. cati in dogs and
cats, respectively, in paratenic host organs (Cypress 1977). In humans, this syndrome is
characterized by several signs and symptoms, including: asthma-like respiratory symptoms,
fever, hepatomegaly, myocarditis, and disorders of the central nervous system. Characteristic
lab-test results include: eosinophilia, leukocytosis, hypergammaglobulinemia and increased
expression of hepatic dysfunction markers (Gillespie et al., 1993; Magnaval et al., 2001). In
particular, moderate to severe eosinophilia is often associated with T. canis infections, even in

asymptomatic individuals (Jacob et al., 1994).

In many countries, an increase in the prevalence and incidence of allergic diseases, such as
asthma, allergic rhinitis and atopic eczema, has been observed; such findings have been a
cause of concern for public health agencies (Devereux 2006). In Salvador, studies by our
group (Baqueiro et al., 2007) and others (Medeiros 2000; Solé 2001) showed that allergic
diseases occur in prevalence rates above 30%. The prevalence reaches 44% in populations
with high socioeconomic profiles (Baqueiro et al., 2007). These indices suggest that both
environmental and socioeconomic conditions may be important determinants in the

development of allergy and asthma, according to the hygiene hypothesis (Strachan 1989).

The immunomodulatory role of pathogenic or parasitic infections in allergic diseases remains
controversial. Although several studies have suggested that parasitic infections may protect
individuals from developing allergic conditions, others have shown that such infections may
predispose infected individuals to asthma and other allergies (Smits and Yazdanbakhsh, 2007;
Alcantara-Neves et al., 2010). Parasites of the genus Toxocara have been considered as
possible adjunvants of atopy, asthma and rhinitis (Gonzalez-Quintela et al., 2006; Yarik et al.,
2007). Using experimental models, Pinelli and colleagues (2008) found that an infection with
500 T. canis eggs, considered a minor worm burden, resulted in exacerbation of allergic

airway inflammation; furthermore, these findings corroborated some studies conducted in
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human populations (Buijs et al., 1996; Hakim, 1997). However, other authors have described
an absence of association between T. canis infection and asthma (Gonzalez-Quintela et al.,
2006; Kustimur et al., 2007). The goal of this study was to investigate the association between
T. canis infection and eosinophilia, atopy and allergic disorders, such as asthma and rhinitis,

in two distinct populations from the urban area of Salvador, a city in northeast Brazil.

MATERIAL AND METHODS

Studied population

This study was conducted in Salvador, the third most populous city in Brazil with 2,714,977
inhabitants (IBGE, 2006). This was a cross-sectional study; data were collected in a 2003
survey. We applied the ISAAC Phase 1l questionnaire to collect data related to demographic
and epidemiological risk factors for asthma, rhinitis and atopy in two populations with
different socioeconomic conditions. Group 1 consisted of residents in the “Bairro da Paz”, a
borough composed predominately of individuals from socio-economic class E. Group 2 was
composed of domestic employees of medical student families of the Instituto de Ciéncias da
Saude da Universidade Federal da Bahia (ICS/UFBA); individuals from this group lived in
boroughs spread throughout the city, predominantly of lower socioeconomic classes C and
D. The streets of the “Bairro da Paz” have no sidewalks or sewers, garbage collection services
are poor, and the population density is high. In addition, there is a large population of stray
dogs and cats with no access to veterinary services. Studies from our group found a
prevalence of 85% for 1gG anti-T. canis in dogs in this burrough (Alcantara-Neves et al., data
submitted for publication). Group 1 was composed of 350 individuals, of whom 149
underwent blood sampling for the detection of anti-T. canis IgG. Group 2 was also composed
of 350 individuals, of whom 129 underwent blood collection. Only individuals who exhibited
positive serology for T.canis and for whom complete information on all variables was
available were included in the analysis of this study. All participants signed a consent
form. The study was approved by the ethics committee of human research of the Maternity

Climério de Oliveira at the Federal University of Bahia.

Allergic symptoms
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Asthma was defined by the presence of wheezing within the previous 12 months and the
fulfillment of at least one of the following conditions: (1) the subject experienced more than 4
episodes of wheezing in the last year, (2) the subject had asthma diagnosed by a physician, or
(3) the subject used an asthma drug. Rhinitis was confirmed by the presence of sneezing,
runny nose or itchy nose in the absence of cold within the previous12 months and the subject
having experienced at least one of the following: (1) more than 4 episodes of sneezing, runny
nose or itchy nose in the absence of a cold within the previous year; (2) nasal symptoms
accompanied by itchy eyes and/or tearing; or (3) rhinitis or rhinoconjunctivitis diagnosed by a
physician.

Skin prick tests

Skin prick tests were performed on the right forearm of each individual using extracts of:
Dermatophagoides pteronyssinus, Blomia tropicalis, Blattella germanica, Periplaneta
americana, fungi (Cladosporium, Penicillium, Alternaria and Aspergillus fumigatus), and dog
and cat epithelium (Alergofar, Rio de Janeiro, Brazil). Saline and histamine (10 mg/mL) were
used as negative and positive controls, respectively. After 15 minutes of allergen application,
the reaction was measured and defined as positive when the average of the two largest
diameters of the wheal-test was three millimeters higher than the average of the two largest

diameters of the negative control wheal.

Diagnosis of intestinal parasite infections

To verify the presence and influence of intestinal helminths in allergic conditions, fecal
samples were collected from all study participants and were examined by the gravitational
sedimentation method (Hoffman et. al., 1934).

Blood sampling and eosinophil counts

Blood was collected and subjected to eosinophil counts using an automatic cell counter
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(Counter Electronics Hialeah, USA); plasma was then cryopreserved at -20 °C until used for

the detection of anti-T. canis IgG.

Detection of anti-T. canis 1gG

Obtaining excretory-secretory T. canis larval antigen

Excretory and secretory larval antigen of T. canis (ESLATc) was obtained using the method
originally described by Savigny (1975) and modified by Alcantara-Neves et al.
(2008). Briefly, puppies from parasite-infected bitchs were treated with piperazine (100
mg/kg) and mineral oil. The uteruses of the obtained female T. canis specimens were
removed, and their eggs were incubated in 2% formalin until embryonation. The egg
membranes were disrupted using glass beads, and the released larvae were purified by 15-pum
pore polystyrene membrane filtration. The larvae were cultured in RPMI medium (Sigma, St.
Louis, USA) at 37 °C in a CO2 incubator, and the culture supernatants, which contained
ESLATc and 1 mM phenylmethylsulfonyl fluoride (PMSF, Sigma, St. Louis, USA), were
cryopreserved at -70 °C until further use. ESLATc was concentrated using Amicon filters
with pores permeable to molecules 3000 kDa and smaller (Millipore Corporate, USA) and
subsequently dialyzed against phosphate buffered saline, pH 7.4 (PBS). The protein content
of the samples was determined using the Lowry technique (1951), and the antigen was

aliquotted and cryopreserved at -70 °C until further use.

Absorption of sera with Ascaris lumbricoides antigen

To prevent cross-reaction between anti-A. lumbricoides and anti-T. canis 1gG, sera were
absorbed with A. lumbricoides extract prepared from adult worms obtained from infected
children that were treated with albendazole and 5 mg bisacodyl (Dulcolax). The worms were
washed in saline and crushed using an electric grinder (Bead-Beart, Biospec, USA) in the
presence of PBS containing the following protease inhibitors: 1 mM phenylmethylsulfonyl
fluoride (PMSF), 2 mM ethylenediamine tetra-acetic acid (EDTA), 1 mM tosyl phenylalanyl
chloromethyl ketone (TPCK) and 50 uM p-tosyl-L-lysine chloromethyl ketone (TLCK) (all
from Sigma Chemical Co., St. Louis, USA). The suspension was then centrifuged at 4000
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soluble g for 15 minutes. The fraction was stored at -70 °C after the protein concentration was
determined by the Lowry method (1951). For serum absorption, 100 pL of each serum sample
was incubated with 250 pL of 4.0 mg/mL A. lumbricoides antigen and 100 pL polyethylene
glycol (PEG, MW 15,000; Sigma Chemical Co., St. Louis, USA) and 50 uL of PBS. After a
30 minute incubation at room temperature under homogenization, the material was
centrifuged for 10 minutes. The supernatant was then collected, re-absorbed with A,
lumbricoides antigen and kept at -70 °C until being used for analysis. After absorption with A.
lumbricoides extract some serum samples were absorbed with Trichuris trichiura
extract. Because the serum absorption with this parasite antigens was negligible, it was not

performed on all of the assayed sera.

Detection of anti-T. canis 1gG

Anti-T. canis 1gG was detected in sera by enzyme immunoassay (ELISA) using the ESLATc
as an antigen according to the method described by Savigny & Tizard (1975). The wells of
microtiter plates were sensitized with 100 uL of antigen at a concentration of 3.5 [1g / mL in
carbonate-bicarbonate buffer for 16 hours at 4 °C. Subsequently, the wells were blocked with
200 uL PBS containing 0.05% Tween-20 (PBS/T) and 10% fetal bovine serum (FBS; Cutilab,
Sdo Paulo, Brazil). The test was performed by successive incubations with sera diluted
1:1,000, conjugated biotinylated anti-human IgG diluted 1:2000 and streptavidin-peroxidase
(Pharmigen, San Diego, CA, USA) at 1:1000, all above reagents were diluted in PBS/T
containing 2.5% FBS. As substrate we used o-phenylenediamine and H,0O, (Sigma Chemical
Co., St. Louis, USA). The reactions were stopped by adding 25 uL of 4 N sulfuric acid to
each well. The optical density measurements were performed on a spectrophotometer using a
492 nm filter. Sixty minute incubations and washes with PBS/T for 4 cycles were performed
between all steps, except for 30 minutes used for the substrate. The assay cut-off was
calculated using the mean optical density plus 3 standard deviations of 10 sera from

individuals without contact with cats and dogs and high socioeconomic status (negative sera).

Statistical Analysis
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The characteristics of the two populations were compared using the chi-square test. The
Breslow-Day test was used to evaluate the power of interaction of helminth infections on the
association between T. canis and asthma. For the association between T. canis infections and
eosinophilia, atopy, rhinitis and asthma, we performed bivariate and multivariate logistic
regression analyses and obtained odds ratios (OR) with 95% confidence intervals (CI),
adjusted for the following confounding factors: gender, age, social class, parental allergic and

helminth infection. Data were analyzed using the SPSS 16.0 software.

RESULTS

A comparison of subjects who participated in the study and subjects who completed the
questionnaire but were excluded from the study because they did not undergo serological tests
for anti-T. canis IgE, revealed no statistically significant differences in the variables analyzed
(data not shown). The frequencies of variables were compared between the two population
groups. The populations differed statistically in relation to the following variables: infection
by T. canis (p < 0.001), eosinophilia > 4% and > 10% (p < 0.001 and < 0.05, respectively) and
a family history of allergies (p < 0.001). All of these variables were more frequent in subjects
in Group 1 (Table 1). The association between infection with T. canis and eosinophilia > 10%
was positive in both groups (adjusted OR = 2.89, 95% CI = 1.19, 7.01 and adjusted OR =
2.58, 95% CI =1.00, 6.66 for groups 1 and 2, respectively). However, eosinophilia > 4% was
only significantly associated with T. canis infection in Group 2 (adjusted OR = 2.23 Cl = 95%
=1.01, 4.92) (Table 2).

The power of intestinal helminth infections (A. lumbricoides and T. trichiura) as effect
modifier on the association of T. canis and asthma was also analyzed (Table 3). The results
indicated that such infections had no influence on the studied association. Based on these
results, the helminth infections were considered only as a confounding variable.

When the respiratory allergy outcomes were analyzed, only the association between asthma
and infection with T. canis was found to be significant, and this was exclusively in individuals
in Group 2 (Table 4). In the same table, it can be observed that the association between all

outcomes and T. canis infection was inversed between the two groups, though this was not
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statistically significant. Subjects in Group 1 exhibited a lower prevalence of the outcomes
studied and a higher prevalence of anti-T. canis IgG expression, and the associations of these
outcomes with T. canis infection were negative. Contrastingly, in subjects of Group 2, anti-T.
canis 1gG expression was less frequent, and individuals infected with T. canis more

frequently exhibited atopy, rhinitis and asthma than uninfected individuals.

DISCUSSION

The role of T. canis infection in the occurrence of asthma and allergies has been previously
reported; however, the conflicting results presented by different studies do not allow for a
conclusive identification of the role of this helminth in allergic diseases. In one such study,
Gonzalez-Quintela et al. (2006) reported a positive association between T. canis infection and
positive skin prick tests using dust mite allergens but not with asthma in an adult population.
However, Chan and colleagues (2001) found a positive association between infection with
this helminth and asthma in Malaysian children. Kustimur and colleagues (2007) found no
association between atopic and nonatopic asthma and T. canis infection, while Yarik and
colleagues (2007) identified a positive association between infection with T. canis and
rhinitis. In the present study, we investigated the association of T. canis infection with
eosinophilia, asthma, rhinitis and atopy, comparing two groups of individuals from a large
urban center in Brazil. Although both populations were composed of individuals from low
social classes, the population of Group 1 contained more individuals from class E, while the

population of Group 2 contained more individuals from classes C and D.

The positive association between T. canis and eosinophilia has been well defined in the
literature (for example, see Jacob et. al., 1994). Sapunar & Fardella (1999) showed that in
acute infections with this worm, the percentage of eosinophils in the blood increases
significantly, reaching levels that may exceed 80% of the total leukocyte population. The
VLM is highly correlated with hypereosinophilic syndrome (Overgaauw, 1997). The present
study revealed a positive association between T. canis and eosinophilia > 10% in both
populations studied, demonstrating the important role of this infection in stimulating
eosinophil production. However, when analyzing the association of more discrete eosinophilia

(> 4%) with T. canis infection, a statistically significant association was only identified in



69

individuals from Group 2. Considering that the population of Group 1 (from Bairro da Paz)
consisted of individuals from lower social classes that were living in unsanitary conditions
and had a low level of education, the contribution of other causes of eosinophilia such as
scabies and other parasitic infections may stimulate eosinophil production. These
environmental aspects may explain the absence of a statistically significant association
between T. canis infection with lower levels of eosinophilia in the subjects of Group 1. The
investigation of the association between this infection and eosinophils in the present work is

justified by the important role of these cells both in controlling helminth infections in the

immunopathogenesis of asthma and other allergies (Pérez-Arellano et al., 2004).

The fact the T. canis infection is a condition that is highly neglected by public health services,
in addition to the growing evidence of the role of helminth infections in allergic diseases (van
Riet et al., 2007), highlights the need for an improved understanding the role of T. canis
infection in asthma and allergies. Moreover, a lack of veterinary services, particularly in
economically disadvantaged strata of the population, plays a pivotal role in increasing the
incidence of zoonoses; this includes infection by T. canis, which could easily be controlled by
the periodic use of anthelmintic on pets and effective control of stray dog and cats (Cooper,
2008).

In this study, we also investigated the association between T. canis infections and atopy,
asthma and rhinitis. Only asthma was positively and statistically significantly associated with
T. canis infection; furthermore, this association was identified exclusively in Group 2. Many
studies have suggested a possible causal relationship between asthma and infection with T.
canis. Clinical manifestations, including the presence of mucus in the airways, wheezing and
coughing, are common in both individuals with asthma and individuals with LMV (Pinelli et
al., 2008). Studies in children and adults have revealed a higher prevalence of this infection
among patients with asthma (Kustimur et. al., 2007; Chan et. al., 2001). Chan et al. (2001)
found a prevalence of T. canis infection of 21.2% in Malaysian children with asthma
compared with 8.6% in a non-asthmatic control group. Studies using experimental models
developed by Pinelli et al. (2008) demonstrated that infection of mice with T. canis resulted in
an exacerbation of allergic airway inflammation, corroborating the epidemiological findings
described above. The positive relationship identified in these studies is justified by the fact
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that, though the larvae of T. canis cannot reach the adult stage in humans, they can survive for
long periods of time in the host body and infecting multiple organs, particularly the lungs
(Despommier 2003). This positive association is also justified by the fact that the Th2
immune response triggered by both helminth infections and allergic disorders is characterized
by increased IgE production and eosinophilia (Taylor et al., 1988). Although there was no
association between T. canis infection and rhinitis or atopy in our population, other studies
have described a positive relationship between these outcomes and T. canis infection
(Yariktas et al., 2007).

Interestingly, when the two populations evaluated in this study were compared, they exhibited
inversed associations between T. canis infections and allergic outcomes (i.e., atopy, asthma
and rhinitis). In the population with better living conditions, T. canis infections act as a risk
factor for allergic symptoms. Contrastingly, in the population with the worst living
conditions, T. canis infection apparently had a protective role. However, the data from this
study that supported this idea were not strong enough to be statistically significant. The only
exception was in the case of a positive association between asthma and infection with T. canis

that was identified in the population of Group 2. This was a weakness of this study.

Assuming a causal relationship between T. canis and these outcomes, some factors, as
suggested by Cooper (2008), may be crucial for the understanding of our findings. The first is
timing, specifically when the first infection occurred; the earlier the contact with the parasite,
the greater the chance of inducing an immunomodulatory response capable of suppressing
allergic inflammation (Cooper et al., 2006). The second factor is the intensity of infection;
high parasitic loads are able to induce a regulatory immune response capable of containing an
allergic response, while mild infections may have the opposite effect (Taylor et al., 1988).
Considering that the population of Bairro da Paz (Group 1) lives in poor socioeconomic
conditions/environment and therefore has more contact with infectious agents from diverse
backgrounds, these individuals likely exert a more intense immunomodulatory reaction to

inflammatory diseases than the population of other boroughs of Salvador (i.e., Group 2).

The discrepancy in the literature regarding the association of T. canis infection with atopy and

allergy may be due to a number of factors, including: (1) socioeconomic differences among
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populations; (2) the low number of individuals studied in the majority of publications
(including ours) that have investigated the association of this parasitic with these studied
outcomes, impairing the ability to detect differences between populations; and (3) the use of
individuals with a broad age range, further decreasing the chance of identifying strong
associations. Therefore, further studies using larger study groups and individuals of a
restricted age (e.g., children) are required to clarify the associations of this disease with atopy
and allergy, and prospective studies are needed to investigate the actual role of this helminth

in the cause of these conditions.
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Table 1 - Frequency of variables studied in the analyses of association of Toxocara canis infection
with eosinophilia and allergy in both populations studied

N=278 Group 1 Group 2 p-value
(N=149) (N=129) (Chi2)
n(%) n(%)
Gender
Female 93(62.4) 83(64.3) >0.05
Male 56(37.6) 46(35.7)
Age
0-15 68(45.6) 49(38.0) >0.05
16-25 29(19.5) 26(20.2) '
>26 52(34.9) 54(41.9)
Parental asthma
No 94(63.1) 121(93.8) <0.001
Yes 55(36.9) 8(6.2)
Social class
C 4(2.7) 51(39.5)
D 29(19.5) 66(51.2) <0.001
E 116(77.9) 12(9.3)
Eosinophilia >4%
No 35(23.5) 56(43.4) <0.001
Yes 114(76.5) 73(56.6)
Eosinophilia >10%
No 97(65.1) 99(76.7) <0.05
Yes 52(34.9) 30(23.3)
Helminth infection*
Yes 91(61.1) 85(65.9) >0.05
No 58(38.9) 44(34.1)
T. canis infection
No 45(30.2) 64(49.6) <0.001
Yes 104(69.8) 65(50.4)
Atopy
No 89(59.7) 80(62.0) >0.05
Yes 60(40.3) 49(38.0)
Asthma
No 136(91.3) 114(88.4) >0.05
Yes 13(8.7) 15(11.6)
Rhinitis
No 111(74.5) 94(72.9) >0.05
Yes 38(25.5) 35(27.1)

*Infection rate of A. lumbricoides: 23.3% and 31.5% in Groups 1 and 2, respectively. Infection
rate of: T. trichura: 17.8% and 20.8% in Groups 1 and 2, respectively.
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Table 2 — Multivariate logistic analysis of the association of Toxocara canis infection

with eosinophilia in both studied populations

Eosinophilia > 4% Eosinophilia > 10%
IgG anti-T. canis p-value
9 n(%)/N OR(1.C.95%)* p- value n(%)/N OR(I.C.95%)*
(Chi?)

Group 1 N=149
No 32(71.1)/45 1 005 8(78)/45 1 0,05
Yes 82(78.8)/104  1.16(0.49;2,71) 44(42.3)/104  2.89(1.19;7.01)
Group 2 N=129
No 28(43.8)/64 1 9(14.1)/64 1

<0.05 <0.05
Yes 45(69.2)/65  2.23(1.01:4.92) 21(32.3)/65  2.58(1.00:6.66)

*Adjusted by: gender. age, social class, parental asthma and helminth infection



Table 3 — Association between T. canis infection and asthma in individuals either infected or not
infected with intestinal helminths

Asthma

Not infected with intestinal Infected with intestinal #p-
Anti-T. canis helminths helminths value
[e]€

n(%)/N OR (1.C.95%) n(%)/N OR (1.C.95%)
Group 1
(N=149)
No; N=45 3(8.8)/34 1 2(18.2)/11 1 >0.05

Yes;N=104  2(3.5)/57 3.07(0.71;13.21)  6(12.8)/47  2.92(0.31;27.56)

Group 2
(N=129)

No; N=64 3(6.1)/49 1 1(6.7)/15 1 >0.05

Yes; N=65 6(16.7)/36  0.38(0.06;2.37) 5(17.2)/29  0.66(0.11;3.81)

# Breslow-Day test.
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Table 4 - Multivariate logistic analysis of the association of Toxocara canis

Anti- Atopy Rhinitis Asthma
T.canis  n(%)/N *OR #p- n(%)/N *OR #p- n(%)/N *OR #p-
1gG value value value
(1C. 95%) (1C. 95%) (1C. 95%)
Group 1 (N=149)
1 1 1
No 21(46.7)/45 0.69 >0.05  13(28.9)/45 0.76 >0.05  5(11.1)/45 0.56 >0.05
Yes 39(37.5)/104  (0.33;1.46) 25(24.0)/104  (0.36;2.13) 8(7.7)/104  (0.16;1.97)
Group 2 (N=129)
1 1 1
No 24(37.5)/64 1.11 >0.05  18(28.1)/64 1.19 >0.05 4(6.3)/64 4.83 <0.05
Yes 25(38.5)/65 (0.52;2.38) 17(26.2)/65  (0.50;2.81) 11(16.9)/65  (1.11;21.1)

infection with atopy, rhinitis and asthma in both studied groups

*Adjusted by: gender, age, social class, parental asthma and the presence of helminth infections
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