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RESUMO 

Diversos são os parasitos intestinais capazes de acometer cães e gatos, e destacam-se aqueles 

capazes de causar impacto na saúde pública por tratar-se de zoonoses. Dentre eles, o Toxocara canis 

e o Toxocara cati, agentes causadores das toxocaríases canina e felina respectivamente que são 

responsáveis pelas síndromes larva migrans visceral e ocular do homem. Os animais domésticos 

integram o ciclo evolutivo como hospedeiros definitivos criando focos de transmissão em ambientes 

comuns ao lazer humano. As infecções podem produzir uma gama de sinais clínicos que variam 

desde um quadro subclínico até a morte do animal. O propósito do presente estudo foi desenvolver 

um método de ensaio imunoenzimático de ELISA indireto com especificidade ótima para o 

diagnóstico de toxocaríase em cães, determinada pela absorção de imunoglobulinas que reagem 

cruzadamente com antígenos associados a outras parasitoses. Foram selecionados 140 cães em 

condições de risco de infecção para determinação da soroprevalência de toxocaríase através do 

ensaio imunoenzimático indireto (ELISA). Os resultados do ELISA foram comparados à frequência 

parasitária obtida por exames coprológicos pela técnica de Willes-Molay e Sedimentação 

espontânea. Para realização do ELISA indireto, padronizou-se o teste com antígeno excretório-

secretório de T. canis, produzido a partir de larvas dos parasitos. Durante o desenvolvimento do 

método ELISA, foi incluída uma etapa em que amostras de soro foram absorvidas em antígenos de 

Ascaris lumbricoides, Trichuris sp., Ancylostoma caninum e Dipylidium caninum para minimizar a 

reatividade cruzada e aumentar a especificidade do teste. A análise parasitológica evidenciou 70,7% 

de amostras fecais positivas, distribuídas como infecções individuais por Trichuris sp em 28,57%, 

Ancilostomídeos em 9,29%, T. canis em 1,43%, Cystoisospora em 0,7%, além de infecções mistas. 

As condições ideais para realização da sorologia foram padronizadas, absorvendo as amostras com 4 

mg/ml de antígeno somático dos demais parasitos, sensibilização com 3 µg/mL de Antígeno 

excretório/secretório de T. canis, diluições dos soros e anticorpo secundário em 1:1000 e 1:2000 

respectivamente. A soroprevalência foi determinada em 61,4% (86/140), utilizando o ponto de corte 

de 0,275. A sensibilidade do teste ELISA foi determinada em 100% e a especificidade em 94,44%. 

Evidenciou-se, portanto, uma baixa positividade do exame parasitológico contrapondo-se à alta 

soropositividade de detecção de animais com toxocaríase. Assim, o ELISA desenvolvido no presente 

estudo contribui para atender ao necessário desenvolvimento de novos testes diagnósticos 

específicos, capazes de diagnosticar principalmente os animais em estágios subclínicos, devido ao 

impacto que podem acarretar à saúde pública. Concluímos que os exames sorológicos devem ser 

empregados para complementar o diagnóstico parasitário canino e principalmente auxiliar na 

elaboração de medidas profiláticas. 

Palavras-chave: Toxocaríase, ELISA, caninos, soroprevalência, reatividade cruzada 

ABSTRACT 
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There are several intestinal parasites able to affect dogs and cats, and stand out from those 

capable of causing public health impact because it is of zoonoses. Among them, T. canis 

and T. cati, causative agents of canine and feline toxocariases respectively, are responsible 

for the larva migrans syndromes visceral and ocular of humans. Domestic animals are part 

of the life cycle as definitive hosts becoming transmission focuses for the common human 

leisure environments. Infections can produce a range of clinical signs ranging from 

subclinical conditions to the death of the animal. The purpose of this study was to develop 

an ELISA immunoenzymatic assay method with good specificity for the diagnosis of 

toxocariasis in dogs, determined by the absorption of immunoglobulins which cross-react 

with antigens associated with other parasites. One hundred and forty dogs were selected in 

places with infection risk conditions to determine the seroprevalence of toxocariasis by 

enzyme linked immunosorbent assay (ELISA). The ELISA results were compared to 

parasitic frequency obtained by stool tests by Willes-Molay technique and spontaneous 

sedimentation. To perform the ELISA, standardization was performed by using excretory-

secretory products of T. canis larvae as antigen. During the development of the ELISA, a 

step was included, in which serum samples were adsorbed with somatic antigens of Ascaris 

lumbricoides, Trichuris sp., Dipylidium caninum, Ancylostoma caninum to minimize cross-

reactivity and increase the specificity of the test. The parasitological analysis resulted in 

70.7% positive fecal samples, distributed as individual infections by Trichuris sp in 

28.57%, Hookworms in 9.29%, T. canis in 1.43%, Cystoisospora 0.7%, and mixed 

infections (30, 7%). The optimum ELISA conditions were standardized as absorbing 

samples with 4 mg / mL of somatic antigen of other parasites; sensitizing wells with 3 

µg/mL of  Ag-E/S Toxocara and diluting sera and secondary antibody at 1: 1,000 and 1: 

2,000 respectively. The seroprevalence was determined in 61.4% (86/140), using a cutoff 

value of 0.275. The sensitivity of the ELISA was of 100% and specificity of 94.44%. The 

different results between ELISA and parasitological tests obtained in the present study 

reflects the need for development of new specific tests able to diagnose mainly animals at 

subclinical stages due to the impact that may lead to public health. Therefore, the ELISA 

test that was developed in this work contributes as an useful method to complement the 

diagnosis of canine worm infections, so that to primarily assist in developing preventive 

measures. 

Keywords: Toxocariasis, ELISA, canines, seroprevalence, cross-reactivity 
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1. INTRODUÇÃO 

As infecções parasitárias do trato gastrointestinal em cães são muito frequentes na rotina 

da clínica médica veterinária no Brasil. O diagnóstico clínico presuntivo seguido da 

prescrição de anti-helmínticos comerciais é uma prática bastante comum, embora 

muitas vezes seja associado à análise de achados laboratoriais em exames coprológicos 

(KATAGIRI & OLIVEIRA-SEQUEIRA, 2007). Cães que apresentam sinais clínicos de 

infecções parasitárias são na maioria filhotes. Além do sistema imunológico dos cães 

jovens ser imaturo, alguns dos parasitos mais prevalentes em nosso país utilizam vias de 

transmissão que expõem especificamente recém-nascidos ou neonatos (RAMÍREZ-

BARRIOS et al., 2004). 

Muitas das doenças infecciosas parasitárias descritas são zoonoses. Assim, além da 

importância em medicina veterinária, o diagnóstico correto associado ao tratamento 

específico com drogas eficazes contra o patógeno é fundamental também para a saúde 

humana. Um aspecto relevante nesse contexto é evitar a resistência dos patógenos aos 

fármacos comumente utilizados na rotina clínica, tal como tem acontecido com 

antibióticos (MITREVA et al., 2007). 

Os exames parasitológicos de fezes, embora sejam fundamentais para o diagnóstico das 

parasitoses intestinais, apresentam limitações quanto à sensibilidade diagnóstica. Os 

laboratórios comumente adotam a associação de técnicas para aumentar a sensibilidade 

da pesquisa de protozoários e helmintos (MEND ES et al., 2005). Dessa forma, os 

ensaios sorológicos, por indicarem indiretamente o contato do hospedeiro com o 

patógeno, através da detecção e quantificação de imunoglobulinas específicas 

circulantes, tornam-se uma alternativa para complementar as limitações inerentes aos 

exames parasitológicos. Além disso, a sorologia permite abordagens diagnósticas com 

objetivo de levantamento epidemiológico populacional, devido à praticidade 

metodológica e rapidez em oferecer resultados em larga escala.  

O conhecimento da soroprevalência e dos fatores de risco para aquisição e manutenção 

das parasitoses nas regiões urbanas e rurais brasileiras é fundamental para a elaboração 

de medidas de controle que proporcionem o bem-estar animal e a manutenção da saúde 

pública. De fato, aspectos epidemiológicos das infecções parasitárias são objeto de 
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estudo de muitos autores, que buscam avaliar os fatores associados à frequência dos 

endoparasitos em diferentes regiões do mundo (RAMÍREZ-BARRIOS et al., 2004; 

FUNADA et al., 2007; PALMER et al., 2008; LITTLE et al., 2009). Entretanto, são 

escassos os estudos sobre levantamento soroepidemiológico de parasitos intestinais em 

animais de estimação nos estados brasileiros, mesmo sendo o Brasil um país de 

dimensões continentais e clima favorável a inúmeros parasitos. Na literatura científica 

brasileira existem algumas contribuições referentes ao estudo das enteroparasitoses de 

cães, cujos métodos são limitados à investigação da contaminação ambiental e sua 

influência na transmissão de parasitos aos humanos. Um trabalho recentemente 

desenvolvido pelo Grupo de Pesquisa em Infectologia Veterinária com um protótipo do 

ELISA-toxocaríase demonstrou que a soroprevalência de IgG anti-T. canis pode atingir 

índices da ordem de 80% em cães de algumas localidades de Salvador, e que a pobreza 

é um importante fator de risco de aquisição e exposição de pessoas e animais à infecção 

(REGIS et al., 2011). 

Na medicina veterinária, sobretudo de animais de estimação como os cães, poucas são 

as parasitoses cujo diagnóstico pode ser realizado por ensaio sorológico definido e 

padronizado, tal como pode ser aplicado no diagnóstico de infecções por Neospora 

caninum (BJORKMAN & UGGLA, 1999). Tal deficiência representa um fator 

limitante ao controle epidemiológico adequado dessas enfermidades.  

Dessa forma, o objetivo principal do presente estudo foi padronizar e validar um ensaio 

sorológico (ELISA INDIRETO - Enzyme-linked Immunosorbent Assay) capaz de 

detectar imunoglobulinas G anti-Toxocara canis em soros de cães. Dessa forma, os 

resultados aqui obtidos contribuem com a ciência por disponibilizar um teste sorológico 

com fins diagnósticos para a clínica médica veterinária, aplicável tanto ao diagnóstico 

de rotina quanto a estudos epidemiológicos em helmintíases de cães.  

Os testes imunológicos destinados ao diagnóstico de parasitoses, conforme descritos na 

literatura, apresentam limitações quanto à obtenção de antígenos de helmintos para 

diagnóstico pela detecção de anticorpos específicos. Isso ocorre devido ao 

compartilhamento de moléculas homólogas entre grupos taxonômicos próximos capazes 

de reagir cruzadamente nos ensaios. Embora as reações antígeno-anticorpo sejam 

específicas, em alguns casos os anticorpos induzidos mediante exposição prévia a 
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diferentes parasitos podem reagir cruzadamente, devido ao compartilhamento de 

epítopos de antígenos imunizadores. Tais reações cruzadas decorrem da semelhança 

estrutural ou química entre antígenos de patógenos de diferentes espécies (KINDT et al., 

2006). 

Para desenvolver o presente estudo, adotou-se como modelo a toxocaríase, por tratar-se 

de uma enfermidade zoonótica com graves consequências para a saúde pública. O 

Toxocara canis, é o agente causador das síndromes larva migrans visceral (LMV) e 

larva migrans ocular (LMO) em humanos. A presente abordagem experimental abrirá 

vias para que o método ELISA desenvolvido sirva também como base para a 

padronização de novos ensaios e diagnóstico de outras enfermidades parasitárias. Para 

validar o ELISA para toxocaríase, foi realizada a avaliação da reatividade de soros de 

cães soropositivos e negativos ao antígeno excretório/secretório de T. canis como 

controles para detectar e caracterizar possíveis reações cruzadas a antígenos somáticos 

de outros parasitos (Ascaris lumbricoides, Ancylostoma caninum, Trichuris sp e 

Dipylidium caninum). Tal avaliação incluiu a análise dos soros por meio da técnica de 

Western blotting. Ressaltamos que os métodos utilizados para reconhecimento das 

reações cruzadas poderão ser aplicados à padronização futura de ELISAs específicos 

para diagnóstico de várias outras parasitoses.  
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2. HIPÓTESES DO TRABALHO 

I – Antígenos isolados de enteroparasitos de cães, como o Toxocara canis, podem ser 

utilizados em método ELISA indireto para diagnóstico sorológico da infecção.  

II – O ELISA padronizado com antígeno de larvas de T. canis viabiliza o diagnóstico de 

animais negativos em exames coproparasitológicos e sem manifestações clínicas 

sugestivas de infecções parasitárias. 

III - Helmintos de grupos taxonômicos distintos compartilham moléculas antigênicas 

com T. canis, interferindo cruzadamente em ensaios sorológicos. 

IV- A especificidade do método ELISA para diagnóstico de T. canis pode ser 

aprimorada através da identificação e absorção de anticorpos causadores de reações 

cruzadas em soros-teste com antígenos de outros parasitos.   
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3. OBJETIVOS 

 

3.1. Objetivo geral 

Desenvolver um método de ensaio imunoenzimático (ELISA) indireto com elevada 

especificidade para o diagnóstico de toxocaríase em cães, determinada pela restrição da 

reação a frações proteicas que não reajam cruzadamente com antígenos associados a 

outras parasitoses.  

 

3.2. Objetivos específicos: 

I-  Padronizar um ensaio imunoenzimático indireto para diagnóstico sorológico 

de toxocaríase canina: ELISA-toxocaríase com antígeno excretório secretório 

de T. canis. 

 

II- Investigar a ocorrência de reação cruzada de soros caninos entre antígenos de 

Toxocara sp e antígenos de outros parasitos no ELISA. 

 

III-  Aplicar o ELISA-toxocaríase em uma análise comparativa entre os resultados 

da sorologia versus exame coprológico em cães em condições de risco de 

aquisição de infecções enteroparasitárias. 
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4. REVISÃO DE LITERATURA 

4.1. Aspectos gerais da epidemiologia da toxocaríase 

Mais de 10 espécies podem ser identificadas sob o gênero Toxocara, contudo apenas 

Toxocara canis e Toxocara cati são descritos como agentes etiológicos da toxocaríase 

em humanos (SALINAS et al., 1987). As primeiras descrições de doenças causadas por 

Toxocara sp. em humanos foram realizadas em 1950 por Wilder e em 1952 por Beader, 

e, desde então, essa enfermidade cosmopolita vem sendo citada na literatura científica 

mundial (DESPOMMIER, 2003). 

 

4.1.1. Transmissão e capacidade infectante dos ovos de T. canis 

A infecção humana por T. canis ocorre pela ingestão de ovos larvados presentes em 

solos, fômites, mãos contaminadas com fezes de animais parasitados (KATAGIRI & 

OLIVEIRA-SEQUEIRA, 2007) e alimentos crus ou preparados sem higiene 

(OVERGAAUW, 1997). A geofagia é um fator comumente associado à ocorrência de 

toxocaríase em crianças (SCHANTZ, 1989). O pêlo de cães e gatos constitui um foco 

de infecção, que ocorre pelo contato direto com animais infectados (AYDENIZO¨Z-O¨ 

ZKAYHAN et al., 2008). Destaca-se, também, a transmissão por ingestão de vísceras 

de hospedeiros paratênicos (suínos, galinhas), cruas ou preparadas sem higiene 

adequada, ou em virtude de hábitos culturais (TAIRA et al., 2004). 

Caracterizados como hospedeiros definitivos, os cães infectam-se pela ingestão de ovos 

embrionados oriundos de fezes de cães infectados em praças, praias, áreas de lazer, 

jardins e parques públicos (CAPUANO et al., 2006). Os cães podem ainda adquirir a 

infecção pelas vias trans-placentária, trans-mamária, e, em menor intensidade, mediante 

ingestão de tecidos de hospedeiros paratênicos contendo larvas de T. canis (SPRENT, 

1963; GLICKMAN & SCHANTZ, 1981; OVERGAAUM et al., 1997). 

Embora frequências de infecção maiores sejam encontradas em cães jovens, animais 

adultos susceptíveis também contribuem com o surgimento de novos casos e elevação 

dos números estatísticos da toxocaríase, devido à eliminação contínua de ovos no meio 
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ambiente, principalmente as cadelas grávidas (KATAGIRI & OLIVEIRA-SEQUEIRA, 

2007). Independentemente de faixa etária, raça e sexo do hospedeiro, todos são 

susceptíveis à infecção ao haver contato com uma fonte infecciosa (OLIVEIRA-

SEQUEIRA et al., 2002; ROBERTSON & THOMPSON, 2002; RAMIREZ-BARRIOS 

et al., 2004; FONTANARROSA et al., 2006; VASCONCELOS et al., 2006). A maior 

frequência de T. canis tem sido encontrada, entretanto, em cães mais jovens que seis 

meses de idade, e uma razão para isso é a imaturidade do sistema imunológico. Após o 

nascimento, por até 3 a 4 semanas, filhotes de cadelas infectadas não eliminam ovos de 

T. canis no ambiente; somente após este período, o ciclo completa-se e então os cães 

passam a eliminar os ovos a serem encontrados no material fecal (ROBERTSON & 

THOMPSON, 2002).  

Cada fêmea de Toxocara é capaz de produzir cerca de 25.000 a 200.000 ovos diários, 

eliminados junto ao conteúdo fecal de animais domésticos, em ambientes públicos ou 

domiciliares. Apesar dessa alta contaminação em solos, condições ideais são necessárias 

para que haja o amadurecimento e embrionamento. No ambiente, os ovos podem 

permanecer viáveis por vários meses, a depender das condições climáticas e do tipo de 

solo, até que a temperatura e a umidade favoráveis permitam a continuidade do processo 

de embrionamento. O desenvolvimento de ovos de T. canis é mais eficiente em solos do 

tipo argiloso, principalmente quando não há exposição permanente ou direta à luz solar, 

que exerce efeito deletério sobre as larvas (GLICKMAN & SCHANTZ, 1981: 

LESCANO, 1998). Os ovos tornam-se inviáveis quando submetidos a temperaturas 

inferiores a -15ºC, porém a maturação cessa em temperaturas abaixo de 10ºC 

(SCHANTZ & GLICKMAN, 1983; OVERGAAUW, 1997). Nas condições ideais, após 

2 a 6 semanas, 85% dos ovos eliminados nas fezes tornam-se infectantes, ou seja, 

apresentam-se embrionados com larvas do segundo estágio, que corresponde ao estado 

infectante. Estruturalmente, os ovos de T. canis apresentam-se sob formato semigloboso 

visualizável sob microscopia em aumento de 100 vezes. Sua casca espessa confere 

resistência às adversidades ambientais e variados agentes químicos, consequentemente 

viabilidade por longos períodos. 
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4.1.2. Caracterização da infecção por Toxocara canis.  Ciclo biológico. 

Os canídeos são considerados os hospedeiros definitivos do T. canis, incluindo os 

silvestres, como lobos e raposas. Os cães domésticos, entretanto, são hospedeiros mais 

importantes devido ao seu contato próximo ao homem e ao tamanho da população 

canina (ANDRADE, 2010). 

Uma vez no intestino delgado do cão, os ovos sofrem ação do suco gástrico, o que 

facilita a eclosão larval. As larvas atravessam a parede intestinal, passam pela veia porta 

ou vasos linfáticos e alcançam o fígado, coração e pulmões. No pulmão, os bronquíolos 

são rompidos pelas larvas, que chegam à traqueia, de onde são deglutidas por 

desencadearem produção de secreção e reflexo da tosse, retornando ao intestino 

delgado. No intestino canino, o parasito desenvolve-se para a forma adulta capaz de 

produzir diariamente os ovos. Esse ciclo é desenvolvido em 3 a 4 semanas. No ambiente 

externo, em 2 a 5 semanas sob condições favoráveis, os ovos tornam-se infectantes 

(SCHANTS, 1989; SANTARÉM et al., 2009).  

Um aspecto importante do ciclo desses ascarídeos é que as larvas podem entrar em um 

estágio de hipobiose, em que podem ficar dormentes nos tecidos ou órgãos de animais 

infectados, mesmo que eles tenham sido tratados com vermífugos. Em condições 

específicas, sob estímulo de hormônios da gestação ou outras modificações metabólicas 

gestacionais, as larvas encapsuladas nos tecidos maternos são reativadas. As larvas 

ativas migram, atravessando a placenta para infectar o feto, ou a glândula mamária para 

infectar o recém-nascido via aleitamento (URQUHART et al., 1996; REGIS et al., 

2011).  

O homem e hospedeiros paratênicos participam do ciclo biológico de forma acidental, 

sendo o quadro patológico apresentado por esses hospedeiros decorrente da 

característica biológica dos ascarídeos de se manter em tecidos extra-intestinais 

(SANTARÉM et al., 2009).  
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4.1.3. Contaminação ambiental 

A presença de animais errantes e os hábitos de pessoas em passear com seus animais de 

estimação em áreas públicas são elementos associados à contaminação ambiental por 

ovos, oocistos, larvas e parasitos adultos em estudos realizados no Brasil (QUEIROZ et 

al., 2006; CAMPOS-FILHO et al., 2008; CHIEFFI et al., 2008; SANTARÉM et al., 

2009). Os mesmos elementos são referidos em estudos internacionais (ABE & 

YASUKAWA, 1997; GIACOMMETI et al., 2000; CHIODO et al., 2006), à exceção de 

áreas geográficas acima de 60º de latitude norte (VERONESI, 2007). 

Na Ásia, Wiwanitkit & Waenlor (2004) encontraram a frequência de 5,71% de ovos de 

T. canis, ao analisar 175 amostras de solos em parques públicos. Alonso et al. (2000) ao 

analisar 475 amostras de solo coletadas de parques públicos, caixas de areia de 

escolinhas e residências, estimaram a contaminação em 1,3% em uma cidade 

subtropical da Argentina. Foram encontrados índices de contaminação ambiental com 

ovos da ordem de 42,2% em Havana, Cuba (DUMENIGO & GALVEZ, 1995), 75% em 

Osaka, no Japão (ABE & YASUKAWA, 1997), 64% em Ancona, na Itália 

(GIACOMMETI et al., 2000), 38% em Toulouse, na França (FERRÉ & DORCHIES, 

2000), 67% em Murcia na Espanha (YBANEZ et al., 2001), ou 30,6% em Ankara, na 

Turquia (OGE & OGE, 2000). 

Devido às condições favoráveis do Brasil, um país tropical de dimensões continentais, a 

presença de ovos de T. canis em zonas urbanas e rurais pode ser intensa. Estudos de 

levantamento ao longo de todo território nacional resultaram em achados variáveis. No 

Nordeste, em Salvador, Bahia, Alcântara-Neves e colaboradores (1989) encontraram 

18,4% de amostras positivas em solo de praças públicas e areia de praias contaminadas 

com ovos de Toxocara sp. Em 2006, Santos e colaboradores (2006), também em 

Salvador, constataram que 45% de 816 amostras de areia de praia eram positivas para 

ovos de T. canis. Na região Sul, ovos de Toxocara sp foram isolados em 60% das 15 

localidades públicas avaliadas em Londrina/PR (CHIEFFEI & MÜLLER, 1976). Araújo 

et al. (1999), ao avaliar contaminação com fezes de cães em 74 praças públicas de 

Campo Grande/MS (Centro Oeste do país), encontraram o índice de 10,8%. Em um 

assentamento rural, localizado na região sudeste de São Paulo, foram encontrados 29% 

de contaminação por ovos de Toxocara sp. (SANTARÉM et al., 2009). Em Lavras/MG, 
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as praças foram consideradas como locais de maior nível de presença de ovos de 

Toxocara sp. em comparação com outros ambientes urbanos (GUIMARÃES et al., 

2005). Os vários autores têm concluído que medidas precisam ser adotadas devido ao 

risco zoonótico dessas infecções helmínticas. Considera-se também que tais índices 

epidemiológicos podem ser minimizados, desde que medidas preventivas efetivas sejam 

adotadas, dentre elas o isolamento e a separação física de áreas destinadas à recreação 

de pessoas ou de animais, a prevenção da ocorrência de animais errantes pela castração, 

a educação adequada e a ampliação de serviços veterinários à população (REGIS et al., 

2011).  

 

4.1.4 Frequência parasitária em cães 

A infecção tem sido relatada em cães de todo o mundo, sendo mais prevalente em países 

cujas condições higiênico-sanitárias são mais precárias, a população enfrenta mais 

carências e a vermifugação de cadelas prenhes e filhotes é menos praticada (DUBEY, 

1978). Estudos em exames parasitológicos de fezes de cães mostram que o Toxocara é 

um dos vermes mais encontrados. Um estudo sobre a prevalência global de parasitos em 

cães de Praga, República Tcheca, indicou 6,2% de infecções por T. canis (DUBNÁ et 

al., 2007). Em Taipei, Taiwan, 15% de amostras de fezes de cães de rua eram positivos 

para diversos parasitos (FAN et al., 2005). Na Zâmbia, África, reportaram-se índices 

equivalentes de 11% de infecções por T. canis em estudos de prevalência de 

helmintíases em 452 amostras caninas de áreas urbanas e rurais (BWALYA et al., 

2011). Nos Estados Unidos, América do Norte, 2,2% de 1.199.293 de amostras fecais 

de cães foram positivos para ascarídeos (LITTLE et al., 2009). Na Venezuela, a 

prevalência encontrada em 614 amostras foi de 11.4% (RAMÍREZ-BARRIOS et al., 

2004). Na Argentina, 11% em 2193 amostras de cães (FONTANARROSA et al., 2006). 

Em São Paulo, infecções foram confirmadas em 5,5% das 271 amostras fecais avaliadas 

(OLIVEIRA-SEQUEIRA et al., 2002). Em Botucatu, reportaram-se 17,37% de 

positividade em 1012 amostras fecais caninas (TORRICO et al., 2008). Em Monte 

Negro, Rondônia, 18,9% das 95 amostras avaliadas foram diagnosticadas como 

positivas (LABRUNA et al., 2006). Na cidade do Rio de Janeiro, encontrou-se 8,8% de 

amostras fecais contaminadas com ovos de T. canis (VASCONCELLOS et al., 2006). 
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No Balneário do Cassino, Rio Grande do Sul, um estudo de avaliação de ovos e larvas 

de helmintos, observou-se 9,3% de T. canis em amostras de cães errantes (SCAINI et 

al., 1999). No município de Ribeirão Preto, evidenciou-se prevalência de 24,2% em 331 

pools de material fecal canino, coletados em áreas públicas (CAPUANO et al., 2006). 

Em Itabuna, foi relatado 4,2% de positividade em 119 amostras fecais de praças 

públicas (CAMPOS-FILHO et al., 2008). MATOS et al. (1979) analisaram 1609 

amostras fecais de cães, na cidade de Salvador-Bahia, nos anos de 1970 e 1978, obtendo 

frequência de 10,9% e 19,3% respectivamente.   

 

4.1.5. Soroprevalência de infecção por T. canis  

Estudos soroepidemiológicos sobre a toxocaríase têm sido realizados em humanos com 

diversas faixas etárias, para demonstrar a positividade para anticorpos anti-T. canis em 

amostras de diferentes regiões geográficas. O método ELISA indireto utilizando como 

antígenos os produtos excretórios/secretórios das larvas de T. canis (Ag – E/S) (DE 

SAVIGNY et al., 1979) e absorção de soros com antígenos somáticos de Ascaris 

lumbricoides para maximizar a especificidade (LYNCH et al., 1988) tem sido citado e 

verificado nos estudos a seguir. Os índices encontrados de soropositividade variam de 

acordo com a região avaliada. Na Alemanha, Europa, 4,8% de um grupo de doadores de 

sangue foram positivos. A soroprevalência encontrada no Oeste Europeu correspondeu 

a 17,7% (KIMMING et al., 1991). No País Basco, Europa, a soroprevalência em 

crianças da classe média foi de 4,4%, enquanto que em crianças com baixo poder 

aquisitivo, a positividade alcançou 65,7% (CILLA et al., 1996). AJAYI et al. (2000), na 

Nigéria, realizaram um dos estudos pioneiros na África, evidenciando uma prevalência 

de 29,8%. Em Chengdu, China, Luo et al. (1999) relataram 17,7%. No Peru, América 

do Sul, Espinoza et al (2008) encontraram uma positividade sorológica de 32,4% em 

crianças em idade escolar. Na Argentina, América do Sul, uma investigação 

epidemiológica demonstrou soropositividade de 31,6% (FILLAUX et al., 2007). 

Resultados de estudos soroepidemiológicos em humanos também são reportados sobre 

o Brasil, havendo achados que variam de 3% a 65%, conforme os descritos a seguir: 

21,8% (66/302) e 3% (9/300) em Brasília, na avaliação de dois grupos de crianças 
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pertencentes a classes sociais distintas (JUNIOR et al., 2003); 54,8% (114/208) no Rio 

de Janeiro (TONELLI, 2005); 32,2% (386/1199) no Paraná (MARCHIORO et al., 

2011); 18,9% (214/1131) em Goiânia (SANTOS et al., 2009); e 67,2% (405/604) em 

São Paulo (KANAMURA et al., 2003). Na Bahia (Salvador), reporta-se estudos com 

soropositividades de 48,4% em crianças (700/1445) (MENDONÇA et al., 2012), de 

46,0 % em doadores de sangue (DATOLLI et al., 2010) e 65,0 % em adultos moradores 

no bairro da Paz (SOUZA et al., 2011). 

 Em cães, o trabalho pioneiro de Regis e colaboradores (2011) avaliou a 

soropositividade para IgG anti-T. canis em Salvador, em 301 amostras pertencentes ao 

Bairro da Paz, bairro caracterizado por carência socioeconômica. Os autores 

encontraram 82,7% de cães soropositivos utilizando um teste ELISA com antígenos de 

T. canis e soros absorvidos com antígeno somático de Ancylostoma caninum 

 

4.2. Resposta imunológica dos hospedeiros a infecções helmínticas  

A resposta imune às infecções helmínticas inclui mecanismos variados devido ao 

tamanho e diversidade metabólica de cada parasito. As células e proteínas do sistema 

imune constituem a principal forma de defesa do organismo contra infecções sistêmicas 

por essa classe de parasitos (MACHADO et al., 2004). Por sua vez, os parasitos 

desenvolvem mecanismos de evasão ao sistema imune do hospedeiro por meio dos 

quais conseguem sobreviver por longos períodos (NEVA & BROWN, 1994). Moléculas 

secretadas/excretadas por larvas assim como o tegumento de ecdises durante a fase 

migratória são apontadas como sendo um importante mecanismo de escape dos 

helmintos ao sistema imune (DESPOMMIER, 2003).  

Embora o sistema complemento e outros fatores da resposta imune natural possam 

contribuir para a defesa contra a infecção por helmintos, a resposta imune específica 

com a produção de anticorpos e citocinas é determinante para a eliminação do parasito e 

cura do hospedeiro (ABBAS, LICHTMAN & PILLAI, 2005). Células T CD4+ do tipo 

2 são produtoras de citocinas IL-4, IL-5 e IL-13, que dentre outras funções induzem a 

produção de imunoglobulinas E (IgE) por linfócitos B e ativam eosinófilos, mastócitos e 
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basófilos que são componentes fundamentais na defesa contra helmintos (ELSE & 

FINKELMAN, 1998). Através da ligação de imunoglobulinas da classe IgE a basófilos 

circulantes ou mastócitos teciduais, mediadores químicos, dentre eles a histamina, são 

liberados e promovem a reação de hipersensibilidade imediata capaz de destruir o 

tegumento de helmintos (ABBAS, LICHTMAN & PILLAI, 2005). Eosinófilos ativados 

por mecanismos de citotoxicidade celular dependente de anticorpo também atuam na 

destruição de parasitos (MACDONALD et al., 2002). A IL-4 e a IL-13 promovem o 

aumento da secreção de mediadores da inflamação, da produção de muco e da 

contratilidade da musculatura intestinal, facilitando a expulsão dos vermes adultos 

(FINKELMAN, 1997). Na fase aguda das parasitoses, além dos mediadores de 

inflamação, há liberação de citocinas TNF-α, IL-1 e IL-6 associada à deposição de 

imunocomplexos nos tecidos. O hospedeiro apresentará, assim, manifestações clínicas 

como febre, astenia, perda de peso, dor abdominal, diarreia e tosse, além de 

complicações como pleurite e pericardite (BUTTERWORTH, 1998). Na fase crônica, 

observa-se redução das manifestações clínicas, decorrente do efeito modulador exercido 

pela IL-10, cuja produção é induzida por ovos dos helmintos (GRZYCH et al., 1991). 

 

 4.2.1. Resposta imune específica à infecção por T. canis 

A resposta imune desencadeada por ação do T. canis nos tecidos do hospedeiro é 

caracterizada pela presença de células T CD4+ em meio a achados de acentuada reação 

inflamatória (ELSE & FINKELMAN, 1998). Ocorre produção predominante de 

citocinas IL-4, IL-5, IL-10 e IL-13, do tipo Th2. Essas citocinas estimulam a 

diferenciação de células B, que produzem IgG e IgE específicas para o parasito e 

causam elevação dos níveis humorais de IgE total e de eosinófilos (RUBINSKY-

ELEFANT et al., 2006). Durante o desenvolvimento e migração das larvas, o fator 

excretado/secretado de T. canis (TES) é capaz de desencadear reação inflamatória 

(MAGNAVAL et al., 1992). Sendo constituído por um conjunto de glicoproteínas, o 

Ag-E/S apresenta também grande potencial de imunomodulação. Isso é possível devido 

a trocas sucessivas da cutícula larval, com consequente liberação de moléculas proteicas 

que permitem ao parasito a capacidade de evasão ao sistema imune. (LOUKAS et al., 

2001). As dificuldades impostas à resposta imune humoral e celular do hospedeiro, que 
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viabilizam fortemente a susceptibilidade à infecção, estão associadas a disfunções de 

células fagocíticas, à deficiência de complemento, à deficiência na produção de 

anticorpos e à indução de clones de células T com funções comprometidas 

(JANEWAY, 2007). 

 

4.3. Toxocaríase humana  

A partir da determinação da fisiopatogenia por Paul Beaver e colaboradores (1952), a 

toxocaríase humana foi denominada síndrome larva migrans visceral (LMV), 

recebendo atenção científica que resultou nos primeiros estudos (SOUSA et al., 2008). 

Outros parasitos também são capazes de produzir sinais clínicos compatíveis com a 

síndrome LMV em seres humanos, a exemplo do Ancylostoma caninum (ARAÚJO et 

al., 1999; GENNARI et al., 1999). Por essa razão, Beaver, em 1969, definiu o conceito 

da síndrome LMV para os casos caracterizados pela migração ativa e principalmente 

persistência de larvas vivas por longos períodos em hospedeiros intermediários. Nos 

tecidos dos hospedeiros paratênicos não ocorrem mudanças de estágios larvais, nem o 

parasito atinge maturidade, mas as larvas permanecem vivas e migram em órgãos 

internos. Assim desenvolve-se a fisiopatologia da larva migrans visceral (LMV) como 

também da larva migrans ocular (LMO) (SANTARÉM et al., 2009).  

Clinicamente, na maioria das vezes as infecções são leves e, portanto, assintomáticas, 

caracterizadas por eosinofilia persistente (BEAVER, 1972), alta produção de IgE 

específica e policlonal. Entretanto, estas formas se associam com imunomodulação do 

hospedeiro (ALCÂNTARA-NEVES, et al., 2014). Nas formas clínicas sintomáticas, 

durante a migração pode haver o desenvolvimento de hemorragia, necrose, inflamação 

eosinofílica e formações de granulomas. Em tais casos, os sinais observados mais 

comumente incluem alterações respiratórias e disfunção hepática, podendo haver 

quadros sistêmicos de hipersensibilidade. A toxocaríase ocular é caracterizada pelo 

desenvolvimento de estrabismo e uveíte. Essas patologias frequentemente culminam 

com perda visual progressiva parcial ou total em decorrência de endoftalmite 

eosinofílica com formação de granuloma, geralmente unilateral, que pode ser ainda 

confundido com retinoblastoma (SANTARÉM et al., 2009). Esses sinais são mais 
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comuns em crianças de 2 a 5 anos de idade, faixa etária mais acometida por toxocaríase 

por ser mais exposta à ingestão de ovos por geofagia (ROBERTSON et al., 2000: 

KATAGIRI & OLIVEIRA-SEQUEIRA, 2007). As manifestações clínicas no homem 

estão diretamente relacionadas com a carga parasitária, frequência de reinfecções, 

distribuição das larvas em tecidos, e intensidade da resposta inflamatória aguda 

(SCHANTZ, 1989). Fatores como a sensibilização do hospedeiro por antígenos como os 

produtos secretados e/ou excretados pela larva estão diretamente ligados à patogênese 

da toxocaríase (GLICKMAN & SCHANTZ, 1981; SCHANTZ & GLICKMAN, 1983). 

Apesar de não ser causadora frequente de óbitos em humanos, a toxocaríase produz 

alergias, diarreias, anemias, alterações respiratórias (sibilância e asma), urticária, 

hepatomegalia (SCHANTZ, 1991), além de alterações neurológicas como confusão 

mental e convulsões, associadas com vasculite cerebral (SANTARÉM et al., 2009). 

 

4.4. Diagnóstico da toxocaríase humana 

O diagnóstico da toxocaríase em humanos pode basear-se em um conjunto de dados 

epidemiológicos, laboratoriais e manifestações clínicas. À semelhança do que ocorre na 

fase de encistamento larval em cães, o exame parasitológico fecal não pode ser 

empregado em humanos. Em humanos e outros hospedeiros paratênicos, o ciclo não 

completa-se, portanto esses hospedeiros não eliminam ovos nas fezes (SANTARÉM et 

al., 2008). As alterações mais comuns em exames laboratoriais de humanos com 

toxocaríase incluem leucocitose, em grande parte devido à eosinofilia, e aumento das 

globulinas séricas associado a títulos elevados de IgG e IgM. Assim, a sorologia 

constitui o melhor método de diagnóstico por detectar elevação nos níveis circulantes de 

imunoglobulinas anti-T. canis (ANDRADE, 2010). Métodos diretos não podem ser 

facilmente empregados, devido à migração das larvas nos tecidos. Entretanto, a análise 

histopatológica para diagnóstico de toxocaríase larval pode ser realizada em busca de 

padrões de deposição de antígenos em infecções agudas ou de granulomas em torno de 

larvas (OVERGAUW, 1997). Exames de imagens tais como ultrassonografia, 

tomografia computadorizada e ressonância magnética podem auxiliar na localização dos 

granulomas (SANTARÉM et al., 2009). 
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O diagnóstico sorológico pode ser realizado por meio das técnicas de hemaglutinação 

indireta, imunofluorescência direta ou indireta, radioimunoensaio e testes 

imunoenzimáticos. O ensaio imunoenzimático indireto (ELISA do inglês enzyme-linked 

imunosorbent assay) é o mais empregado em estudos soroepidemiológicos e no 

imunodiagnóstico (GLICKMAN et al., 1987; MINVIELLE et al., 2000). O ELISA 

baseado em proteínas excretadas/secretadas por larvas sob cultivo “in vitro” (TES/ 

TcES) mostrou ser a técnica com melhor sensibilidade e especificidade (DE SAVIGNY, 

1975; DE SAVIGNY et al., 1979; VAN KNAPEN et al., 1983). O método é aplicado à 

detecção de IgG específica no soro, fluidos oculares ou liquor (SANTARÉM et al., 

2009).  ELISAs com sensibilidade variando de 73% a 91% e especificidade de 86% a 

95% vêm sendo desenvolvidos por diversos pesquisadores. Alguns estudos referem 

padronizações de ELISAs com sensibilidade e especificidades elevadas, chegando a 

alcançar 100% (GLICKMAN et al., 1978; JACQUIER et al., 1991).   

A especificidade dos ensaios sorológicos pode ser melhorada mediante absorção prévia 

dos soros em antígenos de outros parasitos. Durante o processo de absorção, anticorpos 

que podem reagir cruzadamente com antígenos de outros parasitos e de T. canis são 

eliminados através de incubação prévia dos soros a serem testados com uma preparação 

solúvel contendo antígenos somáticos dos parasitos em questão. O procedimento, que 

antecede a fase de reação propriamente dita com antígenos de T. canis, permite evitar 

diagnósticos falsos positivos, principalmente em regiões com altas prevalências para 

enfermidades causadas por Ascaris lumbricoides, Ancylostoma duodenale, Trichuris 

trichiura e Enterobius vermiculares (LYNCH et al., 1988). 

 

4.5. Toxocaríase canina  

Em cães, a toxocaríase é observada na forma aguda em filhotes de até 4 semanas de 

idade. Os cães adultos podem apresentar-se infectados, porém com prevalência menor 

de doença clínica, devido ao estado de hipobiose parasitária. Havendo um fator 

desencadeante, a exemplo de doenças concomitantes que interfiram com a homeostase 

do sistema imunológico do cão, reinicia-se o ciclo hepatotraqueal e então as larvas 

chegam à forma adulta intestinal e passam a eliminar ovos (SANTARÉM et al., 2009). 
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O ciclo pulmonar, também chamado ciclo evolutivo clássico, ocorre nos cães em torno 

dos três meses de idade. Os cães que passam por estados críticos da infecção podem 

recuperar-se por completo e expulsar os parasitos de seus intestinos nos primeiros 6 

meses de vida. A eosinofilia é considerada a alteração hematológica mais consistente 

em quadros de toxocaríase. Dentre as manifestações clínicas destacam-se inapetência, 

diarreia, flatulência, vômitos algumas vezes com presença do parasito, distensão 

abdominal, desidratação, retardo no crescimento, tosse, pneumonia associada à 

migração larvária e até quadros de septicemia e consequente óbito do animal 

(URQUHART et al., 1996, SANTARÉM et al., 2009; SOUZA et al., 2008). 

 

4.6. Diagnóstico da toxocaríase canina  

No cão, o diagnóstico baseia-se na análise coproparasitológica para pesquisa de ovos 

esféricos de coloração preto-acastanhado, invólucro espesso e escavado (OVERGAUW 

& VAN KNAPEN, 2008), não embrionados e medindo 75x90µm de diâmetro sob 

microscopia em aumento de 100 x (HENDRIX, 1998). O parasito adulto pode estar 

presente em fezes e até mesmo em vômito. As técnicas mais utilizadas para exame fecal 

são Willis-Molay e Sedimentação, assim como no diagnóstico de outras helmintíases 

em caninos (HOFFMANN, 1987). Durante a fase em que as larvas estão encistadas e 

sem atividade migratória, o exame fecal não é capaz de detectar a infecção. O 

diagnóstico, nesse caso, torna-se possível por meio de ensaios indiretos para pesquisa de 

anticorpos específicos circulantes (OVERGAAUW, 1997).  

 Assim, a espécie em evidência no presente estudo é o Toxocara canis, que apresenta a 

classificação taxonômica: Reino (Animalia), Filo (Nematoda) Classe (Secernentea), 

ordem (Ascaridida) Família (Ascarididae) e Gênero (Toxocara). Para análise de 

reatividade cruzada selecionamos espécies de helmintos mais frequentes em cães: 

Ancylostoma caninum (Filo – Nematoda, Classe – Secernentea, Ordem – Strongylida, 

Familia- Ancylostomidae), Trichuris trichiura (Filo- Nematoda, Classe Adenophorea, 

Ordem – enoplida, Família Trichuridae) e Dipylidium caninum (Filo – Platyhelminthes, 

Classe – Cestoda, Ordem - Cyclophylidea, Família – Dipylidiidae).  
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Todos os ensaios sorológicos para diagnóstico de infecção por T. canis em humanos são 

realizados após absorção prévia dos soros-teste em antígenos de Ascaris lumbricoides 

(Filo – Aschelminthes, Classe – Secernentea, Ordem – Ascaridida, família – 

Ascarididae), para minimizar reações cruzadas conforme descrito em diversos estudos. 

Com objetivo semelhante, essa medida foi aplicada na padronização e validação dos 

ensaios sorológicos por ELISA indireto em cães do presente estudo. Apesar dos cães 

não se infectarem com Ascaris lumbricoides, eles podem se infectar com o Toxascaris 

leonina que filogeneticamente é muito próximo a este nematelminto. 

O interesse no desenvolvimento de ensaios mais específicos vem sendo evidenciado na 

descrição de testes sorológicos com antígenos recombinantes (IDAWELA et al., 2007) 

ou imunotestes histopatológicos com anticorpos monoclonais capazes de reconhecer 

epítopos específicos de T. canis (De BRITO et al., 1994). Além disso, foram 

demonstrados métodos moleculares como a PCR (reação em cadeia da polimerase), para 

investigar o genoma de T. canis com o mesmo objetivo (MAIZELS et al., 2000). Nosso 

grupo já publicou um inquérito sorológico sobre toxocaríase canina utilizando os 

produtos secretados/excretados por larvas do T. canis (REGIS et al., 2011). Entretanto 

os soros foram absorvidos apenas com antígenos de Ancylostoma caninum. A limitação 

do ensaio quanto à especificidade nos incentivou a realizar o presente estudo. 

 

4.7. Medidas de controle da toxocaríase e a interdisciplinaridade na Saúde Pública 

O controle e a prevenção da emergência das zoonoses parasitárias requerem a formação 

e interação de equipes multidisciplinares que devem visar à saúde pública de forma 

integral. Há necessidade de controlar contaminações em lugares públicos por fezes de 

cães e gatos por meio da educação para guarda responsável e higiene, além da 

ampliação dos serviços veterinários à população. Tais medidas só serão realmente 

eficazes se houver interatividade entre profissionais promotores da saúde e da educação 

(SANTARÉM et al., 2009). Dentre esses profissionais, o médico veterinário 

desempenha um papel importante no controle e na promoção da saúde pública. Esse 

profissional é dotado do conhecimento e treinamento específico capaz de intervir na 

transmissão, ciclos biológicos, epidemiologia e profilaxia de patógenos zoonóticos. Há 
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necessidade de abordagem educativa profissional dessa importante função dos médicos 

veterinários para que eles não abstenham-se de atuar como agente promotor de saúde 

pública. Tal abstenção ocorre, por exemplo, quando esses profissionais limitam-se ao 

diagnóstico clínico presuntivo de enteroparasitoses, deixando de requisitar exames 

coprológicos e prescrevendo indiscriminadamente parasiticidas em suas práticas de 

rotina (KATAGIRI & OLIVEIRA-SEQUEIRA, 2007). A terapêutica e profilaxia 

adotada por médicos veterinários têm como base o uso de drogas anti-helmínticas. O 

tratamento em geral é repetido num intervalo de 15, 21 ou 30 dias conforme o ciclo 

biológico de cada parasito, grau de infecção no animal ou base farmacológica adotada. 

Devido ao uso inadequado de vermífugos, o sucesso terapêutico oscila, o que contribui 

para a indução de resistência às drogas, sendo necessária a introdução de novos 

medicamentos no mercado (MITREVA et al., 2007; SANTARÉM et al., 2009).  

O protocolo anti-helmíntico deve visar à prevenção do desenvolvimento de larvas de 

nematódeos para a fase adulta e, assim, evitar a eliminação de ovos no ambiente, uma 

vez que não existe vacina capaz de prevenir a infecção por T. canis em cães 

(SANTARÉM et al., 2009). Dessa forma, segundo a biologia do parasito, os filhotes 

devem ser vermifugados na segunda, quarta e sexta semanas de vida. Tal indicação é 

também recomendada pela OMS, sendo o início a partir da segunda semana de vida, 

quando as fêmeas do parasito iniciam a produção de ovos (BARRIGA et al., 1988).  

O fármaco de eleição para tratamento da toxocaríase em cães é o fenbendazol, na 

dosagem de 20 a 50mg/kg, a depender de suas condições clínicas. Outros princípios 

ativos como o pamoato de pirantel (5mg/kg) ou nitroscanato (50mg/kg), também são 

indicados (SANTARÉM et al., 2009). Nos quadros clínicos associados a migração de 

larvas, o processo inflamatório é tratado com anti-inflamatórios esteroidais, não 

esteroidais, anti-histamínicos e broncodilatadores (MAGNAVAL et al., 2001; SOUSA 

et al., 2008). Em humanos, o tratamento à base de anti-helmínticos – albendazol, 

tiabendazol ou ivermectina – é recomendado sempre que haja eosinofilia persistente, 

acentuada, associada ao quadro clínico. 

Em países atentos à saúde pública, a participação do médico veterinário em cargos de 

Conselhos de Saúde Pública é registrada, a exemplo desde 1848 na França e 1900 na 

Nova Zelândia em 1900, cujo cargo de direção do Departamento Nacional de Saúde 
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Pública era ocupado por médico veterinário (HATSCHBACH, 2004). A partir de 1944, 

intensificou-se a indicação de contratação de Médicos Veterinários para cargos de 

consultores e promotores na área de Saúde Pública, pela Organização Panamericana de 

Saúde (VIANNA PAIM & CAVALCANTE DE QUEIROZ, 1970). Verifica-se a 

presença desse profissional na história da Saúde Pública dos Estados Unidos da 

América, a partir da nomeação do cargo de Conselheiro Veterinário no Conselho de 

Saúde da cidade de Nova York, entre os anos de 1873 e 1901 (OSBURN, 1996). 

De acordo com a atuação do médico veterinário na saúde pública, três áreas de destaque 

são abordadas: Vigilâncias Epidemiológica, Sanitária e Ambiental. Em 2002, um 

Comitê de Especialistas em Saúde Pública Veterinária da OMS reconheceu que algumas 

áreas emergentes de atuação do Médico Veterinário em Saúde Pública podem trazer 

contribuições significativas para a saúde das populações: Vigilância Epidemiológica e 

controle de doenças comunicáveis não zoonóticas; Análise de aspectos sociais, 

comportamentais e mentais de relação entre seres humanos e animais; Prevenção e 

estudo epidemiológico de doenças não infecciosas; Análise e avaliação dos serviços e 

programas utilizados na Saúde Pública (HATSCHBACH, 2004). 

Os programas de saúde da família (PSF), na maioria dos municípios do Brasil, são 

constituídos por equipes das diversas áreas de saúde. Recentemente, em 2011, o 

Ministério da Saúde do Brasil aprovou a inclusão do médico veterinário nas novas 

especialidades profissionais NAFS (Núcleos de Apoio à Saúde da Família). Além das 

atividades de diagnóstico, tratamento e prevenção de doenças nos animais, o médico 

veterinário tem muito a contribuir na educação para saúde, especialmente na prevenção 

de doenças parasitárias zoonóticas nesses programas. As atividades educativas devem 

ser focadas em ações para o controle de parasitoses como medidas de higiene, separação 

entre áreas destinadas ao lazer de animais de estimação e de crianças, guarda 

responsável que inclui controle da reprodução de animais de estimação e recolhimento 

de fezes durante caminhadas em áreas públicas (BARRIGA, 1988; CHOMEL, 2008). 

Entretanto, para que medidas de abrangência em Saúde Pública sejam bem-sucedidas, é 

fundamental que métodos diagnósticos efetivos sejam disponíveis, assim como o 

domínio do conhecimento sobre a biologia dos patógenos e a fisiopatologia das 

infeções.  
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5. MATERIAL E MÉTODOS 

5.1 Seleção, caracterização da população canina estudada e aspectos éticos do estudo 

Usou-se como critério para seleção de cães positivos habitar em locais com risco de 

infecção, sendo selecionados cães pertencentes a abrigos de animais abandonados, cujas 

condições higiênico-sanitárias, localização e estrutura do espaço fossem favoráveis à 

instalação e manutenção de enteroparasitoses nos cães. Assim foi selecionada a 

população canina de uma instituição filantrópica com objetivo de acolher animais 

errantes ou abandonados, localizada em Salvador, bairro Paripe (subúrbio ferroviário a 

noroeste da cidade). A instituição, durante o estudo, abrigava cerca de 250 cães, 

distribuídos em 47 canis, geralmente em número superior a um cão por canil, podendo 

chegar a até 8 animais, além de gatos, resgatados em diversos bairros da cidade.  

Nessa instituição, o número de animais abrigados oscilava frequentemente, à medida 

que animais, em sua maioria, filhotes, eram adotados em feiras promovidas 

semanalmente ou pela constante introdução de novos animais resgatados ou 

abandonados próximo a instituição. Todos os animais eram alimentados uma vez ao dia, 

com ração seca das mais variadas marcas, desde rações de baixas qualidades até rações 

super-premium quando adquiridas por doações.  

Ao chegarem ao abrigo, muitos animais apresentavam infestações por ectoparasitos 

(carrapato e pulgas). Há uma tentativa de manutenção preventiva de parasitoses por 

parte da instituição, a exemplo do uso de fipronil (Frontline®, Merial, França / Top-

line®, Merial, Brasil). Os animais são também vacinados com vacina múltipla canina 

conjugada com anti-rábica (EURICLAN® CHPLR, Merial, SAS França) e recebem 

vermifugação com produto comercial à base de pamoato de pirantel, febantel e 

praziquantel (MAXI VERM, Konig, Brasil). O reforço das vacinas é feito anualmente, 

contudo vermifugação somente é repetida quando observada formas adultas de parasitos 

nas fezes dos animais ou mediante as doações. Sempre que qualquer animal chega a 

instituição é feita uma avaliação clínica com médico veterinário, realizado exames 

complementares (fezes, sumário de urina e hemograma) e encaminhado a quarentena até 

que qualquer risco à saúde dos demais animais seja descartado. Embora essas medidas 
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sejam tomadas e diariamente todos os canis são higienizados em água corrente 

associada a água sanitária e sabão, as condições de reinfecção são altas. 

Todos os procedimentos realizados foram previamente aprovados pela comissão de 

ética no uso de animais da Escola de Medicina Veterinária e Zootecnia da UFBA, sob o 

protocolo nº 19/2011. 

 

 5.1.1. Avaliação clínica e coleta de amostras biológicas dos animais. 

Foram selecionados 140 caninos de forma aleatória, por sorteio, independente de sexo, 

raça ou faixa etária para composição do grupo a ser estudado e determinação de 

soroprevalência de toxocaríase. Todos os animais passaram por avaliação clínica em 

que foram examinados o estado corporal, hidratação, mucosas, tempo de preenchimento 

capilar, temperatura, análise do sistema tegumentar, cavidade abdominal por palpação e 

auscultação cardio-pulmonar (Ficha clínica – Anexo 1).  

As coletas de sangue e fezes foram todas realizadas no período da manhã, para que 

todas as amostras pudessem ser processadas ainda no mesmo dia. Cerca de 5mL de 

amostras de sangue periférico foram coletadas de todos os animais, através de punção 

da veia jugular ou em alguns casos veia cefálica, com tubo à vácuo sem anticoagulante. 

As amostras foram mantidas no gelo até processamento no Laboratório de Infectologia 

Veterinária (LIVE) localizado no Hospmev-UFBA, para separação de soro e estocagem 

a -20º C até o uso.  

Amostras fecais foram coletadas diretamente da ampola retal de cada animal, mediante 

a palpação retal ou realização de enema com tampão fosfato de sódio dibásico e fosfato 

de sódio monobásico, acondicionadas em coletor universal estéril, devidamente 

identificado e sob refrigeração até o processamento e análise coproparasitológica no 

LIVE.  
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5.2. Exame coprológico  

Foram adotadas as técnicas de sedimentação, Willis-Mollay e microscopia direta 

conforme descritas na literatura (WILLIS, 1921; KATARIGI e OLIVEIRA-SIQUEIRA, 

2007) para pesquisa de ovos, formas adultas de nematódeos gastrointestinais e oocistos 

de protozoários. As amostras foram analisadas por no máximo 48h após a coleta. A 

técnica de flutuação passiva, pelo método de Willis, foi realizada com solução saturada 

de açúcar, pesando 2 gramas do material fecal homogeneizado em tamis (dispositivo em 

forma de funil cuja extremidade menor é fechada com uma malha porosa resistente), 

submetidos a um intervalo de 15 minutos com sobreposição de uma lamínula sob tubos 

de ensaio contendo o homogeneizado fecal, até que a leitura da amostra sob microscopia 

óptica (objetivas de 10x e 40x) fosse realizada. 

O método de sedimentação simples foi realizado utilizando duas gramas de fezes, 

filtradas em tamis. As fezes assim preparadas foram acondicionadas em tubos plásticos 

de 50 mL (TPP, Suiça) e deixadas em repouso por uma hora para sedimentação. Após 

descarte do sobrenadante, o precipitado foi submetido a sucessivas lavagens em 

intervalos de mesmo período até que o sobrenadante ficasse claro (4 a 6 lavagens em 

média). Para leitura, foi adicionada uma gota de lugol e cada lâmina examinada em 

microscópio óptico com objetivas de 10x e 40x. Por se tratarem de métodos 

qualitativos, os resultados foram expressos em positivo ou negativo. O resultado foi 

considerado positivo quando pelo menos um ovo de nematódeo ou oocisto de coccídeo 

era visualizado. Os gêneros/espécies de nematódeos foram identificados de acordo com 

os caracteres morfológicos de seus ovos. 

 

5.3. Obtenção de parasitos adultos 

Para produção de antígeno somático, cadáveres de cães necropsiados no Laboratório de 

Patologia do Hospital de Medicina Veterinária (UFBA) e no Centro de Controle de 

Zoonoses (CCZ) de Camaçari foram submetidos à separação e exame de todo o trato 

gastrointestinal para pesquisa de vermes adultos. Os vermes adultos obtidos, 

Ancylostoma sp., Dipylidium caninum e Trichuris sp., foram imediatamente lavados em 
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solução fisiológica estéril e conservados a – 70ºC até a produção de antígeno somático. 

Exemplares de Ascaris lumbricoides e Trichuris trichiura foram cedidos por grupos 

colaboradores do Laboratório de Alergia e Acarologia a partir de hospedeiros humanos. 

Formas adultas de T. canis foram obtidas através da captura de ninhadas caninas de 

bairros com população economicamente carente e com infraestrutura precária em 

Salvador/BA. Cães com 45 a 60 dias receberam cloridrato de piperazina tetrahidratado 

(PROVERME, Tortuga, Brasil) na dose de 100mg/kg e 4,0ml de óleo mineral 

imediatamente após o vermífugo. Vermes adultos foram coletados até 48h após a 

vermifugação em conteúdo fecal ou vômito dos filhotes, que foram mantidos no 

Hospmev – UFBA até adoção. Fêmeas adultas de T. canis foram lavadas em água 

corrente e conservadas em solução fisiológica em frascos plásticos de 200 mL (TPP, 

Suiça) a - 4ºC até o procedimento para obtenção de ovos. 

Ascaris lumbricoides e Trichuris trichiura foram obtidos de crianças previamente 

vermifugadas com pamoato de pirvínio (Pyr Pam, Uci Pharma, Brasil) na presença de 

dulcolax (relaxante intestinal). 

Todos os vermes obtidos foral lavados exaustivamente em solução salina fisiológica e 

criopreservados a -70ºC até o uso. 

 

5.4 Produção de antígeno somático de Ascaris lumbricoides, Dipylidium caninum, 

Ancylostoma caninum e Trichuris trichiura. 

Antígenos somáticos de diferentes helmintos foram produzidos para investigação de 

reatividade cruzada com T. canis. Para tanto, dois gramas de parasitos adultos (Ascaris 

lumbricoides, Dipylidium caninum, Ancylostoma caninum e Trichuris trichiura) foram 

colocados em uma placa de Petri separadamente e cortados transversalmente em 

pequenos fragmentos com 10 mL de PBS, pH 7,4. Todo o conteúdo foi transferido para 

um tubo plástico de 50 mL (Falcon, TPP, Suiça), adicionado 25 µl para cada grama de 

parasito de coquetel inibidor de proteases (Sigma, USA). A trituração com 

homogeneizador de tecidos foi realizada em 5 ciclos de 5 minutos e intervalo de mesmo 

período com choque térmico em nitrogênio líquido prévio (5 a 10 ciclos de 30 segundos 
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com intervalo de 30 segundos). As suspensões de parasitos foram centrifugadas a 13 

500 X g por 10 min e o sobrenadante congelado a - 20ºC. 

Para dosagem proteica dos antígenos somáticos, foi empregado o método de Lowry 

(Lowry et al., 1951). Através de funções logarítmicas ideais de acordo com as 

densidades ópticas obtidas em cada antígeno (Anexo 2), definiu-se as dosagens 

proteicas de A. caninum, T. trichiura, A. lumbricoides e D. caninum em 4,2 mg/mL, 6,6 

mg/mL, 21 mg/mL e 23,9mg/mL respectivamente.  

 

5.5. Produção de antígeno excretório/secretório de T.canis 

O antígeno E/S de T. canis foi produzido para detecção de imunoglobulina anti-T. canis 

em soro de cães através de ensaio imunoenzimático indireto (ELISA). O método de 

obtenção do antígeno foi realizado de acordo com Alcântara-Neves et al. (2008), 

modificado a partir da técnica descrita por de Savigny (1975). 

 

5.5.1 Obtenção de ovos de T. canis. 

Para obtenção dos ovos, cada fêmea do verme foi fixada com agulhas hipodérmicas de 

4/10 mm em placas, dissecadas na presença solução salina fisiológica, para 

umidificação e facilitar sua abertura longitudinalmente com tesoura de dissecção 

oftálmica. Posteriormente, cada útero foi colocado em placa de Petri para esvaziamento 

sob agitação e obtenção de ovos que foram incubados por 28-35 dias em formaldeído a 

4% até o embrionamento (Figura 1).  
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Figura 1: Obtenção de ovos de T. canis. A- Fêmeas grávidas de T. canis; B- Fixação e dissecação; C- 

Úteros dissecados; D- Esvaziamento uterino para obtenção de ovos; E- Ovos de T. canis incubados 

em placas de Petri e em formol sob visualização em estereoscópio (Aumento de 10x). 

 

 

5.5.2 Eclosão dos ovos de T. canis e obtenção de larvas 

Os ovos foram mantidos em condições que permitiram a sua eclosão (condições 

ambientais de temperatura e pressão comuns) e obtenção das larvas de T. canis. Após o 

período de incubação, os ovos foram transferidos da placa para um tamis de poliestireno 

(poros de 20 micrômetros) e lavados três vezes com água destilada para retirada do 

formaldeído. Em seguida, os ovos foram ressuspensos em hipoclorito de sódio a 5% por 

5 minutos com a finalidade de retirar a membrana mamilonada (decorticação), seguidos 

de lavagem abundante em água destilada para retirada de qualquer resíduo de cloro. Em 

seguida, a suspensão de ovos foi transferida para um tubo plástico de 50 mL (Falcon, 

TPP, Suíça) e centrifugada a 6750 X g por 10 minutos. O sobrenadante foi então 

descartado e o sedimento contendo os ovos foi transferido para garrafas plásticas de 

cultura de 60 mL (TPP, Suíça) com pérolas de vidro e solução salina autoclavada, para 

eclosão com movimentos circulares para rompimento da membrana do ovo. A eclosão 

foi confirmada após visualização por microscopia de larvas em movimento (Figura 2). 

Um tamis foi montado acima de um cálice de sedimentação e sobre um Becker com 
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água a 45ºC até tocar o tamis. Através de geotropismo as larvas viáveis migram do 

tamis para o fundo do cálice, formando o precipitado. As larvas foram transferidas para 

frascos de cultivo de células contendo 5 mL de meio RPMI suplementado com 

anfotericina (2,5µg/mL), gentamicina (100µg/mL) e glutamato (50µl), em estufa de 

CO2 a 5 % e temperatura de 37ºC. A cada 3 a 5 dias, todo conteúdo era centrifugado 

(6750 X g por 10 minutos a 25 ºC), coletado sobrenadante, estocado a – 20ºC para 

produção do Ag-E/S. O sedimento formado contendo as larvas, foi ressuspenso em 

novo meio suplemento e incubado pelo mesmo período para coletas posteriores do 

conteúdo excretório secretório a partir de larvas de T. canis. As larvas permaneceram 

viáveis por aproximadamente três meses. 

 

Figura 2: Ovos de T. canis larvados sob visualização em estereoscópio em aumento de 10x (A) e 

culturas de larvas de T. canis em meio RPMI sob visualização microscópica com aumento de 100x 

(B). 

 

 

5.5.3 Concentração e diafiltração do antígeno excretório – secretório de T. canis: 

O Ag-E/S das larvas de T. canis presente no sobrenadante da cultura foi concentrado em 

aparelho de ultrafiltragem - Diaflo® (Ultrafiltration Membranes – Amicon, INC). 

Trezentos mililitros do sobrenadante das culturas contendo o Ag-E/S das larvas de T. 

canis foram adicionados ao circuito de ultrafiltragem Amicon®, acrescido de inibidor 
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de proteases (PMSF-Phenylmethyl-Sulfonyl Fluoride). O aparelho contendo o Ag-E/S 

foi mantido em câmera fria a 4ºC, acoplado a um agitador e cilindro de nitrogênio a 

pressão de 2 atm. À medida que o volume diminuísse para aproximadamente 15 mL, o 

conteúdo era transferido para um aparelho de ultrafiltragem de 10 mL para realização de 

nova filtração até que restassem apenas 4 a 5 mL de produto final. Todo o conteúdo 

final de Ag-E/S foi transferido para uma membrana de diálise por 12 horas, a - 4ºC, em 

um erlenmeyer para que a membrana ficasse imersa em solução de PBS acrescido de 

PMSF (0,01M) e azida (0,1%). No dia seguinte o líquido da diálise foi trocado 2x, 

sendo que o último líquido continha apenas o PBS 1X e PMSF. A dosagem de proteína 

do antígeno, revelou, segundo o método de Lowry, 310 µg/mL de proteína. 

 

5.6. Padronização de método para absorção de soros caninos com antígenos de Ascaris 

lumbricoides, Dipylidium caninum, Ancylostoma caninum e Trichuris trichiura.  

A absorção dos soros seguiu-se a técnica segundo de Savigny (1975) com a finalidade 

de eliminar anticorpos associados a reação cruzada entre anticorpos anti-Ancylostoma, 

anti-Ascaris, anti-Trichuris ou anti-Dipylidium. O ensaio de padronização de absorção 

das amostras de soro foi realizado utilizando concentrações variadas de 2mg/mL, 

4mg/mL, 6mg/mL, 8mg/mL e dois ciclos de absorção de 4mg/mL para cada antígeno. 

Os soros testados (20µL) na padronização foram absorvidos com PEG 

(polietilenoglicol), acrescido dos antígenos nas quantidades acima, PBS (pH 7.4) 

quando preciso e azida a 0,1% para conservação do soro. Os soros absorvidos, agora 

diluídos em 1:5, foram colocados em um homogeneizador por 30 minutos a -4ºC. O 

soro foi centrifugado a 13,500 X g por 10 min. Após a etapa de centrifugação, 

aproximadamente 80µL de sobrenadante foram recuperados de cada amostra. Os soros 

foram conservados a -20ºC até a realização do ELISA.   

Antes de serem submetidas ao ensaio imunoenzimático indireto (ELISA) vinte (20) 

amostras de soros de cães positivos em exame fecal para um ou mais parasitos, foram 

selecionadas aleatoriamente para investigação da reatividade cruzada entre T. canis e 

demais possíveis alérgenos comuns capazes de interferir nos ensaios. Sendo assim, após 

a padronização do método de absorção, todas amostras foram absorvidas isoladamente 



44 
 

com 4mg de Ascaris lumbricoides, Dipylidium caninum, Ancylostoma caninum e 

Trichuris trichiura. Doze (12) amostras aleatoriamente selecionadas foram submetidas a 

absorção por meio de um “coquetel” (preparado contendo todos os antígenos) e também 

às absorções consecutivas, ou seja, absorvidas primariamente com Ascaris lumbricoides 

e posteriormente com antígeno diferenciado conforme abaixo: 

 

 

5.7. Padronização do ELISA indireto para detecção de anticorpos anti-T. canis em cão 

O teste ELISA indireto para detecção de IgG de cão anti-T-canis foi realizado segundo a 

técnica preconizada por De Savigny (1975) e modificada por Mendonça e colaboradores 

(2013). Soros-padrão foram coletados de acordo com os seguintes critérios: os padrões 

positivos foram soros coletados de cinco cães não vermifugados, não vacinados, que 

tivessem tido contato com animais errantes, com sintomatologia clínica compatível com 

verminose e com resultados positivos em exame parasitológico fecal para T. canis; os 

soros negativos foram coletados de cinco cães vermifugados, submetidos a exames e 

consulta veterinária periódicos, vacinados com vacinas de rotina anti-rábica e múltipla 

canina, alimentados com ração de boa qualidade e principalmente negativos ao 

parasitológico fecal.  

Placas de poliestireno de 96 poços de fundo chato (Costar 3590, USA), foram 

sensibilizadas com 3µg por poço de Ag-E/S de T. canis em tampão carbonato-

bicarbonato (pH 9,6) e incubadas por 12h, a 4º C. O bloqueio foi feito com soro fetal 

bovino (SFB) a 10% em PBS contendo 0,05% de Tween (PBS-T) (180 µl/poço) por 1 

hora. Para incubação das amostras foram usados quatro soros, sendo três controles 

positivos e um negativo. Soros não absorvidos foram diluídos a 1:1000, 1:2000, 1:4000, 
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1:5000 e 1:8000 em diluente SFB a 2,5%, enquanto que as amostras absorvidas foram 

diluídas a 1:200, 1:400, 1:800, 1:1000 e 1:1600 (100 µl/poço em duplicata de cada 

amostra, incubadas no intervalo de 1 hora). Dois tipos de anticorpos secundários foram 

testados, anti-IGg canina conjugada a peroxidase e anti- IgG canina biotinilado. As 

diluições testadas para os anticorpos secundários foram de 1:2000, 1:4000, 1:6000 e 

1:8000 (adicionados 100 µL/poço sob incubação de 1h). Foi acrescentada a 

estreptavidina-peroxidase na diluição a 1:1000 em diluente (100 µL/poço, incubação de 

30 minutos). Entre todas as etapas, lavou-se a placa por 3 vezes com PBS-Tween 0,05% 

e mais uma vez com PBS, pH 7,4. Para revelação, usou-se 6,25mL de água destilada, 

3,05mL de ácido cítrico a 0,1M, 3,20mL de fosfato de sódio a 0,2M, 5mg de OPD 

(Orto-Phenileno-Diamino) e 5µl de peróxido de hidrogênio. O ensaio foi bloqueado 

com 25 µL/poço de ácido súlfúrico 4N (H2SO4). A leitura das densidades ópticas foi 

realizada no leitor de ELISA (espectrofotômetro) em filtro de 450nm. 

 

5.8 ELISA indireto para determinação da soropositividade em soros caninos 

A soroprevalência para toxocaríase foi determinada pelo exame de 140 soros de cães 

expostos a helmintoses, absorvidos previamente com os antígenos somáticos (Ascaris 

lumbricoides, Dipylidium caninum, Ancylostoma caninum e Trichuris trichiura) na 

concentração de 4mg/mL, conforme o item 5.6. 

Para realização do ELISA, placas de poliestireno de 96 poços de fundo chato (Costar 

3590, USA) foram sensibilizadas com Ag-E/S de T. canis na concentração de 3µg/mL 

diluído em tampão carbonato-bicarbonato 0.1M, pH 9.6 (100µl/poço), incubadas por 12 

horas a -4ºC. Entre cada etapa do ensaio, as placas foram lavadas 3x com PBS-T 0,05% 

seguidas por mais uma lavagem com PBS, pH 7.4. Após incubação, o bloqueio foi 

realizado com 180µl/poço de SFB à 10% diluído em PBS-Tween 0.05% por 1h. 

Amostras de soro com e sem absorção, foram adicionadas na diluição de 1:1000 e 1:200 

respectivamente (100µl/poço) por 1h. Seguiu-se adição do anticorpo secundário (anti-

IgG canino/Biotinilado) na diluição de 1:2000 (100µl/poço), incubadas por 1h, seguidas 

da adição de estreptavidina na diluição de 1:1000 em diluente para incubação por 30 

min. As diluições ótimas dos soros e do conjugado foram determinadas pelo ensaio de 



46 
 

padronização e as demais etapas, de revelação, parada e leitura em espectrofotômetro, 

conforme descrito no item 5.7. 

 

5.9 Análise estatística 

Para determinação das frequências parasitárias em exames coprológicos, os dados foram 

analisados descritivamente, seguindo os métodos de cálculo de percentagem. 

Através do programa estatístico GraphPad Prism versão 5.0 (GraphPad Software,Inc, 

San Diego, Califórnia, EUA), foram analisadas: 

1- A reatividade cruzada do antígeno excretório-secretório de Toxocara canis com 

antígenos somáticos de outros helmintos. Três testes de normalidade foram 

empregados para análises dos dados (Kolmogorav- Smivov test, D'Agostino & 

Pearson Omnibus Normality Test e Shapiro-Wilk Normality Test) e para 

comparação entre os grupos foi utilizado o teste t-student pareado. 

2- O poder discriminatório dos ELISAs foi determinado por meio de curva ROC, bem 

como seleção da sensibilidade e especificidade calculadas a partir de diferentes 

pontos de corte. 

Para investigação de associação entre gênero e idade com soropositividade para T. 

canis, realizou-se teste chi-quadrado e análise univariada, através do programa SPSS 

(Statistical Package for the Social Sciences de NIE, HULL & BENT, 2004) versão 16.0 

com estimação de Odds Ratio e intervalo de confiança de 95%. Foram consideradas 

estatisticamente significantes as análises com p < 0,05.   
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6. RESULTADOS E DISCUSSÃO 

No presente estudo, foi padronizado um ensaio baseado no método ELISA indireto para 

diagnóstico sorológico de toxocaríase canina, usando como antígeno produtos 

excretados/secretados por larvas de T. canis, incluindo uma etapa de absorção dos 

soros-testes com antígenos somáticos de outros parasitos. O método ELISA 

padronizado foi então utilizado na avaliação de 140 cães selecionados aleatoriamente 

entre uma população canina em risco de infecção, abrigados em uma instituição 

filantrópica, na cidade de Salvador, Bahia. A análise das amostras desses animais 

permitiu determinar a frequência das principais parasitoses examinadas por métodos 

parasitológicos e a soroprevalência para toxocaríase canina.  

O antígeno definido para a padronização do ELISA baseou-se na literatura, que reporta 

que os produtos excretados/secretados por larvas de T. canis apresentam características 

antigênicas que conferem ao método alta sensibilidade e especificidade (DE SAVIGNY, 

1975; DE SAVIGNY et al., 1979). Métodos semelhantes já foram descritos para uso no 

imunodiagnóstico tanto em cães (TORINA et al., 2005; MARTINEZ-BARBOSA et al., 

2008; REGIS et al., 2011) como em humanos (GLICKMAN et al., 1986; MINVIELLE 

et al., 2000; MENDONÇA et al., 2013). Descrevem-se na literatura também ensaios 

sorológicos com antígeno somático preparado a partir de extrato bruto de T. canis 

(MARTINEZ-BARBOSA et al., 2008) assim como usando antígeno recombinante 

(MOHAMAD et al., 2009). Os métodos descritos acima, apesar de apresentar melhores 

especificidades ao longo do tempo de acordo com as adaptações e aprimoramentos 

efetuados, ainda demonstram baixa sensibilidade, o que requer busca de condições que 

confiram maior acurácia ao diagnóstico. 

Para padronização dos ensaios no presente estudo, sensibilizou-se placas com 

concentrações diferenciadas de antígeno E/S para definição da melhor concentração (1 

µg/mL, 2 µg/mL, 3 µg/mL, 4 µg/mL, 5 µg/mL e 6 µg/mL) a ser usada no diagnóstico 

por detecção indireta de imunoglobulinas anti-T. canis. A concentração ótima foi 

definida como 3µg/mL (Figura 3). 
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Figura 3: Padronização da sensibilização de placas de poliestireno (96 poços) com concentrações 

diferentes de antígeno E/S de T. canis. Soro A – Amostra de animal positivo no parasitologico fecal 

apenas para T. canis (ovos e parasitos adultos em fezes). Soro B – Amostra de animal positivo no 

parasitologico fecal para T. canis, ancilostomídeos e Trichuris sp. Soro C – Amostra negativa 

 

 

O método ELISA foi padronizado por titulação em bloco com soros controles 

comprovadamente positivos e absorvidos em Ascaris lumbricoides, em diluições dos 

soros a 1:1000, 1:2000, 1:4000, 1:5000, 1:8000. Como anticorpo secundário, foi 

utilizado o anti-IgG canino conjugado com biotina produzido em coelho (Imuny 

Biotechnology, Campinas, Brasil), nas diluições de 1:2000, 1:4000, 1:6000, 1:8000. As 

placas de poliestireno de 96 poços de fundo chato (Costar, Brasil) foram sensibilizadas 

com 3µg/mL de antígeno E/S de larvas de T. canis (Figura 4). 
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Figura 4: Titulação em bloco para detecção de IgG anti-T. canis na padronização da diluição dos 

soros (1:1000 a 1:8000) e diluição do anticorpo secundário anti-IgG canino biotinilado (A - 1:2000, B 

- 1: 4000, C - 1:6000 e D - 1:8000) observados separadamente em cada gráfico de acordo com a 

diluição empregada em soro controle positivo para T. canis. 

 

 

 

As condições ideais do ELISA indireto para teste de soros caninos foram estabelecidas 

em 3,0g/mL de antígeno TcES para sensibilização, diluição dos soros a 1:1000 e de 

conjugado biotinilado a 1:2000. Tais condições condizem com ensaios padronizados em 

humanos, realizados segundo técnica já descrita (De Savigny, 1975), em que valores 

próximos foram encontrados, sendo anticorpo e diluição dos soros iguais e antígenos na 

concentração de 3,2g/ml (MENDONÇA et al., 2012). Com algumas diferenças, os 

autores Regis e colaboradores (2011), definiram na padronização do ELISA indireto 

para diagnóstico de toxocaríase em cães, a concentração do antígeno em 3,2 g/ml, a 

diluição dos soros em 1:3500 e do conjugado/peroxidase a 1:2000. No presente estudo, 

foi padronizada a diluição dos soros em 1:1000. Devido ao fato da etapa de absorção 
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envolver diluições, foi escolhido anticorpo secundário (anti-IgG canino) biotinilado, 

pois o mesmo é capaz de intensificar em até quatro vezes mais a reação, do que quando 

usado anticorpo secundário conjugado à peroxidase. 

A obtenção de antígenos específicos constitui a principal limitação da maioria dos testes 

imunológicos usados no diagnóstico de enfermidades (SUDRÉ, et al., 2006). 

Preparações antigênicas para testes diagnósticos devem ser capazes de detectar níveis 

séricos de anticorpos exclusivos para o patógeno em questão. Embora reações antígeno-

anticorpo sejam altamente específicas, existem casos em que um anticorpo induzido 

pode reagir de maneira cruzada com antígenos não imunizantes. A reatividade cruzada 

deve-se à existência de compartilhamento de moléculas homólogas entre grupos 

taxonômicos diferentes (KINDT et al., 2006), ou seja, quando antígenos diferentes 

compartilham epítopos idênticos, com propriedades químicas similares ou que sejam 

estruturalmente semelhantes ao epítopo imunizante. 

Dois tipos de antígenos naturais de Toxocara podem ser produzidos, antígeno somático 

e antígeno excretório-secretório do segundo estágio larval. O primeiro, formado a partir 

de moléculas que compõem o corpo do parasito, apresenta menor importância 

diagnóstica, por apresentar maior reatividade cruzada e compartilhamento de epítopos 

antigênicos com outros parasitos (GLICKMAN et al., 1986; PEIXOTO et al., 2011). O 

segundo, composto por uma mistura complexa de glicoproteínas produzidas e 

eliminadas pelo parasito durante sua fase larval, parece ser adequado para o diagnóstico 

da doença, principalmente devido à exposição dos hospedeiros a essas diversas 

moléculas durante o ciclo biológico do parasito (MAIZELS, 2013). A análise química 

do antígeno larval revelou que as moléculas mais consistentemente imunogênicas são a 

N-acetilgalactosamina e a galactose enquanto que outras moléculas tais como arabinose, 

manose, N-acetilglicosamina, glicose, xilose, não são tão frequentes, mas estão 

presentes também na formação de epítopos (MEGHJI e MAIZELS, 1986). 

A padronização do ELISA incluiu uma etapa de absorção dos soros a serem testados 

com antígenos somáticos de outros parasitos frequentes na mesma área, com o objetivo 

de remover os anticorpos reativos a antígenos comuns. Assim, para definição das 

concentrações ótimas de antígenos de cada parasito (Ancylostoma caninum, Trichuris 

trichiura, Ascaris lumbricoides, Dipylidium caninum), realizou-se uma curva com 
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absorção de soros em concentrações proteicas seriadas de 2mg/mL, 4mg/mL, 6mg/mL, 

8mg/mL. Foram também realizadas duas absorções com 4mg totalizando 8mg/ml, 

porém fracionadas para todos os antígenos produzidos (Figura 5). Dessa forma, visando 

elevar a especificidade do teste ELISA na detecção de IgG anti-T. canis, 20 amostras de 

soros de cães positivos em co-infecções foram tratadas com absorções individuais em 

antígenos de A. caninum, D. caninum e A. lumbricoides. Todos os grupos formados 

através do pareamento dos resultados de amostras, com e sem absorção, apresentaram 

resultados estatisticamente significantes (P < 0,0001) para todos os antígenos, segundo 

análise pelo teste T de student (figura 6). 

Foi avaliada a reatividade cruzada com absorções simultâneas em dois antígenos, sendo 

(1) primeira absorção com antígenos de Ascaris seguida de absorção com os demais 

antígenos; ou (2) absorção em coquetel com todos os antígenos. As análises dos grupos 

sempre pareados com as amostras sem absorção apresentaram resultados 

estatisticamente significantes, uma vez que as densidades ópticas obtidas decresceram 

em mais de 50% (Figura 7). Dessa forma, verificamos que a concentração ideal para 

absorção dos soros em antígeno das principais helmintíases de cães foi de 4mg/ml de 

cada antígeno no coquetel preparado. Através do pareamento entre amostras absorvidas 

com Ascaris (considerado “ padrão ouro” para absorção dos soros humanos) e as demais 

absorções realizadas com mais de um antígeno no experimento, apresentaram resultados 

estatísticamente significantes, exceto para o pareamento realizado entre amostras 

absorvidas com Ascaris e amostras absorvidas consecutivas com Ascaris e Dipylidium 

(Abs: A-D) cujo valor de P encontrado foi 0,2511. 

A absorção de soros em antígenos antes de submeter ao método ELISA é uma medida 

que tem sido empregada rotineiramente em vários estudos para aumentar a 

especificidade dos ensaios padronizados. Em humanos, já se tem definido que ao 

absorver soros em antígenos de Ascaris suum ou Ascaris lumbricoides, remove-se todos 

os anticorpos anti-Ascaris que porventura possam compartilhar epítopos específicos 

para IgG anti-T canis (LYNCH et. al., 1988). No presente estudo, a reatividade cruzada 

entre Ascaris lumbricoides e T. canis mostrou-se significativamente reduzida após a 

etapa de absorção. Segundo Mendonça e colaboradores (2012), após absorção as 

densidades ópticas em soros humanos podem diminuir até 76,39%, evitando assim a 
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reação cruzada e aumentando a especificidade do teste. Bandas antigênicas com peso 

molecular de 55 a 66kDa avaliadas pela técnica de Western Blotting, são referidas como 

sendo responsáveis pela reatividade cruzada entre A. lumbricoides e T. canis e que 

desaparecem após absorção (NUNES et al., 1998). Bandas de 24 a 35kDa são relatadas 

como sendo altamente específicas para infecção por T. canis (ESPINOZA, 2008). Até o 

presente, não foram descritos na literatura ensaios padronizados e definidos para o 

diagnóstico sorológico de toxocaríase em cães que incluam análise de reatividade com 

outros parasitos. A Figura 4 ilustra esquematicamente a padronização do ensaio 

imunoenzimático indireto (ELISA), como o descrito por De Savigny (1975) com 

antígeno E/S T. canis, que serviu de base para outros autores que também padronizaram 

ensaios (PALUDO et al., 2007; REGIS et al., 2011; MENDONÇA et al., 2012).  

 

Figura 5: Padronização da absorção de soros com antígenos de Ascaris lumbricoides, Dipylidium 

caninum, Trichuris trichiura, Ancylostoma caninum em concentrações de 2mg, 4mg, 6mg, 8mg e 2x 

4mg/mL em ensaio imunoenzimatico indireto para detecção de IgG anti-T.canis. 
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Figura 6: Reatividade de IgG anti-Toxocara canis em soros de cães por Elisa indireto usando como 

antígeno TcES larval, após absorções individuais dos soros com antígenos somáticos de Ascaris 

lumbricoides, Ancylostoma caninum e Dipilidium caninum. 

 

 

Figura 7: Reatividade de IgG anti-Toxocara canis em soros de cães por Elisa indireto usando como 

antígeno TcES larval, após absorções dos soros com antígenos somáticos de Ascaris lumbricoides, 

duplas absorções (1ª em Ascaris lumbricoides e 2ª em Ancylostoma caninum ou Dipylidium caninum) 

e absorção tripla (todos os antígenos).   
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A caracterização das proteínas antigênicas e associadas a reações cruzadas pode 

também ser realizada por meio da eletroforese em gel de poliacrilamida seguida da 

realização de Western Blotting. Até 15 bandas de proteínas já foram detectadas em TES- 

Ag, por géis de SDS- PAGE, sendo as mais abundantes de 32, 55, 70 120, e 400 kDa 

(PAGE et al., 1992). Na literatura, padrões de bandas de baixo peso molecular (24, 28, 

30 e 35kDa tem sido considerados específicos, não reagindo cruzadamente com 

antígenos de outros helmintos (MAGNAVAL et al., 1991). Os antígenos com 200, 147 

e 132kDa são referidos como de padrões de alto peso molecular e principais 

responsáveis pela reatividade cruzada entre antígenos de helmintos, tais como os já 

confirmados em humanos com Strongyloides sp., Fasciola hepatica, Ascaris suum, 

Toxascaris leonina, Schistosoma sp., Onchocerca sp (RADMAN et al., 2000; 

MAGNAVAL et al., 1991; CUELLAR et al., 1995; DEKUMYOY et al., 2000), 

Ancylostoma duodenale, Trichuris trichiura e Enterobius vermiculares (LYNCH et al., 

1988). Em áreas endêmicas, com elevadas prevalências de parasitoses, a incubação 

prévia em antígenos, principalmente de Ascaris, tem sido sugerida por alguns autores 

como solução para aumentar a especificidade dos testes (LYNCH et al., 1988).  

A sensibilidade e a especificidade do teste ELISA indireto para sorodiagnóstico de 

toxocaríase canina em nesse estudo foram determinadas através da seleção de 18 

amostras positivas e 18 amostras negativas para definição de coordenadas da curva 

ROC e seleção do ponto de corte (cut-off) (figura 8). De acordo o com valor de leitura 

de DO de 0,275, definido com ponto de corte estabelecido na detecção de IgG sérica 

anti-T. canis no ELISA indireto com TcES, a sensibilidade e especificidade foram 

calculadas em 100% e 94,44%, respectivamente. Como a padronização do presente teste 

para cães é inédita, não há na literatura resultados comparáveis de sensibilidade e 

especificidade em testes ELISAs semelhantes para a espécie canina. Contudo, através 

da técnica de Hemaglutinação indireta (IHAT) com antígeno somático a partir de ovos, 

parasito adulto e antígeno E/S larval de Toxocara, conferiram ao teste avaliado 

sensibilidade de 64.5%, 86.3% e 93.5%, respectivamente, e especificidade de 84.4%, 

93.8% e 100%, respectivamente, na determinação da concentração de anticorpos anti-

T.canis em 65 soros caninos (AWAD,  et al., 2007). Para o diagnóstico de toxocaríase 

humana na prática clínica laboratorial, o teste ELISA com Ag E/S é referido como a 

técnica mais sensível e específica no imunodiagnóstico e em inquéritos 
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soroepidemiológicos, além de permitir detecção de IgG específicas no soro, fluidos 

oculares e liquor (SANTAREM et al., 2009). Glickman e colaboradores (1978) 

observaram em seus estudos que o teste ELISA apresentou 78,3% e 92,3% de 

sensibilidade e especificidade, respectivamente. Outros autores afirmam que a 

sensibilidade dessa técnica difere de acordo com o grau de infecção, variando de 80 a 

95% e a especificidade de 90 a 95% (DESPOMIER, 2003; SMITH et al., 2009).  

 

Figura 8: Curva ROC obtida na padronização da técnica de ELISA indireto com antígeno E/S 

larval para detecção de IgG anti-T. canis em soros de cães. 

 

 

Atualmente, o diagnóstico de toxocaríase em medicina veterinária é realizado por meio 

de exames coproparasitológicos para detecção de ovos ou parasitos adultos. Os exames 

sorológicos, tais como o ELISA padronizado no presente estudo, vêm complementar e 

maximizar a sensibilidade diagnóstica por utilizar a detecção de anticorpos IgG anti-

Toxocara. A grande limitação dos ensaios sorológicos é a possibilidade de reações 

cruzadas, principalmente em áreas endêmicas e em cães que apresentam co-infecções. 

Convém ressaltar que embora o sorodiagnóstico seja uma ferramenta útil no diagnóstico 

dessas enfermidades, a interpretação dos seus resultados deve levar em consideração 

suas limitações. Como exemplo, a detecção de IgG não permite diferençar uma infecção 

crônica de uma aguda ou exposição prévia, pois os níveis séricos dessa imunoglobulina 

persistem por longos períodos (MAIZELS et al., 1993). 
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No presente estudo, confirmada a reatividade cruzada, submetemos as 140 amostras de 

cães expostos a parasitoses à etapa de absorção por antígenos somáticos de outros 

parasitos antes da determinação da soroprevalência de toxocaríase canina por ELISA. 

Ressaltamos que a frequência parasitária obtida por exames fecais desses cães foi de 

5%, sendo 1,43% (2/140) de infecções apenas por T. canis e 11,43% (5/43) de infecções 

mistas. Entretanto, a soroprevalência de toxocaríase canina utilizando o método ELISA 

foi de 61,4% (86/140), no ensaio padronizado com o ponto de corte determinado em 

0,275. A distribuição de todas as amostras pode ser verificada na Figura 9. 

Em publicações referentes à medicina veterinária, dois estudos destacam-se por terem 

sido realizados com soros caninos. O estudo pioneiro a detectar anticorpos anti-

Toxocara em cães foi realizado no México, onde 141 soros caninos de diferentes 

regiões foram avaliados pela técnica de hemaglutinação indireta. Animais com títulos 

superiores a 1:32 foram considerados como possíveis portadores de infecção por T. 

canis e a soroprevalência determinada em 66,7% (MARTINEZ-BARBOSA et al., 

2008). Apesar dos resultados de soroprevalência encontrados por esses autores terem 

sido semelhantes aos descrito no presente trabalho, seus ensaios foram realizados com 

antígeno à base de extrato bruto de vermes adultos de T. canis. O segundo e mais 

recente estudo realizado com amostras de cães foi o de Regis e colaboradores (2011), 

que padronizaram o primeiro ensaio ELISA indireto em cães que determinou 

soroprevalência de 82,7% em Salvador, Bahia. No estudo, os soros caninos foram 

absorvidos em 9 mg/mL de extrato somático de apenas um parasito, o Ancylostoma 

caninum. 
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Figura 9: Prevalência de IgG anti-T. canis em 140 amostras de soros caninos usando como antígeno 

E/S de T. canis em teste de ELISA indireto após absorção dos soros com antígenos somáticos de 

Ascaris lumbricoides, Ancylostoma caninum e Dipylidium caninum. 

 

 

A distribuição dos resultados sorológicos com as variáveis sexo e idade revelou que 

29,3% (41/140) correspondiam a animais machos e 70,7% (99/140) de fêmeas enquanto 

que 60,71% (85/140) correspondiam à faixa etária de 0 até 5 anos e que 39,29% 

(55/140) dos cães apresentava idade estimada superior a 5 anos. Associações positivas 

entre soropositividade para Toxocara canis e as variáveis sexo e idade foram 

encontradas com significância estatística pela análise univariada em fêmeas com 

soropositividade de 67,7%, OR- 2,42, IC- 95% (1.15-5.10) e animais com faixa etária, 

menor que 5 anos, cuja, soropositividade foi 74,5%, OR - 2,60, IC 95% que variou de 

1.24 a 5.46 (Tabela 1). Fatores associados à infecção natural de cães e gatos são 

estudados por vários pesquisadores, tais como raça, sexo, idade do animal, uso de anti-

helmínticos, condição social do proprietário, acesso à rua, alimentação, higiene do 

ambiente, renda familiar, nível de escolaridade dos proprietários, faixa etária do 

proprietário a fim de identificá-los e melhor compreender suas influências na frequência 

da infecção parasitária (BALASSIANO, 2007).  
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Tabela 1: Análise univariada da associação entre gênero e idade com soroprevalência de IgG anti-

T. canis por ELISA em uma população canina em risco de infecção enteroparasitária, Salvador, 

Brasil, 2015. 

 

Variáveis (n= 140) IgG anti-T. canis (N= 91; 61,4%) 

N (%)             N              OR (IC=95%)               Valor de P 

Gênero      

Macho 19 (46,3) 41 1  

Fêmea  67 (67,7) 99 2.42 (1.15- 5.10) 0,018 

Idade     

> 5 anos 45 (52,9) 85 1  

< 5 anos 41 (74,5) 55 2.60 (1.24 –5.46) 0.013 

 

Observamos, no presente estudo, que idade abaixo de 5 anos e sexo feminino 

constituíram, fator de risco à infecção por toxocaríase. Regis et al. (2011) realizaram 

análise univariada entre as variáveis raça e idade, não encontrando resultados 

estatisticamente significantes apesar dos cães adultos terem sido mais infectados. 

Entretanto quanto ao sexo houve associação estatística significante, sendo os machos 

mais infectados. Biologicamente, fêmeas podem apresentar maior soropositividade 

devido à interação entre fenômenos gestacionais e a ativação de larvas dormente de T. 

canis. Em filhotes, os aspectos de imaturidade imunológica natural e a possibilidade de 

nascerem já parasitados explicariam nossos achados de associação estatística.  

Dos 140 animais avaliados, 35 (25%) apresentaram-se saudáveis ao exame físico e 105 

(75%) apresentavam um ou mais alterações clínicas. Das manifestações clínicas 

apresentadas pelos animais, destacaram-se mucosas hipocoradas, linfonodos reativos, 

sensibilidade abdominal, secreção ocular, alterações tegumentares e tempo de 

preenchimento capilar aumentado. À análise parasitológica, apresentaram-se positivos a 

quaisquer parasitos 70,71% (99/140) das amostras fecais, sendo 40,01% (56/140) de 

infecções confirmadas por apenas 1 (um) parasito, enquanto 30,71% (43/140) das 
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amostras apresentaram infecções mistas ou co-infecções entre dois ou três parasitos 

distintos. Em contraposição, 41 amostras foram negativas, correspondendo 29,29% 

(Tabela 2). Esses dados revelam que profissionais dos abrigos estão expostos, assim 

como a população humana como um todo, pois referem-se a animais resgatados em 

ambientes urbanos, onde deixam focos de infecções ao defecar em áreas comuns ao 

lazer público. 

No presente estudo, foram encontrados helmintos pertencentes a três gêneros, 

Ancylostoma, Toxocara e Trichuris e um protozoário, o Cystoisospora (Figura 10). 

Uma alta frequência de infecções individuais por Trichuris sp foi observada, havendo 

40 amostras positivas (28,57%); a segunda infeção mais frequente foi por 

Ancilostomídeos (9,29%; 13/140). Apenas dois cães foram positivos unicamente para T. 

canis (1,43%). Quanto aos protozoários, Cystoisospora foi encontrado em apenas uma 

amostra, representando 0,7% do total (Tabela 2). Embora tenha sido diagnosticada uma 

maior prevalência de infecções parasitárias individuais, infecções mistas também 

apresentaram altas frequências. Das 43 amostras positivas em co-infecções, 74,41% 

corresponderam a infecções por Ancilostomídeos com Trichuris sp (32/43), além de 

infecções triplas como: Ancilostomídeos com T. canis e Trichuris sp, 9,3% (4/43) e 

Ancilostomídeos com Trichuris sp e oocistos de Cystoisospora com 2,33% (1/43). 

Outras infecções mistas também puderam ser confirmadas e estão listadas na Tabela 3. 

Dados semelhantes foram encontrados em outros estudos, a exemplo do de Melo & 

Lebre (2011), que descreve fatores de risco associados a infecções parasitárias em três 

canis de Portugal. O estudo ainda demonstrou que protozoários do trato gastrointestinal 

(Cystoisospora, Giardia e Cryptosporidium) constituíram o grupo mais prevalente de 

parasitos, associados à existência de altas frequências de helmintíases zoonóticas, tais 

como parasitos da família Ancylostomatidae, T. canis e Dipylidium caninum. 

Resultados semelhantes foram observados em estudos de população canina, havendo 

maior frequência de Ancylostoma, Toxocara e Trichuris em regiões diversas (BRENER 

et al., 2005; FUNADA et al., 2007; MIRCEAN et al., 2010; RAMÍREZ-BARRIOS et 

al., 2004; VASCONCELOS et al., 2006). Esses achados são significativos para a saúde 

pública, pois tais parasitos são causadores de doenças zoonóticas como a larva migrans 

cutânea, larva migrans visceral e larva migrans ocular.  
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Figura 10: Ovos e oocistos identificados em parasitológicos fecais de cães (A- Ovo de T. canis, B - 

Ovos de Ancilostomídeos C – Oocistos de Cystoisospora D- Ovo de Trichuris sp,  E - Co-infecção de 

Trichuris sp com Ancilostomídeos e  F - Co-infecção de Trichuris sp com Toxocara canis. (Aumento: 

A, C e D - 400x , B e E -100x e F - 40x). 

 

 

 

 

Tabela 2: Frequência de infecções parasitárias individuais e mistas em 140 cães abrigados em 

instituição filantrópica de Salvador, Bahia, submetidos à avaliação coproparasitológica.   

 

Parasitos Total % 

Helmintos 
  

Ancilostomídeos 13 9,29 

Trichuris sp 40 28,57 

Toxocara canis 2 1,43 

Protozoários 
  

Oocisto de Cystoisospora 1 0,71 

Co-infecções 43 30,71 

Negativos 41 29,29 

Total 140 100 
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Tabela 3: Distribuição e Frequência de co-infecções parasitárias em cães abrigados em instituição 

filantrópica de Salvador, Bahia, submetidos à avaliação coproparasitológica. 

 

Trichuris sp foi o parasito mais frequente no Abrigo São Francisco de Assis estudado 

no presente trabalho. A distribuição desse parasito é mundial, mas muitas vezes a 

infecção pode ocorrer sem diagnóstico. Contudo, o Trichuris sp representa problemas 

em criações com más condições higiênicas e na maioria dos abrigos, pois é bastante 

comum em animais errantes (BANOS et al., 1999). Merece destaque a enfermidade por 

seu potencial zoonótico, pois o homem, de forma acidental, infecta-se através da 

ingestão de terra ou água contaminada. Entretanto, o maior ou menor impacto desta 

zoonose depende diretamente do tratamento e prevenção da infecção em animais, além 

de medidas higiênicas e educacionais, como a remoção de fezes no ambiente, antes que 

se tornem fontes de infecção. 

Rotineiramente, cães são abandonados em centros urbanos, muitos em estado precário 

de saúde, manifestando doenças infectocontagiosas. Frequentemente os donos desses 

animais não têm condições financeiras de arcar com custos de tratamento, ou 

simplesmente não tem interesse mais na companhia e benefícios que a guarda de um 

animal pode proporcionar. O fato de animais portadores de infecções zoonóticas, tais 

como toxocaríase, serem abandonados em centros urbanos, acaba por elevar os índices 

de prevalência e incidência dessas parasitoses tanto em animais como humanos, 

trazendo riscos à população como um todo. 

Ao correlacionar os resultados sorológicos com resultados parasitológicos em exames 

fecais de cães, notou-se que animais com infecções ativas por T. canis apresentaram 

maior reatividade de anticorpos, apresentando densidades ópticas entre 1,000 e 1,500. 

Co-infecções parasitárias Total % 

Ancilostomídeos e Trichuris sp 32 74,41 

Trichuris sp + Cystoisospora 4 9,3 

Ancilostomídeos + Cystoisospora 1 2,33 

Ancilostomídeos + T. canis 1 2,33 

Ancilostomídeos, Trichuris sp e T. canis 4 9,3 

Ancilostomídeos, Trichuris sp e Cystoisospora 1 2,33 

Total 43 100 
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No presente estudo, densidades ópticas semelhantes foram encontradas em animais 

portadores de outras infecções parasitárias, caracterizando assim a possibilidade de 

infecção ativa (Tabela 4). Animais em estágio subclínico, sem apresentar eliminação de 

ovos nas fezes, mas com larvas em estágio de hipobiose podem explicar essa faixa de 

altos valores de leitura de DO no ELISA, o que indicaria, portanto, infecção latente. 

 

Tabela 4: Distribuição e correlação da soropositividade canina para toxocaríase em intervalos de 

densidades ópticas por grupos específicos obtidos com exames coproparasitológicos. 

 

Infecções Parasitárias 

IgG - Elisa toxocariase 
Nº de soros 

testados 
Distribuição das densidades Ópticas 

0 - 0,275 0,275 - 0,500 0,500 - 1,00 1,00 - 1,500 

Ancilostomídeos 3 4 6 0 13 

Trichuris spp 19 12 7 2 40 

Toxocara canis 0 0 0 2 2 

Oocisto de Cystoisospora  0 0 1 0 1 

      Ancilostomídeos e Trichuris spp 10 5 10 7 32 

Trichuris spp + Cystoisospora  4 0 0 0 4 

Ancilostomídeos + Cystoisospora  0 1 0 0 1 

Ancilostomídeos + T. canis  0 0 0 1 1 

Ancilostomídeos, Trichuris spp e T. canis 0 0 3 1 4 

Ancilostomídeos, Trichuris spp e Cystoisospora 0 0 1 0 1 

Negativos 18 12 10 1 41 

Total 54 34 38 14 140 

 

Abrigos filantrópicos deveriam servir como lares temporários para cães e gatos errantes, 

e alguns desses animais chegam a ser adotados em feiras promovidas em eventos, mas 

como a maioria dos animais nessas instituições são senis, esses lares tornam-se 

permanentes.  

Além de comprometer a saúde da população por defecar em áreas urbanas em que 

circulam outros cães e pessoas, animais doentes abandonados constituem reservatórios 

de agentes infecciosos para pessoas responsáveis pelo manuseio de cães abrigados em 

canis (funcionários, voluntários, veterinários, visitantes). Esses agentes incluem 

Ancylostoma caninum, T. canis, Giardia sp. e Cryptosporidium sp., parasitos 
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frequentemente diagnosticados. Medidas simples tais como vermifugação e medidas 

higiênicas minimizariam o risco de exposição da população humana e de animais de 

estimação e consequentemente promoveria a saúde pública (MELO & LEBRE, 2011). 

A soroprevalência da infecção por T. canis em cães no presente estudo mostrou-se 

elevada quando comparada com aquelas encontradas em estudos de prevalência 

parasitária em exames coproparasitológicos caninos como os achados da Alemanha 

(22,4%) (BARUTZKI E SCHAPER,2003), Austrália (38%) de (BLAKE E OVEREND, 

1982), Itália (33,6%) (HABLUETZEL et al., 2003), Japão (4,3%) (ITOH et al., 2004), 

Estados Unidos (3,1%) (HACKETTLAPPIN, 2003) e na América Latina (53%) 

(SCHANTZ, 1989). A alta soropositividade encontrada nos cães do presente estudo, 

embora tenha sido encontrada em animais em condições favoráveis à aquisição e 

desenvolvimento da infecção, indica que estudos de soroprevalência devem ser 

realizados de forma mais abrangente para que medidas de controle sejam estabelecidas 

na cidade.  

O método ELISA aqui desenvolvido representa uma contribuição à demanda por novos 

métodos de diagnóstico, capazes de diagnosticar animais portadores de infecções 

subclínicas, animais que apresentem exames coprológicos falsamente negativos e 

cadelas prenhes que possam apresentar o parasito em estágio de hipobiose ou infectar 

filhotes pelas vias transmamária e transplacentária. Tais animais podem, no âmbito 

ambulatorial, ser tratados para impedir que tornem-se fontes de infecção e contaminação 

ambiental. Portanto, os exames sorológicos devem ser empregados para complementar 

o diagnóstico parasitário canino e principalmente auxiliar na elaboração de medidas 

profiláticas. 
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7.0 CONSIDERAÇÕES FINAIS  

O presente estudo permitiu a contribuição com dados sobre um tema de fundamental 

importância: a toxocaríase canina e demais parasitoses gastrointestinais de cães. Além 

dos dados, foi padronizado e validado um método sorológico capaz de discernir cães 

infectados de cães negativos. 

A realização do imunodiagnóstico indireto em cães, por detecção de anticorpos anti-T. 

canis em soros mostrou-se possível. Foi padronizado o ensaio imunoenzimatico 

indireto, a partir de soros controles positivos e negativos. Contudo, para aumentar a 

especificidade do deste teste, e uma vez que infecções mistas em caninos são muito 

comuns, demonstramos ser necessário que os soros a serem testados nos ensaios, 

passem por um procedimento de absorção, com remoção de anticorpos de outros 

helmintos que possam reagir cruzadamente. A reatividade cruzada neste estudo foi 

confirmada através da análise em ELISA indireto para toxocaríase com amostras sem e 

com absorção, pois após absorção as densidades ópticas reduziram em mais de 50%. 

Outros parasitos frequentes em cães devem ser avaliados, para investigar novas 

reatividades cruzadas, bem como testes com soros de animais com e sem absorção no 

Western Blotting. Assim, bandas comuns entre os parasitos poderão ser avaliadas. 

A soroprevalência para toxocaríase canina obtida, quando comparada com resultados 

parasitológicos fecais, mostrou que um grande percentual de cães pode constituir 

potencial de risco a infecção por disseminar focos de infecção em toda cidade, visto que 

cães abrigados na instituição avaliada foram resgatados em pontos diferentes da cidade 

Salvador/Bahia. 

Com o estreitamento, cada vez maior, da relação homem-animal, torna-se fundamental a 

adoção de medidas eficazes que visem o controle e prevenção de doenças infecciosas, 

entre as quais incluem-se as causadas por enteroparasitos caninos. Consequentemente 

foi possível contribuir com um produto, o ELISA padronizado, e com dados para o 

meio científico e dessa forma, para a minimização dos riscos à saúde pública.  
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9. ANEXOS (ficha clínica, Gráfico de dosagem proteína).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

                                                                                             Ficha Clínica/ Identificação:   ___/____ 

 

Dados do Animal:   Nome _____         Idade _____      Peso________ Raça _______     Pelagem______ 

Local de coleta:  ABRIGO/CANIL   (     )  qual? ____________________   CCZ (    ) Qual? 
_________________ 

Histórico:_____________________________________________________________________________ 
____________________________________________________________________________________ 

Ectoparasitos:  (    ) Sim   (    ) Não   Qual:  ______________  Controle: ______________ 

Vacinado: AR:  (    ) Sim   (    ) Não ___/___  V10: (    ) Sim   (    ) Não    ___/___  LEISH: (    ) Sim   (    ) Não     
___/____ 

Vermifugação:   (    ) Sim   (    ) Não  ___/___ 

Vômito:  (    ) Sim   (    ) Não  Quantos? ____            Diarreia () Sim   (    ) Não       ____________ 

 

Dados clínicos: 

Mucosas:   Normocoradas (     )  Hipocoradas (    )    Hiperêmicas (    )   Ictéricas (     ) 

TPC:      < 2” (    )      >2”  (     )                 Hidratação:  Hidratado   (      )            Desidratado  (     )  _____% 

Linfonodos:    Reativos   (    )         Não reativos   (      ) 

Tegumentar :  Hiperqueratose  (    )    seborreia (     )  pústulas  (    )        Eritrematosa (   )    Alopecia  (     ) 

Onicogrifose   (    )      Outros  (     )  _____________________ 

Palpação abdominal:  ___________________   Auscultação: _____________ 

Temperatura Retal:  ____ ºC 

 

Amostras coletadas:   Sangue:   C/edta (     )             Sem edta  (    ) 

Fezes  (     ) 

Abrigos:  Vermifugação  ____/_____    Dose:                  Coleta de fezes e sangue  ____________________ 

Teste cutâneo : ___/___ 

CCz:  Eutanásia  ___/___                                    Coletado: _________________________________________ 

Resultados: 

Parasitológico:  ____________________           Sorológico ________________________ 
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Anexo 2: Função logarítmica (Logxlogy), escolhida em programa de dosagem proteica 

para cálculo da concentração de proteínas no antígeno E/S T. canis definido em 310 

microgramas/mL preparado. 

 

 

 

 

 

 


