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Resumo



Estudos epidemioldgicos realizados em todo o mundo sugerem que a infec¢do causada por
Toxocara sp. e Giardia duodenalis podem contribuir para o desenvolvimento ou agravamento
de doencas atdpicas, principalmente em criancas. Este estudo determinou a soroprevaléncia de
toxocariase e a prevaléncia de G. duodenalis em criancas atdpicas e nao atdpicas atendidas no
ambulatério de pediatria do Hospital de Clinicas da Universidade Federal de Uberlandia,
identificando as possiveis relagdes com fatores epidemioldgicos. Amostras de sangue foram
coletadas de 122 criancas atdpicas e 51 criancas ndo atdpicas entre 6 e 15 anos que fizeram
previamente o prick teste para confirmar a atopia, além de exames clinicos. Fatores de risco
ou protecdo para toxocariase e giardiase foram analisados por meio de questionario. Amostras
de soro foram testadas para verificar a presenca de anticorpos IgG antiToxocara, 1gG
antiGiardia, IgA sérica antiGiardia e IgE especifica para Dermatophagoides pteronissynus
utilizando ELISA. O indice de avidez dos anticorpos IgG antiToxocara foi determinado para
verificar se a infeccdo era recente ou tardia. Amostras de fezes foram também coletadas para
verificar a presenga de cistos e/ou trofozoitos de G. duodenalis. Extratos fecais foram
produzidos para realizacdo do ELISA para IgA fecal antiGiardia.A soroprevaléncia para
Toxocara sp. em criancas atopicas foi de 19,7%. Nenhuma associacdo significante foi
encontrada entre a infeccdo e possiveis fatores em criangas atopicas. Na maior parte das
amostras o indice de avidez foi alto, indicando uma infeccdo adquirida ha mais tempo. A
prevaléncia de G. duodenalis em criancas atopicas foi de 5,7%. Ter parentes de primeiro grau
com alergia foi a Unica variavel que apresentou associacdo significante com a giardiase em
criancas atopicas. Na comparacdo entre os niveis de IgE especifica para D. pteronyssinus
entre individuos sorologicamente positivos e negativos para Toxocara sp. €, positivos e
negativos para G. duodenalis verificou-se que ndo houve diferenca estatisticamente
significante. O Kappa de concordancia entre IgA sérica antiGiardia, IgA fecal antiGiardia e
IgG antiGiardia foi baixo denotando uma reprodutibilidade ruim. Embora ndo tenha sido
encontrada associacao estatistica entre toxocariase humana e atopia, o presente estudo revelou
alta soroprevaléncia de Toxocara sp em criangcas, 0 que pode indicar uma contaminagéo
ambiental com ovos do parasito no mesmo ambiente onde essas criancas vivem. Em relagéo a
giardiase, a Unica variavel relacionada estatisticamente foi o fato das criancas atopicas terem
parentes de primeiro grau também com atopia. Conjectura-se que que neste estudo, atopia e

parasitismo podem ndo ter uma relagdo, entretanto, mais estudos s&o necessarios.

Palavras-chave: atopia, criangas, ELISA, fatores de risco, Giardia duodenalis, Toxocara sp.



Abstract



Epidemiological studies conducted around the world suggest that infection by Toxocara sp.
and Giardia duodenalis may contribute to the development or exacerbation of atopic diseases,
especially in children. This study analyzed the seroprevalence of toxocariasis and the
prevalence of G. duodenalis in atopic and non-atopic children treated at the pediatric clinic of
the Clinical Hospital of the Federal University of Uberlandia, to identify possible correlations
with epidemiological factors. Blood samples were collected from 122 atopic children and 51
non-atopic children between 6 and 15 years old who underwent previous skin-prick testing to
confirm atopy, as well as clinical examinations. Risk or protective factors for toxocariasis and
giardiasis were analyzed by means of a questionnaire. Serum samples were tested for the
presence of antibodies of anti-Toxocara 1gG, anti-Giardia 1gG, serum anti-Giardia IgA, and
Dermatophagoides pteronyssinus-specific IgE, using ELISA. The avidity index of anti-
Toxocara IgG antibodies was determined to check whether the infection was recent or
delayed. Stool samples were also collected to check for the presence of cysts and/or
trophozoites of G. duodenalis. Fecal extracts were produced to perform the ELISA for fecal
anti-Giardia IgA. The seroprevalence of Toxocara sp. in atopic children was 19.7%. No
significant association was found between the infection and possible factors in atopic
children. Most of the samples showed a high avidity index, indicating long-standing infection.
The prevalence of G. duodenalis in atopic children was 5.7%. The only variable that was
significantly associated with giardiasis in atopic children was having first-degree relatives
with allergy. A comparison of the levels of D. pteronyssinus-specific IgE among individuals
serologically positive and negative for Toxocara sp. and positive and negative for G.
duodenalis showed no statistically significant difference. The Kappa correlation between
serum anti-Giardia IgA, fecal anti-Giardia IgA and anti-Giardia 1gG was low, denoting poor
reproducibility. Although no statistical association was found a between human toxocariasis
and atopic disease, this study revealed a high seroprevalence of Toxocara sp in children,
which may indicate environmental contamination with the parasite’s eggs in the environment
where these children live. As for giardiasis, the only statistically related variable was the fact
that atopic children have first-degree relatives also with atopy. It is speculated that in this

study, atopy and parasitism may not have a relation; however, further studies are needed.

Keywords: Atopy, children, ELISA, risk factors, Giardia duodenalis, Toxocara sp.



1- Introducao



A prevaléncia de asma e outras manifestaces alérgicas tém aumentado
consideravelmente em paises desenvolvidos e tornou-se importante problema de salde
publica em muitos paises em desenvolvimento. A asma e as manifestacdes alérgicas cutaneas
sdo consideradas doencas cronicas comuns, estando, em muitos casos, associadas a infeccoes
parasitérias helminticas e por protozoarios. Dentre essas parasitoses, a literatura menciona que
Entamoeba histolytica, Strongyloides sp. e Toxocara sp. estdo diretamente relacionados como
causa de urticarias cronicas, além de rinites, bronquites recorrentes e asma. Entretanto,
Giardia duodenalis tem sido excepcionalmente mencionada como causadora dessas alteracdes
(AZlZ et al., 2001).

Estudos epidemiolégicos demonstram varios fatores de risco para as diversas
manifestacdes alérgicas (FIGUEIREDO et al., 2005; KUSTIMUR et al., 2007) e sugerem que
a infeccdo causada pelo ascarideo Toxocara sp. contribui para o desenvolvimento dessas
manifestacdes, incluindo a asma (CHAN et al., 2001; LYNCH et al., 1993; PINELLI et al.,
2006). Buijs et al. (1994) avaliaram a relacdo entre a soroprevaléncia e asma alérgica em
criancas de 4-6 anos e encontraram associacdo entre asma recorrente e soropositividade para
Toxocara. Esses autores acreditam que este parasito possa contribuir para a manifestacdo de
asma em criancas predisponentes a alergia. Evidéncias de estudos epidemioldgicos em varios
paises demonstram que manifestacbes alérgicas ocorrem frequentemente em individuos
soropositivos para Toxocara, sugerindo que a infecgdo com este helminto contribui para
desenvolvimento dessas alteracdes (PINELLI et al., 2007).

Toxocariase é zoonose causada pelo Toxocara canis e/ou T. cati, nematddeos parasitos
de cées e gatos, respectivamente. Em criancas, a infeccdo ocorre pela ingestdo de ovos de
Toxocara sp, pela contaminacéo direta das méos, especialmente os dedos; contato direto com
filhotes caninos e ou felinos, principalmente aqueles com idade entre duas semanas e seis
meses e, de forma indireta, por meio de contato com objetos contaminados com ovos
infectantes desse parasito, dentro e fora de casa e pela ingestdo de solo contendo ovos e larvas
(CARVALHO; ROCHA, 2011). Quando ovos contendo a larva infectante séo ingeridos pelos
humanos, hospedeiros ndo compativeis, essa se torna livre e atravessa a parede intestinal,
caindo na circulacdo sanguinea e chegando a varios 0rgdos, embora ndo se desenvolva na
forma adulta. Trés formas clinicas de toxocariase sdo descritas: Larva migrans visceral
(LMV), Larva migrans ocular (LMO) e toxocariase oculta ou subclinica. A LMV pode
invadir 6rgdos como figado, pulmdes, olhos e cérebro (KUSTIMUR et al., 2007) e os
sintomas incluem eosinofilia, hepatomegalia, miocardite, nefrite, epilepsia, febre, urticéria,

desordens no sistema nervoso central, tosse, asma, dificuldades respiratdrias graves e dor
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abdominal (MAGNAVAL et al.,, 2001). A LMO ocorre unilateralmente entre criangas e
adultos, podendo causar corioretinite, uveite, estrabismo e perda da visdo. A infeccdo ocular
pode ser subclinica e somente detectada durante exame ocular de rotina (FIGUEIREDO et al.,
2005). Na toxocariase oculta, os sinais clinicos mais frequentes sdo febre, anorexia, dores de
cabeca, dores abdominais, nausea, vomitos, pneumonia, tosse, asma e hepatomegalia, sendo
que muitas vezes, os individuos ndo sdo diagnosticados devido as alteracdes ndo serem
especificas (MAGNAVAL et al., 2001).

A larva de Toxocara sp. secreta e excreta produtos altamente imunogénicos, 0s quais
promovem a resposta imune celular do tipo Th,, levando a producdo de IL-4 e IL-5,
responsaveis pela inducdo de IgE e eosinofilia. Além disso, a liberagdo de antigenos durante a
migracdo em tecidos como figado e pulmdes, provocam reagdes imunoinflamatdrias
resultando numa variedade de doencas, incluindo as do trato respiratério. Infec¢bes com
Toxocara sp. podem acelerar a expresséo de afec¢cBes como a asma em criangas suscetiveis e
ou agravar asma preexistente. (BUIJS et al., 1997; DEL PRETE et al., 1991;).

A toxocariase humana € uma das mais comuns infec¢des zoonoticas do mundo e a
soroprevaléncia varia entre 2 a 92,8%, de acordo com a regido geogréafica e a idade do grupo
estudado (BUIJS et al., 1994; PARK et al., 2002). A soroprevaléncia de Toxocara sp. tem
sido amplamente investigada na etiologia da asma especialmente em criangas, uma vez que
estas podem ser expostas mais comumente a infeccdo por esse helminto em parques infantis,
pracas publicas e tanques de areia, além de outros fatores de risco associados (BUIJS et al.,
1997; CHAN et al., 2001; SHARGHI et al., 2001).

A respeito da alta prevaléncia, mesmo em paises industrializados, € infeccdo
relativamente negligenciada, sendo uma das razbes a dificuldade no diagndstico direto
(COOPER, 2008). Desta forma, o ELISA (Ensaio ImunoEnzimatico) é o método utilizado
para diagnostico de toxocariase humana e para estudos epidemiologicos na deteccdo de 1gG,
imunoglobulina reativa aos antigenos de excrecdo e secrecdo de Toxocara (TES). A
sensibilidade e a especificidade desse método variam de acordo com o antigeno utilizado
(GARCIA, 2001; TAYLOR; HOLLAND, 2001). Além disso, o indice de avidez (afinidade
funcional) de anticorpos IgG especificos parece ser util para discriminar entre fase aguda e
cronica da infecgéo, ou seja, os anticorpos IgG com alta avidez estdo associados com a fase
crbnica e 1gG, com baixa avidez, associados a toxocariase adquirida recentemente (HUBNER,
etal., 2001).

O protozoario flagelado Giardia duodenalis, responsavel pela giardiase, esta associado

com manifestagdes alérgicas em 70% dos portadores sintomaticos (DI PRISCO et al., 1998).
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Um aumento na incidéncia de urticaria e alergia a alimentos em giardiase pode ser sugestivo
de alteracfes em células da mucosa intestinal que levam a absor¢édo de substancias estranhas e
desenvolvimento de alergia (DI PRISCO et al., 1998; HARDIN et al., 1997).

De acordo com Nenoff et al. (2005), as manifestacGes cutaneas associadas a giardiase
ocorrem raramente, mas quando observadas, a urticaria e o angioedema sdo 0s mais comuns.
Em estudo realizado por Bayraktar et al. (2005), confirmou-se associagdo entre giardiase e
condicdes alérgicas, no qual 36,9% dos casos tinham algum sintoma alérgico, como urticaria
ou coceira. Os autores mencionam que 0 desaparecimento destes sintomas ocorreu apos
terapia com metronidazol. Por outro lado, em estudo realizado no Brasil por Souza et al.
(2012), a presenca de sintomas de asma, atopia e niveis de IgE ndo foram associados com a
presenca de infeccdo por G. duodenalis em criancas.

A giardiase é, usualmente, autolimitante em individuos imunocompetentes, indicando a
presenca de mecanismos efetivos de defesa do hospedeiro contra o parasito (ECKMANN,
2003). Estudos tém demonstrado que a resposta imune do hospedeiro no controle da infec¢do
primaria por G. duodenalis € resultante da grande variedade de fatores imunoldgicos,
incluindo células TCD4" e citocinas, Oxido nitrico, mastdcitos intestinais e seus produtos e a
acdo de células B e seus anticorpos (ABDUL-WAHID; FAUBERT, 2008). Células
mastocitarias sdo importantes na imunidade pelo aumento da produgéo de IL-6 bem como na
alergia, via desgranulacdo e liberacdo de varios mediadores como, histamina, citocina e
leucotrienos (LI et al., 2004).

Varios estudos utilizando secrecOes intestinais de camundongos infectados demonstram
a presencga de anticorpos IgA, IgG e IgM especificos & G. duodenalis (ABDUL-WAHID;
FAUBERT, 2008; HEYWORTH, 1986; HEYWORTH, 1992; SKEA; UNDERDOWN, 1991;
SNIDER; UNDERDOWN, 1986). Esses anticorpos atuam diretamente no controle da
giardiase, pois se ligam aos antigenos de superficie presentes no disco adesivo dos
trofozoitos, interferindo na aderéncia a mucosa intestinal, além de promoverem a
imobilizacdo e aglutinagdo do parasito (HEYWORTH, 1986; LANGFORD et al., 2002).
Anticorpos IgA sdo os isotipos mais abundantes na mucosa intestinal, e provavelmente a
producdo destes é o fator mais importante para o controle e eliminacdo do parasito no
intestino delgado (LANGFORD et al.,, 2002; SKEA; UNDERDOWN, 1988; SKEA;
UNDERDOWN, 1991; SNIDER; UNDERDOWN, 1986; SNIDER; SOLAYMANI-
MOHAMMADI; SINGER, 2010). Além dessas imunoglobulinas Perez et al. (1994) e Di
Prisco et al. (1998), observaram niveis de IgE totais em individuos com giardiase. A IgE

parece contribuir para eliminagdo da parasito por meio de citotoxicidade direta, lise mediada
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por complemento ou opsonizagdo (HEYWORTH, 1992). Essa imunoglobulina é citada na
literatura como importante na imunidade a infec¢Bes helminticas, entretanto antigenos de G.
duodenalis podem conter moléculas “allergen-like” que aumentariam a producdo de IgE total
e especifica (JIMENEZ et al., 2004). A ligacdo cruzada de IgE nos mastocitos e eosinofilos
pelos receptores iniciaria a ativacdo e subsequente liberacdo destes mediadores, tais como
histamina, que atuariam em diferentes tecidos, causando doencas alérgicas em um individuo
com giardiase. Altos niveis de IgE totais tém sido observados em individuos com giardiase,
particularmente nos casos de alergia (BAYRAKTAR et al., 2005; GIACOMETTI et al.,
2003).

G. duodenalis ¢ protozoario flagelado que se reproduz no intestino delgado causando a
giardiase (PLUTZER; ONGERTH; KARANIS, 2010), sendo considerado um dos principais
parasitos responsaveis pela disfuncdo gastrointestinal em humanos e outros animais. E
problema global de saide puablica, com 300 milhdes de pessoas infectadas a cada ano
(MORRISON et al., 2007). A prevaléncia varia de acordo com a &rea geografica estudada e a
metodologia empregada no diagndstico. Estudos realizados demonstram que entre a
populacéo, as criancas, principalmente as de idade pré-escolar, idosos e imunocomprometidos
sdo os mais acometidos. De acordo com Plutzer, Ongerth, Karanis, (2010) a giardiase foi
incluida pela Organizacdo Mundial de Saide como “doenca negligenciada”, na qual ainda
existem lacunas na compreensao de sua importancia.

A transmissdo ocorre por contaminacgédo oro-fecal, principalmente pela 4gua, alimentos
ou fomites contaminados com cistos do parasito, sendo importante ressaltar a transmissédo
pelo contato pessoa-pessoa (TEIXEIRA; HELLER; BARRETO, 2007). Muitos surtos estdo
associados & contaminacdo de cursos de &gua e a processos deficientes de tratamento e
distribuicdo da mesma (FAYER, 2004; ROSE; HAAS; REGLI, 1991). H& uma seérie de
indicacdes que animais e humanos servem como contaminantes de abastecimento de &gua,
mas a frequéncia da transmissdo zoondtica, antroponética, antropozoondética ou
zooantropondtica e a questdo de quem infecta quem, permanecem obscuras (PLUTZER;
ONGERTH; KARANIS, 2010).

A patogenia dessa parasitose nao esta claramente entendida, entretanto segundo
Solaymani-Mohammad, Singer (2010), incluem ruptura da barreira epitelial, defeitos na borda
do epitélio, secrecdo de ions cloreto e hipermotilidade da musculatura lisa intestinal. O
espectro de manifestagbes clinicas da giardiase humana é amplo, variando de leve e

transitério a sintomas caracteristicos, constituidos por um inicio agudo de diarreia, colicas
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abdominais, acompanhada de nauseas e perda de peso (FARTHING, 1996; LEBWOHL;
DECKELBAUM; GRENN, 2003; PLUTZER; ONGERTH; KARANIS, 2010)

Em se tratando da relevancia da G. duodenalis como problema de saide publica,
principalmente em paises em desenvolvimento como o Brasil, o diagndstico € impreciso e
insatisfatorio (STIBBS; SAMADPOUR; MANNING, 1988). Atualmente, este é realizado na
rotina, pela demonstracdo de cistos ou trofozoitos nas fezes de pacientes. O exame
parasitologico de fezes muitas vezes se mostra ineficaz, quando o parasito € diagnosticado por
um anico exame de fezes, devido ao padrdo intermitente na eliminacdo de cistos, sendo
necessarias, no minimo, trés amostras fecais coletadas em dias alternados (ADAM, 2001;
GOKA et al., 1990; HEYMANS; ARONSON; VAN HOOFT, 1987; UNGAR et al., 1984;
WOLFFE, 1992). O ELISA e a PCR sao considerados poderosos instrumentos para a
deteccdo da infeccdo, apresentando sensibilidade de 92% e especificidade de 98% (UNGAR
etal., 1984).

Os estudos procuram elucidar a existéncia ou ndo da associacdo entre alergia e
parasitismo, assim como também se o individuo alérgico é mais suscetivel ou ndo a infeccéo
parasitaria ou o inverso e qual mecanismo utilizado para que 0s processos ocorram.

Em relacdo a toxocariase, existem trabalhos realizados a partir de observa¢fes em
humanos e modelos experimentais, que associam manifestacbes alérgicas a doenga.
Entretanto, G. duodenalis tem sido excepcionalmente mencionada como causadora de
manifestacdes alérgicas, havendo poucos estudos no Brasil, sobre a associacao entre alergia e
esse parasitismo.

Baseado nisto, ha necessidade de estudos que tentem elucidar a existéncia ou nao de
associacdo ndo somente de alergias com helmintos, mas também com protozoarios,

observando ndo somente a prevaléncia, mas também variaveis clinicas e imunologicas.
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2-Objetivos
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Geral:

Determinar se existe relacdo entre a soroprevaléncia de anticorpos IgG antiToxocara e
a presenca de G. duodenalis com manifestacfes alérgicas observadas em criancas atendidas
no Ambulatorio de Alergia e Imunologia Pediatrica do Hospital de Clinicas da Universidade
Federal de Uberlandia

Especificos:

-Determinar a soroprevaléncia para Toxocara sp. e prevaléncia para G. duodenalis em

todas criancas que apresentarem qualquer manifestacdo alérgica;

- Determinar a ocorréncia de cistos e /ou trofozoitos de G. duodenalis pelo exame
coproldgico em criangas atendidas no Ambulatorio de Alergia e Imunologia Pediatrica do
Hospital de Clinicas da Universidade Federal de Uberlandia;

-Comparar os resultados obtidos pela sorologia com o0s exames coproparasitoldgicos
para G. duodenalis;

- Determinar o Indice de Avidez dos anticorpos IgG antiToxocara, para verificar se a
infeccdo é recente ou tardia;

- Estabelecer associagdo entre a soroprevaléncia para Toxocara sp. e variaveis clinicas,
laboratoriais e epidemioldgicas;

- Estabelecer associacdo entre a positividade para G. duodenalis e variaveis clinicas,
laboratoriais e epidemioldgicas;

- Verificar se os niveis de IgE especifica para Dermatophagoides pteronyssinus (Der p)
estdo maiores nos individuos positivos para G. duodenalis e sorologicamente positivos
para Toxocara sp.

- Verificar a concordancia entre IgG antiGiardia, IgA fecal antiGiardia e IgA sérica

antiGiardia.
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3-Material e Métodos
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3.1 - Area de estudo:

O municipio de Uberlandia esta situado na regido oeste do estado de Minas Gerais,
denominada Triangulo Mineiro. Localiza-se geograficamente na latitude de 18° 55’ 25” Sul e
longitude de 48° 16’ 38” Oeste. O municipio possui 4.115,822 Km?2 e temperatura média
anual de 22,6°C. A populagdo de Uberlandia no ano de 2010 foi estimada em 600.285
habitantes, segundo o Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica (IBGE, 2010).

A populacdo uberlandense e de outros municipios em regides proximas € assistida, na
area da saude, pelo Hospital de Clinicas da Universidade Federal de Uberlandia, pelas
Unidades de Atendimento Integrado (UAIs) que séo unidades mistas, com atendimento
ambulatorial na atencdo béasica e pronto atendimento funcionando 24 horas todos os dias,
pelas Unidades Bésicas de Saude (UBS) e pelas Unidades Basicas de Saude da Familia
(UBSF).

3.2 - Populacéo de estudo:

O estudo foi conduzido com numero amostral minimo de 122 criancas entre 6-15 anos,
portadoras de manifestacGes alérgicas e atopicas, atendidas no Ambulatério de Alergia e
Imunologia Pediatrica do Hospital de Clinicas da Universidade Federal de Uberlandia.

Durante a triagem da amostra, todas as criancas que fizeram o teste cutaneo de puntura
(TCP) e foram consideradas positivas (n=122) foram incluidas no grupo de pacientes
atépicos, entretanto 51 criancas tiveram o teste considerado negativo, sendo ndo atépicas.
Inicialmente este grupo seria excluido do trabalho, mas observou-se que essa amostra poderia
contribuir com dados importantes de comparacdo para o estudo. Assim, optou-se por dois
grupos: 122 criangas atopicas e 51 criancas nao atépicas.

Foram excluidas do estudo as criancas que apresentaram pelo menos uma das
seguintes caracteristicas:

- criancas com idade inferior a seis anos e superior a 15 anos;

- presenca de lesdes dermatoldgicas na area de realizacdo do teste cutaneo;

- tratamento com drogas antiinflamatorias esteroidais e/ou anti-histaminicos de
primeira ou segunda geracdo, no periodo inferior a duas semanas que antecederam o
atendimento (KANCELJAK-MACAN et al., 2002);

- ndo assinatura do Termo de Consentimento pelos pais ou responsaveis (Anexo Ill);

- recusa em participar do estudo por qualgquer motivo.
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3.3 - Autorizacao e aprovacao do Comité de ética:

Este projeto foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa (CEP) da Universidade
Federal de Uberlandia sob registro 083/10 (Anexo 1) e pela Comisséo de Pesquisa e Etica do
Instituto de Medicina Tropical de Sdo Paulo (USP) sob o nimero CPE-IMT 2010/086 (Anexo

).

3.4 - Caracterizacéo da Atopia

Para caracterizar a atopia, foi realizado o teste cutaneo de puntura (TCP) ou Prick test
descrito por Ownby (1988). Esse procedimento foi feito em todas as criancas que
apresentaram caracteres de alergia apds a consulta com o médico pediatra. Apds antissepsia
com &lcool 70%, microgotas (aproximadamente 30 pL) de cada extrato alergénico foram
depositadas na face interna do antebraco e as punturas realizadas com auxilio de lancetas
apropriadas (ALK-Abello, Horsholm, Dinamarca), mantendo-se distancia de 3 cm entre os
extratos. A leitura do teste foi realizada ap6s 15 minutos. O teste cutaneo foi mensurado para
0s seguintes alérgenos: Dermatophagoides pteronyssinus (Der p), Dermatophagoides farinae
(Der 1), Blomia tropicalis (Blo t), Canis familiaris (Can f), Felis domesticus (Fel d), Blattella
germanica (Bla g), fungos mix e graminea mix, um controle positivo com histamina; um
controle negativo com salina (FDA Allergenic, Immunotech, Brasil). As criangas
participantes do estudo foram caracterizadas como atOpicas se apresentassem reacao cutanea
positiva com papula >3mm em relagdo aquelas do controle negativo. Criancas nao atopicas

ndo tiveram reacdo cutanea positiva para nenhum alérgeno.

3.5 - Instrumento de coleta de dados

Para coleta de dados, com intuito de delinear o perfil epidemiol6gico, questionario foi
aplicado a todos os pais ou responsaveis pelo paciente. Este incluia idade, género, local de
nascimento, tipo de residéncia, habitos comportamentais, contato com animais e
manifestacdes clinicas compativeis com giardiase e/ou toxocariase (Anexo 1V). Para preservar
a identidade das criancas, numeros seriais foram dados aos questionarios, amostras sanguineas

e fecais.

3.6 - Coleta da amostra sanguinea
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Amostras de sangue (5 mL) foram coletadas de cada crianca por pun¢do radial na
regido do antebraco, utilizando tubos Vacutainer descartaveis com e sem EDTA. As amostras
sem EDTA foram centrifugadas a 700 x g por 10 minutos e os soros obtidos foram
distribuidos em aliquotas e armazenados a —20°C até a realizacdo dos testes sorologicos. As
amostras com EDTA foram destinadas a realizacdo do hemograma. Todas as amostras de

sangue foram coletadas por profissionais da equipe de coleta do HC-UFU.

3.7 - Hematologia

O hemograma da amostra sanguinea da crianga foi realizado pelo Laboratério de
Anélises Clinicas da Universidade Federal de Uberlandia. Todos os resultados ficaram
armazenados no sistema de dados do HC e somente os médicos e a responsavel pela pesquisa

tinham acesso a eles. Por meio do hemograma, obtivemos os dados relativos aos eosinéfilos.

3.8 - Coleta da amostra fecal

Amostras fecais de todas as criangas foram coletadas e examinadas para a verificagéo
da presenca de cistos ou trofozoitos do protozoario G. duodenalis.

Frascos coletores identificados (nimero da crianga e numero de coleta), foram
entregue aos pais ou responsaveis para coleta de trés amostras fecais de cada crianca de forma
alternada, ou seja, as amostras eram coletadas com intervalos de 24 horas no periodo de uma
semana. Este procedimento de trés coletas deve-se ao padrdo intermitente de eliminacéo dos
cistos de G. duodenalis, visando aumentar a confiabilidade dos resultados (CARVALHO;
CARVALHO; MASCARINI, 2006). Os frascos coletores identificados foram recolhidos,
armazenados em caixa térmica, contendo gelo e transportados ao Laboratério de Parasitologia
da Universidade Federal de Uberlandia — UFU para seu processamento. Cada amostra colhida
foi dividida em partes que serviram para pesquisa de cistos ou trofozoitos de Giardia

duodenalis e para obtencdo de extratos fecais.

3.9 - Pesquisa de cistos ou trofozoitos de G. duodenalis
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Para pesquisa de cistos ou trofozoitos de Giardia foi utilizada a técnica de centrifugo-
flutuacdo em solucdo de sulfato de zinco a 33%, segundo Faust et al. (1939). As fezes foram
homogeneizadas com 10 mL de &gua destilada, posteriormente filtradas e centrifugadas por 1
min a 1500 x g. Em seguida, o sobrenadante foi descartado, e o sedimento ressuspenso em
agua destilada, completando o volume de 10 mL e novamente centrifugado. Foram realizadas
centrifugacdes, até a obtencdo de sobrenadante claro que foi descartado e o sedimento
ressuspenso em solucéo de sulfato de zinco até completar o volume de 10 mL, sendo realizada
nova centrifugagcdo a 1500 x g por 2 minutos. Apos este periodo, completou-se o tubo até a
superficie com a mesma solucédo, colocando-se, laminula sobre a borda do tubo e deixando-o
em repouso por 10 minutos. A laminula foi depositada sobre lamina com uma gota de lugol e,
em seguida, observada nas objetivas de 10x e 40x do microscépio éptico Olympus CH-2
(Olympus, Japéo). Trés laminas de cada amostra foram analisadas por dois pesquisadores para

averiguar a presenca de cistos ou trofozoitos de G. duodenalis.

3.10 - Obtencao de extratos fecais

Os extratos fecais foram preparados de acordo com Amorim et al. (2010) com
modificagdes. Foram adicionadas a um grama de fezes, 500 pL de PBS e 1 mM de Fluoreto
de Fenilmetilsulfonila - PMSF (Sigma Chemical Co.). Ap6s homogenizacgéo e incubacdo por
1h a 4°C, os tubos foram homogeneizados no vortex (Vortex Mixer KMC, Bionex, Korea) e
centrifugados a 10.000 x g a 4°C por 10 min para remocdo do material insolivel. O
sobrenadante (extrato fecal) foi coletado e estocado a —20° C até o momento do uso. Como
cada crianca coletou trés amostras, foram obtidos trés extratos fecais referentes a primeira,
segunda e terceira coletas. Essas trés amostras de cada crianca foram descongeladas
separadamente, homogeneizadas no vortex e centrifugadas a 5000 x g a 4°C por 10 min.
Posteriormente, 0s sobrenadantes foram juntados em Unica aliquota. Sendo assim, cada

paciente obteve um unico extrato fecal ao qual correspondeu as trés amostras fecais obtidas.

3.11 - Obtencéo dos trofozoitos de G. duodenalis para preparo de antigeno

Os trofozoitos do isolado humano Portland-1 (ATCC: 30888) de G. duodenalis,
Assemblage A, foram cedidos pela Professora Doutora Maria Aparecida Gomes do
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Laboratorio de Amebiase do Instituto de Ciéncias Bioldgicas da Universidade Federal de
Minas Gerais, onde sdo mantidos em meio TYI-S-33 (DIAMOND; HARLOW,; CUNNICK,
1978) modificado por Keister (1983) e suplementado com soro fetal bovino em posicao
inclinada em estufa bacteriolégica com temperatura entre 35,5 e 37°C. Os repiques sao
realizados a cada 72/96 horas, sendo os trofozoitos obtidos em fase exponencial de
crescimento, entre 48-72 horas de cultivo. Em seguida, tubos contendo os trofozoitos foram
acondicionados em caixa térmica, mantendo-se temperatura constante de 37 °C, e
encaminhados para o Laboratorio de Parasitologia da Universidade Federal de Uberlandia. As
formas trofozoiticas foram utilizadas para preparo do antigeno sollvel necessario para os

ensaios imunoldgicos.

3.12 - Preparo de Antigeno Solavel de trofozoitos de G. duodenalis

O antigeno solavel de G. duodenalis foi preparado conforme metodologia descrita por
Yanke et al. (1998) com modificacBes. Frascos contendo trofozoitos foram submetidos a
banho de gelo por 30 minutos para deslocamento dos trofozoitos da parede do tubo e
centrifugados a 500 x g a 4°C por 10 min. O sobrenadante foi desprezado, e 0 sedimento
ressuspenso em 10 mL de PBS estéril e gelado. Este procedimento de lavagem foi repetido
cinco vezes e o Ultimo sedimento ressuspenso em 3 mL de PBS, acrescido dos inibidores de
proteases: 30 pL de Fluoreto de Fenilmetilsulfonila — PMSF a 1,6 mM (Sigma ChemicalCo.,
MO, USA); 12 pL de Leupeptina a 100 ug/mL (Sigma Chemical Co.) e 20 pL de Aprotinina
a 10 pg/mL (Sigma Chemical Co.). Em seguida, foram realizados 10 ciclos de congelamento
em N liquido e descongelamento em banho-maria a 37°C. O extrato antigénico foi submetido
a seis ciclos de 1 minuto em ultrassom, em banho de gelo, seguidos por centrifugacdo a 10000
X g, 30 min a 4°C. O sobrenadante foi coletado e a concentragdo protéica determinada pelo
método de Lowry (1951). Antes do acréscimo dos inibidores de protease, foi retirado uma

amostra para simples contagem dos trofozoitos.

3.13 - Preparo de Antigeno de Excrecao/Secrecédo de Toxocara canis (TES)

Parasitos adultos de Toxocara sp. foram obtidos pelas amostras fecais de cées filhotes
tratados com sulfato de piperazina 46% (dose de 45mg/kg), provenientes de clinicas
veterinarias particulares e Associacdo Protetora dos Animais (APA) do municipio de
Uberlandia.
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Os parasitos foram lavados com salina (0,85%) e somente as fémeas foram
selecionadas. O material foi colocado em caixa de isopor contendo gelo e transportado para o
Laboratorio de Imunopatologia da Esquistossomose do Instituto de Medicina Tropical de S&o
Paulo, para elaboracéo e obtencdo do antigeno de Excrecédo e Secrecdo de Toxocara sp.

O antigeno foi preparado como descrito por Elefant et al. (2006), seguindo a versao
modificada do método publicado por Savigny (1975). Resumidamente, ovos de T. canis
foram coletados do Gtero de fémeas e, para o embrionamento, os ovos foram incubados em
formalina 2%, por um més a 28 °C. Os ovos embrionados foram chocados artificialmente em
meio Eagle livre de soro, e a suspensdo, contendo as larvas de segundo estadio (L), foi
transferida para o aparelho de Baermann, com o auxilio de um cotonete e, apos 18 h, as larvas
foram coletadas do fundo do aparelho. Culturas contendo as larvas foram incubadas a 37 °C e,
em intervalos semanais, o fluido da cultura era removido e substituido por meio fresco. Foi
adicionado inibidor de protease (5mL de 200mM Fluoreto de Fenilmetanosulfonila — PMSF
(Sigma ChemicalCo., MO, USA) e concentrado 100 vezes em aparelho Amicon, dialisado
com agua destilada, centrifugado (18 500 g) a 4 °C por 60 min e filtrado por membrana
Millipore 0,22 milimetros (Millipore, Danvers, MA). O contedo protéico foi determinado
pelo Método de Lowry (LOWRY et al.,1951) e os antigenos foram armazenados em aliquotas
a-20 °C até o momento do uso.

3.14 - Producéo de Extrato de Ascaris suum adulto (AWE)

Adultos, fémeas e machos de A. suum foram obtidos do intestino de porcos abatidos
em frigorificos do municipio de Uberlandia-MG. Estes, apds coleta e identificagdo, foram
lavados e armazenados em solucao fisiologica estéril a 4 C° até 0 momento do uso.

Anticorpos néo-especificos presentes no soro foram removidos pela absor¢do com
AWE. Este extrato antigénico foi obtido baseado em método descrito previamente
(KANAMURA et al., 1981) com modificagdes.

O parasito A. suum foi macerado em agua destilada e 1.5 M de NaOH foi adicionado
até uma concentracdo final de 0.15 M. Apds 2 h em temperatura ambiente, a mistura foi
neutralizada com 6 M HCI e centrifugada (18500 g) a 4 °C por 20 min. O conteudo protéico
do sobrenadante foi analisado pelo método de Lowry (LOWRY et al., 1951).

3.15 - Deteccéo dos anticorpos 1gG especificos a Toxocara sp.

39



Os anticorpos 1gG antiToxocara foram detectados pelo método ELISA com base no
método descrito por Savigny et al. (1979), com algumas modificagdes (ELEFANT et al.,
2006). A solucao do antigeno TES (1,9 mg / mL em carbonato 0,1 M tampao bicarbonato, pH
9,6) foi utilizada para sensibilizar as placas de poliestireno (Corning Incorporated-Costar,
Nova York E.U.A.). O bloqueio para o anticorpo IgG foi realizado com soro albumina bovino
1% (BSA, Sigma, E.U.A)) em 0,01 M de tampéo fosfatosalina pH 7,2, contendo 0,05%
Tween-20 (PBS-T). Os soros foram pré-absorvidos com AWE (Extrato de A. suum adulto)
(25 pg/ml) em PBS-T, por 30 min a 37 °C. Amostras de soro foram diluidas 1/320 para IgG.
Conjugados de peroxidase foram diluidos 1/10000 para 1gG anti-humano(Sigma, E.U.A.).
Como substrato cromodgeno, orto-fenilenodiamina (OPD) (0,4 mg/mL - OPD-Fast,Sigma,
E.U.A.) e H,0,-uréia (0,4 mg / mL) em 0,05 M tampdo citrato foram adicionados. A reacéao
foi interrompida com 2 M H,SO,. A absorvancia a 492 nm foi determinada em um leitor de
microplacas (Titertek Multiskan MCC/340, Lab-system, Finléndia). Os valores de cut-off
foram calculados com base na média da absorbancia de soros de pacientes negativos.

3.16 - Avidez dos Anticorpos 1gG pelo ELISA

A determinacgdo do indice de avidez (IA) do anticorpo IgG foi baseado no método
dissociativo utilizando uréia como agente denaturante (HEDMAN et al., 1989). Amostras de
soro foram diluidas 2x em PBS e aplicadas em duplicata em placas de microtitulacdo. Apos
incubacéo por 40 min a 37 °C, um poco da duplicata foi lavado 3x com PBS-T por 5 min; do
mesmo modo, 0 outro pogo foi lavado com 8 M de uréia dissolvido em PBS-T. O indice de
avidez foi calculado dividindo a absorbancia da amostra tratada com uréia pela amostra ndo
tratada e multiplicado por 100. Todos os valores maiores que 50% foram ordenados como 1gG
com alta avidez (HEDMAN; ROUSSEAU, 1989).

3.17 - Deteccdo de anticorpos 1gG especificos a G. duodenalis

Os niveis de IgG especifica a G. duodenalis foram determinados pelo ensaio
imunoenzimatico (ELISA) em amostras de soro. Todos 0s passos necessarios para determinar
a lgG sérica foram previamente padronizados. Placas de microtitulacdo de alta afinidade
(Costar/Corning — 3590) foram sensibilizadas com 3 pg/well de extrato soltvel de G.

duodenalis em tampéo carbonato-bicarbonato 0,06M pH 9,6 (50 uL/pog¢o) e incubadas por
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18h a 4°C. As placas foram lavadas 3x com PBS — 0,05% Tween 20 (PBST) e bloqueadas por
2h a 37°C com 100 pL/well de PBS- Molico 5% (Nestlé Brasil LTDA) e em seguida, lavadas
(3x) ¢ incubadas com 100 pL/well de soro diluidos em 1:5 em PBS-Molico 1%, em duplicata,
por 1h a 37°C. Apos lavagem (6x), 50 puL/poco de anticorpo anti-lgG humana (Caltag Lab.
Inc.) foram adicionados e incubados por 1h a 37°C. Logo depois, as placas foram lavadas (6x)
e a reacéo foi revelada com o substrato OPD (orto-fenilenodiamina) em tampao citrato-fosfato
a 0,1M, pH 5 contendo H,0, a 30% e finalizada com H,SO,4 2N. Os valores de densidade

optica (D.O) foram mensurados em leitor de ELISA (Polaris- Celer) a 492 nm.

3.18 - Deteccdo de anticorpos IgA secretora especificos a G. duodenalis

Os niveis de IgA secretora especifica a G. duodenalis foram determinados pelo ensaio
imunoenzimético (ELISA) em amostras de extrato fecal. Todos 0s passos necessarios para
determinar a IgA fecal foram previamente padronizados. Placas de microtitulagéo de alta
afinidade (Costar/Corning — 3590) foram sensibilizadas com 10 pug/mL por placa (50
ulL/pogo) com extrato soluvel de G. duodenalis diluidos em PBS e incubadas por 18h a 4°C.
As placas foram lavadas 3x com PBS — 0,05% Tween 20 (PBST) e bloqueadas por 1h a 37°C
com 200 pL/well de PBS- Molico 5% (Nestlé Brasil LTDA) e, em seguida, lavadas (3x) e
incubadas com 50 pL/pogo de amostras de extrato fecal a 1:5 em PBS-Molico 1% em
duplicata, por 2h a 37°C. Apos lavagem (6x), 50 uL/poco de anticorpo biotinilado anti-IgA
humana (Caltag Lab. Inc.) foram adicionados e incubados por 1h a 37°C. Em seguida, as
placas foram lavadas (6x) e 50 uL/pogo de estreptavidina-peroxidase foram incubados por 30
min a 37° C. A reacéo foi revelada com o substrato TMB (BD Biosciences, San Diego, CA,
EUA) e finalizada com H,SO4 2N. Os valores de densidade Optica foram mensurados em
leitor de ELISA (Polaris- Celer) a 450 nm.

3.19 - Deteccéo de anticorpos IgA sérica especificos a G. duodenalis

Os niveis de IgA sérica especifica a G. duodenalis foram determinados pelo ensaio
imunoenzimatico (ELISA) em amostras de soro. Todos 0s passos necessarios para determinar
a IgA sérica, foram previamente padronizados. Placas de microtitulacdo de alta afinidade
(Costar/Corning — 3590) foram sensibilizadas com 3 pg/well (50 pL/pogo) de extrato solavel
de G. duodenalis diluidos em tampdo carbonato-bicarbonato 0,06M e incubadas por 18h a
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4°C. As placas foram lavadas 3x com PBS — 0,05% Tween 20 (PBST) e bloqueadas por 2h a
37°C com 100 pL/well de PBS- Molico 5% (Nestlé Brasil LTDA) e, em seguida, lavadas (3x)
e incubadas com 50 uL/well de amostras de soro a 1:5 em PBS-Molico 1%, em duplicata, por
1h a 37°C. Apds lavagem (6x), 50 uL/pogo de anticorpo biotinilado anti-IgA humana (Caltag
Lab. Inc.) foram adicionados e incubados por 1h a 37°C. Em seguida, as placas foram lavadas
(6x) e 50 uL/pogo de estreptavidina-peroxidase foram incubados por 30 min a 37° C. A reagao
foi revelada com o substrato ABTS (KPL, Gaithersburg, MD, USA) em temperatura ambiente
e camara escura. Os valores de densidade Optica foram mensurados em leitor de ELISA a 405

nm.

3.20 — Extrato Soluvel de D. pteronyssinus

O extrato soltvel de Dermatophagoides pteronyssinus (Der p) foi obtido do kit de
teste cutaneo de puntura (FDA Allergenic, Immunotech, Brasil). O conteudo protéico foi
determinado através do Método de Bradford (1976).

3.21 - Deteccéo de anticorpos IgE especificos a Dermatophagoides pteronyssinus

Os niveis de IgE sérica especifica a Dermatophagoides pteronyssinus foram
determinados pelo ensaio imunoenzimatico (ELISA) em amostras de soro. Todos 0s passos
necessarios para determinar a IgE serica, foram previamente padronizados. Placas de
microtitulacdo de alta afinidade (Costar/Corning — 3590) foram sensibilizadas com 20 pg/mL
por placa (50 uL/well) de extrato soluvel de D. pteronyssinus diluidos em tamp&o carbonato-
bicarbonato 0,06M e incubadas por 18h a 4°C. As placas foram lavadas 3x com PBS - 0,05%
Tween 20 (PBST) e blogueadas por 1h em temperatura ambiente com 150 pL/well de PBS-T-
BSA 1% e, em seguida, lavadas (3x) e incubadas com 50 pl/well de amostras de soro a 1:2
em PBS-T-BSA 1%, em duplicata, por 2h a 37°C. Apés lavagem (6x), 50 upL/well de
anticorpo biotinilado anti-IgE humana (Caltag Lab. Inc.) foram adicionados e incubados por
1h a 37°C. Posteriormente, as placas foram lavadas (6x) ¢ 50 uL/poco de estreptavidina-
peroxidase foram incubados por 30 min em temperatura ambiente e cAmara escura. A reagao
foi revelada com o substrato ABTS (KPL, Gaithersburg, MD, USA) em temperatura ambiente
e camara escura. Os valores de densidade Optica foram mensurados em leitor de ELISA a 405

nm.
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3.22 - Andlise Estatistica

Nas comparacdes para duas proporcdes, foi utilizado o teste Qui-quadrado X* e em
andlises com freqiiéncias esperadas menores do que cinco, foram utilizados os testes Exato de
Fisher utilizando-se do programa computacional Epi Info 3. 5. 4 (DEAN et al., 2008). A
concordancia KAPPA foi calculada utilizando o programa computacional Bioestat 5.0
(Sociedade Civil Mamiraud, Brasil, 2007). A interpretacdo do coeficiente Kappa foi baseada
em ROSNER (2011). Para quantificar a associacdo entre os possiveis fatores de risco a
infeccdo por Giardia duodenalis e Toxocara sp., foi usada a Odds Ratio (OR) com intervalo
de confianca de 95 %, utilizando-se do programa computacional Epi Info 3. 5. 4 (2012), onde
as informacGes foram armazenadas e analisadas. Programa disponivel no site

www.cdc.gov/epiinfo. A confecgdo dos graficos foi realizada pelo software GraphPad Prism,

versdo 5.0 (GraphPad Software Inc., San Diego, CA, EUA), com estatistica analisada por
meio do teste ANOVA com pds-teste de comparagdo multipla de Dunn.

As diferencas foram consideradas estatisticamente significantes quando p< 0,05.

3.23 - Divulgacao dos resultados e retorno para os pacientes

Os resultados dos testes cutaneos de puntura foram passados no momento do exame
para as equipes de médicos pediatras responsaveis do HC. Todos os resultados dos exames de
fezes e de sorologia (quando considerados relevantes apds analise) foram repassados para 0s
médicos que tomaram as providéncias cabiveis, como, por exemplo, tratamento dos casos
positivos. Os resultados dos hemogramas eram acessados constantemente pelos medicos.
Além dos resultados, todos o0s responsaveis receberam orientacdes sobre parasitoses e

melhorias no comportamento em relacdo a processos alérgicos.
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4.1 - Ambulatorio de Alergia e Imunologia Pediatrica (HC-UFU)

O estudo foi realizado em 173 criangas (122 atopicas e 51 ndo atopicas) atendidas no
Ambulatério de Alergia e Imunologia Pediatrica do Hospital de Clinicas da Universidade
Federal de Uberlandia com a colaboracdo e supervisdo do médico pediatra e professor Dr.
Gesmar Rodrigues Silva Segundo e da médica pediatra alergista Dra. Karla Pereira
Fernandes. A maior parte das criangas pesquisadas residia no municipio de Uberlandia, sendo

algumas de municipios proximos a Uberlandia como Nova Ponte e Araguari.

4.2 - Perfil sociodemografico das criancas atendidas no Ambulatério de Alergia e

Imunologia Pediatrica do Hospital de Clinicas da Universidade Federal de Uberlandia

Considerando-se o total de criancas pesquisadas n=173, observou-se que a maioria
eram do sexo masculino (62,4%) com idade média de 8,7 anos de idade, enquanto as meninas

possuiam idade média de 9,3 anos de idade (Tabela 1).

Tabelal: Perfil demogréafico referente as 173 criancas pesquisadas no Ambulatorio de Alergia
e Imunologia Pediatrica do Hospital de Clinicas da Universidade Federal de Uberlandia no
periodo de novembro de 2011 a marco de 2013.

Variaveis N %
Idade 8,97+2 592
Sexo
Masculino 108 62,4
Feminino 65 37,6

a = média + desvio padrao

Na tabela 2, estdo representadas variaveis socioepidemioldgicas referentes ao estilo de

vida das familias das criancas pesquisadas e também de varidveis comportamentais.
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Tabela 2: Perfil socioepidemioldgico referente as 173 criangas pesquisadas no Ambulatério
de Alergia e Imunologia Pediatrica do Hospital de Clinicas da Universidade Federal de

Uberlandia no periodo de novembro de 2011 a margo de 2013.

Variaveis

Residéncia
Apartamento
Casa com quintal
Casa sem quintal

Possui cdo ou gato
Né&o

Sim (Céo)

Sim (Gato)

Sim (Céo e gato)

Local que o animal reside
Dentro da residéncia

Fora da residéncia

Dentro e fora da residéncia

Local onde o animal defeca
Fora da residéncia

Fora e dentro da residéncia
Liteiras

Animal vermifugado
Sim
Né&o

Crianca com geofagia
Sim
Né&o

Crianca com onicofagia
Sim
Né&o

Frequéncia em caixas de
areia de parques, pragas e
escolas

Sim

Né&o

Parentes com alergia

Sim

Né&o

150
18

~r a3

76
14

11
162

88

85

118

55

130
43

%

2,9
86,7
10,4

48
45,7
2,3

14,4
76,7
8,9

96,7
1,1
2,2

84,4
15,6

6,4
93,6

50,9

49,1

68,2

31,8

75,1
24,9
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Na tabela 3 estdo listadas as variaveis clinicas. Em relacdo a pneumonia, das 59

criancas que tiveram a doenca, as idades mais frequentes para manifestacdo ocorreram

durante o primeiro ano de vida (5,2% dos casos) e entre cinco e seis anos de idade (4%).

Sobre as manifestacfes cutaneas, de 70 criancas, a urticaria apareceu em 69 (98,5%) e o

edema em uma (1,5%). N&o foram observados casos de hepatomegalia e esplenomegalia.

Tabela 3: Perfil clinico referente as 173 criancas pesquisadas no Ambulatério de Alergia e
Imunologia Pediatrica do Hospital de Clinicas da Universidade Federal de Uberlandia no
periodo de novembro de 2011 a margo de 2013.

Variaveis

Atopia
Sim
Nao

Tosse cronica
Sim
Né&o

Pneumonia
Sim
Né&o

Manifestacédo cutanea
Sim
Né&o

Rinite (alérgica e ndo alérgica)
Sim
Né&o

Dor abdominal
Sim
Né&o

Nausea
Sim
Nao
Voémito
Sim
Nao

122
o1

50
123

59
114

70
103

98
75

76
97

38
135

37
136

%

70,5
29,5

28,9
71,1

34,1
65,9

40,5
59,5

56,6
43,4

43,9
56,1

22
78

21,4
78,6
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Perda de peso

Sim 17 9,8
Nao 156 90,2
Diarreia

Sim 19 11

Nao 154 89

Na tabela 4 estdo listadas as variaveis laboratoriais referentes aos exames de fezes e
hemograma (eosindfilos). Foram pedidas trés amostras de fezes em dias alternados para cada
crianca. Todas as criancas trouxeram a primeira amostra de fezes (n=173),163 (94,2%)
criancas trouxeram a segunda amostra de fezes e 145 (83,8%) trouxeram a terceira amostra de

fezes.

Tabela 4: Perfil dos exames laboratoriais referente as 173 criangas pesquisadas no
Ambulatério de Alergia e Imunologia Pediatrica do Hospital de Clinicas da Universidade
Federal de Uberlandia no periodo novembro de 2011 a mar¢o de 2013.

Variaveis N %

Consisténcia das fezes amostra 1

Formadas 105 60,4
Semiformadas 26 15,1
Pastosas 34 19,8
Diarréicas 1 0,6
Liquidas 7 4,1
Consisténcia das fezes amostra 2

Formadas 105 64,4
Semiformadas 23 14,1
Pastosas 28 17,2
Diarréicas 0 0
Liquidas 7 4,3
Consisténcia das fezes amostra 3

Formadas 92 63,5
Semiformadas 23 15,8
Pastosas 19 13,1
Diarréicas 2 14
Liquidas 9 6,2
Eosinofilia

Sim 50 28,9
Nao 123 71,1
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Valor absoluto de eosinéfilos® 428,28+369,772

Valor relativo de eosinofilos® 6,4% +4,19°

a = média =+ desvio padrdo
b= Cell DYN 3700. HENRY, Jonh Bernard (1995).

Em relacdo ao teste cutdneo de puntura (Prick test), observamos que
Dermatophagoides pteronyssinus € o alérgeno com maior frequéncia de positividade entre as
criangas atdpicas, seguido por Dermatophagoides farinae e Blomia tropicalis. Na maioria dos
casos as criancas apresentaram positividade para mais de um alérgeno a0 mesmo tempo
(Tabela 5).

Tabela 5: Positividade dos diferentes alérgenos utilizados para caracterizar a atopia na
realizacdo do teste cutaneo de puntura (n=122 criancas).

Alérgenos N %
Dermatophagoides pteronyssinus 114 93,4
Dermatophagoides farinae 106 86,8
Blomia tropicalis 67 54,9
Epitélio de cao 18 14,7
Periplaneta americana 15 12,2
Blatella germanica 12 9,8
Epitélio de gato 11 9,0
Fungos do ar 9 7,3
Gramineas mix 5 4
Alternaria alternata 2 1,6
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4.3 - Soroprevaléncia de Toxocara sp. e andlise de variaveis sociodemograficas e

comportamentais associadas a infeccdo em criancas atopicas:

Das criancas atopicas analisadas e diagnosticadas pelo método ELISA, 24
(19,7%) apresentaram soroprevaléncia positiva para Toxocara sp.. A média de idade para
criancgas positivas foi de 9,75+2,43 anos. Criangas do sexo masculino (58,33%) mostraram-se
mais positivas comparadas ao sexo feminino. A maioria das criangas positivas (87,5%)
viviam em residéncias que possuiam quintal. Do total de criancas sorologicamente positivas,
66,6% (n=16) possuiam animais em casa. Dessas, 81,2% possuiam caes, 12,5% possuiam
cdes e gatos e 6,3% somente gatos. Em relagdo ao local em que o animal reside, 68,75%
(n=11) desses animais residiam fora de casa, sendo gque todos os animais (n=16) defecavam
fora do ambiente interno residencial. Em relacdo aos animais das criangas sorologicamente
positivas, 81,25% (n=13) eram vermifugados.

Em se tratando dos habitos comportamentais das criangas sorologicamente positivas,
observou-se que 91,6% (n=22) ndo praticavam geofagia, enquanto a onicofagia esteve
presente na maioria das criancas positivas, sendo 54,1% delas (n=13). A frequéncia em caixas
de areia de parques, pracas publicas e escolas foi constatada em 66,6% das criangas positivas
(n=16). Das varidveis mencionadas, nenhuma se mostrou associada a infeccdo (p> 0,05)
(Tabela 6).
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Tabela 6: Perfil séciodemografico e comportamental de criancas atopicas (n=122) positivas e negativas sorologicamente para Toxocara sp.
pesquisadas no Ambulatério de Alergia e Imunologia Pediatrica do Hospital de Clinicas da Universidade Federal de Uberlandia no periodo

novembro de 2011 a marco de 2013.

Variaveis Numero Frequéncia Positivos Negativos OR (I1C 95%)? p- Teste
valor* estatistico
N % N % N %
Idade 9,05 + 2,56" 9,75+2,43° 8,88+2,57° p=0,14 ANOVA
Sexo
Feminino 44 36,1 10 22,7 34 77,3 0,74(0,27-2,09) p=0,68  Qui - quadrado
Masculino 78 63,9 14 17,9 64 82,1
Residéncia
Casa com quintal 111 91 21 18,9 90 81,1 1,6(0,25-7,42) p=0,37 Exato de Fischer
Casa sem quintal 11 9 3 27,3 8 72,7
Possui cdo ou gato
Sim 66 54,1 16 24,2 50 75,8 1,91(0,69-5,65) p=0,25  Qui-quadrado
Nao 56 45,9 8 14,3 48 85,7
Local em que o
animal reside
Fora da residéncia 54 81,8 11 20,4 43 79,6 0,36(0,08-1,74) p=0,12  Exato de Fischer
Dentro da residéncia 12 18,2 5 41,7 7 58,3
Local em que o
animal defeca
Fora da residéncia 65 98,5 16 24,6 49 75,4 Indefinido p=0,75  Exato de Fischer
Dentro da residéncia 1 1,5 0 0 1 100
Animal vermifugado
Sim 57 86,4 13 22,8 44 77,2 0,59(0,10-4,18) p=0,37 Exato de Fischer
Nao 9 13,6 3 33,3 6 66,7
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Crianga com
geofagia

Sim

Né&o

Crianga com
onicofagia
Sim

Né&o

Frequéncia em
caixas de areia de
parques, pragas e
escolas

Sim

Nao

117

66
56

81
41

4,1
95,9

54,1
45,9

66,4
33,6

13
11

40
18,8

19,7
19,6

19,8
19,5

3

53
45

65
33

60
81,2

80,3
80,4

80,2
80,5

2,84(0,22-26,44)

1,0(0,37-2,74)

1,0(0,36-3,03)

p=0,25

p=082

p=0,83

Exato de Fischer

Qui-quadrado

Qui-quadrado

a = OR, Odds Ratio, IC, Intervalo de confianca

b = média e desvio padrdo da idade
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4.4 - Soroprevaléncia de Toxocara sp. e andlise de variaveis clinicas e laboratoriais
associadas a infecgdo em criancas atopicas:

Em relacdo a possiveis fatores hereditarios vinculados as manifestacGes alérgicas em
criancas atdpicas, 82% (n=100) dessas criancas possuiam parentes com alguma alergia. Do
total de criangas sorologicamente positivas para Toxocara sp. (n=24), 79,1% tinham parentes
com alergia.

A respeito das variaveis clinicas nas criancas sorologicamente positivas, 37,5% (n=9)
tinham tosse crénica, 29,1% (n=7) tiveram pneumonia, 33,3% (n=8) tinham manifestacdes
cutdneas como a urticaria, 70,8% (n=17) apresentavam rinite alérgica e 29,2% (n=7)
apresentavam asma alérgica. Nos exames laboratoriais, foi verificado que a eosinofilia esteve
presente em 50% (n=12) dos individuos com toxocariase, com media de valor absoluto igual a
663,09+586,15 (limite até 500 mm®) e média de valor relativo (%) igual a 9,15+6,15.
Nenhuma das criangas que apresentou sorologia positiva para toxocariase apresentaram
exames coproparasitolégicos positivos para G. duodenalis e nem sinais clinicos de hepato ou
esplenomegalia. Das varidaveis mencionadas, nenhuma se mostrou associada a infeccdo (p>
0,05) (Tabela 7).
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Tabela 7: Perfil clinico e laboratorial de criancas atopicas (n=122) positivas e negativas sorologicamente para Toxocara sp. pesquisadas no
Ambulatério de Alergia e Imunologia Pediatrica do Hospital de Clinicas da Universidade Federal de Uberlandia no periodo novembro de 2011 a
marco de 2013.

Variaveis Numero Frequéncia Positivos Negativos OR (I1C 95%)? p- Teste
valor* estatistico
N % N % N %

Parentes com alergia

Sim 100 82 19 19 81 81 0,79(0,24-3,11) p=0,44 Exato de Fischer

N&o 22 18 5 22,7 17 77,3

Dor abdominal

Sim 56 45,9 12 21,4 44 78,6 1,22(0,45-3,31) p=0,82  Qui-quadrado

N&o 66 54,1 12 18,2 54 81,8

Tosse cronica

Sim 35 28,7 9 25,7 26 74,3 1,65(0,56-4,63) p=0,41  Qui-quadrado

Nao 87 71,3 15 17,2 72 82,8

Pneumonia

Sim 42 34,4 7 16,7 35 83,3 0,74(0,23-2,11) p=0,71  Qui-quadrado

N&o 80 65,6 17 21,3 63 78,7

Manifestacoes

cutaneas

Sim 51 41,8 8 15,7 43 84,3 0,64(0,21-1,76) p=0,47 Qui-quadrado

N&o 71 58,2 16 22,5 55 77,5

Alergia respiratoria

(rinite)

Sim 98 80,3 17 17,3 81 82,7 0,51(0,16-1,69) p=0,15 Exato de Fischer

N&o 24 19,7 7 29,2 17 70,8

Alergia respiratoria
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(asma)
Sim
Né&o

Eosinofilia
Sim
Nao

Valor absoluto de
eosindfilos®

Valor relativo de
eosinéfilos (%6)°

Resultado exame
para G.duodenalis
Positivo

Negativo

37
85

37
75

30,3
69,7

38,5
61,5

513,15+399,62

7
115

7,73+5,13

5,7
94,3

7 18,9
17 20
12 25,5
12 16

663,09+586,15

9,15+6,15

24 20,9

30 81,1
69 80
35 74,5
63 84
476,43+332,89
7,38+4,82

7 100

91 79,1

0,93(0,29-0,68)

1,79(0,65-4,88)

Indefinido

p=0,91

p=0,29

p=0,17

p=0,13

p=0,20

Qui-quadrado

Qui-quadrado

Mann-Whitney

ANOVA

Exato de Fischer

a = OR, Odds Ratio, IC, Intervalo de confianca
b= Cell DYN 3700. HENRY, Jonh Bernard (1995).
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4.5 — Determinacdo do Indice de Avidez dos anticorpos IgG antiToxocara em
criancas atopicas:

Das 122 criancgas atdpicas estudadas, 24(19,7%) obtiveram sorologia positiva para 1gG
antiToxocara. Nestas amostras foi realizado o teste de avidez para verificar se a infeccdo era
recente ou tardia. Em trés amostras (12,5%) foi verificado indice de avidez menor que 50%
(baixa avidez), o que indica infeccdo adquirida recentemente. Nessas amostras, também foi
observada eosinofilia. Nas outras 21 amostras (87,5%), foi encontrado indice de avidez maior
que 50%, indicando alta avidez e infeccdo adquirida ha mais tempo, ou seja, cronica. Deste
total, nove amostras (42,8%) apresentaram eosinofilia no hemograma. A média de idade das
criancas com alta avidez foi de 9,95 + 2, 45 anos e nas crian¢as com baixa avidez a média foi
de 8,33+ 2,08 anos. N&o houve associacdo estatistica entre as varidveis eosinofilia, avidez e
idade (p> 0,05).
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4.6 - Soroprevaléncia de Toxocara sp. e andlise de variaveis sociodemograficas e

comportamentais associadas a infeccdo em criangas ndo-atopicas:

Das criancas ndo atopicas analisadas, 8 (15,7%) apresentaram soroprevaléncia positiva
para Toxocara sp. diagnosticadas pelo método ELISA. A média de idade para criancas
positivas foi de 9,37+1,99 anos. Em relagdo ao sexo, mesmo havendo mais meninos na
populacdo estudada, o numero de criancas do sexo masculino e feminino sorologicamente
positivos foi 0 mesmo (n=4 para cada). A maioria das criangas positivas (87,5%) viviam em
residéncias que possuiam quintal. Do total de criangas sorologicamente positivas, 75% (n=6)
possuiam animais em casa. Dessas, 83,3% possuiam cdes e 16,7% cdes e gatos.

Metade das criangas com toxocariase e que possuiam animais (n=3) disseram manter
seus caes e gatos fora de do ambiente interno da casa. Entretanto, todos os animais, inclusive
os de criancas sorologicamente negativas, defecavam em ambiente externo a casa. A
vermifugacdo de animais foi verificada em 66,6% dos casos das criangas com sorologia
positiva.

Em se tratando dos habitos comportamentais das criangas sorologicamente positivas,
observou-se que 87,5% (n=7) ndo praticavam geofagia, e que 75% (n=6) ndo praticavam a
onicofagia.

A frequéncia em caixas de areia de parques, pragas publicas e escolas foi constatada
em 75% (n=6) das criancas positivas. Das variaveis mencionadas, nenhuma se mostrou

associada a infeccdo (p> 0,05) (Tabela 8).
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Tabela 8 : Perfil sociodemogréafico e comportamental de criancas nao atopicas (n=51) positivas e negativas sorologicamente para Toxocara sp.
pesquisadas no Ambulatdrio de Alergia e Imunologia Pediatrica do Hospital de Clinicas da Universidade Federal de Uberlandia no periodo
novembro de 2011 a marco de 2013.

Variaveis Numero Frequéncia Positivos Negativos OR (IC 95%)% p- Teste
valor* estatistico
N % N % N %
Idade 8,78 +2,69" 9,37+1,99" 8,67+2,80" p=0,50 ANOVA
Sexo
Feminino 21 41,2 4 19 17 81 0,65(0,10-4,05) p=0,43 Exato de Fischer
Masculino 30 58,8 4 13,3 26 86,7
Residéncia
Casa com quintal 39 76,5 7 18,9 32 82,1 0,42(0,08-3,93) p=0,38  Exato de Fischer
Casa sem quintal 12 23,5 1 8,3 11 91,7
Possui cdo ou gato
Sim 24 47 6 25 18 75 4,0(0,63-45,5) p=0,09 Exato de Fischer
Nao 27 53 2 7,4 25 92,6
Local que o animal
reside
Fora da residéncia 15 62,5 3 20 12 80 0,5(0,05-5,0) p=0,39 Exato de Fischer
Dentro da residéncia 9 375 3 33,3 6 66,7
Animal vermifugado
Sim 19 79,2 4 21,1 15 78,9 0,41(0,03-6,60) p=0,36  Exato de Fischer
Nao 5 20,8 2 40 3 60
Crianca com
geofagia
Sim 6 11,8 1 16,7 5 83,3 1,0(0,02-12,18) p=0,66 Exato de Fischer
Nao 45 88,2 7 15,6 38 84,4
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Crianca com

onicofagia
Sim 22
Né&o 29

Frequéncia em
caixas de areia de
parques, pracas e

escolas
Sim 37
Néao 14

43,1
56,9

72,5
27,5

(ep]

N O

91
20,7

16,2
14,3

20
23

31
12

90,9
79,3

83,8
85,7

0,3(0,03-2,50)

1,15(0,17-13,28)

p=0,23

p=0,61

Exato de Fischer

Exato de Fischer

a = OR, Odds Ratio, IC, Intervalo de confianca

b = média e desvio padrdo da idade
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4.7 - Soroprevaléncia de Toxocara sp. e andlise de variaveis clinicas e laboratoriais

associadas a infecgdo em criancas néo atopicas:

Em relacdo a possiveis fatores hereditarios, 58,8% (n=30) das criancas nao atopicas
possuem algum parente com alergia, entretanto, a maioria das criangas com sorologia
positiva, 62,5% (n=5), ndo possuem parentes com qualquer manifestacdo alérgica.

A respeito das variaveis clinicas nas criancas sorologicamente positivas, 62,5 (n=5)
apresentavam dor abdominal, 75% (n=6) tinham tosse cronica, e apenas 12,5% (n=1)
apresentava pneumonia. A urticaria ocorreu nas trés criangas que apresentaram manifestacdo
cutdnea e com sorologia positiva (37,5%). Nas criancas ndo atdpicas, 29,41% (n=15)
apresentavam algum tipo de manifestacdo de origem néo alérgica, entre elas: angioedema em
6,7% (n=1), asma em 6,7% (n=1), dermatite em 13,3% (n=2), dermatite e urticaria em 6,7%
(n=1), rinite em 46,7% (n=7), rinite e asma em 13,3% (n=2) e rinite, asma, dermatite e
conjutivite em 6,7% (n=1).

No hemograma, foi verificado que a eosinofilia ndo esteve presente em 87,5% (n=7)
dos individuos com toxocariase, com média de valor absoluto igual a 284,6+215,3 (limite até
500 mm®) e média de valor relativo (%) igual a 3,0+2,4. Apenas uma crianca (12,5%) com
sorologia positiva para toxocariase apresentou também exames coproparasitoldgicos positivos
para Giardia duodenalis. Nao foram observados sinais clinicos de hepato ou esplenomegalia
em nenhuma das criancas. Das variaveis mencionadas, nenhuma mostrou-se associada a
infeccdo (p> 0,05) (Tabela 9).
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Tabela 9: Perfil clinico e laboratorial de criancas nao atopicas (n=51) positivas e negativas sorologicamente para Toxocara sp. pesquisadas no
Ambulatério de Alergia e Imunologia Pediatrica do Hospital de Clinicas da Universidade Federal de Uberlandia no periodo novembro de 2011 a

marc¢o de 2013.
Variaveis Numero Frequéncia Positivos Negativos OR (I1C 95%)? p- Teste
valor* estatistico
N % N % N %
Parentes com alergia
Sim 30 58,8 3 10 27 90 0,36(0,04-2,15) p=0,17 Exato de Fischer
N&o 21 41,2 5 23,8 16 76,2
Dor abdominal
Sim 20 39,2 3 15 17 85 0,91(0,12-5,46) p=0,61  Exato de Fischer
N&o 31 60,8 5 16,1 26 83,9
Tosse cronica
Sim 15 29,4 2 13,3 13 86,7 0,77(0,06-5,12) p=0,56 Exato de Fischer
Nao 36 70,6 6 16,7 30 83,3
Pneumonia
Sim 18 35,3 1 5,6 17 94,4 0,22(0,04-2,0) p=0,14 Exato de Fischer
N&o 33 64,7 7 21,2 26 78,8
Manifestacoes
cutaneas
Sim 19 37,3 3 15,8 16 84,2 1,0(0,13-6,04) p=0,63 Exato de Fischer
N&o 32 62,7 5 15,6 27 84,4
Eosinofilia
Sim 48 94,1 1 33,3 2 66,7 2,84(0,04-61,9) p=0,40  Exato de Fischer
Nao 75 61,5 7 14,6 41 85,4
Valor absoluto de 225,25+155,77 284,6+£215,3 214,2+142,6 p=0,24  ANOVA

eosindfilos®
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Valor relativo de 3,23+2,19
eosinéfilos (%6)°

Giardiase
Positivo 7 13,7
Negativo 44 86,3

3,0+2,4

14,3
15,9

6
37

3,27+2,18

85,7
84,1

0,88(0,01-9,34)

p=0,74

p=0,69

ANOVA

Exato de Fischer

a = OR, Odds Ratio, IC, Intervalo de confianca
b= Cell DYN 3700. HENRY, Jonh Bernard (1995).
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4.8 — Determinacdo do Indice de Avidez dos anticorpos IgG antiToxocara em

criancas nao atdpicas:

Das 51 criangas nao atopicas estudadas, 8 (15,7%) obtiveram sorologia positiva para
IgG antiToxocara. Nestas amostras, foi realizado o teste de avidez para verificar se a infecgéo
era recente ou tardia. Em todas as amostras (100%), foi verificado indices de avidez maior
que 50%, o que indica alta avidez e infeccdo tardia, cronica. Deste total, sete amostras
(87,5%) nao apresentaram eosinofilia no hemograma. N&o houve associagéo estatistica entre

as variaveis eosinofilia e avidez (p> 0,05).
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4.9 - Prevaléncia de Giardia duodenalis e analise de variaveis sociodemograficas e
comportamentais associadas a infeccdo em criancas atopicas:

Das criangas atOpicas analisadas, sete (5,7%) apresentaram positividade para G.
duodenalis diagnosticadas pelo método Flutuacdo em sulfato de zinco (33%) de acordo com
Faust (1939) (Figura 1). A média de idade das criancas positivas foi de 8,57+2,99 anos.
Criancas do sexo masculino (85,7%) mostraram-se mais positivas quando comparadas ao
sexo feminino. Todas as criangas positivas (100%) viviam em residéncias que possuiam
quintal e 85,7% (n=6) possuiam cées em casa. Todos esses cées residiam e defecavam fora do
ambiente interno residencial. Em relacdo aos animais das criancas positivas, 83,3% (n=5)
eram vermifugados. Nenhuma delas tinha gatos.

Em se tratando dos habitos comportamentais das criancas positivas (n=7), observou-se
que nenhuma delas praticavam geofagia, por outro lado, a onicofagia esteve presente na
maioria das criancas positivas (71,4%) . Das variaveis mencionadas, nenhuma se mostrou
associada a infeccdo (p> 0,05) (Tabela 10).

Figura 1: Amostra de fezes de crianca atdpica com cistos de
Giardia duodenalis. Método Flutuacdo em sulfato de zinco 33 %
(Faust, 1939). Objetiva de 40 x. Coloracdo: lugol. Arquivo
pessoal. Escala: 10 pum.
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Tabela 10: Perfil s6ciodemografico e comportamental de criancas atopicas (n=122) positivas e negativas parasitologicamente para Giardia
duodenalis pesquisadas no Ambulatério de Alergia e Imunologia Pediatrica do Hospital de Clinicas da Universidade Federal de Uberlandia no
periodo novembro de 2011 a mar¢o de 2013.

Variaveis Numero Frequéncia Positivos Negativos OR (IC 95%)% p- Teste
valor* estatistico
N % N % N %
Idade 9,05 + 2,56° 8,57+2,99" 9,08+2,54 p=0,60 ANOVA
Sexo
Feminino 44 36,1 1 2,3 43 97,7 3,55(0,40-168,5) p=0,20 Exato de Fischer
Masculino 78 73,9 6 7,7 72 92,3
Residéncia
Casa com quintal 111 91 7 6,3 104 93,7 Indefinido p=0,50  Exato de Fischer
Casa sem quintal 11 9 0 0 11 100
Possui cdo ou gato
Sim 66 54,1 6 9,1 60 90,9 5,4(0,62-257,4) p=0,08  Exato de Fischer
Nao 56 45,9 1 1,8 55 98,2
Local em que o
animal reside
Fora da residéncia 54 81,8 6 111 48 88,9 Indefinido p=0,28  Exato de Fischer
Dentro da residéncia 12 18,2 0 0 12 100
Local em que o
animal defeca
Fora da residéncia 65 98,5 6 9,2 59 90,8 Indefinido p=0,90  Exato de Fischer
Dentro da residéncia 1 15 0 0 1 100
Animal vermifugado
Sim 57 86,4 5 8,8 52 91,2 0,77(0,07-40,87) p=0,60  Exato de Fischer
Nao 9 13,6 1 11,1 8 88,9
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Crianga com

geofagia

Sim 5 4,1 0 0 5 100 Indefinido p=0,74  Exato de Fischer
N&o 117 95,9 7 6 110 94

Crianga com

onicofagia

Sim 66 54,1 5 7,6 61 92,4 2,1(0,34-23,9) p=0,29 Exato de Fischer
Né&o 56 45,9 2 3,6 54 96,4

a = OR, Odds Ratio, IC, Intervalo de confian¢a
b = média e desvio padrdo da idade
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4.10 - Prevaléncia de Giardia duodenalis e analise de variaveis clinicas e laboratoriais

associadas a infeccdo em criancas atdpicas:

Em relacdo a possiveis fatores hereditarios, 82% (n=100) das criancas atdpicas
possuem algum parente com alergia, entretanto, a prevaléncia de G. duodenalis foi menor
nesse grupo, com associacdo significante (p = 0,01) e OR = 0,14 (0,01-0,91), sendo
considerada a presenca de parentes proximos com alergia um fator de protecdo contra a
infeccdo por G. duodenalis.

A respeito das variaveis clinicas nas criangas parasitologicamente positivas, 57,1 (n=4)
apresentavam dor abdominal, 28,5% (n=2) tinham nduseas e vémitos, e 14,2% (n=1)
apresentavam diarreia. Nenhuma crianca apresentava perda de peso. A urticéria ocorreu em
trés criancas que apresentaram manifestacdes cutaneas e com exame parasitologico positivo
(42,8%) e o angioedema e a dermatite em uma crianca (14,2%). A asma alérgica ocorreu em
uma crianga (14,2%) e a rinite alérgica em 85,7% (n=6) das criancas positivas para giardiase.

Nos exames laboratoriais, foi verificado que a eosinofilia ndo esteve presente em
71,4% (n=5) dos individuos com giardiase, com média de valor absoluto igual a
395,02+305,16 (limite até 500 mm® e média de valor relativo (%) igual a 6,28+4,77.
Nenhuma crian¢a, que apresentou parasitologia positiva para giardiase apresentou, tambem,
exames soroldgicos positivos para Toxocara sp.. Nenhuma crianga apresentou sinais clinicos
de hepato ou esplenomegalia. As outras variaveis mencionadas ndo foram associadas a
infeccéo (p>0,05) (Tabela 11).
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Tabela 11: Perfil clinico e laboratorial de criangas atdpicas (n=122) positivas e negativas parasitologicamente para Giardia duodenalis
pesquisadas no Ambulatério de Alergia e Imunologia Pediatrica do Hospital de Clinicas da Universidade Federal de Uberlandia no periodo

novembro de 2011 a marco de 2013.

Variaveis

Parentes com alergia

Sim
Nao

Dor abdominal
Sim
Néao

Nausea
Sim
Nao

Voémito
Sim
Nao

Perda de peso
Sim

Nao

Diarreia

Sim

Nao
Manifestacoes
cutaneas

NUmero

N

100
22

56
66

24
98

24
98

10
112

14
108

Frequéncia

%

82
18

45,9
54,1

19,7
80,3

19,7
80,3

8,2
91,8

115
88,5

w b~

N

[N

%

3
18,2

7,1
4,5

8,3
51

8,3
51

6,3

7,1
5,6

Negativos

N %
97 97
18 81,8
52 92,9
63 95,5
22 91,7
93 94,9
22 91,7
93 94,9
10 100
105 93,8
13 92,9
102 94,4

OR (IC 95%)®

0,14(0,01-0,91)

1,6(0,25-11,48)

1,68(0,15-11,1)

1,68(0,15-11,1)

Indefinido

1,30(0,02-12,1)

p_

valor*

*p=0,01

p=0,40

p=0,41

p=0,41

p=0,54

p=0,58

Teste
estatistico

Exato de Fischer

Exato de Fischer

Exato de Fischer

Exato de Fischer

Exato de Fischer

Exato de Fischer
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Sim
Nao

Alergia respiratoria
(Asma)

Sim

Né&o

Alergia respiratoria
(Rinite)

Sim

Nao

Eosinofilia

Sim

Nao

Valor absoluto de
eosindfilos®

Valor relativo de
eosinéfilos (%6)°

51
71

37
85

112
10

47
75

513,15+399,

7,73+5,13

41,8
58,2

30,3
69,7

91,8
8,2

38,5
61,5

62

59
5,6

2,7
7,1

54
10

4,3
6,7

395,02+305,16

6,28+4,77

48
67

36
79

106

45
70

520,34+404,

7,82+5,16

94,1
94,4

97,3
92,9

94,6
90

95,7
93,3

58

1,0(0,14-6,49)

0,36(0,0-3,20)

0,51(0,05-26,0)

0,62(0,05-4,01)

p=0,62

p=0,31

p=0,45

p=0,44

p=0,42

p=0,44

Exato de Fischer

Exato de Fischer

Exato de Fischer

Exato de Fischer

ANOVA

ANOVA

a = OR, Odds Ratio, IC, Intervalo de confianca
b= Cell DYN 3700. HENRY, Jonh Bernard (1995).
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4.11 - Prevaléncia de Giardia duodenalis e andlise de variaveis sociodemogréficas e

comportamentais associadas a infeccdo em criangas ndo atopicas:

Das 51 criancas ndo atdpicas analisadas, sete (13,7%) apresentaram positividade para
Giardia duodenalis diagnosticadas pelo método Flutuacdo em sulfato de zinco (33%) de
acordo com Faust (1939) (Figura 2). Neste grupo de criangas foram encontradas formas
cisticas e trofozoiticas. A média de idade para criancas positivas foi de 9,42+2,43 anos, sendo
que criangas do sexo masculino (71,4%) mostraram-se mais positivas comparadas ao sexo
feminino. Todas as criancas positivas (100%) viviam em residéncias que possuiam quintal, e
57,1% (n=4) possuiam animais em casa. Desses, 75% (n=3) eram criancas que tinham
somente cdes e 25% (n=1) cédes e gatos. Desses animais, 75% residiam fora do ambiente
interno residencial e todos defecavam fora da residéncia. Todos os animais das criangas
positivas eram vermifugados.

Em se tratando dos habitos comportamentais das criancas positivas (n=7), observou-se
que nenhuma delas praticava geofagia, enquanto a onicofagia esteve presente em 28,5% (n=2)
das criancas positivas. Das varidveis mencionadas, nenhuma se mostrou associada a infecgdo
(p> 0,05) (Tabela 12).

Figura 2: Amostra de fezes de crianga ndo atdpica com cistos de
Giardia duodenalis. Método Flutuagdo em sulfato de zinco 33 %
(Faust, 1939). Objetiva de 40 x. Coloragdo: lugol. Arquivo
pessoal. Escala: 10 pm.
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Tabela 12: Perfil sociodemografico e comportamental de criancas ndo atépicas (n=51) positivas e negativas parasitologicamente para Giardia
duodenalis pesquisadas no Ambulatério de Alergia e Imunologia Pediatrica do Hospital de Clinicas da Universidade Federal de Uberlandia no
periodo novembro de 2011 a mar¢o de 2013.

Variaveis Numero Frequéncia Positivos Negativos OR (IC 95%)% p- Teste
valor* estatistico
N % N % N %
Idade 8,78 + 2,69" 9,42+2,43" 8,68+2,74° p=0,67 ANOVA
Sexo
Feminino 21 41,2 2 9,5 19 90,5 1,87(0,27-21,7) p=0,38  Exato de Fischer
Masculino 30 58,8 5 16,7 25 83,3
Residéncia
Casa com quintal 39 76,5 7 17,9 32 82,1 Indefinido p=0,13  Exato de Fischer
Casa sem quintal 12 23,5 0 0 12 100
Possui cdo ou gato
Sim 24 47 4 16,7 20 83,3 1,58(0,23-12,1) p=0,43  Exato de Fischer
Nao 27 53 3 11,1 24 88,9
Local em que o
animal reside
Fora da residéncia 15 62,5 3 20 12 80 1,94(0,12-117,9) p=0,51  Exato de Fischer
Dentro da residéncia 9 375 1 111 8 88,9
Animal vermifugado
Sim 19 79,2 4 21,1 15 78,9 Indefinido p=0,36  Exato de Fischer
Nao 5 20,8 0 0 5 100
Crianga com
geofagia
Sim 6 11,8 0 0 6 100 Indefinido p=0,39  Exato de Fischer
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Nao 45 88,2 15,6 38 84,4

Crianga com

onicofagia

Sim 22 43,1 91 20 90,9 0,48(0,04-3,37) p=0,34  Exato de Fischer
Né&o 29 56,9 17,2 24 82,8

a = OR, Odds Ratio, IC, Intervalo de confian¢a
b = média e desvio padrdo da idade
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4.12 - Prevaléncia de Giardia duodenalis e analise de variaveis clinicas e laboratoriais

associadas a infecgdo em criancas néo atopicas:

Em relacdo a possiveis fatores hereditarios, 58,8% (n=30) das criangas ndo atopicas
possuem algum parente com alergia; além disso, 51,7% (n=4) das criangas positivas para G.
duodenalis relataram que tém parentes com manifestacdo alérgica.

A respeito das variaveis clinicas nas criangas parasitologicamente positivas, 57,1 (n=4)
apresentavam dor abdominal, 28,5% (n=2) tinham nausea, 42,8% (n=3) vomitos e apenas
14,2% (n=1) apresentava diarreia. Nenhuma crianga apresentava perda de peso. A urticéria
ocorreu em trés criangas que apresentaram manifestacdo cutdnea e com parasitologico
positivo (42,8%).

Nos exames laboratoriais, foi verificado que a eosinofilia ndo esteve presente em
nenhum dos individuos com o parasito. A média de valor absoluto de eosinéfilos em criangas
positivas foi igual a 179,22+106,55 (limite até 500 mm®) e média de valor relativo (%) igual a
2,55+1,03. Do total de criangas com parasitologia positiva 14,2% (n=1) também apresentaram
exame sorologico positivos para Toxocara sp.. Nenhuma crianga apresentou sinais clinicos de
hepato ou esplenomegalia. As variaveis mencionadas ndo foram associadas a infec¢do
(p>0,05) (Tabela 13).
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Tabela 13: Perfil clinico e laboratorial de criancas ndo atdpicas (n=51) positivas e negativas parasitologicamente para Giardia duodenalis
pesquisadas no Ambulatério de Alergia e Imunologia Pediatrica do Hospital de Clinicas da Universidade Federal de Uberlandia no periodo

novembro de 2011 a marco de 2013.

Variaveis

Parentes com alergia

Sim
Nao

Dor abdominal
Sim
Nao

Nausea
Sim
Néao

Vomito

Sim

Nao

Perda de peso
Sim

Nao

Diarreia

Sim

Nao

Manifestacoes

NUmero

N
30
21

20
31

14
37

13

38

44

46

Frequéncia

%

58,8
41,2

39,2
60,8

27,5
72,5

25,5
74,5

13,7
86,3

9,8
90,2

%

13,3
14,3

15
12,9

8,3
51

23,1
10,5

15,9

20
13

Negativos
N %
26 86,7
18 85,7
17 85
27 87,1
22 91,7
93 94,9
10 76,9
34 89,5
7 100
37 84,1
4 80
40 87

OR (IC 95%)°

0,92(0,13-7,08)

1,18(0,15-7,99)

1,0(0,09-7,67)

2,49(0,31-17,6)

Indefinido

1,64(0,02-21,0)

p_

valor*

p=0,61

p=0,57

p=0,62

p=0,24

p=0,33

p=0,53

Teste
estatistico

Exato de Fischer

Exato de Fischer

Exato de Fischer

Exato de Fischer

Exato de Fischer

Exato de Fischer
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cutaneas
Sim
Nao

Eosinofilia
Sim
Nao

Valor absoluto de

eosindfilos®

Valor relativo de
eosinéfilos (%6)°

Soropositividade
Sim
N&o

19 37,3
32 62,7
3 59
48 941
225,25+155,77
3,23+2,19
8 15,7
43 84,3

w

0
7

179,22+106,

2,55+1,03

15,8
12,5

0
14,6

55

12,5
14

16 84,2
28 87,5
3 100
41 85,4
232,57+161,96
3,34+2,31
7 87,5
37 86

1,30(0,16-8,32)

Indefinido

0,88(0,01-9,34)

p=0,52

p=0,63

p=0,40

p=0,38

P=0,69

Exato de Fischer

Exato de Fischer

ANOVA

ANOVA

ANOVA

a = OR, Odds Ratio, IC, Intervalo de confianca
b= Cell DYN 3700. HENRY, Jonh Bernard (1995).
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4.13 — Analise dos niveis de IgE especifica para Dermatophagoides pteronyssinus entre

individuos positivos e negativos para Toxocara sp. e Giardia duodenalis.

Na comparacdo entre os niveis de IgE especifica para D. pteronyssinus entre
individuos sorologicamente positivos e negativos para Toxocara sp. (Figura 3), verificou-se
que ndo houve diferenca estatisticamente significante, ou seja, 0s niveis de IgE néo
apresentaram-se significativamente maiores ou menores nos individuos parasitados. N&o
foram encontrados também correlacéo entre os niveis de IgE especifica para D. pteronyssinus
e 1gG antiToxocara em nenhum dos grupos.

Individuos sorologicamente positivos e negativos para Toxocara sp. e atdpicos tiveram
niveis maiores de IgE especifica do que individuos ndo atdpicos positivos e negativos para
Toxocara sp.. Individuos atopicos e sorologicamente negativos para Toxocara sp. tiveram
niveis maiores de IgE quando comparados a individuos sorologicamente negativos para
Toxocara sp., na amostra geral. Individuos sorologicamente positivos e negativos para
Toxocara sp., na amostra geral, tiveram niveis maiores de IgE quando comparados a
individuos ndo atopicos e sorologicamente negativos para Toxocara sp., sendo todos os

resultados estatisticamente significantes.

Fedede

1
4_ wedek i iti
. . - Sorolégico positivo Toxocara
:l Soroloégico negativo Toxocara
p—
w
=
Ll
=2
Atépicos Nao Atopicos  Amostra total
Meédia (LE) 2,94 2,47 0,72 0,64 3,38 1,91

Figura 3: Comparacdo dos niveis de IgE especifica ao extrato alergénico de D. pteronyssinus (Dpt) entre
individuos sorologicamente positivos e negativos para Toxocara sp. € entre 0S grupos atopicos, nao
atépicos e amostra geral. As linhas pontilhadas indicam o limiar de positividade (I.E>1,2). Diferencas
estatisticamente significantes foram determinadas por ANOVA e pos-teste de comparagdo multipla de
Dunn (*p < 0.05; ** p < 0,01; ***p < 0,0001). Barras mostram a média + EPM (erro padrdo da média).
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Na comparacdo entre os niveis de IgE especifica para Dpt entre individuos positivos e
negativos para G. duodenalis (Figura 4), verificou-se que os niveis de IgE ndo apresentaram-
se significativamente maiores ou menores nos individuos parasitados, ou seja, ndo houve
diferenca estatisticamente significante. Ndo foram encontrados, também, correlacdo entre 0s
niveis de IgE para Dpt e IgA sérica, IgA fecal e IgG antiGiardia, em nenhum dos grupos.

Individuos atépicos positivos e negativos para G. duodenalis tiveram niveis maiores
de IgE do que individuos ndo atopicos e negativos para G. duodenalis. Individuos atopicos e
negativos para G. duodenalis tiveram niveis maiores de IgE quando comparados a individuos
positivos e negativos para G. duodenalis na amostra geral. individuos negativos para G.
duodenalis, na amostra geral, tiveram niveis maiores de IgE quando comparados a individuos
ndo atopicos e negativos para G. duodenalis. Todos esses resultados foram estatisticamente

significantes.

* Parasitolégico positivo G.
duodenalis

Parasitolégico negatico
G. duodenalis

IgE (I.E)

Atépicos  Nao Atdpicos  Amostra total
Média (LE) 2,26 258 1,65 0,66 1,46 2,05

Figura 4: Comparacdo dos niveis de IgE especifica ao extrato alergénico de D. pteronyssinus (Dpt) entre
individuos positivos e negativos para Giardia duodenalis e entre os grupos atopicos, ndo atopicos e
amostra geral. As linhas pontilhadas indicam o limiar de positividade (1.E>1,2). Diferencas
estatisticamente significantes foram determinadas por ANOVA e pos-teste de comparagdo multipla de
Dunn (*p < 0.05; ** p < 0,01; ***p < 0,0001). Barras mostram a média + EPM (erro padrdo da média).
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4.14- Concordancia entre os métodos sorologicos IgA sérica antiGiardia, IgA fecal
antiGiardia e 1gG antiGiardia e comparacdo dos exames coproparasitoldgicos para G.
duodenalis com os exames sorologicos

Em se tratando da amostra total, observou-se que a IgA fecal antiGiardia e a 1gG
sérica antiGiardia concordaram nos resultados em 85 casos, com Kappa de concordancia de
0,008. A IgA fecal antiGiardia e a IgA sérica antiGiardia concordaram em 87 casos , com
Kappa de concordancia de 0,07. A IgA sérica antiGiardia e a IgG sérica antiGiardia
concordaram em 121 casos, apresentando Kappa igual a 0,26.

No grupo de pacientes atopicos observou-se que a IgA fecal antiGiardia e a 1gG sérica
antiGiardia concordaram nos resultados em 67 casos, com Kappa de concordancia de 0,1. A
IgA fecal antiGiardia e a IgA sérica antiGiardia concordaram em 67 casos , com Kappa de
concordancia de 0,1. A IgA sérica antGiardia e a IgG sérica antiGiardia concordaram em 90
casos, apresentando Kappa igual a 0,3.

No grupo de pacientes ndo atopicos, observou-se que a IgA fecal antiGiardia e a 1gG
sérica antiGiardia concordaram nos resultados em 18 casos, com Kappa de concordancia de
0,06. A IgA fecal antiGiardia e a IgA sérica antiGiardia concordaram em 20 casos , com
Kappa de concordancia de 0,02. A IgA sérica antiGiardia e a IgG sérica antiGiardia
concordaram em 37 casos, apresentando Kappa igual a 0,03.

Restringindo a analise para somente 0 grupo com exames coproparasitologicos
positivos para G. duodenalis (n=14), observamos que a IgG sérica antiGiardia esteve presente
em todos casos, a IgA serica antiGiardia, em 12 casos e a IgA fecal antiGiardia, em cinco
casos.

Tabela 14: Amostras positivas para Giardia duodenalis de acordo com exame parasitologico
(Faust, 1939) realizado nas fezes de criancas que participaram do estudo no periodo de
novembro de 2011 a marc¢o de 2013.

NUmero de criangas diagnosticadas com Giardia duodenalis (diagndstico padréo-ouro)

ELISA
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 1 12 13 14
IgG + + + + + + + + + o+ + + + 4+
[gAsérica + + + + + + + + + + + - + -
lgAfecal + + - - + - - - 4+ - - - + -

Individuos atopicos representados de 1 a 7 e individuos néo atdpicos representados de 8 a 14.
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5-Discussao
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O interesse sobre a interacdo entre parasitoses e manifestacdes alérgicas tem sido foco
de diversas pesquisas como nos trabalhos de Gonzales-Quintela et al. (2006), Kustimur et al.
(2007), Mendonca et al. (2012) e Souza et al. (2012). Alguns autores relatam aumento da
incidéncia de pessoas com problemas alérgicos nas ultimas décadas, principalmente nas
grandes cidades (Von MUTIUS et al.,, 1998), outros relatam altas soroprevaléncias para
Toxocara sp. (FIGUEIREDO et al., 2005; MENDONCA et al., 2012) e também altas
prevaléncias de protozoarios como Giardia duodenalis (SOUZA et al., 2012) relacionando
esses dois fatores: alergias e parasitoses.

A relagdo entre atopia e infecgfes helminticas ou por protozodrios é controversa.
Estudos indicam que manifestacGes alérgicas ocorrem com maior frequéncia ou de maneira
exacerbada em individuos soropositivos para Toxocara sp. (BUIS et al., 1997); por outro
lado, outros pesquisadores apoiam uma supressdo no desenvolvimento de doencas alérgicas
em individuos infectados com helmintos (FALLON; MANGAN, 2007). Em se tratando de G.
duodenalis, existem relatos de associa¢ao entre o protozoario e manifestaces alérgicas como
rinite, asma alérgica e alergias alimentares (DI PRISCO et al,. 1998), entretanto Souza et al.
(2012) nao encontraram relacéo.

A soroprevaléncia geral encontrada neste estudo para Toxocara sp. (18,5%) foi
semelhante ao desenvolvido por Anaruma et al. (2001) e inferior aos estudos de Alderete et
al. (2003) e Figueiredo et al. (2005), todos no Brasil. Em pesquisa realizada por Teixeira et
al. (2006), nesta mesma regido (Uberlandia), em criancas, independente de serem atdpicas ou
ndo, a soroprevaléncia encontrada foi menor, sendo que a faixa etaria do grupo analisado
envolvia criangas de um a 15 anos de idade. Diferencas na soroprevaléncia podem ocorrer
devido a amostras com caracteristicas diferentes.

Um dos propdsitos deste estudo foi determinar possivel associacdo entre a toxocariase
humana e atopia numa populacdo de criangas, entretanto, nesta investigacdo, nao foi
observada associacdo. Os resultados encontrados foram diferentes dos observados por outros
pesquisadores, como Buijs et al. (1994) e Buijs et al. (1997), ambos na Holanda, que
encontraram associagdo significante entre a soroprevaléncia de Toxocara sp e asma atopica
em criancas. E importante ressaltarmos que a maioria dos trabalhos entre toxocariase e alergia
estd direcionado unicamente para a asma (CHAN et al., 2001; FERNANDO et al., 2009;
KUK et al., 2006; KUSTIMUR et al., 2007; SHARGHI et al., 2001), o que difere deste
trabalho que inclui amostra de criancas atopicas com alergias respiratorias como asma e rinite,
doencas crénicas como a pneumonia e manifestacdes cutaneas, promovendo uma comparagao

da positividade para toxocariase com alteragdes alérgicas em geral. O atual estudo indica
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soroprevaléncia consideravel da toxocariase humana em criancas atdpicas, resultados
semelhantes ao trabalho realizado na Mal&sia por Chan et al. (2001) os quais encontraram
prevaléncia de 21,2% em criangcas com asma e sem nenhuma associacdo significativa com a
idade, sexo, presenca de cdes ou gatos em casa e o tipo de residéncia.

Fatores como idade e sexo ndo se mostraram associados a infecgdo, assim como foi
observado por Teixeira et al. (2006). A média de idade das criancas positivas atopicas e ndo
atopicas foi em torno de nove anos, o que corrobora com a faixa etaria (8 meses a 10 anos de
idade) de maior prevaléncia, observada por Roldan et al. (2010). Os resultados do presente
trabalho foram semelhantes aos estudos de Lynch et al. (1993), Mendonga et al. (2012) e
Roldan et al. (2010), e sugerindo ser este grupo etario que tem maior contato com o parasito.
Assim como em outras pequisas (LYNCH et al.,1993; ROLDAN et al., 2010; TEIXEIRA et
al., 2006), criancas do sexo masculino mostraram-se mais positivas, o que pode indicar
diferencas no comportamento durante brincadeiras ou no convivio com o0 ambiente,
resultando num aumento a exposi¢do de ovos de Toxocara sp. (GLICKMAN; SHANTS,
1981; TEIXEIRA et al., 2006; OVERGAAUW, 1997).

A maioria das criancas infectadas possuiam cdes ou gatos em casa, entretanto ter
animais ndo se mostrou associado com a infeccdo em ambos 0s grupos, o que corrobora com
os estudos de Glickman, Cypess (1977) e Jacobs et al. (1977) que também ndo encontraram
associacao entre a infeccdo e proprietarios ou profissionais que trabalham com cées. Mattia et
al. (2012) e Roldan et al. (2010) também ndo encontraram associacdo entre toxocariase e a
presenca de cdes e ou gatos em casa, no entanto Magnaval et al. (2001) e Teixeira et al.
(2006) mencionam uma relagdo. Ter quintal ou ndo nas residéncias, ndo apresentou relacéo
com a infeccdo em ambos os grupos estudados. A presenca de areia, terra ou cimento no
peridomicilio sdo caracteristicas que podem influenciar na aquisicdo da toxocariase humana.
Além disso, um dos fatores que podem aumentar os riscos de infeccdo no peridomicilio é a
presenca de cdes e gatos. Caracteristicas relacionadas aos cuidados com estes animais, como
local onde animal convive, defeca e os cuidados veterinarios (vermifugacao), sdo importantes
no estudo da transmissdo da toxocariase, apesar de serem fatores pouco abordados nos
trabalhos epidemiologicos. Neste estudo, esses fatores ndo estiveram relacionados a infeccéo,
pois a maioria dos animais residiam e defecavam em ambiente residencial externo e, de
acordo com os relatos dos donos, recebiam a vermifugacdo, o que pode contribuir para
reducdo da transmissdo da toxocariase humana.

De forma geral, ndo foi encontrado, nesta pesquisa, diferenca estatistica entre a

infeccdo e habitos como geofagia, onicofagia e hébitos de frequentar caixas de areia de
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parques, pragas e escolas, assim como no trabalho de Mattia et al. (2012). A maioria das
criangas tanto atopicas como ndo-atopicas brincava, em locais publicos com terra ou areia.
Durante o estudo foi observada certa dificuldade dos pais ou responsaveis em responder esta
questdo, pois na maioria das vezes as criancas ndo ficam com os pais a maior parte do tempo,
permanecendo na escola ou sob cuidados de outras pessoas. Figueiredo et al. (2005) também
relataram dificuldade em obter informagdes precisas nestes aspectos, ndo encontrando
associacdo entre onicofagia e geofagia com a toxocariase. Porém, o contato com o solo foi
relatado pelo mesmos autores como fator associado a infeccdo, sugerindo que ovos de
Toxocara podem estar presentes nesses locais e ser fonte de infeccdo por meio do contato
entre os dedos e a boca. Nesse estudo a maioria das criangas com sorologia positiva,
independente de serem atopica ou ndo, brincavam em locais publicos com areia ou terra.

Na literatura, ndo ha dados que relacionem a presenca de alergias em parentes
préximos das criangas com a positividade para toxocariase nestas, ndo sendo encontrado
relacdo estatistica entre essas variaveis neste estudo. Estudos como os de Kuk et al. (2006),
Mendonca et al. (2012) e Sharghi et al. (2001) também n&o encontraram relacdo entre a
toxocariase e a presenca de alergias em parentes. Ressalta-se que esses trabalhos focam a
presenca de parentes somente com sinais clinicos de asma.

Dores abdominais e tosse crénica ndo foram associados a infeccdo nos grupos de
estudo, bem como nos estudos de Figueiredo et al. (2005), Mattia et al. (2012), Roldéan et al.
(2010) e Teixeira et al. (2006). Achados clinicos, como pneumonia, rinite ou manifestaces
cutaneas ndo foram associados a infeccdo, corroborando com achados de Figueiredo et al.
(2005) . Diferentemente, em pesquisa realizada no Peru por Roldan et al. (2010), encontraram
associacao entre manifestaces pulmonares, como sindrome asmatica, bronquite ou tosse seca
e toxocariase.

Inimeros estudos tém sido realizados entre asma e toxocariase como nos trabalhos de
Chan et al. (2001), Fernando et al. (2009), Kuk et al. (2006), Kustimur et al. (2007), Mufioz-
Guzmén et al. (2010) e Sharghi et al. (2001). No presente trabalho, ndo houve relacéo
estatistica entre essas duas variaveis, contrariando os estudos de Chan et al. (2001), Buijs et
al. (1997) e Figueiredo et al. (2005), que sugeriram ocorrer relacdo entre o desenvolvimento
da asma em criangas e infeccdo por Toxocara. Em pesquisa desenvolvida por Buijs et al.
(1997), com criangas do ensino fundamental, foi demonstrado associagdo entre asma e
bronquite com soroprevaléncia para Toxocara. Segundo 0s autores, parasitos como Toxocara,
que induzem a producdo de IgE, resultam em estimulacdo ndo especifica de manifestacGes

alérgicas em criancas propensas a atopia. Por outro lado, corroborando com o presente estudo,
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pesquisadores como Gonzalez-Quintela et al. (2006) e Sharghi et al. (2001) também néo
encontraram associacao entre a soroprevaléncia de Toxocara e manifestagfes alérgicas como
a asma e a bronquite cronica.

Alteracdes hematoldgicas como a eosinofilia tém sido relatadas em alguns trabalhos
sobre a toxocariase (FIGUEIREDO et al, 2005). Em pesquisa com crian¢as do ensino
fundamental realizada por Buijs et al. (1997), foi observado nimero de eosindfilos muito
maior em criancas sorologicamente positivas para Toxocara comparada com as
sorologicamente negativas, entretanto neste trabalho, ndo foi observado associagéo,
concordando com Anaruma Filho et al. (2002) e Teixeira et al. (2006). Nenhuma das criangas
envolvidas nesse estudo apresentou sinais de hepato ou esplenomegalia. Figueiredo et al.
(2005) e Roldan et al. (2010) encontraram significativa relacdo entre toxocariase e
manifestacdes hepaticas, entretanto sem nenhuma relacdo com esplenomegalia.

De acordo com Dziemian et al. (2008), a avidez dos anticorpos IgG especificos para
toxocariase humana aumentam com o tempo apds a exposicdo ao antigeno. A avaliacdo do
grau de avidez pode ser usado para discriminar entre infeccdes recentes (agudas) e tardias
(crénicas). Em estudo realizado pelos mesmos pesquisadores, 94,2% dos soros positivos,
coletados de pacientes com toxocariase ha mais de seis meses, tiveram valores altos de avidez
para 1gG, enquanto 25,9% dos soros positivos de pacientes com menos de seis meses de
infeccdo tiveram baixos indices de avidez para IgG. Segundo os autores, essa baixa
porcentagem, em infeccbes com menor tempo, reflete que a precisdo do momento de infeccao
ndo pode ser determinada precisamente pelos pacientes, pois 0s sintomas sao inespecificos e
ndo tdo evidentes, ou seja, esses pacientes na verdade podem ter adquirido a toxocariase ha
mais tempo e assim apresentarem alta avidez. No presente estudo, 0s pacientes foram
escolhidos de forma aleatdria, sem terem o pré-requisito de ser previamente positivos para
toxocariase como no trabalho supracitado, €, mesmo nos pacientes que foram considerados
posteriormente positivos, ndo obtivemos informacdes sobre o tempo preciso da infec¢do para
comparar com os resultados encontrados em termos de baixa e alta avidez e verificar se
realmente ha uma concordancia entre a avidez e o tempo de infeccdo. Segundo Hubner et al.
(2001), o ensaio ELISA detecta os anticorpos por meses ou até anos apds a infeccdo, razao
pela qual se torna importante a realizacdo do teste de avidez para diferenciar entre fase aguda
e cronica. Outro fator importante na diferenciacdo entre fase aguda e cronica seria no
tratamento da toxocariase, que consiste no uso do albendazol e mebendazol. Em
determinadas doses, esses medicamentos podem ser benéficos para a fase ativa da doenca,

porém para pacientes na fase crénica, a intervencao cirargica pode ser mais eficiente evitando
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danos a saude (CDC, 2015). No estudo de Hubner et al. (2001), em 1.376 doentes, foram
encontradas apenas 5,09% de individuos com baixa avidez, o que significa que a maior parte
dos pacientes estavam na fase crénica, corroborando com o nosso estudo, no qual os pacientes
sorologicamente positivos para toxocariase apresentaram, na maioria, alta avidez, portanto,
fase cronica da infeccgéo.

Em relagdo aos niveis de IgE especifica para alérgenos inalados, Buijs et al. (1997)
encontraram associagdo significante entre IgE especifica e a soroprevaléncia positiva para
Toxocara sp., indicando que esse parasito estimula a producdo de IgE especifica para
alérgenos resultando em manifestacGes alérgicas em criangas propensas a atopia. Gonzalez-
Quintela et al. (2006) também encontraram que a prevaléncia de IgE especifica para
aeroalérgenos foi maior em individuos sorologicamente positivos para Toxocara sp. do que
em individuos negativos. Entretanto, Buijs et al. (1994), em estudo realizado em Roterdd, ndo
encontraram relacdo entre os niveis de IgE especifica para alérgenos inalados e a
soropositividade para Toxocara sp., corroborando com este estudo. Em estudo com outro
ascaridideo em criancas atdpicas realizado por Alcantara-Neves et al. (2011) no Brasil,
também néo foi encontrado associacdo entre Ascaris lumbricoides e IgE para aeroalérgenos.
Araljo et al. (2000) também ndo encontraram associacdo entre IgE para aeroalérgenos e
Schistosoma mansoni, mas observaram que 0s niveis de IgE foram maiores no grupo de
individuos sem S. mansoni. De fato, neste atual estudo, valores significativos de IgE foram
encontrados quando individuos atdpicos foram comparados a individuos ndo atépicos ou a
amostra geral, ou quando a comparacdo foi realizada entre amostra geral e individuos nédo
atépicos, independentemente da sorologia para Toxocara sp., ou seja, a producdo de IgE
especifica para Dpt é consequéncia da disposicdo alérgica e ndo da infecgdo por Toxocara sp.
nesses grupos estudados.

A resposta imune a infeccdo por helmintos compartilha caracteristicas com a resposta
alérgica. Em particular, ambos sdo tipificados pela maior resposta do tipo Th2, producdo de
interleucinas, acompanhados por eosinofilia e abundante producdo de IgE. Estudos
epidemioldgicos conduzidos em varias regides do mundo mostram que infeccbes com
Toxocara sp., estdo sob diferentes circunstancias associadas positivamente com atopia como
nos trabalhos supracitados anteriormente. Contudo, outro estudo como de Aradujo et al. (2000)
demonstraram associagdo inversa ou reduzida entre parasitoses com helmintos e atopia. Os
autores relataram haver maior probabilidade de atopia em individuos ndo infectados, com
associacdo inversa entre o teste cutaneo de leitura (Prick teste, incluindo Dpt), e a infecgédo

por S. mansoni. Concluiram também que reacGes de hipersensibilidade imediata podem ser
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suprimidas em individuos infectados com o parasito. Lynch et al. (1993) estudaram criangas
carentes em Caracas, Venezuela, e observaram que aquelas tratadas com anti-helminticos
desenvolveram maior reatividade ao teste cutdneo e maiores niveis de IgE especifica para
alérgenos ambientais em contraste com criangas que ndo receberam o tratamento; a
reatividade ao teste cutdneo diminuiu assim como a carga parasitaria aumentou. Segundo
Yazdanbakhsh et al. (2001), infec¢des por helmintos amortecem ativamente a atopia, embora
seja possivel que a predisposicdo genética torne certos individuos mais suscetiveis a infecgdo
por helmintos e menos susceptiveis de desenvolver alergias.

O atual estudo ndo aponta uma associacdo menor ou maior entre atopia e toxocariase,
mas uma auséncia de associacdo em ambos 0s grupos. Desse modo, a controveérsia continua e
mais estudos sd0 necessarios para se chegar a respostas mais concisas. Se, por um lado,
muitos estudos tém sido realizados com helmintos e alergias respiratorias, por outro, pouco
tem se estudado sobre protozoarios como G. duodenalis e esse tipo de alergia especifica.

A prevaléncia geral para Giardia duodenalis encontrada neste estudo (8,09%) foi
semelhante a de Fonseca et al. (2014) que encontraram positividade para G. duodenalis entre
4,8% e 10,5% em criancas com melhores condi¢cdes de abastecimento de agua, sendo este
estudo também realizado em Minas Gerais. Entretanto, nossos resultados foram menores
guando comparados aos de Castro et al. (2015) que encontraram prevaléncia de 44% para G.
duodenalis em criangas em regido proxima a Uberlandia. Santos et al. (2012) observaram
prevaléncia de 51,8% em criangas atendidas em creches em Araguari, municipio proximo de
Uberlandia. Provavelmente, a menor prevaléncia para o parasito encontrado em Uberlandia
ocorre devido as boas condi¢des sanitarias e de abastecimento de &gua que o municipio
oferece (Instituto Trata Brasil, 2013). Fonseca et al. (2014) concluiram que aquelas criangas
cujo abastecimento de agua é proveniente de fontes sem protecdo sanitaria, incluindo rios,
nascentes e represas tém maiores indices de infeccdo por G. duodenalis. E importante
ressaltar que ndo somente a dgua esta relacionada com parasitoses, mas também com habitos
de higiene (FONSECA et al., 2014; SANTOS et al., 2012).

Em se tratando da prevaléncia de G. duodenalis em pacientes com alergias
respiratorias, existe apenas um trabalho desenvolvido no Brasil por Souza et al. (2012) no
qual os autores relataram que a presenca de sintomas de asma e rinite alérgica, atopia cutanea
e marcadores sorologicos como IgE ndo foram associados com a presenca da infeccdo pelo
parasito, corroborando com este estudo. Nesse trabalho, das 110 criancas analisadas, 45%
estavam infectadas por G. duodenalis e dessas positivas, 54% tiveram prick test positivo. Se

levarmos em conta os individuos ndo atopicos e os atopicos, pouco mais de 50% das crian¢as
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estavam infectadas com G.duodenalis, o que difere dos nossos resultados que tiveram 5,7%
de prevaléncia no grupo dos atopicos e 13,7% no grupo dos ndo atopicos. E fundamental
destacarmos que o estudo de Souza et al. (2012) foi conduzido em amostra de populagédo
carente de uma regido urbana do nordeste brasileiro, o que pode influenciar nos indices de
infeccao.

No estudo de Souza et al. (2012), ndo foram analisadas variaveis sociodemograficas,
comportamentais e de perfil clinico como os colocados nos resultados deste trabalho. A
associacdo entre a infeccdo por G.duodenalis e 0 aumento da prevaléncia de alergias cutaneas
e alimentares vém sendo discutidos (DI PRISCO et al., 1993; DI PRISCO et al., 1998;
GIACOMETTI et al.,, 2003;), entretanto a associagdo com alergias em geral do trato
respiratorio é pouco abordada, o que dificulta fazermos andlise critica, comparativa e com
respaldo em outras pesquisas. Neste estudo, nos detivemos principalmente em analisar
possivel associagdo entre individuos atdpicos e parasitoses, como a giardiase, no entanto sem
nenhum resultado favoravel para tal associacgéo.

A média de idade para criancas positivas variou entre seis e 10 anos, apesar de ndo ser
significativo tanto no grupo atdpicas como nédo atopicas. Em estudo realizado por Younas et
al. (2008), a taxa de infec¢do também foi maior na faixa etéria entre seis e 10 anos. Segundo o
autor, criangas, nessa faixa etéria, sdo totalmente independentes em relacéo a higiene e estdo
mais envolvidas em atividades externas que podem levar a transmissdo da giardiase.

Em relacdo ao sexo, apesar de ndo haver relagcdo estatisticamente significante, a
maioria das criancas com giardiase eram do sexo masculino, o que corrobora com o estudo de
Saad et al. (2012) e Younas et al. (2008). Provavelmente, essa diferenca entre 0s sexos pode
ser atribuida as diferencas comportamentais entre meninos e meninas.

Assim como na avaliagdo para toxocariase, ter quintal ou ndo nas residéncias, nao
apresentou relacdo com a infeccdo por G. duodenalis em ambos os grupos estudados. De
acordo com Mumtaz et al. (2009), a maioria dos individuos parasitados também apresentavam
residéncias cimentadas, assim como neste estudo. Na verdade, a questdo ndo pode se
restringir apenas ao fato de o quintal ser cimentado ou néo, até porque a maioria das criancas
infectadas com G. duodenalis possuiam cées ou gatos, conjecturando-se que esses animais
defecavam no quintal, contaminando o ambiente. Entretanto, fatores como ter gato e ou céo,
local em que o animal reside e defeca, 0 que na maioria dos casos era na area externa da casa,
ndo estiveram relacionados a infeccdo. Todos esses animais, de acordo com 0s donos
recebiam a vermifugacdo, o que pode contribuir também para reducdo da transmissdo da

giardiase. Em estudo realizado por Zanzani et al. (2014), G. duodenalis e Toxocara canis
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foram um dos parasitos mais prevalentes encontrados em cées e gatos, ambos com potencial
zoondtico (MACPHERSON, 2013; RYAN, CACCIO, 2013). Sendo assim, cuidados com
animais domeésticos, como a vermifugacdo adequada e os cuidados basicos com assisténcia de
um médico veterinario podem fazer diferenca na reducdo da parasitose. Segundo Zanzani et
al. (2014), veterinarios tém relevante papel na indicacdo de condutas corretas para reduzir 0s
riscos de infecgdo em animais e seres humanos.

Embora a geofagia ndo tenha ocorrido em nenhuma das criangas positivas para G.
duodenalis, e a onicofagia tenha ocorrido em alguns casos positivos, ambas as variaveis ndo
foram estatisticamente significantes, pressupondo-se que esses fatores ndo tenham relagéo
com a parasitose nessa amostra de criangas. Mumtaz et al. (2009) verificaram que o parasito
mais comum encontrado em criancas abaixo de cinco anos foi G. duodenalis e que a geofagia
foi considerada fator de risco. Provavelmente, nesse trabalho citado, a geofagia foi
considerada risco devido ao fato das criancas do estudo terem faixa etdria menor,
diferentemente deste estudo, em que a idade variou entre seis e 15 anos. Pelo fato das
criancas terem maior faixa etaria, os habitos tendem também a mudar.

A Unica variavel relacionada estatisticamente entre atopia e giardiase foi o fato das
criangas atopicas terem parentes de primeiro grau também com atopia, ou seja, criangas que
tinham parentes com alergia respiratéria (fator hereditario) apresentaram menor positividade
para G. duodenalis, a atopia parental foi considerada fator de prote¢do para o parasito. Apesar
de ndo se saber qual relacdo pode existir entre esses fatores, Bayraktar et al. (2005) concluiu
que a resposta imune Th1 parece predominar em individuos infectados com G. duodenalis. A
incidéncia de infec¢Bes graves, na infancia, tem diminuido ao longo dos anos, devido as
melhoras na higiene e ao uso de medicamentos. Dessa forma, a falta do contato com essas
infeccdes prejudica o desenvolvimento da resposta Thl e favorece a resposta Th2 dirigida
para alérgenos ambientais, apoiando a hipotese da higiene (COOKSON, MOFFATT, 1997;
STRACHAN, 1989; ROOK, STANFORD,1998;YAZDANBAKHSH ET AL, 2001) que, em
suma, sugere que individuos que sdo menos expostos ao ambiente, as doencas, tém maior
facilidade de desenvolver alergias, ou seja, haveria associacdo inversa entre o0
desenvolvimento de doencas de resposta Th1l e atopia. Assim sendo, fazendo-se analogia com
o0 atual trabalho, pode-se observar que realmente houve uma associagdo inversa entre atopia e
giardiase, pois ser atdpico e com histdrico de hereditariedade foram fator de prote¢do na

aquisicdo e manutencao da giardiase.
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Em relacdo a sintomatologia, as dores abdominais foram mais frequentes em criangas
com giardiase, diferentemente das outras varidveis como nausea, vomitos, perda de peso e
diarreia que ndo foram frequentes nas criangas positivas. Entre os fatores causadores de dor
abdominal recorrente, a infeccdo com G. duodenalis é frequente de acordo com Younas et al.
(2008). No referido estudo, a principal observacdo foi a existéncia concomitante de alta
prevaléncia de dor abdominal com a infec¢do por G. duodenalis, na qual 31% de criangas,
com idades entre 4 a 12, com dor abdominal recorrente estavam infectadas com o parasito.
Entretanto, diferentemente do atual estudo, nduseas e vomitos ocorreram em 56%, perda de
peso em 64% e diarreia em 5,75% das criangas com giardiase. Em pesquisa realizada por
Maas et al. (2014), com deteccdo de protozoarios intestinais em criangas com sintomas
gastrointestinais, no grupo de criancas que ndo receberam tratamento, fatores como
nauseas,vomitos, diarreia crénica ou aguda e perda de peso ndo foram estatisticamente
significantes. Mellingen et al. (2010) também ndo encontraram diferenca estatistica entre
criangas positivas e negativas para G. duodenalis em relacdo a sintomatologia gastrointestinal.

Apesar de a maioria das criancas com giardiase ndo apresentarem manifestacGes
cutaneas, algumas apresentaram urticaria tanto no grupo atopicas quanto no grupo néo
atopicas. Em estudo realizado por Nenoff et al. (2006), em pacientes com urticaria crénica ou
prurido, o tratamento com metronidazol, por via oral, ou tinidazol foi bem sucedido. De
acordo com os autores, as manifestagdes cutaneas associadas a giardiase ocorrem raramente,
sendo a urticAria uma alergia secundaria a infeccdo gastrointestinal causada por G.
duodenalis. De Breucker et al. (2010) também relataram um caso de associagcdo entre
giardiase, urticaria e sintomas gastrointestinais, 0s quais desapareceram logo apds o

tratamento com tinidazol.

Corroborando com este estudo, Souza et al. (2012) também ndo encontraram
associacdo ou diferenca estatisticamente significante entre asma alérgica e ou rinite alérgica e
infeccdo por G. duodenalis. Por outro lado, Di Prisco et al. (1998) observaram possivel
associacao entre alergia respiratoria cronica e giardiase. Entretanto, os autores consideraram
pacientes com infeccdo concomitante por helmintos e protozoarios, 0 que pode explicar a
discordancia com os resultados deste trabalho ao se analisar 0 grupo atépicos. Segundo Souza
et al. (2012), o estudo de Di Prisco et al. (1998) analisou pacientes com infecgédo
concomitante, sugerindo que a infec¢do por G. duodenalis pode estar envolvida com aumento
dos sintomas concomitantes de asma e rinite, ndo pela protozoose em si, mas pela helmintiase

associada.
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De acordo com os dados deste trabalho, observamos que a maioria das criangas com
giardiase apresentaram valores normais de eosindfilos, o que corrobora com o estudo de Silva
et al. (2012) que também ndo encontraram eosinofilia estatisticamente significativa em

pacientes com giardiase ou em pacientes alérgicos.

Em relacdo aos niveis de IgE, alguns estudos como o de Di Prisco et al. (1993) e Di
Prisco et al. (1998) tém verificado altos titulos de IgE especifica para proteinas alimentares,
como leite e ovos em pacientes com G. duodenalis, porém quando a anélise é feita para
aeroalérgenos como D. pteronissynus, observou-se que ndo houve diferenca entre os niveis de
IgE especifica para Dpt entre os grupos parasitados e ndo parasitados com G. duodenalis,
corroborando com os dados apresentados neste trabalho. Assim como ocorreu para Toxocara
sp., as diferencas estatisticamente significantes entre os niveis de IgE especifica para Dpt,
parecem estar relacionada somente a atopia, independentemente dos resultados
parasitolégicos. Souza et al. (2012) também ndo verificaram diferencga entre os niveis de IgE
especifica para aeroalérgenos entre criangas positivas e negativas para G. duodenalis. De
acordo com Soares et al. (2007), os principais alérgenos sensibilizantes determinados pelo
teste cutadeno de puntura sdo os acaros, com predominio de Dpt e Dematofhagoides farinae.

A concordancia entre os métodos soroldgicos IgA sérica antiGiardia, IgA fecal
antiGiardia e IgG antiGiardia tiveram Kappas de valores baixos, denotando reprodutibilidade
ruim. Na verdade, a cinética de producdo de anticorpos sistémicos ou locais varia conforme o
tempo de infeccdo e o0 grau de parasitismo como no estudo realizado por Amorim et al. (2010)
em que a IgA fecal foi detectada no inicio da infeccdo. Provavelmente a producdo de IgA
fecal no inicio da infecgdo ocorre com a estimulacéo das placas de Peyer. (CRAIG, CEBRA,
1971; OWEN et al, 1981). Se por um lado a producdo de IgA fecal parece comecar mais
rapidamente do que os anticorpos sistémicos, por outro, 0s niveis de IgA fecal parecem cair
mais rapidamente como visto no estudo de Amorim et al. (2010). Esse fato poderia explicar a
negatividade da IgA fecal observada neste trabalho mesmo quando as amostras eram positivas
para os cistos de G. duodenalis, diferentemente da IgA sérica que parece manter niveis mais
constantes por mais tempo quando comparada a IgA fecal. A IgA fecal ¢ o anticorpo
predominante no limem intestinal e, possivelmente 0 mais importante mecanismo de defesa
(ROSALES-BORJAS et al, 1998). De acordo com o estudo de Saad et al. (2012), em criancas
infectadas com G. duodenalis, os niveis de 1gG sérica sdo também altos quando comparados a

IgG de saliva, IgA sérica ou IgA de saliva, 0 que poderia explicar a unanimidade da
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positividade da IgG sérica em todos os casos em que houve positividade para cistos de G.
duodenalis.

Os dados sugerem que a infecgdo por G. duodenalis e Toxocara sp. ndo foi associada
com a presenca de doencas alérgicas do trato respiratorio e alergias cutaneas. A atuacgéo de
mecanismos imunes entre alergias e parasitoses pode ser algo sem associacdo e interacao,
contudo mais pesquisas envolvendo epidemiologia, variaveis clinicas e laboratoriais devem
ser conduzidas para se avaliar esse importante problema de satde que afeta principalmente

criancas.
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6 — Conclusao
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v O atual estudo confirmou soroprevaléncia consideravel de Toxocara sp. em
criangas na regido, entretanto sem nenhuma relacao estatistica com atopia.

v A maioria dos individuos com sorologia positiva para Toxocara sp.
demonstraram estar em fase cronica da infecgéo.

v N&o houve associagdo entre a soroprevaléncia para Toxocara sp. e variaveis
clinicas, laboratoriais e sociodemogréaficas e comportamentais.

v Os niveis de IgE especifica para Der p ndo se apresentaram maiores nos
individuos positivos para G. duodenalis e sorologicamente positivos para Toxocara sp.

v A Unica varidvel de perfil clinico, que se associou estatisticamente com a
giardiase foi “parentes com alergia” no grupo atopicas.

v Nenhuma das varidveis sociodemogragicas e comportamentais se associaram
com a giardiase em ambos 0s grupos.

v A concordéancia entre IgA sérica antiGiardia, IgA fecal antiGiardia e 1gG
sérica antiGiardia foi baixa.
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8.1- Autorizacdo do Comité de Etica em Pesquisa Humana

UNIVERSIDADE DE SAQO PAULO

INSTITUTO DE MEDICINA TROPICAL DE SAOQ PAULO

COMISSAO DE PESQUISA E ETICA

COMISSAO DE ETICA NO USO DE ANIMAIS EM PESQUISA

Av, Dr. Enéas de Carvalho Aguiar, 470

CEP 05403-000 - Sao Paulo - Brasil

Telefone:(55-11)3061-8650/7025 e 3064-5132 FAX: (55-11) 3064-5132 e
3062-2174

e-mail:cpg-imt@usp.br

S3o Paulo, 1° de dezembro de 2010.

limo (a) Sr (a)
Dra. Marcia Cristina Cury
(aos cuidados de Rubia Mara Rodrigues Amorim)

Em reunido na presente data, a Comissao de Pesquisa e Etica do Instituto
de Medicina Tropical de Sdo Paulo, tomou ciéncia da execugdo do projeto
classificado sob nimero CPE-IMT 2010/086 e intitulado “Interagdo e associagao
dos fatores de risco entre Toxocara sp. e Giardia duodenalis e alergia em criancas
atendidas no Hospital das Clinicas da Universidade Federal de Uberlandia (HC-
UFU)”, sob sua responsabilidade, no Instituto de Medicina Tropical de Sao Paulo.

Atenciosamente

(,.,-'_ff-'"' /; 7
D}'/Paulo Cotrim

Preside/a/nté'da Comisséo de Pesquisa e Etica do IMT
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@ Universidade Federal de Uberlandia

Pré-Reitoria de Pesquisa e P6s-Graduagao
COMITE DE ETICA EM PESQUISA - GEP
Avenida Jodo Naves de Avila, n°. 2160 - Bloco J - Campus Santa Ménica - Uberlandia-MG —
CEP 38400-089 - FONE/FAX (34) 3239-4131; e-mail: cep@propp.ufu.br; www.comissoes.propp.ufu.br

ANALISE FINAL N°, 316/10 DO COMITE DE ETICA EM PESQUISA PARA O PROTOCOLO REGISTRO CEF/UFU
083/10

Projeto Pesquisa: Interacio e associagdo dos fatores de risco entre toxocara sp. e giargia
duodenalis e alergia em criangas atendidas no Hospital de Clinicas da Universidade Federal de
Uberlandia (HC-UFU).

Pesquisador Responsével: Marcia Cristina Cury

De acordo com as atribuigdes definidas na Resolugdo CNS 196/96, o CEP manifesta-se pela
aprovagao do projeto de pesquisa proposto.

O protocolo néo apresenta problemas de ética nas condutas de pesguisa com seres humanos,
nos limites da redagéo e da metodologia apresentadas.

O CEP/UFU lembra que:

a- segundo a Resolugdo 196/96, o pesquisador deverd arquivar por 5 anos o relatério da
pesquisa e os Termos de Consentimento Livre e Esclarecido, assinados pelo sujeito de
pesquisa.

b- poderd, por escolha aleatoria, visitar o pesquisador para conferéncia do relatério e
documentagdo pertinente ao projeto.

¢- a aprovagéo do protocolo de pesquisa pelo CEP/UFU dé-se em decorréncia do atendimento
a Resolugdo 196/96/CNS, ndo implicando na qualidade cientifica do mesmo.

Data de entrega do relatério parcial: junho de 2011.
Data de entrega do relatério final: Dezembro de 2012.

SITUAGAO: PROTOCOLO DE PESQUISA APROVADO

OBS: O CEP/UFU LEMBRA QUE QUALQUER MUDANCA NO PROTOCOLO DEVE SER INFORMADA
IMEDIATAMENTE AO CEP PARA FINS DE ANALISE E APROVAGAO DA MESMA.

Uberléindia, 11 de junho de 2010.
0

',‘J
a0
ey Leage L. ple fout

Profa. Dra. Sandra Terezinha de Farias Furtado
Coordenadora do CEP/UFU

Orientagdes ao pesquisador

« O sujeito da pesquisa tem a liberdade de recusar-se a participar ou de retirar seu consentimento em qualquer fase da
pesquisa, sem penalizagdo alguma e sem prejuizo ao seu cuidado (Res. CNS 196/96 - ltem IV.1.f) e deve receber uma
copia do Termo de Consentimento Livre e Esclarecido, na integra, por ele assinado (ltlem IV.2.d).
=0 pesquisador deve desenvolver a pesquisa conforme delineada no protocolo aprovado e descontinuar o estudo somente apés
andlise das razdes da descontinuidade pelo CEP que o aprovou (Res. CNS ltem I113.2), aguardando seu parecer, exceto guando
perceber risco ou dano ndo previsto a0 sujeito ip ou quando a superioridade de regime oferecido a um dos grupos
da pesquisa (Item V.3) que requeiram agao imediata.

= O CEP deve ser 1nformado de todos 08 efelmﬁ advemm ou falm relevantes gue alterem o curso normal do estudo (Res. CNS lItem
V.4). E papel de o pesqy frente a evento adverso grave ocorrido (mesmo que tenha
sido em outro centro) e enviar notificagio ao CEP ¢ & Ageéncia Nacional de Vigildncia Sanitiria — ANVISA - junto com seu
posicionamento.
* Eventuais modificagbes ou emendas ao protocolo devem ser apresentadas ao CEP de forma clara ¢ sucinta, identificando a parte do
protocolo a ser modificada e suas justificativas. Em caso de projetos do Grupo I ou II apresentados anteriormente 3 ANVISA, o
pesquisador ou patrocinador deve envid-las também 2 mesma, junto com o parecer aprobatério do CEP, para serem juntadas ao
protocolo inicial (Res.251/97, item II1.2.¢). O prazo para entrega de relatério € de 120 dias ap6s o término da execugdo prevista no
cr do projeto. conforme norma.
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Termo de Consentimento Livre e Esclarecido

O (a) seu (sua) filho (a) esta sendo convidado a participar como voluntario da pesquisa
intitulada “Interacdo e associacdo dos fatores de risco entre Toxocara sp. e Giardia
duodenalis e alergia em criancas atendidas no Hospital de Clinicas da Universidade
Federal de Uberlandia (HC-UFU), Uberlandia-MG” O documento abaixo contém todas as
informacdes necessarias sobre a pesquisa que sera realizada. Sua colaboracdo neste estudo é
muito importante, mas a decisdo de participar deve ser sua. Para tanto, leia atentamente as
informacdes abaixo e ndo se apresse em decidir. Se o (a) senhor (a) ndo concordar em
participar ou quiser desistir em qualquer momento, isso ndo causard nenhum prejuizo ao
senhor (a). Se o (a) senhor (a) concordar em participar, basta preencher os seus dados e
assinar a declaracdo concordando com a pesquisa. Se o (a) senhor (a) tiver alguma davida
pode esclarecé-la com o responsavel da pesquisa.

Obrigado (a).
Obijetivo do estudo:

O projeto foi proposto porque ha pouco conhecimento nacional sobre a associacao
entre alergia e infeccBes por parasitos. O objetivo desse trabalho é estudar, em criancas
atendidas no Ambulatério de Alergia e Imunologia Pediatrica, no municipio de Uberlandia, a
associacdo de manifestacGes alérgicas com infeccdes causadas por Toxocara sp. E Giardia
duodenalis. Neste estudo, conheceremos os fatores que facilitam a infec¢do por parasitos,
utilizando questionarios que serdo aplicados aos participantes da pesquisa.

Procedimentos:

Para a realizacdo desse estudo, serdo coletadas amostras de sangue e confeccionados
testes cutdneos que serdo realizados somente pelo pediatra responsavel. Também serdo
obtidas amostras fecais, colhidas pelos pais ou responsaveis pelas criangas. O inconveniente
aos quais os pacientes serdo submetidos sera na coleta de sangue e no momento da puntura do
teste cutaneo. O material colhido sera devidamente enumerado e utilizado somente para os
propdsitos dessa pesquisa, ndo havendo quaisquer custos a paciente. As informacg6es obtidas
serdo objeto de estrita confidencialidade e ndo envolvem custos ou pagamento de quaisquer
espécie.

Em nenhum momento o nome da paciente sera identificado. Os resultados da pesquisa

serdo publicados e ainda assim a sua identidade sera preservada.
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O paciente ndo tera nenhum 6nus ou ganho financeiro por participar da pesquisa. Nao
haverd qualquer tipo de despesa ao participante, no que tange a materiais e exame.
Pesquisadores:

A equipe de pesquisadores é composta pelos seguintes profissionais: Coordenacdo do
projeto sob a responsabilidade da Prof2. Dr2. Marcia Cristina Cury do Instituto de Ciéncias
Biomédicas da Universidade Federal de Uberlandia-UFU; Dr. Gesmar Rodrigues Silva
Segundo, médico pediatra e alergologista, responsavel pela coleta de sangue e teste cutaneo;
Mestre Daliane Faria Grama, responsavel pela execucdo e analise dos exames de sorologia e
aplicacdo dos questionarios; Prof. Dr Ernesto Taketomi e Dra Deise A. O. Silva responsaveis
pelo laboratério de Imunologia da UFU; Dra Fabiana de Paula Martins e Profa Dra. Maria
Aparecida Gomes responsaveis pela produgédo do antigeno.

Confidencialidade:

Todos os dados gerados nessa pesquisa serdo mantidos em sigilo e apenas a equipe de
pesquisadores tera acesso a eles. Os dados de cada participante receberdo um codigo e ndo
terdo nenhuma identificacdo que permita associa-lo a um participante em particular. Caso o
(@) senhor (a) queira podera ter acesso aos resultados individuais. Os resultados da pesquisa
serdo publicados e ainda assim a sua identidade sera preservada.

Beneficios e Riscos:

Esta pesquisa nao oferece qualquer risco ao participante, uma vez que a coleta e o teste
serdo realizados por médico experiente. Por outro lado, a sua autorizacdo em participar deste
projeto, estara colaborando para um melhor entendimento da possivel relacdo alergia e
parasitos, possibilitando futuras medidas de conduta clinica e tratamentos eficazes.

O (A) senhor (a) ¢ livre para parar de participar a qualquer momento sem nenhum prejuizo e
ao assinar esse termo de consentimento, nao esta abrindo méao de seus direitos legais.

Através deste documento fica assegurado o direito do (@) Sr. (a)

que terd todos 0s

esclarecimentos relativos a pesquisa, garantidos, incluindo os métodos utilizados em
quaisquer momentos antes e durante a pesquisa. A partir do momento que 0 paciente
participante da pesquisa ndo desejar mais fazer parte da pesquisa, reservo-lhe o direito de
retirar 0 seu consentimento, livre de sofrer qualquer penalidade ou danos, quaisquer que
sejam.

Uma copia deste Termo de Consentimento Livre e Esclarecido ficara com o (a) senhor

(a) e uma copia com o pesquisador.
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Qualquer davida, ou por qualquer outro motivo necessitar de orientagdes a respeito da
pesquisa, antes e durante o curso da mesma, a senhora podera entrar em contato com: Daliane
Faria Grama ou Prof®. Dr. Marcia Cristina Cury na Av. Pard 1720 Bloco 4C-Campus
Umuarama- CEP: 38400-902- Uberlandia MG, Telefone: (34) 32182198, ou no (34)
32383263. Outras informagdes poderdo ser esclarecidas pelo Conselho de Etica-CEP/UFU:
Av. Jodo Naves de Avila n° 2121, Bloco J, Bairro Santa Monica, Uberlandia MG, fone
(34)3239-4131.

Uberlandia, de de 2010
Eu, , pai ou responsavel pelo paciente voluntario, dou

consentimento livre e esclarecido, para participar do projeto acima, apds ser devidamente
esclarecido, para que facam os testes necessarios a esta pesquisa e posterior uso e publicacédo
dos dados nos relatorios finais e conclusivos, a fim de que estes sirvam para beneficiar a
ciéncia e a humanidade. Declaro que recebi cdpia do presente Termo de Consentimento.

Assinatura do pai ou responsavel Assinatura do pesquisador responsavel
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Questionario clinico e sécioepidemioldqgico

Dados da crianca pesquisada — informac6es individuais e domiciliares

| - Identificagdo

1 —-NuUmero de identificacdo da crianca

2 —Nome da crianca

3 — Data de nascimento / /

4 — ldade (anos)

5 — Sexo ()M ()F
6 — Cidade

7 — Bairro

8 — Data da entrevista / /
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Perfil Clinico e Sécioepidemioldgicoda populacdo estudada — informacdes individuais e

domiciliares

1 -Ndmero do questionario

2 - Namero de identificacdo da crianca pesquisada
3 — Tipo de manifestacdo alérgica:
4 - Atopia ( )Sim( ) Nao
Teste cutaneo:
5 - Residéncia () Apartamento
() Casa sem quintal
() Casa com quintal

Observacdes:-

6 - Crianca possui cdo ou gatoemcasa ( ) Sim ( )N&o
7 - Local que o animal reside () Forada residéncia
(' ) Dentro da residéncia
8 - Local que o animal defeca () Em areia especial ou banheiro dentro da residéncia
( ) Forada residéncia
9 - O animal é vermifugado ( )Sim ( )Nao
10 - A crianca possui habito de geofagia ( ) Sim ( )Né&o

11 - A crianga possui habito de onicofagia () Sim ( )Nao

12 - A crianga freqlienta caixa de areia de parques, praga publica, escola ( ) Sim ( )Né&o

13 - Parentes comasma () Sim ( )Nao

14- Exposicdo a fumantes em casa ( )Sim ( )Néao

Variaveis Clinicas

15 — Tosse Crénica ( ) Sim ( )Nao
16 - Pneumonia ( ) Sim ( )N&o

17 - ManifestacGes cuténeas ( )Sim ( )Néao
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18 — Rinite ( )Sim ( )Néo
19 - Hepatomegalia ( ) Sim ( )Nao
20 - Esplenomegalia ( ) Sim ( )Nao
21 - Dor abdominal ( ) Sim ( )Nao
22 - Nausea ( )Sim ( )Néao
23 - VOmito ( )Sim ( )Néao
24 - Perda de peso ( ) Sim ( )Nao
25— Diarreia () Sim ( )Néo

Outras observacdes clinicas avaliadas pelos

médicos:

119



Transactions of the Royal Society of Tropical Medicine and Hygiene Advance Access published October 13, 2014

Trans R Soc Trop Med Hyg
doi:10.1093/trstmh/tru165
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Background: Epidemiological studies around the world suggest that infection with Toxocara spp. can contribute
to the development or worsening of atopic diseases, especially in children. This study investigated the seropreva-
lence of toxocariasis in atopic children treated at the pediatric clinic of the Federal University of Uberlandia Clinical
Hospital, identifying possible relationships with risk factors.

Methods: The study was conducted between November 2011 and March 2013. Blood samples were collected
from 173 children aged 6 to 15 years, who were first subjected to clinical exams and then to a skin-prick test
to determine the presence or absence of atopy. Risk factors for toxocariasis were analyzed based on a question-
naire. Serum samples were tested for the presence of IgG antibodies to Toxocara spp. by means of enzyme-linked
immunosorbent assay.

Results: The seroprevalence of Toxocara spp. was 19.6% (24/122) in atopic children and 15% (8/51) in non-atopic
children, with no statistical difference. No significant association was found between infection and possible risk
factors in atopic and non-atopic children.

Conclusions: Although no statistical association was found between human toxocariasis and atopy, this study
revealed a high seroprevalence of Toxocara spp. in children that may indicate environmental contamination with
the parasite’s eggs in the area where these children live.

Keywords: Atopic children, ELISA, Seroprevalence, Toxocariasis
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method used for diagnostics and for epidemiological studies on
the detection of IgG, the immunoglobulin which is reactive to
Toxocara excretory-secretory antigens. The sensitivity and specifi-
city of this method varies according to the antigen used.**

Introduction

Toxocariasis is a zoonosis caused by the roundworm Toxocara
canis that infects dogs or the roundworm Toxocara cati, which

infects cats. In children, infection occurs by the ingestion of
Toxocara spp. eggs through hand contamination, soil ingestion,
direct contact with puppies and kittens, and with objects contami-
nated with infective eggs of these parasites.! When infective eggs
and larvae are ingested by humans, who are incompatible hosts,
they become free in the intestine and pass through the intestinal
wall without developing into the adult form. Three clinical forms
of toxocariasis are described: visceral larva migrans (VLM), ocular
larva migrans (OLM) and subclinical or covert toxocariasis.>
Despite the high prevalence of toxocariasis, even in industria-
lized countries, it is often overlooked because it is difficult to diag-
nose.® The enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA) is the

Toxocariasis infection occurs worldwide and seroprevalence
studies have shown that it is one of the most common zoonotic
infections,” varying according to the region under study. A study
conducted in France detected 92.8% seroprevalence,® while
another in Denmark found a seroprevalence of 2.4%.° In Latin
America, a survey conducted in Peru detected a seroprevalence
of 35.6%,'° while a survey of children in Brazil found a seropreva-
lence of 47% in Bahia,'! 54.8% in Sdo Paulo® and 8.7% in Minas
Gerais.*?

The seroprevalence of Toxocara spp. has been widely investi-
gated in the etiology of asthma, especially in children as they
are often exposed to infection by these helminths in playgrounds,

© The Author 2014. Published by Oxford University Press on behalf of Royal Society of Tropical Medicine and Hygiene. All rights reserved.
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parks and sandboxes, as well as to other potential associated risk
factors.’* > A study to evaluate the relationship between sero-
prevalence and allergic asthma in 4- to 6-year-old children
found significant results associated with seropositivity for
Toxocara spp.*® Epidemiological evidence from studies in several
countries has shown that allergic reactions often occur in
Toxocara-seropositive individuals, suggesting that infection with
this helminth contributes to the development of allergic
reactions.’> 117

The purpose of this study was to determine the seroprevalence
of Toxocara spp. in atopic children and to evaluate possible risk
factors associated with the infection.

Materials and methods

Study area and population

The study was conducted between November 2011 and March
2013 and included 122 children aged 6-15 years suffering from
allergic disorders and 51 non-allergic children who were treated
at the Pediatric Allergy and Immunology Outpatient Clinic of the
Federal University of Uberldndia Clinical Hospital (HC-UFU) in
Minas Gerais, Brazil (latitude: 18°55'25”S and longitude:
48°16’38"W). The patients came from five neighborhoods in the
city of Uberlandia. All children treated at the allergy outpatient
clinic during the period of this study were invited to participate
with the consent of parents and/or guardians.

The project was approved by the Ethics Committee of the
Federal University of Uberlandia and by the Research Ethics
Committee of the SGo Paulo Institute of Tropical Medicine,
University of SGo Paulo (USP). All the participants read, understood
and signed an informed consent form.

Characterization of the atopy

After each child with clinical symptoms of allergy was examined
by the pediatrician and underwent a general clinical examination,
the skin prick test was applied to determine the presence of
atopy.*® The skin test was measured for the following allergens:
Dermatophagoides pteronyssinus (Der p), Dermatophagoides
farinae (Der f), Blomia tropicalis (Blo t), Canis familiaris (Can f),
Felis domesticus (Fel d), Blattella germanica (Bla g), fungi
mix and grass mix, a positive control with histamine and a nega-
tive control with saline (Stallergenes S.A., Antony, France). The
children participating in the study were characterized as atopic
if they had a positive reaction with a wheal >3 mm compared
to the negative control. Children presenting no skin reaction or a
skin reaction with a wheal smaller than 3 mm were characterized
as non-atopic.

Blood and stool sampling

Blood samples (5 ml) were drawn from each child by venipuncture
in the forearm, using tubes with and without anti-coagulant EDTA.
Samples without anti-coagulant were centrifuged at 700 g for 10
minutes and the resulting sera were aliquoted and stored at
—20°C until use in the serological tests. Samples with anti-
coagulant were sent to the Federal University of Uberldndia
Clinical Analysis Laboratory for a complete blood count in order
to check for eosinophilia. Three stool samples were collected

from each patient and examined for other parasites, such as
Ascaris lumbricoides, in order to eliminate possible cross-reactions
and to diagnose concomitant infections. These three samples
were collected on alternate days. To protect the child’s identity,
the blood and stool samples and the questionnaires were identi-
fied by serial numbers.

Detection of immunoglobulin G (IgG) antibodies
specific to Toxocara spp.

The IgG anti-Toxocara spp. antibodies were detected by ELISA,
based on a previously described method,*® with some modifica-
tions.’° The antigen solution (made in vitro from L, second instar
larvae®* was used to sensitize microtiter plates (Costar, Corning
Incorporated, New York, NY, USA) at a concentration of 1.9 mg/ml
in 0.1 M of carbonate bicarbonate buffer (pH 9.6). IgG antibody
blocking was performed with PBS/Tween 20-gelatin 0.05% for
1 hour at 37°C. The plates were washed three times with PBS/
Tween 0.05% for 5 minutes. The sera were pre-absorbed with
Ascaris suum adult worm extract (25 mg/ml) in PBS/Tween for
30 minutes at 37°C. The sera samples were diluted 1/160 and
incubated for 1 hour at 37°C. The plates were then washed
three times with PBS/Tween 0.05% for 5 minutes. Peroxidase
conjugates and anti-human IgG (Sigma Aldrich, San Diego, CA,
USA) were diluted 1:10 000 and incubated for 1 hour at 37°C.
Ortho-phenylenediamine (0.4 mg/ml, SIGMAFAST-OPD, Sigma
Aldrich, San Diego, CA, USA) and H,0,-urea (0.4 mg/ml) in 0.05
M citrate buffer were added as a chromogenic substrate. The reac-
tion was stopped with 2 M H,S0,. The absorbance at 492 nm was
read in a microplate reader. The cut-off values were calculated
based on the mean absorbance of sera from seronegative
patients with three times the standard deviation.

Socio-epidemiological survey

To collect data for the epidemiological profile, the patients’ par-
ents or guardians were asked to fill out a questionnaire, which
included information on age, sex, place of birth, contact with ani-
mals, basic animal care (where the animal lives, defecates and
deworming details), type of home (with or without a yard), behav-
ioral habits such as geophagy, onychophagy, whether the child
plays in sandboxes in parks, as well as clinical symptoms suggest-
ive of toxocariasis (eosinophilia, abdominal pain, chronic cough,
pneumonia, cutaneous symptoms) and allergic manifestations
(rhinitis, asthma).

Statistical analysis

The x? test and Fisher’s exact test were applied to compare pro-
portions, using the Epi Info 3.5.1 software (CDC, Atlanta, Georgia,
USA). The odds ratio with a 95% confidence interval was used to
quantify the association between potential risk factors for
infection, using the Epi Info 3.5.1 software package, in which
the information was stored and analyzed. Differences were
considered statistically significant when p< 0.05.

Results

Of the 122 atopic children studied, 24 (19.7%; 24/122) were sero-
positive for Toxocara spp. as diagnosed by ELISA. The average age
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for seropositive children was 9.7542.43 years. Boys (58.3%; 14/
24) showed higher positivity than girls. Most of the positive chil-
dren (87.5%; 21/24) lived in houses with front and/or back yards.
Sixty-six percent (16/24) of the positive and atopic children had
pets at home. Among these, 81.2% (13/16) had dogs, 12.5%
(2/16) had dogs and cats, and 6.3% (1/16) had only cats.
Sixty-nine percent (11/16) of these animals lived outside the
house, and all the animals (16/16) defecated outside the house.
Eighty-one percent (13/16) of the animals of seropositive children
were dewormed. As for the behavioral habits of seropositive
children, 92% (22/24) were not geophagist, but 54% (13/24) of the
seropositive children were found to be onychophagists. Sixty-six per-
cent (16/24) of the seropositive atopic children (n=16) were reported
to habitually play in sandboxes in parks, public plazas and schools
(Table 1). With regard to possible hereditary factors linked to allergic
reactions in atopic children, 82% (100/122) of these children had

family members with some type of allergy. Among the children sero-
positive for Toxocara spp., 79% (19/24) had family members with
allergies. As for clinical variables in seropositive children, 38%
(9/24) suffered from chronic cough, 29% (7/24) had pneumonida,
33% (8/24) had cutaneous symptoms such as hives (urticaria),
71% (17/24) had allergic rhinitis, and 29% (7/24) had allergic
asthma. The laboratory tests revealed that 50% (12/24) of the
individuals with seroreactivity to Toxocara spp. suffered from eosino-
philia, with a mean absolute value of 663.09+586.15 (limit up to
500 mm?) and a mean relative value (%) of 9.15+6.15. None of
atopic children seropositive for toxocariasis presented stools positive
for other intestinal parasites or clinical signs of hepatomegaly or
splenomegaly. None of the aforementioned variables were found
to be associated with the infection (Table 2).

Eight (16%; 8/51) of the 51 non-atopic children analyzed were
seropositive for Toxocara spp. diagnosed by ELISA. None of the

Table 1. Socio-demographic and behavioral profile of atopic children (n=122) seropositive and negative for Toxocara spp. surveyed (Nov 2011 to
Mar 2013) at the Pediatric Allergy and Immunology Outpatient Clinic of the Federal University of Uberldndia Clinical Hospital

Variables Number  Frequency  Positive Negative OR (CI 95%)° p-value  Statistical test
n % n n %
Age 9.05 (2.56)¢ 9.75 (2.43)¢ 8.88 (2.57)° NS ANOVA
Sex
Female bt 36.1 10 22.7 34 77.3  0.74(0.27-2.09) NS X
Male 78 63.9 14 179 64 82.1
House
With a yard 111 91 21 189 90 81.1 1.60(0.25-7.42) NS Fisher’s exact test
Without a yard 11 9 3 27.3 8 72.7
Owns a cat or dog
Yes 66 54.1 16 242 50 75.8 1.91(0.69-5.65) NS X
No 56 45.9 8 143 48 85.7
The animal lives
Outside the house 54 81.8 11 204 43 79.6  0.36 (0.08-1.74) NS Fisher’s exact test
Inside the house 12 18.2 5 41.7 7 58.3
The animal defecates
Outside the house 65 98.5 16 24.6 49 75.4  Undefined NS Fisher’s exact test
Inside the house 1 1.5 0 0 1 100
Animal dewormed
Yes 57 86.4 13 22.8 44 77.2  0.59(0.10-4.18) NS Fisher’s exact test
No 9 13.6 3 333 6 66.7
Geophagist
Yes 5 4.1 2 40 3 60 2.84(0.22-26.4) NS Fisher’s exact test
No 117 95.9 22 188 95 81.2
Onychophagist
Yes 66 54.1 13 19.7 53 80.3 1.0 (0.37-2.74) NS Xz
No 56 45.9 11 196 45 80.4
Frequency in sandboxes in parks,
squares and schools
Yes 81 66.4 16 19.8 65 80.2 1.0(0.36-3.03) NS X
No 41 33.6 8 19.5 33 80.5

NS: not significant.

% Mean and standard deviation.
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Table 2. Clinical and laboratory profile of atopic children (n=122) seropositive and negative for Toxocara spp. surveyed (Nov 2011 to Mar 2013) at
the Pediatric Allergy and Immunology Outpatient Clinic of the Federal University of Uberldndia Clinical Hospital

Variables Number Frequency  Positive Negative OR (CI 95%) p-value Statistical test
n % n % n %
Relatives with allergies
Yes 100 82 19 19 81 81 0.79 (0.24-3.11) NS Fisher’s Exact Test
No 22 18 5 227 17 77.3
Abdominal pain
Yes 56 45.9 12 214 44 78.6  1.22(0.45-3.31) NS X
No 66 54.1 12 182 54 81.8
Chronic cough
Yes 35 28.7 9 257 26 743 1.65(0.56-4.63) NS X
No 87 713 15 172 72 82.8
Pneumonia
Yes 42 34.4 7 16.7 35 833  0.74(0.23-2.11) NS X
No 80 65.6 17 213 63 78.7
Cutaneous symptoms
Yes 51 41.8 8 15.7 43 84.3  0.64(0.21-1.76) NS X
No 71 58.2 16 225 55 77.5
Respiratory allergy (rhinitis)
Yes 98 80.3 17 173 81 82.7 0.51(0.16-1.69) NS Fisher’s exact test
No 24 19.7 7 292 17 70.8
Respiratory allergy (asthma)
Yes 37 303 7 189 30 81.1  0.93(0.29-0.68) NS X
No 85 69.7 17 20 69 80
Eosinophilia
Yes 37 385 12 255 35 745  1.79(0.65-4.88) NS X
No 75 61.5 12 16 63 84
Absolute value of eosinophils 513.1 (399.6)° 663.0 (586.1)" 476.4(332.8)° NS Mann-Whitney
Relative value of eosinophils (%) 7.73 (5.13)° 9.15 (6.15)¢ 7.38 (4.82)° NS ANOVA

NS: not significant.
% Mean and standard deviation.

aforementioned variables were found to be associated with the
infection (Tables 3 and 4).

Atopic and non-atopic children showed no statistical difference
with regard to seroprevalence (19.7% vs 15.7%; p=0.68).

Discussion

The overall seroprevalence of toxocariasis detected in this study
(19%) was similar to that found in another study in Brazil,”? but
lower than in two other Brazilian studies.” In a survey conducted
in the same region with children, regardless of the presence or
absence of atopy, seroprevalence was lower, and the age group
examined involved 1- to 15-year-olds.*? Differences in seropreva-
lence may be due to samples with different characteristics. The
purpose of this study was to determine the possibility of an asso-
ciation between human toxocariasis and atopy in a population of
children; however, no such association was observed in this study.
Our results differed from those reported by researchers in the

Netherlands,**® who found a significant association between
the seroprevalence of Toxocara spp. and atopic asthma in chil-
dren. It should be noted that the majority of studies on toxocaria-
sis linked to allergy focus solely on asthma.'">?3-* Hence, they
differ from the present study, which comprised a sample of atopic
children with chronic respiratory conditions such as allergic asthma
and rhinitis, pneumonia and cutaneous symptoms, and compared
positivity for toxocariasis with allergic alterations in general. The
current study indicates a considerable seroprevalence of human
toxocariasis in atopic children (19%), which is a finding similar to
that of a study conducted in Malaysia, where a prevalence of
21% was found in children with asthma, without any significant
association with age, sex, the presence of dogs or cats in the
house and the type of dwelling.'*

Factors such as gender and age were not found to be asso-
ciated with infection, which is consistent with another study car-
ried out in the same region.*? The average age of the atopic and
non-atopic seropositive children was around 9 years, which is con-
sistent with the age group (8 months to 10 years of age) with a
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Table 3. Socio-demographic and behavioral profile of non-atopic children (n=>51) seropositive and negative for Toxocara spp. surveyed (Nov 2011
to Mar 2013) at the Pediatric Allergy and Immunology Outpatient Clinic of the Federal University of Uberléndia Clinical Hospital

Variables Number  Frequency  Positive Negative OR (CI 95%) p-value  Statistical test
n % n % n %

Age 8.78 (2.69)° 9.37(1.99)¢ 8.67(2.80)° NS ANOVA

Sex
Female 21 41 3 14 18 86 0.65(0.10-4.05) NS Fisher’s exact test
Male 30 59 5 17 25 83

House
With a yard 39 77 7 19 32 82 0.42(0.08-3.93) NS Fisher’s exact test
Without a yard 12 24 1 8 11 92

Owns a cat or dog
Yes 24 47 6 25 18 75 4.0 (0.63-45.5) NS Fisher’s exact test
No 27 53 2 7 25 93

The animal lives
Outside the house 15 63 3 20 12 80 0.5(0.05-5.0) NS Fisher’s exact test
Inside the house 9 38 3 33 6 67

Animal dewormed
Yes 19 79 21 15 79  0.41(0.03-6.60) NS Fisher’s exact test
No 5 21 2 40 3 60

Geophagist
Yes 6 12 1 17 5 83 1.0(0.02-12.18) NS Fisher’s exact test
No 45 88 7 16 38 84

Onychophagist
Yes 22 43 2 9 20 91 0.3 (0.03-2.50) NS Fisher’s exact test
No 29 57 21 23 79

Frequency in sandboxes in parks,
squares and schools
Yes 37 73 6 16 31 84  1.15(0.17-3.2) NS Fisher’s exact test
No 14 28 2 14 12 86

NS: not significant.
% Mean and standard deviation.

higher prevalence observed by other researchers.'® The results of
this study were similar to those of several others,**?> suggesting
that this age group is in closer contact with the parasite. Similar to
the reports of other researchers,'®'2?° boys were more seroposi-
tive, which may be indicative of differences in behavior or inter-
action with the environment, i.e., greater exposure to the
peridomiciliary environment during leisure activities and play,
resulting in increased exposure to Toxocara spp. eggs.'??®

The presence or absence of a front or back yard in homes was
uncorrelated with infection in either of the groups under study.
The presence of sand, earth or cement around the home is a char-
acteristic that may favor infection by human toxocariasis.
Moreover, one of the factors that may increase the risk of infection
is the peridomiciliary presence of dogs and cats. Characteristics
related to the care of these animals, such as the place where
the animal lives and defecates, and veterinary care such as
deworming, are important in the study of the transmission of
toxocariasis, although they are factors rarely addressed in

epidemiological studies. In this current study, these factors were
not related to infection as most of the animals lived and defe-
cated outside the dwellings, and according to their owners,
were dewormed regularly, which can contribute to reduce the
transmission of human toxocariasis. Most of the infected children
had dogs or cats at home, but owning animals did not prove to be
associated with infection in either of the groups. This is in agree-
ment with other studies?’~?® that also found no association
between infection and owners or professionals working with
dogs. Other researchers'®?? also found no association between
toxocariasis and the presence of dogs and or cats at home,
although some studies®'? mention a relationship.

Overall, in this study there was no statistical difference between
infection and habits such as geophagy, onychophagy and playingin
sandboxes in parks, squares and schools, as has also been reported
by other researchers.?® Most of the seropositive children, both ato-
pic and non-atopic, played in public places with sand or earth.
Parents or guardians found it quite difficult to answer this question,
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Table 4. Clinical and laboratory profile of non-atopic children (n=51) seropositive and negative for Toxocara spp. surveyed (Nov 2011 to Mar 2013)
at the Pediatric Allergy and Immunology Outpatient Clinic of the Federal University of Uberldndia Clinical Hospital

Variables Number Frequency Positive Negative OR (CI 95%) p-value  Statistical test
n % n % n %

Relatives with allergies
Yes 30 59 3 10 27 90 0.36 (0.04-2.15) NS Fisher’s exact test
No 21 41 5 24 16 76

Abdominal pain
Yes 20 39 3 15 17 85 0.91 (0.12-5.46) NS Fisher’s exact test
No 31 61 5 16 26 84

Chronic cough
Yes 15 29 2 13 13 87 0.77 (0.06-5.12) NS Fisher’s exact test
No 36 71 6 17 30 83

Pneumonia
Yes 18 35 1 6 17 94 0.22 (0.04-2.0) NS Fisher’s exact test
No 33 65 7 21 26 79

Cutaneous symptoms
Yes 19 37 3 16 16 84 1.0 (0.13-6.04) NS Fisher’s exact test
No 32 63 5 16 27 84

Eosinophilia
Yes 48 94 1 33 2 67 2.84 (0.04-61.9) NS Fisher’s exact test
No 75 62 7 15 41 85

Absolute value of eosinophils 225.2 (155.7)¢ 284.6 (215.3)7  214.2 (142.6)° NS ANOVA

Relative value of eosinophils (%) 3.23(2.19)° 3.0(2.4)° 3.27(2.18)° NS ANOVA

NS: not significant.
% Mean and standard deviation.

since in most cases the children spend most of their time at school
or in the care of others. Another study also reported difficulty in
obtaining accurate information about these aspects,® and found
no association between geophagy and onychophagy with toxocar-
iasis. However, Figueiredo et al. reported that contact with the
ground was a factor associated with infection, suggesting that
Toxocara spp. eggs may be present in these locations and may be
a source of infection by finger-to-mouth transfer.

The literature contains no data that correlates the presence of
allergies (in general) in close relatives with positivity for toxocaria-
sis in children. Moreover, no statistical correlation between these
variables was found in the current study. Other studies also found
no relationship between toxocariasis and the presence of allergies
in relatives, although those studies focused only on relatives with
asthma. 11524

Abdominal pain and chronic cough were not associated with
infection in either group in this study, nor in other studies.>*%*229
Clinical findings such as pneumonia, rhinitis or cutaneous
symptoms were not associated with infection, corroborating the
findings of others.” In contrast, a survey conducted in Peru
found an association between pulmonary symptoms such as
asthma syndrome, bronchitis or dry cough and toxocariasis.'®

Numerous studies of asthma and toxocariasis have been con-
ducted.'®>?32“ The present study found no statistical relationship
between these two variables, contrary to other studies,>*3**
which suggested that there is a relationship between the

development of asthma in children and Toxocara infection. A sur-
vey of elementary school children demonstrated an association
between asthma and bronchitis, with seroprevalence for
Toxocara spp.'® According to the authors, parasites such as
Toxocara spp., which induce IgE production, result in non-specific
stimulation of allergic symptoms in children prone to atopy. Like
the findings of the present study, other researchers found no
association between the seroprevalence of Toxocara and allergic
reactions such as asthma and chronic bronchitis.* 3¢

Hematological changes such as eosinophilia have been
reported in some studies on toxocariasis.” In a survey of elemen-
tary school children,'® a considerably larger number of eosinophils
was found in children seropositive for Toxocara compared to sero-
negative children; however, this study found no association, which
is consistent with other findings.'> None of the children involved in
the present study showed signs of hepatomegaly or splenomeg-
aly. Other studies found a significant relationship between
toxocariasis and hepatic symptoms, albeit no relationship with
splenomegaly.>*°

This study had limitations. Many children did not participate in
the study because they had skin lesions in the area of the skin prick
test, or because they were under constant treatment with anti-
inflammatory or antihistamine drugs. Another factor was the
difficulty in finding parents or guardians who would collect and
deliver stool samples correctly. Finally, this group of children
requires special attention and many parents and guardians
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were not willing to have their children participate in any kind of
research, notwithstanding its possible benefits.

Conclusions

The current study confirmed a significant seroprevalence of
Toxocara spp. in children in the region, albeit not statistically cor-
related with atopy. Further research involving epidemiology and
clinical and laboratory variables should be conducted to evaluate
this important health problem that mostly affects children.
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