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RESUMO: O parasito Dirofilaria immitis € um nematddeo que afeta os sistemas circulatorio,
linfatico e tecido subcutaneo de cées, e € transmitido por mosquitos dos géneros Aedes, Culex
e Anopheles, Descrito na literatura com uma maior prevaléncia em regides onde ha condicGes
para a proliferacdo do vetor, sua ocorréncia em areas consideradas antes ndo endémicas gera
guestionamentos. O objetivo deste trabalho foi determinar a prevaléncia de D. immitis nos cées
eutanasiados do Canil Municipal de Sousa-PB, no periodo de abril a dezembro de 2018,
mediante a pesquisa de microfilarias e parasitas adultos, associado a dados epidemiolégicos
referentes aos animais e bairros de onde foram capturados. O diagnostico foi realizado atraves
de esfregacos de sangue periférico e venoso, teste de Knott modificado e necropsia. Foram
considerados positivos, cdes que apresentaram positividade em pelo menos um dos testes. De
45 cdes necropsiados, 18 foram positivos, revelando prevaléncia de 40%. Todos os 18 cées
apresentaram parasitas adultos durante a necropsia, cinco animais foram positivos no teste de
Knott modificado, quatro em esfregaco de sangue venoso e apenas em um no esfregaco de
sangue periférico. Os resultados foram avaliados pelo método de concordancia Kappa. Os
fatores de risco epidemioldgicos foram avaliados pela analise univariada e multivariada, com
diferenca estatistica em relacdo a idade (cdes maiores de 12 meses) (p=0,138), acimulo de agua
(p=0,073) e saneamento basico inadequado nos bairros (p=0,127). Concluiu-se que a
prevaléncia de D. immitis nos cées do Canil Municipal de Sousa foi alta e os bairros com maior
namero de animais positivos foram Alto do Cruzeiro e Angelim. A necropsia foi considerada o
exame que mais diagnosticou a parasitose. Variaveis como a idade do animal, acimulo de agua
e saneamento basico inadequado foram considerados fatores relevantes para a ocorréncia dessa
parasitose.

Palavras-chave: Verme do corag&o. Filariose. Epidemiologia. Diagndstico.



ABSTRACT: The parasite Dirofilaria immitis is a nematode that affects the circulatory and
lymphatic systems and subcutaneous tissues of dogs, and is tansmitted by mosquitoes of the
genus Aedes, Culex and Anopheles. Described in the literature with a higher prevalence in
regions where there are conditions for vector proliferation, its occurrence in previously non-
endemic areas raises questions. The objective of this study was to determine the prevalence of
D. immitis in dogs euthanized from the Municipal Kennel of Sousa-PB, from April to December
2018, by means of microfilariae and adult parasites, associated with epidemiological data on
animals and neighborhoods from where they were captured. The diagnosis was made through
peripheral blood and venous smears, modified Knott's test and necropsy. Positive dogs were
considered positive in at least one of the tests. Of 45 necropsied dogs, 18 were positive,
revealing a prevalence of 40%. All 18 dogs had adult parasites during necropsy, five animals
were positive on the modified Knott's test, four on venous blood smear and only one on the
peripheral blood smear. The results were evaluated using the Kappa agreement method.
Epidemiological risk factors were evaluated by univariate and multivariate analysis, with
statistical difference in relation to age (dogs older than 12 months) (p=0.138), water
accumulation (p=0.073) and inadequate basic sanitation in the neighborhoods (p=0.127). It was
concluded that the prevalence of D. immitis in the Canil Municipal de Sousa dogs was high and
the neighborhoods with the highest number of positive animals were Alto do Cruzeiro and
Angelim. Necropsy was considered the most diagnosed test for parasitosis. Variables such as
the age of the animal, accumulation of water and inadequate basic sanitation were considered
relevant factors for the occurrence of this parasitosis.

Keywords: Heartworm. Filariosis. Epidemiology. Diagnosis.
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1 INTRODUCAO

A ocorréncia de endoparasitoses transmitidas por artropodes hemat6fagos nos cées tem
chamado atencdo pelo aumento do numero de casos descritos na literatura e observados na
rotina clinica. Dirofilaria immitis (Leidy, 1856) é um exemplo de nematddeo transmitido por
mosquitos (Aedes spp., Culex spp. e Anopheles spp.), que possui 0 cdo como hospedeiro
definitivo, e pode causar uma doenca zoonotica chamada dirofilariose ou filariose canina
(VIDAL, 2014).

Difundida mundialmente, encontram-se indices de ocorréncias de D. immitis em varias
regides do Brasil, dentre elas a regido Nordeste, mais especificamente em regides costeiras,
onde ha uma maior prevaléncia em que as condicdes edafoclimaticas favorecem o
desenvolvimento e a proliferacao dos vetores (LABARTHE, 2014).

No Brasil, estudos sobre a prevaléncia foram realizados em canil municipal de Santa
Catarina (LIRA et al., 2012) e do Parana (LEITE et al., 2007), além de levantamento de casos
em bairros do Rio de Janeiro (DA SILVA & DE SOUZA ABBOUD, 2017). Na Regido
Nordeste, pesquisas foram realizadas em Salvador e Lauro de Freitas, na Bahia, onde 10,4%
(64/613) dos cées avaliados apresentavam microfilarias circulantes (ALMEIDA et al., 2001);
em Maceié com 1,3% (15/1097) dos cdes positivos (BRITO et al., 2001); e na Paraiba, nos
municipios de Jodo Pessoa, Conde e Cabedelo, com prevaléncia de 0,33% (1/301) de caes
positivos (VIDAL, 2014).

Na regido semiarida da Paraiba, em estudo retrospectivo realizado no Laboratério de
Patologia Animal da Universidade Federal de Campina Grande, cidade de Patos, no periodo de
2003 a 2012, foram encontrados dois casos de D. immitis (parasita adulto) como achado de
necropsia em cdes (ALMEIDA, 2014). Recentemente, D. immitis também foi identificado no
ventriculo direito do coragdo de um cdo no municipio de Sousa (MATIAS et al., 2016).

No Laboratério de Patologia Animal (LPA) do Hospital Veterinario do Instituto Federal
de Educacéo, Ciéncia e Tecnologia da Paraiba (HV-IFPB), campus Sousa, chamou-se aten¢éo
que entre os anos de 2016 e 2017, de 35 cdes recebidos para realizagéo de necropsia, a maioria
proveniente do Canil Municipal de Sousa, 16 animais apresentaram parasita com morfologia
compativel com larvas adultas de D. immitis. Desses 16 cées, sete apresentavam
concomitantemente Leishmaniose (dados do LPA ndo publicados).

A ocorréncia de um namero consideravel de D. immitis como achados de necropsia
diagnosticados em caes provenientes do Canil Municipal de Sousa em um curto intervalo de

tempo, e a caréncia de informacdes sobre a situacdo desse parasito no municipio, associada a
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sua importancia patogénica, despertou a necessidade de estudar sobre a parasitose. Portanto, o
objetivo desse trabalho foi estudar a prevaléncia dessa parasitose em cdes do Canil Municipal

de Sousa, mediante a pesquisa de microfilarias e parasitas adultos.
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2 FUNDAMENTAGCAO TEORICA

2.1 Etiopatogenia

Os nematodeos do género Dirofilaria pertencem a superfamilia Filariidae e subfamilia
Dirofilarinae, sendo a espécie Dirofilaria immitis a de maior importancia na medicina
veterinaria (BOWMAN et al., 2006; SILVA & LANGONI, 2008). Esse é um parasita do
sistema circulatorio (coracdo e grandes vasos), linfatico e tecido subcutaneo, conhecido como
verme do coragdo, o qual causa uma doenca crénica em cées (filariose canina ou doenca do
verme cardiaco) (ACHA & SZYFRES, 2003).

Além do cdo, o parasita pode ser encontrado em canideos silvestres e menos
frequentemente em gatos. O homem também pode ser infectado, onde os vermes adultos
causam nodulos granulomatosos nos pulmdes que sdo frequentemente confundidos por
neoplasias, contribuindo para a negligéncia da doenga (SILVA & LANGONI, 2008).

Os parasitas adultos possuem predilecdo pela artéria pulmonar dos cées, considerados
hospedeiros definitivos, chegando a medir 12 a 30cm de comprimento, sendo as fémeas maiores
e com extremidade caudal arredondada. Os machos possuem um menor comprimento e
apresentam extremidade final da cauda espiralada. A presenca de ambos 0s sexos do parasita
ira promover a reproducéo sexuada, onde a fémea liberara microfilérias no sangue ap6s 6 a 7
meses desde a infeccdo (ALMEIDA, 2010; ROCHA, 2007).

2.2 Ciclo bioldgico

Os hospedeiros intermediarios (HI) sdo principalmente mosquitos dos géneros Aedes,
Culex e Anopheles, que ingerem as microfilarias de primeiro estagio (L1) junto com o sangue
durante o repasto em um cdo microfilarémico. As larvas migram até os tabulos de Malpighi do
vetor, onde ocorre a muda para o segundo (L2) e terceiro estagio (L3), considerado infectante.
Durante a realizacdo de novo repasto sanguineo, a L3 migra pela proboscide do mosquito, se
aloja na pele do cdo e penetra na pele (CRUZ, 2007).

As filarias permanecem no tecido subcutaneo, onde ocorrera a muda para quarto (L4) e
quinto estagio (L5), até alcangarem 5cm de comprimento, quando séo transportadas pelas veias
até o coracdo para finalizar o ciclo na fase adulta (Figura 1). O periodo pré-patente da doenca é
de 6 a 8 meses (BRITO et al., 2001).
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Figura 1 - Ciclo de Dirofilaria immitis. 1. HI ingere

microfilarias durante repasto sanguineo em cdo microfilarémico;
2: Microfilarias se desenvolvem até L3 no HI; 3: L3 presente no
HI infecta o cdo durante o repasto sanguineo; 4. Ocorre muda
para L4 no subcutaneo e migracgéo para o sistema circulatorio até
0s vasos pulmonares como L5; 5: Ocorre reprodugdo sexuada e
liberacdo de microfilérias para a circulacao.

Fonte: vetmed.tamu.edu

2.3 Sinais clinicos

A dirofilariose (filariose canina) ocorre em animais intensamente parasitados, onde os
vermes adultos alojam-se no ventriculo direito e vasos pulmonares, gerando manifestacdes
clinicas como tosse, dispneia, intolerancia a exercicio e apatia, que podem ser atribuidas a
outras patologias de etiologia cardiaca, dificultando assim o seu diagndstico. Animais que
apresentam carga parasitaria baixa sdo assintomaticos, servindo apenas como fonte de infec¢do
(VIDAL, 2014).

Nos cdes que apresentam uma grande quantidade de parasitas alojados no coragéo e vasos,
é possivel a ocorréncia da sindrome da veia cava, devido a uma migracdo retrograda dos
parasitas das artérias pulmonares para atrio e ventriculo direito, atingindo a veia cava,
interrompendo, entdo, o funcionamento normal da vélvula tricispide (CRUZ, 2017; AHS,
2014).
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Os sinais clinicos e achados laboratoriais atribuidos a sindrome séo taquicardia,
taquipneia, ascite, pulso jugular positivo, anemia, hemoglobindria, disfuncéo renal e hepética,
e coagulacdo intravascular disseminada (CID) (LEITE et al., 2006).

2.4 Diagnostico

Para a realizacdo do diagndstico, além da observacdo dos sinais clinicos apresentados
pelo animal, é importante a solicitacdo de exames para que se detecte a infeccdo. O esfregaco
sanguineo € um método de triagem que pode ser realizado durante a rotina clinica para a
visualizacdo de microfilarias no sangue (MORENO, 2015; SILVA & LANGONI, 2008).
Entretanto, como o volume sanguineo utilizado neste exame é considerado pequeno e a
guantidade de microfilarias circulantes pode ser baixa, podem ocorrer resultados falsos-
negativos.

O esfregaco de sangue periférico, preferencialmente de ponta de orelha ou cauda, € um
método considerado um pouco mais sensivel quando comparado ao esfregaco de sangue
venoso, pois acredita-se que as microfilarias tendem a se concentrar nos capilares periféricos
(MORENO, 2015).

Os métodos de concentracdo de microfilarias sdo mais precisos e indicados para
realizacdo do diagnostico. Entre eles, o teste de Knott modificado é o preferivel pela pouca
utilizacdo de materiais, além de ser padronizado e de rapida execu¢cdo (BOWMAN et al., 2006).
Para a deteccdo de antigenos da fémea adulta, podem ser empregados o Enzyme-Linked
Immunosorbent Assay (ELISA) e testes imunocromatograficos, além da realizacdo da
Polymerase Chain Reaction (PCR) (GENCHI et al., 2007).

Em animais que vieram a Obito e ndo foi possivel o diagnostico quando em vida, a
realizacdo da necropsia se torna essencial, onde é possivel a visualizacdo dos vermes adultos
em ventriculo direito do coracdo e em vasos e bronguios pulmonares, diagnosticando infeccdes
ocultas pelo parasita, quando o animal ndo apresenta nenhuma sintomatologia (ALMEIDA,
2010; ALMEIDA, 2014).

A ocorréncia da infeccdo oculta é considerada comum e pode acontecer em casos em que
o animal libera mecanismos imunomediados para a destruigdo de microfilérias que ainda estdo
no periodo pré-patente; quando os vermes ainda sao imaturos para reproducédo sexuada ou néo
ha a presenca de ambos o0s sexos; ou houve tratamento com farmacos microfilaricidas sem

conhecimento do médico veterinario (LEITE et al., 2006).
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2.5 Diferencial

Outras especies de filarideos, como Dirofilaria reppens e Acanthocheilonema (syn.
Dipetalonema) recontidum, devem ser incluidas como diagndstico diferencial ao se detectar
microfilarias em canideos. D. reppens acomete tecido subcutaneo e olho desses animais, mas
sua ocorréncia é predominante nos continentes Europeu, Africano e Asiatico (SILVA &
LANGONI, 2008).

No Brasil, considera-se de maior importancia a diferenciacdo morfologica entre D.
immitis e A. recontidum, considerando o fato de que esta Ultima ndo causa complicagdes, sendo
ndo patogénica, enquanto D. immitis causa uma doenca cardiaca grave e as vezes fatal
(ROCHA, 2006).

E possivel analisar a morfologia das microfilarias através de testes de concentracio, como
o teste de Knott modificado, onde sdo caracteristicas marcantes da D. immitis um maior calibre
e comprimento, além da cauda retilinea. J& A. recontidum possuem um menor calibre e
comprimento, apresentando cauda em gancho e aculeo cefalico (Figura 2) (JONES et al., 2000).
Para a diferenciacdo também pode-se utilizar exames de marcacgdo histoquimica para fosfatase
acida, PCR e testes imunoldgicos (ROCHA, 2006; BRITO et al., 2001).
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Figura 2 - Acanthocheilonema reconditum (acima)
Dirofilaria immitis (abaixo).

Fonte: veteriankey.com

2.6 Tratamento
O tratamento da dirofilariose deve ser realizado com cautela pelo médico veterinario, e

os farmacos e doses administradas irdo depender da carga parasitaria e estado geral do paciente
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(ETTINGER & FELDMAN, 2004). A utilizacdo de adulticidas e microfilaricidas as vezes se
torna perigosa em cdes devido a ocorréncia de tromboembolismo e choque anafilatico,
acarretando na morte do animal. Em casos mais graves, € indicado abordagem cirdrgica para a
retirada dos parasitas (MEIRELES et al., 2014).

Devido a complicacBes na terapia instituida nos cées e o carater zoonotico em humanos,
recomenda-se entdo que o foco maior esteja na prevencdo da infecgdo, principalmente quando
se hd o deslocamento de cdes para regides endémicas que apresentem um alto numero de
animais infectados sem apresentacao de sinais clinicos e casos relatados em humanos (SILVA
& LANGONI, 2008).

2.7 Epidemiologia

O primeiro relato de infeccdo por D. immitis em um cdo na América do Sul foi descrito
no estado da Bahia, Brasil, no ano de 1878 por Silva Aradjo (PINTO, 1944). Desde entdo, o
Brasil detém um maior nimero de estudos sobre a prevaléncia do parasita quando comparado
aos outros paises do continente (BENDAS et al., 2017).

Em Cuiab4, estado de Mato Grosso na regidao Centro-Oeste brasileira, foi realizada uma
pesquisa de nematddeos em 100 cées eutanasiados entre 0s anos de 2007 e 2008 pelo Centro de
Controle de Zoonoses da cidade. Em apenas um animal (1%) foi evidenciada a presenca de
vermes adultos de D. immitis alojados no coragdo durante a necropsia (RAMOS et al., 2015).

No estado do Amazonas, regido Norte do Brasil, durante a realizacdo de um estudo no
ano de 2009 na cidade de Labrea (SOARES et al., 2014), visando a identificacdo dos principais
endoparasitas transmitidos por carrapatos, avaliou-se amostras de sangue coletadas de 99 cées
através de PCR e, acidentalmente, detectou-se sequéncias de DNA (Deoxyribonucleic Acid) de
Anaplasmataceae idénticas a de Wolbachia, bactéria endossimbiotica de D. immitis. Diante
deste achado, todas as amostras foram testadas para D. immitis, resultando em um total de 44
caes (44,4%) positivos, uma das maiores prevaléncias descritas na América do Sul.

Em um estudo realizado entre os anos de 2013 e 2014, foram coletados sangue de 1531
caes dos estados de Santa Catarina, Parand, Sdo Paulo, Rio de Janeiro, Bahia e Pernambuco,
para realizagdo de teste imunocromatografico, onde 354 (23,1%) das amostras foram positivas
para o antigeno de D. immitis, sendo 64 na regido Sul, 160 na regido Sudeste e 130 na regido
Nordeste (LABARTHE et al., 2014).

Mais recentemente, no ano de 2016 na cidade de Recife, foram realizados exames
microscopicos (teste de Knott modificado e exame em fragmento de pele) e molecular, em 104

caes para deteccdo de microfilarias presentes em sangue e amostra de pele (RAMOS et al.,
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2016). Microfilarias de D. immitis foram detectadas em 12 animais (11,54%), e em 4 (3,85%)
observou-se uma coinfecgdo entre D. immitis e A. recotidium. A cidade foi considerada
endémica para o parasita, pois apresenta condi¢fes favoraveis para a proliferacdo dos vetores.

Uma pesquisa realizada nas cidades de Jodo Pessoa, Conde e Cabedelo, na Paraiba,
revelou uma porcentagem de apenas 0,33% (1/301) de cées positivos para microfilarias
circulantes e antigeno para o verme adulto, diagnosticados através dos testes de Knott
modificado e ELISA, respectivamente (VIDAL, 2014). Apesar de serem consideradas cidades
litoraneas, o estudo demonstrou uma prevaléncia baixa para parasitose.

Resultados obtidos de estudos englobando fatores intrinsecos como idade, sexo e ragas;
e fatores de riscos associados a dirofilariose, concluiram que, entre a faixa etéaria de seis meses
a 14 anos dos cées estudados, a infec¢do por D. immitis foi maior nos caes de idade entre seis a
dez anos. N&o foi observado predisposicdo para o parasitismo com relacdo ao sexo, raca,
comprimento e coloracdo dos pelos dos animais (ALMEIDA et al., 2001).

Nesse mesmo estudo, observou-se que em relacdo a suscetibilidade dos cées a
dirofilariose, os fatores extrinsecos como o0 ambiente e manejo dos animais, o tempo de
permanéncia na area enzodtica da doenca e o tipo de atividade que realiza, possibilitando uma
maior exposi¢do ao mosquito vetor; parecem ter maior importancia dos que os fatores
intrinsecos (ALMEIDA et al., 2001).

Apesar de D. immitis ser considerada pela literatura como um nematddeo prevalente em
regides litoraneas, sua ocorréncia em regides semiaridas desperta a necessidade de estudos que
caracterizem os fatores epidemioldgicos que favorecem a ocorréncia dessa parasitose em cées
na regido, com o intuito de determinar parametros que possam estabelecer a profilaxia da

doenca e reduzir os riscos da transmissao para animais, como também para humanos.
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3 MATERIAIS E METODOS

3.1 Comisséo de Etica no Uso de Animais (CEUA)

O referido estudo foi submetido a CEUA do IFPB, campus Sousa, para 0 uso de animais
em atividade de ensino, pesquisa e extenséo, e aprovado sob cadastro n® 01.0462.2017, com
vigéncia autorizada do experimento do més de abril a dezembro de 2018.

3.2 Descricdo do local de estudo

O municipio de Sousa esté localizado no interior do estado da Paraiba, Brasil, e apresenta
area territorial de 738,547 kmz?, com latitude 06°45'33" sul e longitude 38°13'41" oeste (IBGE,
2017). Possui uma populacdo de 65.803 habitantes, com densidade demografica de
89,10hab./kmz, sendo a maioria proveniente de zona urbana (IBGE, 2010).

O clima é considerado tropical semiérido, com precipitacgdo maxima de chuvas de
650,6mm no ano de 2018 (AESA, 2018) e vegetagdo predominantemente composta por
caatinga hiperxerofila e trechos de floresta caducifélia (MASCARENHAS et al., 2005).

O estudo foi realizado no Canil Municipal de Sousa, que esta localizado no bairro
Angelim, e possui infraestrutura para abrigar 100 cdes. Possui ainda laboratério, sala de
procedimentos, recepcdo, e baias contendo area sombreada, comedouros e bebedouros.

3.3 Selecdo dos animais e coleta de dados epidemiolégicos

O Canil Municipal de Sousa atualmente recebe solicitacdes para realizacdo de testes de
diagndstico de leishmaniose em cdes domiciliados e errantes, ou para captura de cdes muito
debilitados devido a outras patologias. A coleta de sangue para esses testes e a captura dos
animais foi realizada pelo Departamento de Vigilancia em Saude do municipio, que atualmente
tem priorizado o controle de casos de leishmaniose visceral canina.

Apo0s a captura e encaminhamento para o canil, foi procedida a coleta de sangue para
realizacdo do teste rapido imunocromatografico DPP — LVC® (Dual Path Platform —
Leishmaniose Visceral Canina), considerado atualmente o método de triagem recomendado
pelo Ministério da Saude para diagnostico de Leishmaniose (BRASIL, 2014). Os animais
negativos para Leishmaniose eram separados dos demais para posterior realizacdo do controle
parasitario e castracdo, visando a adocdo responsavel por parte da populacdo. Os animais
positivos no teste rapido tiveram sua amostra de sangue centrifugada, e o soro enviado ao
Laboratdrio Central Estadual (LACEN) na cidade de Jodo Pessoa — PB, para realizacdo de

ELISA, considerado teste confirmatdrio pela norma técnica conjunta nimero 01 do ano de 2011
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desenvolvida pela Coordenacdo Geral de Doencas Transmissiveis e Coordenacdo Geral de
Laboratdrios de Saude Publica (CGDT/CGLAB) (BRASIL, 2011).

Seguindo o protocolo da Vigilancia em Saude do municipio, 0s cdes sorologicamente
positivos para leishmaniose e 0s que estdo em estado terminal, muito debilitados e sem resposta
terapéutica sdo eutanasiados. A eutandsia dos animais foi realizada pela médica veterinaria
responsavel pelo canil, com o uso de propofol e cloreto de potassio, seguindo os preceitos éticos
de bem-estar animal sobre métodos de eutanasia, como descrito no Guia Brasileiro de Boas
Praticas em Eutanasia em Animais - Conceitos e Procedimentos Recomendados (2013). Apos
a eutanasia, os cadaveres foram identificados, acondicionados em sacolas plasticas e caixas, e
encaminhados para o LPA-HV/IFPB, para realizagdo da necropsia.

Foram inclusos no projeto 45 cées, sendo 29 machos e 16 fémeas, com faixa etaria maior
gue 6 meses de idade, eutanasiados no periodo de abril a dezembro de 2018. Entre as racas, em
ordem decrescente, predominaram os sem raca definida (SRD) (36), poodle (4), pinscher (3),
rotwailler (1) e pastor alemdo (1). A pelagem variou de tamanho (curta, média e longa) e
coloracdo (clara ou escura).

Os animais foram provenientes dos bairros Alto do Cruzeiro (13), Projeto Mariz (4),
Angelim (4), Augusto Braga (3), Sousa | (3), Jardim Brasilia (2), Jardim Sorrilandia 11 (1),
Jardim Sorrilandia 111 (1), Jardim Iracema (1), Jardim Santana (1), Estacdo (1), Bancarios (1),
André Gadelha (1), Sdo Gongalo (1) e de bairros que ndo puderam ser identificados (7). Os
aspectos demograficos como acumulo de agua, vegetacdo e saneamento basico dos bairros

foram analisados.

3.4 Coleta de sangue e confeccao de laminas de esfregacos sanguineos

Antes da eutanasia foi realizada a contencdo mecanica dos animais e coletados 3 a 5 ml
de sangue da veia cefélica. Ap6s a coleta, o sangue foi transferido para tubos estéreis
previamente identificados contendo anticoagulante EDTA (Ethylenediamine tetraacetic acid),
acondicionados e encaminhados para o Laboratorio de Parasitologia Veterinaria (LPV) do HV
— IFPB, para realizacdo do teste de Knott modificado e esfregaco de sangue venoso.

Foi realizado também esfregaco de sangue periférico obtido da ponta da orelha. As
laminas de esfregacos sanguineos foram fixadas e coradas através de Panético Rapido®,

acondicionadas em caixas proprias e encaminhadas para o LPV para visualizagdo microscopica.



21

3.5 Pesquisa e diferenciacdo de microfilarias de D. immitis e A. reconditum

Para a pesquisa de microfilarias foram realizados trés métodos: esfregaco de sangue
periférico coletado da ponta da orelha, esfregaco de sangue venoso coletado da veia cefalica e
teste de Knott modificado. Foram confeccionadas duas laminas para cada técnica. As laminas
de ambos os esfregacos sanguineos foram observadas em microscopio éptico em busca de
estruturas vermiformes coradas basofilicamente.

Para a realizacdo do teste de Knott modificado (BOWMAN et al., 2006), foi utilizado o
sangue com EDTA coletado da veia cefalica. O método consistiu em misturar 1 ml de sangue
com 10 ml de formol a 2% em um tubo Falcon, homogeneizando por inversdo e agitacdo para
que ocorra a lise dos eritrocitos e conservacao das microfilarias em formato distendido. O tubo
com a amostra foi entdo centrifugado a 1500 rpm por 5 minutos. Apds a centrifugacéo, foi
desprezado o sobrenadante e colocado uma gota de azul de metileno a 0,1% na parte decantada.
Em seguida parte do sedimento foi coletado com uma micropipeta, colocado em uma lamina e
recoberto com laminula para visualizacdo em microscopio Optico em busca de microfilérias
distendidas coradas de azul (Figura 3).

Em ambos os trés testes, a visualizacao de apenas uma microfilaria ja classificou o animal
como positivo. Quando positivo, realizou-se a diferencia¢do das microfilarias encontradas entre
D. immitis e A. reconditum durante a leitura de laminas do teste de Knott modificado, de acordo
como descrito por Jones et al. (2000).

Figura 3 — Realizacao do teste de Knott modificado.

Fonte: Laboratério de Parasitologia Veterindria — HV/IFPB.



22

3.6 Necropsia dos animais

Durante as necropsias, foi realizada a pesquisa de parasitas adultos no ventriculo direito
do coracdo e artérias e bronquios pulmonares. Os mesmos foram coletados (Figura 4) e fixados
em formol a 10%, e encaminhados para o Laboratorio de Parasitologia Veterinaria para

contagem e identificacdo da espécie.

8l

Figura 4 - Estagios adultos de Dirofilaria immitis coletados e mensurados

durante necropsia.
Fonte: Laboratério de Patologia Animal — HV/IFPB.

3.7 Analise dos dados

Foram considerados infectados com D. immitis cdes que foram positivos em qualquer um
dos testes descritos na metodologia.

Para avalicdo dos testes de diagnostico foi levado em consideracdo a necropsia como
padrdo ouro. A partir do cruzamento dos resultados foi possivel calcular os valores de
sensibilidade, especificidade, valor preditivo positivo (VPP) e valor preditivo negativo (VPN).
Além disso, para verificar a concordancia entre a necropsia e a pesquisa de microfilarias nos
testes de Knott modificado e esfregacos de sangue venoso e periféerico, foi realizado o teste de
Kappa (p<0.05). As andlises de dados foram realizadas utilizando o software SPSS 23.0 for
Windows.

Para esta analise, adotou-se a classificagdo descrita por Landis & Koch (1977), onde
Kappa<0=sem concordancia, Kappa entre 0 e 0,19=concordancia pobre, Kappa entre 0,20 e
0,39=concordancia baixa, Kappa entre 0,40 e 0,59=concordancia moderada; Kappa entre 0,60

e 0,79=concordancia substancial e Kappa entre 0,80 e 1,00=concordancia quase perfeita.
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Em seguida, realizou-se uma andlise para verificacdo de uma possivel associagdo entre
os dados epidemioldgicos dos animais e bairros (variavel independente) e o resultado da
necropsia (variavel dependente). A analise foi realizada em dois etapas, inicialmente foi feita
uma analise exploratoria univariada a fim de selecionar variaveis que apresentassem p< 0,2
utilizando o teste de qui-quadrado ou exato de Fisher.

Na segunda etapa as variaveis que foram selecionadas foram submetidas a uma analise
multivariada através da regressao logistica multipla ao nivel de significancia de 5% (HOSMER
& LEMESHOW, 2000). O ajuste do modelo final foi feito através do coeficiente de Hosmer e
Lemeshow onde para que houvesse um bom ajuste o valor de p>0.05. A colinearidade das
varidveis independentes foi realizada pela analise de correlacdo, as quais se apresentassem
coeficiente de correlacdo <0.9 uma das variaveis seria eliminada de acordo com a plausibilidade
biolégica (DOHOO et al., 1997).
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

A prevaléncia de D. immitis em cdes do Canil Municipal de Sousa foi de 40%. Dos 45
cdes estudados, 18 apresentaram formas adultas de D. immitis encontradas durante a necropsia
em atrio e ventriculo direitos (Figura 5), artérias pulmonares e no limen de brénquios (Figura
6). A quantidade estimada de vermes adultos variou entre 1 a 112 exemplares.

N&o houveram cdes positivos simultaneamente para D. immitis em todos os testes
realizados. Todas as microfilarias foram avaliadas morfologicamente, ndo havendo positivos

para A. reconditum.

Figura 5 — Estagios adultos de Dirofilaria immitis no coragéo direito do cdo numero 08. A: Ao

corte dos vasos da base do coracdo, observou-se vermes adultos emaranhados na artéria
pulmonar; B: A abertura das camaras direitas, observou-se vermes adultos e coagulo crudricos.
Fonte: Laboratério de Patologia Animal — HV/IFPB.
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Figura 6 — Estégis dultos de Dirofilaria immitis no pulméo do cdo numero 08. A: Estagios
adultos do parasita no lumen da artéria pulmonar (seta); B: Ao corte, observou-se estagios
adultos do parasita no limen de brénquios.

Fonte: Laboratério de Patologia Animal — HV/IFPB.

Dos 18 cées positivos, 83,33% (15/18) eram SRD, 5,55% (1/18) poodle, 5,55% (1/18)
pinscher e 5,55% (1/18) rotwailler. A quantidade de machos positivos (11/18) foi superior as
fémeas (7/18). Os animais afetados apresentavam idade superior a um ano e pelagem
predominantemente curta e escura (12/18). Todos os dados sobre o animal e resultado dos testes

estdo descritos resumidamente na tabela 1.

Tabela 1 - Dados gerais dos cées positivos para Dirofilaria immitis do Canil Municipal de
Sousa, incluindo bairro, raca, pelagem, sexo e idade, necropsiados no periodo de abril a
dezembro de 2018.

0

Céo Bairro Raca Pelagem Sexo Idade Esp. Esv. Kn. Neé:irrc;r;:./n
Augusto Curta

01 Braga SRD Escura M 4 anos - - - 4 adultos
Jardim Média

02 Sorrilandia SRD F 2 anos - - - 3 adultos
Escura

Continua
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Tabela 1 - Dados gerais dos cées positivos para Dirofilaria immitis do Canil Municipal de

Sousa, incluindo bairro, raca, pelagem, sexo e idade, necropsiados no periodo de abril a

dezembro de 2018 (continuacao).

0
Céo Bairro Raca Pelagem Sexo Idade Esp. Esv. Kn. Negirr(z)r;./n
03 Altodo SRD Curtd — t yanos - - - 1adulto
Cruzeiro Escura
04 Altodo SRD  Longd v 4anes - - - ladulto
Cruzeiro Escura
05 Alto c_jo SRD Curta M 2 anos - + + 2 adultos
Cruzeiro Escura
06 Alto (.jo SRD Curta M 3 anos - - - 4 adultos
Cruzeiro Escura
07 PrOJe_to SRD Curta M 2 anos - + + 8 adultos
Mariz Escura
Projeto Curta 112
08 Mariz SRD Escura M 2anos - ) i adultos
09  Angelim SRD Curta M >1 - - + 4 adultos
Escura ano
10 NI Poodle ~ Media o >1 o ) adulto
Clara ano
11 Angelim Pinscher Curta M >1 - - - 1 adulto
Escura ano
1p Altodo SRD Curtda — t gones - - - 26adultos
Cruzeiro Escura
13 Andre Rotwailler Curta M 3 anos - - - 20 adultos
Gadelha Escura
14 Alto (.jo SRD Curta M 4 anos - - - 2 adultos
Cruzeiro Escura
g5 Jardim SRD Curta > 4 adultos
Santana Clara ano
16 NI SRD Curta o >1 28 adultos
Clara ano
17 NI SRD Curta o >1 1 adulto
Escura ano
18 Angelim  SrRD QU o> o
Clara ano

Esp. - Esfregago de sangue periférico; Esv. - Esfregaco de sangue de venoso; Kn — Teste de

Knott modificado; Necrop./n° dirof. — Necropsia e nimero de dirofilarias encontradas; SRD —

Sem raca definida; NI — N&o informado.
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Entre os 18 animais que apresentaram parasitas adultos, em apenas seis foram observadas
microfilarias nos exames de sangue, demonstrando que nesse trabalho a infeccdo oculta pelo
parasita ocorreu de forma predominante (Figura 7). Acredita-se que, nos animais que
apresentaram um adulto do parasita, a ndo deteccdo de microfilarias pode estar atribuida a
presenca de apenas um dos sexos no ventriculo direito, impossibilitando a reproducéo sexuada
e eliminacdo das larvas de primeiro estagio na corrente sanguinea. Almeida (2010) acredita que
0 tempo de infeccdo também pode ser um fator relevante, considerando que mesmo com dois
ou mais parasitas adultos ainda ndo é possivel a observacédo de microfilarias, pois somente 6 a
7 meses apos a infeccdo pela L3 os adultos estdo sexualmente maduros para liberagédo da L1.

N&o houveram cées negativos no exame de necropsia que foram positivos nos outros
testes. Destaca-se a ocorréncia de casos com grande numero de estagios adultos do parasito
encontrados durante a necropsia no ventriculo direito e artérias e brénquios pulmonares,
entretanto, alguns desses animais foram negativos para a pesquisa de microfilarias nos outros
exames realizados. SupBe-se que, nestes casos, que houve o uso de lactonas macrociclicas por
parte dos tutores dos animais visando a vermifugacao para outras parasitoses, ocasionado a
morte ndo intencional das microfilarias (MEIRELES et al., 2014). Além disso, esse fato
confirma mais uma vez que os métodos de esfregaco sanguineo e concentragdo nao possuem
uma sensibilidade confiavel para confirmar verdadeiramente negativos.

Entre os animais positivos na necropsia, um foi positivo somente no teste de Knott e
negativo nos esfregacos sanguineos. Em dois cdes houveram divergéncias no padrdo dos
resultados em relacdo aos outros animais, apresentando microfilarias apenas no esfregaco de
sangue periférico e de sangue de veia cefélica, cada um. Acredita-se que essa diferenca se deve
a um possivel erro na técnica de concentracdo elaborada, ou a amostra sanguinea utilizada para
a realizacdo do exame ndo havia microfilarias suficientes para detecgéo.

A maioria dos animais positivos apresentavam pelo curto (15/18), e apenas dois possuiam
pelo médio e um pelo longo. E notavel que esses animais estdo mais expostos aos vetores por
ndo apresentarem uma camada de pelo excessiva protegendo a pele, mas deve-se levar em
consideragdo que dos 45 cées estudados, 33 apresentavam pelo curto, compondo a grande
maioria das amostras.

A causa da eutanésia dos 18 caes positivos para D. immitis foi predominantemente devido
a leishmaniose visceral canina, com um total de 13 casos reagentes positivamente através de
ELISA. A baixa de imunidade consequente a leishmaniose pode ter favorecido a instalacéo e
répida reproducdo do nematddeo nesses animais, explicando a alta carga parasitaria encontrada

em alguns dos cées. A concomitancia de animais positivos para leishmaniose e D. immitis deve



28

chamar a atengdo dos 6rgaos publicos de saude da cidade para que estabelecam medidas de
controle e prevencéo, considerando que as duas doengas sdo zoonoses e talvez estejam sendo
subdiagnosticadas também em humanos. A eliminacdo dos vetores é a principal forma de se

controlar a ocorréncia das doencas, diminuindo o nimero de casos.
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Figura 7 — Microfilarias de Dirofilaria immitis observadas em exames sanguineos dos caes

positivos. Obj. 40x. A: Microfiléaria distendida e corada em azul em teste de Knott modificado;
B: Microfilaria corada basofilicamente em esfregaco de sangue venoso

Fonte: Laboratorio de Parasitologia Veterinaria — HV/IFPB

A anélise dos resultados dos testes de diagnostico através do indice de concordancia
Kappa, sensibilidade, especificidade, valor preditivo positivo e valor preditivo negativo, estéo
descritos na tabela 2.

A analise dos resultados negativos e positivos pela medida de Kappa, resultou em uma
concordéncia baixa (k=0,316; p= 0,004) entre os exames de necropsia e Knott modificado.
Entretanto, o valor de sensibilidade (27,77%) e VPN (67,50%) ainda foram maiores quando
comparados aos esfregacos sanguineos, demonstrando dessa forma que o método de
concentracdo de microfilérias ainda € o mais preciso e indicado para realizacdo do diagnostico,
pela pouca utilizacdo de materiais, além de ser padronizada e de rapida execu¢cdo (BOWMAN
etal., 2006). A capacidade superior do teste de Knott modificado para deteccdo de microfilrias,
guando comparados a outros exames sanguineos, também foi descrito em pesquisas realizadas
na Bahia (ALMEIDA et al., 2001) e Parana (LIRA et al., 2012).
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Tabela 2 — Estatistica Kappa entre os resultados da necropsia e dos demais exames sanguineos,
segundo a classificagdo entre positivo e negativos dos cédes do Canil Municipal de Sousa,

necropsiados no periodo de abril a dezembro de 2018.

Resultado da necropsia

Positivos Negativos
Resultado do Knott Sensib. = 27,77% / Espec. = 100%
Positivo 5 0 VPP =100% / VPN = 67,50%
Negativo 13 27 k =0,316; p = 0,004
Resultado Esf. Ven. Sensib. = 22,22% / Espec. = 100%
Positivo 4 0 VPP =100% / VPN = 65,85%
Negativo 14 27 k =0,255; p=0,010
Resultado Esf. Perif. Sensib. = 5,55% / Espec. = 100%
Positivo 1 0 VPP =100% / VPN = 38,63%
Negativo 17 27 k=0,06; p=0,215

Esf. Ven. - esfregaco de sangue venoso; Esf. Perif. — esfregaco de sangue periférico; Sensib. —
sensibilidade; Espec. — especificidade; VPP — valor preditivo positivo; VPN — valor preditivo

negativo; k = coeficiente Kappa.

O valor de Kappa para o exame de esfregaco de sangue venoso também foi considerado
baixo (k=0,255; p=0,010) e para o esfregago de sangue periférico obteve concordancia pobre
(k=0,06; p=0,215). Esses valores revelam que o esfregaco, apesar de ser utilizado como exame
de rotina para deteccdo de microfilarias, ndo é aconselhado para a realizacdo de diagnésticos
definitivos, pois pode acusar falsos-negativos por conter um percentual de sensibilidade muito
baixo. Essa caracteristica foi demonstrada pelo VPN, onde para esfregaco de sangue venoso
obteve valor de 65,85% e esfregaco de sangue periférico de 38,63%, ou seja, quando
comparados ao exame de Knott modificado, ambos possuem uma baixa porcentagem para
identificacdo de animais verdadeiramente negativos.

O valor de VPP calculado em todos os testes foi considerado 100%, pois a observacgéo de
apenas uma microfilaria ja classificou o animal como positivo, ou seja, ambos tém capacidade
de diagnosticar precisamente os verdadeiramente positivos.

Dos 14 bairros estudados, sete apresentaram cdes positivos para D. immitis. Os bairros
com maior prevaléncia foram Alto do Cruzeiro e Angelim, com 13,34% (6/45) e 6,67% (3/45)
respectivamente. Os outros bairros foram Projeto Mariz com 4,45% (2/45) Jardim Sorrilandia
I1, Jardim Santana, Augusto Braga e André Gadelha com 2,23% (1/45). Uma porcentagem de
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6,67% (3/45) de cdes ndo teve seus bairros identificados. Os aspectos demograficos dos bairros

estdo descritos na tabela 3.

Tabela 3 - Aspectos demogréaficos de bairros do municipio de Sousa gque apresentaram caes do

Canil Municipal de Sousa, positivos para Dirofilaria immitis, necropsiados no periodo de abril

a dezembro de 2018.
Aspectos demogréaficos
Bairros Acumulo de dgua  Vegetacdo excessiva San??;igfazismo
Alto do Cruzeiro X X X
Angelim X X X
Projeto Mariz - X X
Jardim Santana - X X
Jardim Sorrilandia Il - - X
André Gadelha X X X
Augusto Braga - - X

Os dados das variaveis consideradas estatisticamente relevantes, como dados dos animais

e aspectos demograficos dos bairros estdo descritos na tabela 4.

Tabela 4 — Resultado da analise estatistica dos dados epidemiolégicos coletados dos cédes do

Canil Municipal de Sousa e dos bairros onde foram capturados, entre o periodo de abril a

dezembro de 2018.
-, : N° de total o A *
Variavel Categoria de animais N° de positivos (%) p
6 a 12 meses 4 0(0)
Idade ) 0.138
mais de 12 meses 41 18 (43.9)
] ) Né&o 5 0 (0)
Acumulo de lixo _ 0.073
Sim 40 18 (45.0)
Né&o 16 4 (25.0)
Esgoto a céu aberto _ 0.127
Sim 29 14 (48.3)

*p<0,2



31

A idade foi um dos fatores considerados relevantes estatisticamente (p=0,138), onde
todos os animais positivos apresentavam faixa etaria acima de 12 meses (43,9%), confirmando
assim que a parasitose ocorre predominantemente em animais mais velhos devido ao tempo
necessario para a realizacéo do ciclo completo pelo parasita, como ja antes descrito na literatura
(ALMEIDA, et al., 2001; LIRA et al., 2012, LABARTHE et al., 2014).

As variaveis de acumulo de lixo e esgoto a céu aberto nos bairros onde os cées positivos
foram capturados, apresentaram diferenca estatistica de p=0,073 e p=0,127, respectivamente.
Os bairros onde a maioria dos animais positivos foram resgatados foram Alto do Cruzeiro (6/18)
e Angelim (6/18), estes considerados bairros periféricos da cidade e com grande quantidade de
animais errantes. Por serem periféricos, possuem grande espacos abertos, onde pessoas de toda
a cidade despejam lixo, favorecendo o desenvolvimento dos culicideos vetores.

No bairro Angelim, também periférico, existe pelas proximidades uma lagoa de
estabilizacdo, para onde todo o esgoto da cidade é encaminhado através de canais expostos ao
ar livre (Figura 8). No mesmo bairro ainda ha plantacdes de capim cultivadas por pequenos
criadores de animais da regido, que, ao ser irrigada, aumenta consideravelmente o nimero de

vetores.

Figura 8 — Canal que recebe esgoto domeéstico e que desemboca na lagoa de
estabilizacdo, localizada préxima ao bairro Angelim, Sousa, Paraiba.

Almeida et al. (2001), concluiram que fatores associados ao ambiente e a exposicao do
animal ao vetor predispde mais a infec¢do por D. immitis, quando comparados a caracteristicas

proprias dos cdes, como raca, porte, cor e tamanho da pelagem. Labarthe et al. (2014),
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confirmaram esse fato quando observaram em seu trabalho que a prevaléncia de cées positivos
para D. immitis eram provenientes de locais onde a natureza era mais conservada, com pouca
influéncia humana e modificacdo da paisagem, contribuindo para uma maior proliferacdo dos
mosquitos vetores. Sendo assim, as cidades consideradas polos industriais obtiveram uma
menor prevaléncia para a parasitose quando comparadas a cidades menores, onde prevalecem
0 turismo e atividades de pesca artesanal.

O ndmero elevado de casos positivos indica que 0 municipio possui animais
subdiagnosticados, devido ndo ser uma doenga que ocorria na regiao, e a ndo apresentacao de
sinais clinicos aparentes mesmo quando as vezes a infeccdo ja é cronica, dificultando a clinica
veterinaria. Desta forma, a orientacdo de veterinarios e tutores deve ser realizada a fim de
atentar sobre essa ocorréncia, para que assim, formas preventivas sejam estabelecidas no
municipio, seja com o uso de coleiras repelentes, vermifugacdo com farmacos que agem contra
D. immitis, o uso de telas em janelas e evitar passeios entre os horarios de maior pico do vetor.

Além disso, torna-se necessario a realizacdo de estudos na area da medicina humana, a
fim de determinar se existem casos em pessoas. Por ser uma zoonose incomum na regiao, a
falta de conhecimento por parte dos médicos pode estar levando a diagnosticos erréneos.

Através do exame de necropsia pode-se determinar infecgdes ocultas pelo parasita, cujo
o diagndstico ndo foi possivel através dos exames sanguineos. Novas pesquisas com a
realizacdo de exames de diagnostico mais sensiveis se fazem necessérias para revelar a real

situacdo da parasitose no municipio.
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5 CONCLUSOES

Conclui-se que a prevaléncia de D. immitis nos cdes do Canil Municipal de Sousa foi alta
e 0s bairros com maior nimero de animais positivos foram Alto do Cruzeiro e Angelim. A
necropsia foi considerada o exame que mais diagnosticou a infeccdo, seguida do teste de Knott
modificado, esfregaco de sangue venoso e esfregaco de sangue periférico. Varidveis como a
idade do animal, acimulo de agua e saneamento basico inadequado foram considerados fatores

relevantes para a ocorréncia da infeccdo.
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