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RESUMO: Dirofilaria immitis ¢ um parasito de coracdo e de grandes vasos que acomete
principalmente cdes domésticos, considerada uma infecgdo e zoonose reemergente nos
ultimos anos. Objetivou-se determinar a prevaléncia, fatores de risco e demograficos de D.
immitis em caes no municipio de Sousa. Para isso, foram avaliados 320 cdes aleatoriamente,
sendo 160 domiciliados e 160 errantes, provenientes de 32 bairros do municipio de Sousa. Foi
realizado o exame clinico, coleta de sangue e dados epidemioldgicos de cada animal. O
ambiente foi observado visualmente quanto as condi¢des de saneamento no momento de
avaliacdo. Para pesquisa de microfilarias, foram realizados trés métodos: esfregaco sanguineo
periférico, de sangue fresco e teste de Knott-modificado, associado ao diagnostico
morfométrico das microfilarias. Os dados foram submetidos a estatistica uni e multivariadas.
Obteve-se prevaléncia de 17,5% (56/320) animais positivos para D. immitis, sendo 71,43%
(40/56) errantes e 28,57% (16/56) domiciliados. Dos 32 bairros avaliados, em 24 foram
encontrados cdes positivos, sendo Angelim e Doutor Zezé, os bairros com maior percentual
1,56% (5/320) cada. Somente as categorias de alteragdes cardiacas (Odds ratio 6,231) e caes
errantes (Odds ratio 2,463) demonstraram potencial fator de risco para infec¢do. Dos 56
animais positivos, 28 apresentaram positividade nos trés testes, e outros 28 demonstraram
variancia entre métodos e/ou entre laminas confeccionadas. Nao foram observados outros
filarideos. Considerou-se que o municipio de Sousa apresenta alta prevaléncia de infeccao por
D. immitis, sendo necessario estabelecer formas de controle e profilaxia, para reduzir os riscos
da transmissdo para animais, como também para humanos.

Palavras-chave: Epidemiologia. Verme do corag¢dao. Zoonose.



ABSTRACT: Dirofilaria immitis is a parasite of the heart and large vessels that affects
mainly domestic dogs, considered an infection and reemerging zoonosis in recent years. The
objective was to determine the prevalence, risk and demographic factors of D. immitis in dogs
in the municipality of Sousa. For this, 320 dogs were randomly evaluated, 160 domiciled and
160 wandering dogs, from 32 districts of the municipality of Sousa. The clinical examination,
blood collection and epidemiological data of each animal were performed. The environment
was visually observed regarding the sanitation conditions at the moment of evaluation. For
microfilariae research, three methods were performed: peripheral blood smear, fresh blood
and Knott-modified test, associated to the morphometric diagnosis of the microfilariae. The
data were submitted to uni and multivariate statistics. A prevalence of 17.5% (56/320)
animals positive for D. immitis was found, with 71.43% (40/56) erring and 28.57% (16/56)
domiciled. Of the 32 neighborhoods evaluated, in 24 positive dogs were found, being
Angelim and Doutor Zez¢, the neighborhoods with the highest percentage (1.53%) (5/320)
each. Only categories of cardiac alterations (odds ratio 6,231) and stray dogs (odds ratio
2,463) showed a potential risk factor for infection. Of the 56 positive animals, 28 presented
positivity in the three tests, and another 28 demonstrated variance between methods and / or
between ready - made slides. No other filarids were observed. It was considered that the
municipality of Sousa presents a high prevalence of infection by D. immitis, and it is
necessary to establish control and prophylaxis to reduce the risks of transmission to animals,
as well as to humans.

Keywords: Epidemiology. Heartworm. Zoonosis.
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1. INTRODUCAO

Dirofilaria immitis (LEIDY, 1856) ¢ um nematodeo filarideo que afeta principalmente o
cdo doméstico, e cuja transmissdo ¢ realizada através de culicideos (SILVA et al., 2008;
TAYLOR et al., 2017). Caes portadores podem servir como fonte de infec¢do para outros
animais e até pessoas, fator considerado de extrema importincia para saude publica (SILVA
& LANGONI, 2009).

Desde seu reconhecimento como zoonose pela Organizagdo Mundial da Saude em 1979,
a ocorréncia desta parasitose aumentou consideravelmente em todo o mundo, influenciando
pesquisas a fim de determinar parametros que possam estabelecer formas de profilaxia e
reduzir os riscos da transmissao para os hospedeiros definitivos (ACHA & SZYFRES, 2003;
BARBOSA & ALVES, 2006).

De ocorréncia cosmopolita e endémicas em varias regides do Brasil, a infeccao por D.
immitis € mais observada em areas litoraneas e costeiras, onde o clima quente e umido fornece
condigdes favoraveis a proliferacdo dos hospedeiros intermediarios, os culicideos. No entanto,
a infeccdo vem reemergindo nos ultimos anos em locais onde ja existiam e surgindo em
lugares antes ndo relatados (LABARTHE, 2014), a exemplo da regido semiarida da Paraiba
(ALMEIDA, 2014).

Matias et al. (2016) relataram um caso de D. immitis como achado de necropsia em um
cdo. Adicionalmente, em um intervalo de dois anos foram diagnosticados no Laboratério de
Patologia Animal (LPA) do Hospital Veterinario do Instituto Federal de Educagdo Ciéncia e
Tecnologia da Paraiba, do campus Sousa IFPB (HV-IFPB) 16 casos de D. immitis no
ventriculo direito do coracdo de cdes no municipio de Sousa (Dados ainda nio publicados).
Em estudo retrospectivo realizado no Laboratorio de Patologia Animal do Hospital
Veterinario da Universidade Federal de Campina Grande (UFCG), Patos, no periodo de 2003
a 2012, foram encontrados dois casos de D. immitis (parasita adulto) como achado de
necropsia em cdes (ALMEIDA, 2014). Nao ha trabalhos que retratem a prevaléncia dessa
parasitose no municipio de Sousa.

Devido a grande quantidade de casos de D. immitis diagnosticados em caes no
municipio de Sousa em curto periodo de tempo, faz-se necessario estudos sobre essa
parasitose em caes domésticos através de diferentes exames complementares, a fim de
estabelecer novas formas de diagndstico, terapéuticas e controle, tendo em vista que essa

parasitose possui potencial zoono6tico.
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Objetivou-se com este trabalho determinar a prevaléncia e fatores de risco para infecgao
por D. immitis em cdes no municipio de Sousa, Paraiba, associado a identificacdo de fatores

epidemiologicos e demograficos que favorecem a ocorréncia dessa parasitose no municipio.
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2. FUNDAMENTACAO TEORICA
2.1 Historico e etiopatogenia

Em 1626 ao norte da Italia, Francesco Birago relatou o primeiro caso de infec¢do por
filarideo em caes (GENCHI; VENCO; GENCHI, 2007; OGAWA, 2013), no entanto, somente
1856 foi descrito morfologicamente o parasito, através de Leidy, nomeando de Dirofilaria
“immitis”. (ALHO et al., 2014).

Dirofilaria immitis (LEIDY, 1856) ¢ um parasito de coracdo e de grandes vasos que
acomete principalmente cdes domésticos e canideos silvestres, e ocasionalmente outros
mamiferos, como gato e humano (ACHA; SZYFRES, 2003).

Pertencente ao filo Nematoda, classe Secernentea, da superfamilia Filaroidea, familia
Onchocercidae, e do género e subgénero Dirofilaria, que se assemelham a vermes longos e
delgados, branco a acinzentados, possuindo uma cuticula resistente, e que medem de 15 a
30cm de comprimento, sendo as fémeas de 25 a 30cm e os machos em torno da metade. No
macho, a cauda tem formato espiral frouxa com pequenas asas laterais, espicula esquerda
longa e pontuda, com a direita menor, apresentando extremidade romba (TAYLOR et al.,
2017).

Os caes domésticos intensamente parasitados pelo parasito desenvolvem a dirofilariose,
antropozoonose de carater cosmopolita (SANTOS; ALESSI, 2016), de curso cronico,
progressivo e potencialmente fatal, onde as lesdes primdrias ocorrem nas artérias pulmonares

e no parénquima pulmonar, provocando consequentemente a insuficiéncia cardiaca congestiva

(MCCALL et al., 2008; MONTOYA-ALONSO et al., 2015).

2.2 Epidemiologia e distribuiciao

Em regides litoraneas, brejos tropicais, mangues e outros locais de clima quente e
umido, ¢ onde se destacam o maior nimero de casos de infeccdes em cdes pelo parasita,
tornando esses animais uma fonte de infec¢do para animais silvestres e uma importante causa
de mortalidade e morbidade (LABARTHE, 2014).

Para os hospedeiros definitivos, alguns fatores individuais sao apontados e relacionados
como possiveis condigdes favoraveis para infeccdo por D. immitis, como sexo, raca, idade,
cor da pelagem, tamanho do pelo, peso/porte e situagdo de moradia do animal (BRITO et al.,
2001; LEITE et al., 2007; SILVA et al., 2008; ALMEIDA; FEITAS, 2012; OGAWA et al.,
2013; LABARTHE et al., 2014). Labarthe et al. (2014) demonstrou que os animais com
pelagem curta e escura, errantes, com idade acima de dois anos e de grande porte foram os

mais afetados pelo parasito, indicando possiveis susceptibilidades.
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No Brasil, foi identificado a parasitemia por D. immitis em todas as regides, a partir de
estudos de prevaléncia nas regides Nordeste (BRITO et al., 2001), Sul (LEITE et al., 2007,
FRONDANA et al., 2015), Sudeste (SOUZA; LARSSON, 2001; SILVA; ABBOUD, 2017),
Norte (SILVA et al., 2008; OGAWA et al., 2013) e centro oeste (FERNANDES et al., 1999).

Labarthe et al. (2014) realizou um estudo sobre a incidéncia da infec¢ao canina por D.
immitis em estados litoraneos, Santa Catarina, Parana, Sdo Paulo, Rio de Janeiro, Bahia e
Pernambuco e foram consideradas areas de alta ocorréncia. Observou-se que 23,1% das
amostras coletadas dos estados apresentaram antigenos circulantes, sendo 13,2% (64/485)
para a regido Sul, 26,3% (160/609) para regido Sudeste e 29,7% (130/437) para regido
Nordeste, sugerindo que este ultimo teve maior prevaléncia, em razdo das condigdes
climaticas favoraveis para proliferacio e desenvolvimento dos culicideos.

Na regido Nordeste, estudos sobre prevaléncia de D. immitis em cades foram realizados
principalmente em regides litoraneas, incluindo os estados Alagoas 1,3% (15/1.097) (BRITO
et al., 2001), Bahia 0% (0/200) (CARLOS et al., 2007), Maranhao 15% (224/1.495) (AHID et
al., 1999), Paraiba 0,33% (1/301) (VIDAL, 2014), Pernambuco 1% (6/611) (ALVES et al.,
1999), Rio Grande do Norte 47,7% (51/107) (FERREIRA et al., 2004) e Sergipe 1,6%
(06/128) (SILVA et al., 2017). A variagdo evidente das prevaléncias nos estados pode estar
relacionada aos tipos de exames de diagnosticos utilizados nos estudos, seja parasitoldgico,
soroldgico e/ou molecular (SILVA et al., 2017).

Estudos sobre prevaléncia da parasitose por D. immitis na Paraiba sdo escassos. Vidal
(2014) avaliou a presen¢a de microfildrias no sangue de 301 caes dos bairros dos municipios
de Jodo Pessoa, Cabedelo e Conde, obtendo uma prevaléncia de 0,33% (1/301) caes
positivos. Esse percentual foi considerado baixo, por se tratar de regido costeira. Trabalho

semelhante foi desenvolvido por Arcoverde et al. (1994) no municipio de Patos, que
determinou prevaléncia de 12,4% de caes positivos para microfilarias, enquanto que Ramos
& Souza (2018), em 2018 em Patos, obteve-se uma prevaléncia de 1,43% (2/140), através do
exame da gota espessa e teste imunocromatografico rapido.

Adicionalmente, na regido semiarida da Paraiba, em estudo retrospectivo realizado no
Laboratorio de Patologia Animal do Hospital Veterindrio da UFCG, Patos, no periodo de
2003 a 2012, foram encontrados dois casos de D. immitis (parasita adulto) como achado de
necropsia em caes (ALMEIDA, 2014). No ano de 2016 foi diagnosticado pelo LPA do HV —

IFPB, através de necropsia, o primeiro caso de D. immitis em um cdo (MATIAS et al., 2016).



15

2.3 Transmissiao

A forma de transmissdo do parasita para os cdes domésticos e demais mamiferos,
considerados como hospedeiros definitivos, se da através dos hospedeiros intermediarios, os
culicideos dos géneros Aedes, Anopheles e Culex (TAYLOR et al., 2017).

O ciclo biolégico de D. immitis inicia com a picada do mosquito no hospedeiro
definitivo infectado, que através do repasto sanguineo ingerem as microfilarias (L1). As
larvas de primeiro estdgio, no vetor, seguem para os tibulos de Malpighi e apos 5 dias
tornam-se L2 e apds 10 dias L3, migrando por todo corpo do mosquito até os espacos
cefalicos. Durante o repasto sanguineo em um animal ndo infectado, a L3 penetra na ferida e
se instala na pele durante 3 dias, até se transformar em L4, permanecendo durante 2 a 3 meses
apos a infec¢do nos tecidos conjuntivos subcutaneos e musculos. Apds aproximadamente 70
dias, as larvas L4 se transformam em L5 e migram para as artérias pulmonares e corag¢do, em
85 a 120 dias atingem em torno de 3,2 a 11cm de comprimento. No 6° més de infeccao, as
fémeas fertilizadas possuem as microfilarias ja desenvolvidas no utero, e posteriormente
liberadas na circulacdo sanguinea do hospedeiro definitivo, para assim ser ingeridas pelo
mosquito, reiniciando o ciclo (Figura 01.). Assim, o periodo pré-patente da infeccdo é¢de 6 a 9
meses (BOWMAN et al., 2010). Segundo Taylor et al. (2007), ha descri¢do do periodo
laténcia ser maior que 5 anos, podendo os vermes adultos sobreviverem ao longo de anos.

No Brasil, estudos sobre as espécies de mosquitos capturados em armadilhas luminosas
em areas de possivel fator de risco para populacao animal e humana, foram realizadas por
Brito et al., (2001) e Ogawa et al., (2013), relatando a presenca da microfilaria em Culex
quinquefasciatus, mas também em menor ocorréncia no Culex pipiens, Aedes aegypti, Ae.

albopictus, Ae. coquillettidiam richiardii e Anopheles maculipenis.

2.4 Sinais clinicos

Normalmente os cdes com carga parasitaria baixa ou infec¢do recente, demonstram
assintomatologia, e por esta razdo o diagndstico deve ser laboratorial. Nos cdes que
apresentarem amicrofilaremia ou infec¢do oculta, comumente podem apresentar alteragdes
arteriais pulmonares avangadas com sintomatologia de hipertensdo pulmonar. Caes com alta
carga parasitaria desenvolvem dirofilariose, manifestando alteragdes cardiacas como arritmias
e sopros, os sinais clinicos mais observados em casos com D. immitis. Dependendo da carga
parasitaria podem ser observadas, dificuldade respiratéria, sincope, tosse, perda de peso,

intolerancia ao exercicio e por vezes ascite (NELSON; COUTO, 2015).
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Figura 01 — Esquema ilustrativo representando o ciclo de vida de Dirofilaria immitis.

Fonte: Center for Disease Control and Prevention, 2012.

2.5 Diagnostico e diferencial

O diagnostico de D. immitis pode ser realizado através da pesquisa de microfildrias no
sangue, a partir da realizacdo de exames como as técnicas de sangue periférico, esfregaco
sanguineo fresco e teste de Knott-modificado (NEWTON; WRIGHT, 1956). Caes que
apresentam sinais clinicos associado a disfun¢@o cardiovasculares recomenda-se a utilizacdo
de exames de imagem, reagdes histoquimicas e testes soroldgicos, sendo estes responsaveis
pela deteccdo de antigenos ou anticorpos especificos de Dirofilaria spp. A necropsia ¢ a
forma de diagnostico mais especifica, uma vez que os parasitas adultos sdo encontrados na
camara cardiaca direita e nos grandes vasos sanguineos adjacentes (TAYLOR et al., 2007;
BOWMAN et al., 2010).

Como diagnodstico diferencial de D. immits, Acanthocheilonema (Dipetalonema)
reconditum tem apresentacdo morfoldgicas semelhante em testes de pesquisa de microfilarias,

devendo assim realizar mensura¢ao morfologica das microfilarias (TAYLOR et al., 2007).
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Das demais espécies de Dirofilaria spp. com importancia zoonoética, D. repens também
demonstra alta prevaléncia no continente europeu e asiatico, sendo parasitos delgados que
medem de 5 até 17cm de comprimento, com machos de 5 a 7 cm e fémeas com 13 a 17cm
(ALHO et al., 2014). No entanto, diferentemente de D. immitis, D. repens se aloja em nodulos
subcutaneos pds migragdo da L3, onde, no tecido subcutaneo ou subserosa se desenvolvem
até o estagio final (L5), levando a dirofilariose subcutanea nos canideos e felideos, e a forma
subcutanea e ocular nos humanos. O periodo pré-patente varia de 27 a 34 semanas (TAYLOR

et al., 2007).

2.6 Controle e profilaxia

A profilaxia do verme do coragdo ¢ recomendada em areas de ocorréncia da parasitose,
principalmente em locais com microclimas favoraveis para desenvolvimento larval do
mosquito. A Sociedade Americana do “Verme do Coracao” indica vermifugacdo com um
farmaco durante todo o ano, como prevengdo. Os filhotes de seis a oito semanas de idade
devem receber o vermifugo nos periodos de maior taxa de infeccdo. As principais drogas
preventivas utilizadas nos caes sdo as lactonas macrociclicas, incluindo principalmente as
avermectinas (ivermectina, selamectina) e as milbemicinas (milbemicinaoxima, moxidectina);
e a dietilcarbazina (NELSON; COUTO, 2015).

Adicionalmente, sabe-se que o uso de antibidticos do grupo das tetraciclinas, como a
doxiciclina, associado a administragdo de ivermectina é efetivo como acao adulticida do
parasito (NELSON, 2015). A doxiciclina tem acdo contra bactérias intracelulares do género
Wolbachia, estas responsaveis pela sintese de moléculas atuantes na embriogénese do
parasito, que estdo presentes em todos os estagios larvares e adultos. A terapia com este
antibidtico promove o bloqueio da producdo de microfilarias e reduz riscos de efeitos
colaterais (SfMON etal., 2012; ALHO et al., 2014).

Recentemente, medicamentos a base de moxidectina como ProHeart SR12®, propde
prevenir a infeccdo por D. immitis anualmente substituindo outros vermifugos mensais.
Destaca-se a indicagcdo em cades de seis a nove meses a aplicacdo de duas doses e reforco
anual, enquanto que em cdes acima de nove meses, a aplicagdo ¢ unica e com reforco anual.
(ZOETIS, 2012). McTier et al. (2017) avaliou a utilizagdo de medicamentos a base de
moxidectina, observando que foi 100% eficaz naqueles parasitos sem resisténcia anti-
helminticos. O uso de medicamentos como ProHeart SR12® em cies nas areas endémicas,
sugere fornecer uma garantia preventiva mais pratica e confortavel para proprietarios e

veterinarios, em comparagao a medicamentos mensais.
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3. MATERIAL E METODOS

3.1 Comisséo de Etica no Uso de Animais (CEUA)
Esta pesquisa foi avaliada e aprovada pela CEUA sob cadastro de n° 01.0462.2017 e
registro de n°® 23000.000549.2018-37, apés adequacdo ao parecer entregue a comissdo em

25/05/2018.

3.2 Area de estudo, populaciio alvo, amostras e método de coleta

O estudo foi realizado no municipio de Sousa, Paraiba, que possui uma area de 738,547
km?, populagdo estimada em 69.554 habitantes, densidade demogréafica de 89,10 hab/km?
(IBGE, 2017), média anual de temperatura de 27°C e pluviometria de 900 mm no ano de 2018
(INMET, 2019).

O ntmero de animais participantes do estudo levou em consideracdo o tamanho da
populagdo humana do municipio de Sousa. Foi utilizada a propor¢ao recomendada por
Canatto et al. (2012), de 4,3 pessoas por animal. Sendo assim, estimou-se a populacdo de caes
em 16.175 animais. Em seguida para determinar o nimero de animais minimo a serem
avaliados foi realizada uma amostragem aleatéria simples de acordo com a formula

(THRUSFIELD, 2004):

Z> xP(1—P)
n=——pm
Onde:
n =numero de animais amostrados
Z = valor da distribui¢ao normal para o nivel de confianca de 95%
P = prevaléncia esperada 23,1% (LABARTHE et al. 2014)
d = erro absoluto de 5%

Para o ajuste para populacdes finitas, foi utilizada a seguinte formula (THRUSFIELD,

2004):
Nxn
N+ n

Najus =

Onde:
Najus = tamanho da amostra ajustado
N = tamanho da populagao total

n = tamanho inicial da amostra
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O numero minimo de animais que deveriam ser avaliados eram de 268, contudo para
melhor distribuicdo geografica, considerando que o municipio tem 32 bairros, optou-se pela
coleta de 10 animais por bairro, totalizando 320 animais, sendo 160 errantes e 160 caes
domiciliados. O critério de inclusdo adotado foi que os animais apresentassem idade igual ou
superior a 8 meses que ¢ justificado em razdo do baixo parasitismo, relacionado ao periodo
pré-patente de D. immits.

Os bairros avaliados foram: Alto Capanema, Alto do Cruzeiro, André Gadelha,
Angelim, Areias, Augusto Braga (Multirdo), Bancarios, Boa Vista, Centro, Doutor Zez¢,
Estacdo, Estreito, Frei Damiao, Gato Preto, Guanabara, Jardim Bela Vista, Jardim Brasilia,
Jardim Iracema, Jardim Santana, Jardins, José Lins do Régo, Lagoa de Patos, Nossa Senhora
de Fatima, Projeto Mariz, Raquel Gadelha, Sao José, Sorrilandia 1, Sorrilandia 2, Sorrilandia
3, Sousa 1, Varzea da Cruz e Zu Silva (Figura 02.). Para cada bairro foram utilizados cinco
caes errantes e cinco caes domiciliados, da mesma area, escolhidos de forma aleatoria e por
disponibilidade dos tutores para participar da pesquisa, respectivamente.

Os animais foram submetidos a avaliacdo clinica geral, para andlise de estado
nutricional, coloragdo das mucosas, palpa¢do de linfonodos, grau de hidratacdo, pulso
periférico, auscultacdo cardiaca e respiratoria (Figura 03.). Posteriormente, foi realizada a
conten¢ao mecanica e coletados 3 a 5 ml de sangue da veia cefélica ou jugular (Figura 04.). A
coleta das amostras de sangue sucedeu-se das 08:00 ou 18:00, pois o periodo da
microfilaremia ¢ maior, devido ao fator de adaptagdo das filarias aos habitos alimentares do
vetor (ACHA; SZYFRES, 2003). Apds as coletas, os sangues foram transferidos para tubos
estéreis previamente identificados contendo anticoagulante EDTA (Sal Sédico do Acido
Etilenodiaminotetracético), acondicionadas e encaminhadas para o Laboratério de
Parasitologia Veterinaria (LPV) do HV- IFPB, para realiza¢ao dos testes sanguineos.

Os esfregacos de sangue periférico foram obtidos da ponta da orelha (Figura 05.). As
laminas dos esfregagos sanguineos eram fixadas e coradas através de Pandtico Répido®,
acondicionadas em caixas proprias e encaminhadas para o LPV para posterior visualizacdo

microscopica.

3.3 Pesquisa de microfilarias
Para a pesquisa de microfildrias foram realizados trés métodos: esfregaco sanguineo
periférico, esfregaco sanguineo de sangue fresco e teste de Knott-modificado (NEWTON;

WRIGHT, 1956). Foram confeccionadas duas laminas para cada técnica (Figura 06.).
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12. Estreito
13. Frei Damido
14. Gato Preto
15. Guanabara
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Figura 02. Espago geografico através de imagem de satélite do municipio de Sousa, Paraiba.

Fonte: Google Earth — Mapas,2014.
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Figura 03 — Auscultagdo cardiaca em animal errante. Figura 04 — Contengdo mecanica e
coleta de sangue em cdo errante. Figura 05 — Coleta de sangue periférico em errante. Figura

06 — Laminas confeccionadas dos trés exames avaliados.

O Knott-modificado foi realizado de acordo com a descricdo de Bowman et al. (2006).
Foi utilizado sangue com EDTA, armazenado por um periodo de até 24 horas. O método
consistiu em misturar 1 ml de sangue com 10 ml de formol a 2% em um tubo Falcon, que foi
homogeneizado por inversao e agitacdo com o objetivo de obter a lise dos eritrocitos e
conservagao das microfilarias em formato distendido. O tubo com a amostra foi centrifugado
a 1500 rpm por 5 minutos. Apds a centrifugacdo, desprezou-se o sobrenadante por inversiao
do tubo e em seguida foi colocado uma gota de azul de metileno a 0,1% na parte decantada,
homogeneizando. Em seguida, coletou-se com auxilio de uma micropipeta uma parte do
sedimento, que foi colocado em uma lamina e recoberto com laminula (Figura 07.) para
visualizagdo em microscopio Optico em busca de microfilarias distendidas coradas em azul

(Figura 08.).
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Figura 07 — Realizacdo do teste de Knott Modificado. Figura 08 — Leitura das laminas em

microscopio optico.

Associado ao teste de Knott modificado, realizou-se o diagndstico morfométrico das
microfildrias dos animais positivos com base nos valores mencionados por CVBD (20006),
onde
as microfilarias de D. immitis sdo maiores, medem 205 a 283um de comprimento, 5 a 6,5um
de largura, cabeca conica e cauda em linha reta. Enquanto que outros filarideos, como A4.
reconditum, que sdo menores € que possuem 213 a 240um de comprimento, 4 a Sum de

largura, cabeca contudente e cauda em forma de gancho dobrado.

3.4 Inquérito epidemiologico

Durante o periodo de visitas para a coleta de sangue dos caes, foi aplicado um
questionario epidemiologico a fim de obter dados relacionados aos hébitos cotidianos dos
animais, manejo sanitario, localizacdo, alimentacdo e descricdo demografica dos locais

(Apéndice A.).

3.5 Analise estatistica

Com base nos questiondrios epidemioldgicos foi possivel realizar uma anélise para
verificagdo de uma possivel associag¢do entre os dados do questionario (variavel independente)
e o resultado exames (variavel dependente). As variaveis avaliadas foram: situagdo do animal;
sexo; idade; raca; cor e comprimento da pelagem; vacinacdo; vermifugacdo; sinais clinicos;

histérico de doengas e tratamentos anteriores; historico de viagens; contato com outros
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animais, lixdes/entulhos, esgotos, vegetacdo proximos; controle de mosquitos, bairro de
avaliacdo; e horario de coleta.

A avaliagdo foi feita em dois momentos, inicialmente foi realizada uma andlise
exploratoria univariada a fim de selecionar variaveis que apresentassem p<0,2 utilizando o
teste de qui-quadrado ou exato de Fisher. No segundo momento as variaveis que foram
selecionadas foram submetidas a uma andlise multivariada através da regressdo logistica
multipla ao nivel de significancia de 5% (HOSMER E LEMESHOW, 2000).

O ajuste do modelo final foi feito através do coeficiente de Hosmer e Lemeshow, para
que houvesse um bom ajuste o valor de p>0.05. A colinearidade das varidveis independentes
foi realizada pela andlise de correlagdo, as quais se apresentassem coeficiente de correlacio
<0.9 uma das varidveis seria eliminada de acordo com a plausibilidade bioldgica (DOHOO et
al. 1997). As andlises de dados foram realizadas utilizando o software SPSS 23.0 for

Windows.
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4. RESULTADOS

A prevaléncia de cdes para D. immitis no municipio de Sousa foi 17,5% (56/320) em
pelo menos um dos testes avaliados, sendo 71,43% (40/56) errantes e 28,57% (16/56)
domiciliados, onde estes diferiram estatisticamente (P < 0,0001).

Dos 32 bairros avaliados, em 24 foram encontrados caes positivos para D. immitis. O
numero de caes errantes ¢ domiciliados positivos em cada bairro estdo descritos na Tabela 01.
Nos bairros Estacdo, Jardim Bela Vista, Nossa Senhora de Fatima, Projeto Mariz, Sorrilandia

2, Sorrilandia 3, Sousa 1, Varzea das Cruz nao foram identificados caes positivos.

Tabela 01. Numero de caes domiciliados e errantes positivos para D. immitis distribuidos por

bairros do municipio de Sousa, Paraiba.

Bairros positivos N d? €48 N° de ciies domiciliados N° de caes errantes
avaliados
Alto Capanema 10 0 (0%) 1(0,31%)
Alto do Cruzeiro 10 1 (0,31%) 1(0,31%)
André Gadelha 10 1 (0,31%) 3 (0,94%)
Angelim 10 2 (0,63%) 3 (0,94%)
Areias 10 0 (0%) 1(0,31%)
Bancarios 10 1 (0,31%) 2 (0,63%)
Boa Vista 10 2 (0,63%) 2 (0,63%)
Centro 10 0 (0%) 3 (0,94%)
Doutor Zezé 10 0 (0%) 5(1,56%)
Estreito 10 0 (0%) 2 (0,63%)
Frei Damido 10 0 (0%) 2 (0,63%)
Gato Preto 10 2 (0,63%) 1 (0,31%)
Guanabara 10 1(0,31%) 0 (0%)
Jardim Brasilia 10 0 (0%) 2 (0,63%)
Jardim Iracema 10 0 (0%) 1(0,31%)
Jardim Santana 10 0 (0%) 2 (0,63%)
Jardins 10 1(0,31%) 1(0,31%)
José Lins do Régo 10 0 (0%) 1(0,31%)
Lagoa dos Patos 10 0 (0%) 1(0,31%)
Multirdo 10 1(0,31%) 0 (0%)
Raquel Gadelha 10 2 (0,63%) 2 (0,63%)
Sao José 10 1 (0,31%) 1 (0,31%)
Sorrilandia 1 10 0 (0%) 1(0,31%)
71 Silva 10 1(0,31%) 2 (0,63%)
TOTAL 240 16 (5%) 40 (12,5%)

Legenda: N° - Numero
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Os bairros Angelim e Doutor Zez¢é apresentaram o maior percentual de 1,56% (5/320),
cada. O Angelim ¢ um bairro carente que esté situado na periferia da zona norte do municipio
de Sousa, delimitado pelo Rio do Peixe, possuindo uma lagoa de estabiliza¢dao de suporte do
abatedouro que realiza tratamento do canal de esgoto da cidade e uma plantagdo de capim
irrigado, como visto na Figura 02. Neste bairro obteve-se 0,63% (2/16) domiciliados e 0,94%
(3/40) errantes. O bairro Doutor Zezé estd situado ao centro do municipio, que tem
proximidade com o canal de esgoto que rodeia proximo ao bairro e atravessa a cidade (Figura

09.). Neste bairro obteve-se 5/40 cdes errantes positivos, que ndo se sabe origem e nem

lugares de passagem dos mesmos.

-

Figura 09 — Canal principal de esgoto a céu aberto que atravessa o municipio de Sousa

As caracteristicas dos animais e os aspectos demograficos dos ambientes avaliados nos
questionarios epidemiolédgicos foram analisados estatisticamente em relagdo a presenca de D.
immitis. Nesse estudo, apenas as variaveis: situacdo do animal, raca, idade, vermifugagdo e
exame clinico demonstraram significativa influéncia na infec¢ao do parasito (p < 0,2) (Tabela
02). Adicionalmente, somente as categorias alteragdes cardiacas (exame clinico) e cdes
errantes (situagdo do animal) demonstraram potencial fator de risco para infec¢do, com
alteragdes cardiacas (Odds ratio 6,231 - IC 95%) representando 6 vezes mais chances de

probabilidade de manifestacdo na infeccdo por D. immitis, € animais errantes (Odds ratio
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2,463 — IC 95%) 2 vezes mais propensos a contaminagdo do que cdes domiciliados (Tabela

03).

Tabela 02. Andlise univariada de fatores de risco associados a infec¢do por Dirofilaria

immitis em caes do municipio de Sousa, Paraiba. (P<0,2).

Variavel Categoria N° de total de animais N° de animais positivos (%) P

Situaciao do animal

Domiciliado 160 16 (10.0)
<0.0001
Errante 160 40 (25.0)
Raca
SRD 261 53 (20.3)
0.005
Com raga 59 3(5.1)
Idade
Até 12 meses 40 3(7.5)
Maior que 12 meses 280 53 (18.9) 0.075
Ambos 16 0(0)
Vermifugacio
Nao 262 52 (19.8)
Sim, ha 4 meses 34 2(5.9) 0.062
Sim, ha mais de 4 meses 24 2 (8.3)
Exame clinico
Nao 213 33 (15.5)
Alteragoes cardiacas 35 14 (40.0)
0.002
Sinais de Leishmaniose 42 6(14.3)
Outras alteracdes 30 3(10.0)

Legenda: N° - Numero; SRD — Sem raca definida.

Tabela 3. Fatores de risco da analise multivariada para infec¢do por D. immitis em cdes do

municipio de Sousa, Paraiba. (P<0,2).

Variavel Odds ratio IC 95% P
Situacdo do animal: Cao errante 2.463 [1.539-25.236] 0.010
Exame clinico: Alteragdes cardiacas 6.231 [1.281-4.735] 0.007

Legenda: IC — Indice de confianca.
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Dos métodos de pesquisa de microfilarias utilizados nos 56 cdes positivos, 28 (50%)
apresentaram positividade nos trés testes, e outros 28 (50%) demonstraram variancia entre
métodos e/ou entre laminas confeccionadas conforme mostra a Tabela 04. O método de Knott
Modificado apresentou maior numero de amostras positivas, sendo positivo, nos 56 animais.
Entretanto, 51 (91,07%) foram positivos em duas laminas e 5 (8,93%) em apenas uma lamina.
No esfregago sanguineo de sangue fresco, 36 (64,29%) demonstraram a microfilaria em duas
laminas, 12 (21,43%) em uma unica lamina, e 8 (14,28%) foram negativas nas duas laminas.
No esfregago sanguineo de sangue periférico observou-se positividade de 32 (57,14%)

animais nas duas laminas, 12 (21,43%) em uma ladmina, e em 12 (21,43%) foram negativas.

Tabela 04. Variacdo de positividade em exames de pesquisa de microfilarias em 28 animais

positivos (50%).

Testes sanguineos Testes sanguineos
Cdo gNOTT  ES-P ES-F Cdo KNOTT  ES-P ES-F
01 + - - + - - 15 + + + - + +
02 + o+ - - - + 16 + O+ o+ o+ o+ -
03 + + - + - + 17 + - - - - -
04 + + - - - + 18 + + - - - +
05 + o+ - + o+ + 19 + o+ o+ - -
06 + o+ - + o+ + 20 + o+ -+ o+ 4+
07 + + + - + + 21 + - - - - -
08 + - - - - - 22 + + + - - -
09 +  + o+ o+ - 23 + o+ - - + B,
10 + - - - - - 24 + + + - + -
11 + + - - + - 25 + + + - + +
12 + + + + + - 26 + + - - - -
13 + + + + + - 27 + + - - - -
14 + o+ o+ -+ + 28 + o+ - - + o+

Legenda: KNOTT — Teste Knott Modificado; ES-P — Esfregaco sanguineo de sangue

periférico; ES-F — Esfregaco sanguineo de sangue fresco.

Nos esfregacos sanguineos positivos, os exemplares de D. immitis se caracterizava por
uma estrutura vermiforme corada basofilicamente (Figura 10.). Todas as microfilarias
observadas no teste de Knott modificado (Figura 11.) estavam entre os valores mencionados

por CBVD (2012), como D. immitis, ndo sendo observados outros filarideos.
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Figura 10. Microfilaria de D. immitis em esfre;gac;o sanguineo. Obj40x. Panético répido.
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Figura 11. Microfilaria de D. immitis distendida em lamina do teste de Knott modificado. Obj

40x. Azul de metileno.
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5. DISCUSSAO

A prevaléncia de D. immitis em cdes no municipio de Sousa foi considerada alta,
contrapondo a ideia de que a parasitose ¢ mais frequente em regioes costeiras, uma vez que
Vidal (2014) avaliou a presenca de microfilarias no sangue de 301 cdes dos bairros dos
municipios de Jodo Pessoa, Cabedelo e Conde, regido costeira da Paraiba, obteve uma
prevaléncia de 0,33% (1/301) caes positivos. Arcoverde et al. (1994) no municipio de Patos,
obteve prevaléncia de 12,4% de caes positivos para microfilarias utilizando testes de
esfregaco sanguineo e Ramos & Souza (2018) que determinaram no mesmo municipio uma
prevaléncia de 1,43% (2/140) no ano de 2018, através do exame da gota espessa e teste
imunocromatografico rapido. Os resultados do presente trabalho e pesquisas anteriores
sugerem que apesar da regido costeira apresentar condi¢des epidemioldgicas que favorecem a
ocorréncia dessa parasitose, na Paraiba, a prevaléncia desse parasito parece ser maior na
regido semiarida da Paraiba.

Segundo Alho et al. (2014), alguns fatores veem favorecendo o aumento e a ocorréncia
de infecgdo por D. immitis em regides endémicas e interioranas. Dentre esses a globalizagao,
emergéncia de novas espécies de mosquitos vetores, resisténcia aos inseticidas, falta de
controle dos hospedeiros sentinelas, alteragdes climaticas e ecologicas artificiais, onde a
elevagdo das temperaturas, ocorréncia de chuvas e a formacao de “ilhas de calor” através da
expansdo urbanas, veem promovendo adaptacdo, desenvolvimento e multiplicagdo dos
vetores, favorecendo assim a transmissao desta parasitose. Nesse estudo, embora as condig¢des
demograficas estudadas ndo apresentaram significAncia estatistica, acredita-se que o
municipio de Sousa apresenta fatores epidemiologicos demograficos que contribuem para a
proliferacdo e manutencdo de mosquitos responsaveis pela transmissdo da doenga, como o
clima tropical e a presenga de canal de esgoto a céu aberto cortando alguns bairros do
municipio.

Chamou aten¢@o que os bairros Angelim e Dr. Zez¢é apresentaram maior numero de
animais positivos. Entretanto, apenas no bairro Angelim foram observadas condig¢des
demograficas que provavelmente influenciaram a ocorréncia da parasitose. Os cinco cdes
positivos do bairro Dr. Zezé, eram todos errantes, sugerindo que possivelmente a infec¢ao
tenha ocorrido em locais mais favoraveis para contamina¢ao e posteriormente tenha ocorrido
a migragao para esse bairro.

A varidvel “situacdo do animal” foi considerada fator de risco para infeccdo por D.
immitis, demonstrando alta prevaléncia da parasitose em cdes errantes em comparagao aos

domiciliados. Resultados semelhantes foram observados por Labarthe et al. (2014), que
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comparou o risco de o risco de infec¢do entre animais domiciliados e errantes, e observou
taxa de positividade de 39,3% para caes errantes e 30,2% para domiciliados.

Leite et al.,, (2007) sugere que a densidade de populagdo canina influencia na
prevaléncia da D. immitis, sendo os caes errantes com maior risco da infec¢do, pois estes tém
livre acesso as localidades do municipio e ndo possuem monitoramentos dos o6rgaos publicos
no controle da populacao de caes de rua. Em razao disto, os resultados do presente tornam-se
preocupantes, visto que, os caes errantes atuam como reservatorios da enfermidade com livre
acesso aos bairros do municipio de Sousa, sem controle e tratamento dos portadores e
infectando indiretamente outros caes, € possivelmente outros animais ¢ humanos.

Os fatores individuais dos hospedeiros definitivos, como sexo, idade e raga em conjunto
com os fatores extrinsecos podem influenciar na ocorréncia da infeccdo (ALMEIDA et al.,
2001). Observou-se que 20,3% dos animais positivos eram sem raga definida. Estes valores
corroboram com Souza et al. (1997) e Almeida et al. (2001), que também nao verificaram
diferenca estatistica significativa entre a prevaléncia da infeccdo e as ragas. Chamou atencao,
que apesar dos resultados indicarem maior chance de infec¢do em animais SRD, a populacdo
canina avaliada foi maior para os mesmos, € possivelmente o municipio de Sousa tenha maior
taxa criagdo de cdes sem raca definida do que racas puras.

A idade ndo foi considerada um fator de risco, entretanto, apresentou diferenca estatica
na analise univariada, onde 53 dos caes positivos foram considerados acima de 12 meses,
condicdo ideal para periodo pré patente de desenvolvimento da microfilaria.

Atualmente para profilaxia de D. immitis, sao utilizadas vermifugos a base de
dietilcarbamazina e agentes da familia das lactonas macrociclicas, sendo estes, que possuem
uma eficédcia terapéutica e profilatica muito grande, pois interrompem o estagio larvar dois
meses pos infeccao e causam poucos efeitos adversos nos animais (MEIRELES et al., 2014).

Acredita-se que a utilizagdo e controle de vermifugacdo em 16,9% (54/320) dos
animais, das categorias: “sim, ha 4 meses” e “sim, hd mais de 4 meses” obteve éxito na
prevencao das D. immitis, e por esta razdo houve negatividade nos testes. No entanto, 4
animais positivos também tinham historico de vermifugacao, e em virtude disso, se questiona
a veracidade de utilizacdo de vermifugo pelos tutores destes animais, na utilizacdo de
vermifugo eficiente contra o verme ou na carga parasitdria desses animais no periodo de
aplicagao.

A variavel “exame clinico” na categoria de alteragdes cardiacas, demonstrou-se como
um possivel fator de risco para infec¢do por D. immitis, onde, arritmia (13/320) e sopro

cardiaco (1/320) foram os sinais clinicos observados nos exames, ambos, relacionados com
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uma possivel fisiopatogenia de D. immitis, representando um possivel indicador clinico para a
infecgao.

A arritmia cardiaca foi o sinal clinico observado em maior nimero de animais,
entretanto, nenhum desses caes apresentaram quadro clinico de dirofilariose. Acredita-se que
esses animais possuiam infec¢do leve a moderada, uma vez que, caes portadores de alta carga
parasitaria, com o tempo e conforme o numero de parasitos, pode causar uma falha do
ventriculo direito por estenose, bloqueio e lesdes vasculares ocasionando uma hipertrofia
ventricular direita, que eventualmente pode se tornar insuficiéncia cardiaca direita
(ZACHARY, 2018). Com a evolugdo do caso, os sinais clinicos inespecificos sao
manifestados pelo animal, como tosse, intolerancia a exercicios, dispnéia, ruidos cardiacos e
pulmonares (ACHA & SZYFRES, 2003).

Em um estudo realizado por Ferreira (2015), que buscava analisar a utilidade de um d-
dimero como método de diagnostico de tromboembolismo pulmonar no tratamento de caes
com dirofilariose cardiaca, observou-se avaliando clinicamente 19 animais com dirofilariose
canina, que 73,7% (14/19) apresentavam sinais cardiacos (p=0,120), sendo especificamente
63,2% (12/19) com sopro cardiaco (p=0,363). O cdo que apresentou sopro cardiaco (1/320),
manifestava durante a avaliacdo clinica, apatia, emagrecimento e ruidos respiratorios. No
entanto, ndo foi possivel afirmar que o mesmo apresentava quadro de dirofilariose,
necessitando assim, de realizagdo de um exame clinico minucioso associado a utilizagao de
mais exames complementares, a fim de descartar outras enfermidades com sintomatologia
semelhante. Os demais cades que apresentaram alteragdes cardiacas, ndo demonstraram outros
sinais clinicos que indicasse um possivel quadro da enfermidade.

Os caes 8,10,17 e 21 (Tabela 04.) foram negativos no esfregago sanguineo, entretanto,
demonstraram positividade em apenas uma lamina no teste de Knott-modificado. Esse
resultado foi esperado, uma vez que, o mecanismo de concentracdo das hemacias e
microfilarias obtidos no teste de Knott, facilita sua pesquisa e identificacio (NEWTON;
WRIGHT, 1956). O esfregaco sanguineo quando comparado a um teste de concentracao,
apresenta baixa sensibilidade (MORENO, 2015). Para identificacdo de microfilarias através
de esfregaco sanguineo & necessario infecgio acima de 20 a 50 microfilarias por ml™
(DILLON, 2007; SILVA & LANGONI, 2008).

Adicionalmente, a baixa carga parasitaria circulante no momento da coleta,
vermifugacdo recente e/ou infec¢do recente, podem também contribuir para a negatividade do

teste de esfregaco sanguineo e apenas uma lamina positiva no teste de Knott-modificado.
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Para o diagnodstico mais efetivo da infeccdo por D. immitis ¢ fundamental o uso de
exames sorologicos, como o Enzyme-Linked Immunosorbent Assay (ELISA) que demonstra
alta sensibilidade (ROTH et al., 1993). O ELISA fornece mais seguranca no diagnostico desta
parasitose do que o teste de Knott-modificado, isso porque, o mesmo ndo apresenta
positividade em casos de caes parasitados por vermes adultos do mesmo sexo, em infecg¢des
recentes € em animais com sistema imune elevado ocultando a microfilaremia (FERNANDES
et al., 1999). Por esta razdo, acredita-se que a prevaléncia desta parasitose no municipio de
Sousa devera ser maior a partir da avaliacdo destes exames, complementando com a taxa de
infecgdo oculta nestes animais.

Notou-se que a taxa de ocorréncia da enfermidade encontrada ndo ¢ compativel com a
maioria das informagdes encontradas na literatura, quanto aos fatores ambientais e individuais
dos caes, representando um estudo Unico e importante para regido. Com o desenvolvimento
desta pesquisa foi possivel estabelecer os parametros e fatores de risco de ocorréncia da
infeccdo, estimulando com estes resultados o desenvolvimento de novas pesquisas na area, a

fim de determinar formas de controle e profilaxia da parasitose.
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6. CONCLUSAO

Concluiu-se que o municipio de Sousa apresenta alta prevaléncia de D immitis em caes,
com maior positividade em animais de rua, sendo considerada um fator de risco nesse estudo.
Além disso, os sinais clinicos referentes a alteragdes cardiacas demonstraram também ser um
fator de risco da infecc¢do. Os bairros mais prevalentes neste estudo foram o Angelim e Doutor
Zez¢, sendo locais de maior risco de transmissao da parasitose. O teste de Knott modificado

foi 0 método de maior positividade em comparagdo aos esfregacos sanguineos.
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APENDICE A — Questionario epidemioldgico
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