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RESUMO

Dirofilaria immitis € o agente causador da dirofilariose, doenga que afeta o sistema
cardiovascular, principalmente de canideos. E um nematédeo da familia
Onchocercidae de distribuicdo mundial. Tem como hospedeiros definitivos caes,
canideos selvagens, podendo ainda infectar felinos e o ser humano de forma
acidental. Para o diagnostico em animais ha diversas técnicas disponiveis, como
o esfregagco direto e teste Knott modificado, para detectar as microfilarias
circulantes, e testes de antigeno, como o imunoensaio cromatografico, e a PCR,
normalmente utilizada como forma confirmatéria. Os testes que detectam as
microfilarias, podem apresentar resultados falso-negativo quando a infec¢do se da
somente por machos ou fémeas adultos. Resultados falso-negativos podem
ocorrer nos testes imunocromatograficos, pois apenas antigenos de fémeas
adultas sao passiveis de detecgao por essa técnica. Portanto, faz-se necessaria a
utilizacdo de diferentes técnicas para o diagnéstico efetivo dessa infecgdo em
animais. O objetivo do presente trabalho foi determinar a prevaléncia da infec¢ao
por D. immitis em cades no municipio de Laguna, Santa Catarina, Brasil. Foram
colhidas amostras de sangue de 238 caes, provenientes de clinicas veterinarias e
de organizagdes de protecdo animal do municipio. Os animais foram submetidos
a anamnese e cada amostra foi avaliada pelas técnicas de imunoensaio
cromatografico, PCR, esfregaco direto e teste de Knott modificado. Também foi
aplicado um questionario epidemiolégico para identificar possiveis fatores de risco
para a infec¢cdo. Os resultados foram tabulados e analisados estatisticamente
pelos testes exato de Fischer e de concordancia Kappa para comparagao dos
resultados das diferentes técnicas diagndsticas empregadas e identificacdo dos
possiveis fatores de risco para a infecgdo. A prevaléncia geral foi de 4,62%
(11/238). O teste que possibilitou uma maior identificacdo de amostras positivas
foi a PCR (11 amostras), seguido pelo teste imunocromatografico (oito) e o teste
Knott modificado (uma). Pelo esfregago direto nenhuma amostra foi detectada
como positiva. Nao foram encontrados fatores de risco estatisticamente
significativos. Apenas um dos animais positivos apresentou sinais clinicos
compativeis com a dirofilariose. Dentre as técnicas empregadas, a PCR
apresentou os melhores resultados. Embora a dirofilariose canina normalmente
tenha alta prevaléncia em areas litordneas do Brasil, ndo foi observada essa
caracteristica no municipio analisado, sugerindo que novos estudos sejam
realizados.

Palavras-chave: Dirofilariose. Caes. Microfilaria. Diagndstico. Santa Catarina.



ABSTRACT

Dirofilaria immitis is the agent of heartworm disease, which affects the cardiovascular
system, mainly in dogs. It is a nematode of the Onchocercidae family of worldwide
distribution. Its definitive hosts are dogs and wild canids, but it also infects humans and
cats. Several tests are available for diagnosis, such as direct smear and modified Knott
test, for circulating microfilariae, antigen tests (chromatographic immunoassay) and
PCR, usually applied as a confirmatory test. Techniques that detect microfilariae can
present false-negative results when the infection occurs only by adult males or
females. False-negative results can also occur in antigen tests, because only adult
female antigens are detectable by this assay. Thus, it might be necessary to use
different techniques for the effective diagnosis of this infection in animals. The aim of
this study was to determine the prevalence of infection by D. immitis in dogs from the
municipality of Laguna, Santa Catarina, Brazil. Blood samples were collected from 238
dogs, from veterinary clinics and animal protection organizations in the municipality.
The animals were submitted to anamnesis and each sample was evaluated by
chromatographic immunoassay, PCR, direct smear and modified Knott test. An
epidemiological questionnaire was also applied to identify possible risk factors for
infection. The results were tabulated and analyzed statistically by Fischer's exact test
to compare the results of the different diagnostic techniques employed and identify
possible risk factors for infection. The overall prevalence was 4.62% (11/238). The test
that enabled a greater identification of positive samples was PCR (11 samples),
followed by the immunochromatographic test (eight) and modified Knott test (one). By
direct smear, no sample was detected as positive. No statistically significant risk factors
were found. Only one of the positive animals showed clinical signs compatible with
heartworm disease. Among the techniques employed, PCR presented the best results
(p <0.01). Even though the canine heartworm disease usually has a high prevalence
in coastal areas of Brazil, this characteristic was not observed in the analyzed
municipality, suggesting that further studies should be carried out.

Keywords: Dirofilariasis. Dogs. Microfilariae. Diagnostic. Santa Catarina.
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14
1 INTRODUGAO

Os agentes transmitidos por vetores impactam a saude humana e animal ao
longo dos séculos, sendo de grande importancia nas regides de clima tropical e
subtropical, principalmente na América do Sul, Africa, sudoeste da Asia e Australia
(SHAW; CATTERUCCIA, 2019).

Grande parte desses agentes transmitidos por vetores € de carater zoonético
€ 0s caninos, os principais reservatorios de Dirofilaria immitis, Leishmania spp., entre
outros agentes causadores de doencgas de importancia a saude publica (DANTAS-
TORRES; OTRANTO, 2016; MAGGI; KRAMER, 2019). A ocorréncia pode ser
influenciada por diversos fatores como a ecologia e a distribuicdo dos artropodes
vetores (JANOVA, 2019).

Tem sido observado um aumento da incidéncia e ampliagdo da distribuigao
geografica dessas doencgas, exemplificando a Dirofilariose e Leishmaniose na Italia,
tendo em vista a distribuicdo de vetores, movimentacédo dos caes, aprimoramento de
técnicas diagnosticas associados a maior conscientizagdo de pesquisadores e
profissionais (OTRANTO; CAPELLI; GENCHI, 2009).

A dirofilariose, conhecida como “doenga do verme do coragao”, € uma doenca
parasitaria ocasionada pela Dirofilaria immitis (LEIDY, 1856), nematddeo de
distribuicdo cosmopolita, que ocorre, principalmente, em regides quentes e umidas
(BENDAS et al., 2017). Sua transmissao depende de alguns critérios, tais como a
presenca de um vetor competente que tenha acesso a uma populacédo de canideos
susceptivel, assim como condigdes climaticas favoraveis ao desenvolvimento do ciclo
(WATTS; COURTNEY; REDDY, 1999).

No Brasil, a prevaléncia da D. immitis em caes varia de 0 a 62,2% (BENDAS et
al., 2017). No estado de Santa Catarina, em um estudo realizado nos municipios de
Floriandpolis e Araquari, cidades litoraneas, foram obtidos valores de prevaléncia de
2,1% e 7,3%, respectivamente (LABARTHE et al., 2014). Outro estudo em
Florianopolis/SC, relatou a prevaléncia de 15% na regido da Lagoa da Conceicao
(ARAUJO et al., 2003). Na regido do Planalto Serrano catarinense, néo foi relatado
nenhum animal positivo (SARTOR, 2004).

Em humanos, no municipio de Joinville, Santa Catarina, foi realizado um estudo
retrospectivo clinicopatolégico de casos no periodo entre 1995 a 2009, onde

encontraram oito casos de dirofilariose, dentre eles um em globo ocular e sete no
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pulméo, concluindo que ocorre a infeccdo do ser humano no municipio e entorno
(BUBLITZ et al., 2012)

Os maiores valores de prevaléncia estdo intimamente relacionados as areas
litordneas, banhadas por rios e lagoas, sendo potenciais locais de desenvolvimento
de artropodes competentes para a transmissao dessa parasitose (SILVA; LANGONI,
2009).

O municipio de Laguna, localizado no litoral sul de Santa Catarina, apresenta
condigdes ideais para o desenvolvimento do nematoide D. immitis, uma vez que trés
microbacias hidrograficas banham a regido, associado ao fato de apresentar uma
grande populagao canina, indicando a necessidade de estudos epidemioldgicos nessa

regiao.

2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 HISTORICO

Segundo Dantas-Torres e Otranto (2020), o primeiro relato da dirofilariose
canina ocorreu em 1626 pelo italiano F. Birago, o qual informou a presencga de “vermes
do coragao” em um de seus caes de caca.

O primeiro relato em caes no Alabama, EUA, foi realizado T. C. Osborne, no
ano de 1847, no The Western Journal of Medicine and Surgery (OSBORNE, 1847).
Posteriormente, foi descrita nos Estados Unidos no ano de 1856 por Leydi e
classificada como Fillaria immitis (LEIDY, 1856).

No ano de 1911 os pesquisadores franceses Railliet e Henry fizeram sua
reclassificacdo como Dirofilaria immitis, nome atualmente conhecido (RAILLIET,;
HENRY, 1911).

Segundo Pinto e Luz (1936), o primeiro relato de D. immitis no Brasil foi feito
por Silva Araujo em 1878, com a descrigao de quatro adultos machos presentes na
artéria pulmonar, atrio e ventriculo direitos em canino, encontrados durante uma
necropsia. Ja em gatos, a enfermidade no Brasil foi relatada por Travassos (1921),
sendo o primeiro relato no mundo para a espécie.

Em 1974 foi criada a American Heartworm Society (AHS), para discutir
pesquisas relacionadas a Dirofilariose. Esse grupo realiza um simpdsio acerca desse
tema a cada trés anos nos EUA (AHS, 2018).
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A Organizagao Mundial de Saude (OMS), em 1979, reconheceu a dirofilariose
nao s6 como um problema exclusivo a animais, mas também comum a populagao de
seres humanos, sendo considerada uma zoonose (ORGANIZACION MUNDIAL DE
LA SALUD (OMS), 1979) .

Em humanos ha poucos relatos, principalmente em decorréncia de seu dificil
diagndstico e por ser similar a neoplasia pulmonar. No Rio de Janeiro foi feito o

primeiro relato de dirofilariose humana no Brasil por Magalhaes (1887).

2.2 CLASSIFICAGAO E CICLO BIOLOGICO

D. immitis pertence a ordem Spirurida, subordem Spirurina, superfamilia
Filarioidea e familia Onchocercidae (BOWMAN, 2014).

Sao nematoides de coloragao esbranquigada, branca ou acinzentada medindo
aproximadamente 15 a 30 centimetros de comprimento e uma cuticula dura. O macho
adulto pode atingir de 12 a 20 centimetros de comprimento e a fémea adulta de 25 a
31 centimetros (BOWMAN, 2014; TAYLOR; COOP; WALL, 2016).

Segundo Lok; Walker; Scoles (2000) e Foster; Walker (2019), foram listadas 26
espécies de artropodes vetores de D. immitis nos EUA entre os géneros Culex spp.,
Aedes spp., Mansonia spp., Anopheles spp. € Ocherotatus spp. No Brasil, em estudo
realizado por Ahid; Vasconcelos; Lourengo-de-Oliveira, (2000), foi confirmada a
competéncia da espécie Culex quinquefasciatus na transmissao de D. immitis.

Para a transmissao de D. immitis € necessaria a presenga de um mosquito
como hospedeiro intermediario, que se torna infectado mediante a ingestao do sangue
do hospedeiro definitivo em microfilaremia. No mosquito, nos tubulos de malpighi,
ocorre a primeira muda de larvas em primeiro estagio (L1) para larvas de segundo
estagio (L2) e, posteriormente, para terceiro estagio (L3), a forma infectante para
vertebrados (AHS, 2018).

Essas larvas de terceiro estagio migram pela cavidade celomatica até atingirem
o aparelho bucal dos vetores. Para que ocorra de forma adequada o desenvolvimento
da forma infectante, é preciso de uma temperatura de cerca de 27°C e 80% de
umidade relativa do ar, que ira durar, aproximadamente, de 10 a 14 dias. Contudo,
caso ocorram temperaturas inferiores, o periodo de maturagdo pode se prolongar
(BOWMAN, 2014).
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Alguns autores afirmam que para o desenvolvimento das larvas de D. immitis
até o estagio infectante (L3) € necessaria a temperatura minima de 14°C
(CHRISTENSEN; HOLLANDER., 1978; FORTIN; SLOCOMBE, 1981). Todavia, com
o fendbmeno climatico denominado “ilhas de calor”, decorrente, principalmente, da
elevada urbanizagao das cidades, ocasionando uma temperatura média mais elevada
se comparada a areas rurais, torna viavel o desenvolvimento das larvas de D. immitis
mesmo em locais com temperaturas médias mais baixas (AHS, 2018).

ApoOs o repasto sanguineo, as larvas L3, penetram através da abertura
realizada pelo mosquito durante hematofagia. De trés a nove dias as larvas sofrem
outra muda, para quarto estagio (L4). Uma ultima muda ocorre, transformando L4 em
L5 (adultos jovens) por volta de 50 a 70 dias apos a inoculagdo, quando estédo
migrando pelo corpo do hospedeiro até atingirem coragao e pulméo. Os adultos jovens
chegam aos vasos pulmonares por volta de 50 a 70 dias, podendo levar até 120 dias.
A maturidade sexual dos adultos se da por volta dos 120 dias apds a infecgao dos
caes, que entdo apresentarao microfilarias no sangue circulante (BOWMAN, 2014;
TAYLOR, 2016).

2.3 DISTRIBUICAO GEOGRAFICA

A dirofilariose é considerada uma doenga endémica nos continentes americano
africano, europeu e Oceania, além de alguns paises da Asia, como o Jap&o. Tem sido
observado um comportamento progressivo nos ultimos anos, com a identificacdo de
novos vetores competentes, capazes da transmissao dos parasitas em locais que
anteriormente ndo eram observados, como citam Bowman et al. (2009), nos Estados
Unidos; Genchi et al. (2009), na Europa; Vezzani; Carbajo (2006) na Argentina; Ahid;
Da Silva Vasconcelos; Lourencgo-de-Oliveira (2000), no Brasil.

De acordo com Genchi et al. (2009, 2011), mudangas climaticas associadas ao
aumento da temperatura, em conjunto com as migragdes de caes e pessoas pela
Europa e a identificagdo de novos vetores competentes, sao responsaveis pela maior
abrangéncia geografica das infecgcbes por D. immitis nesta regido do mundo.
Caracteristicas semelhantes foram observadas nos Estados Unidos, onde, nos
ultimos 30 anos, observou-se aumento da prevaléncia em diversas regides (TERREL
e COURTNEY, 1998).
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A transmissao da dirofilariose através de mosquitos, é estritamente dependente
de um ambiente com clima adequado, para que seja possivel o desenvolvimento das
larvas do helminto. Sendo assim, temperatura e umidade adequadas sao fatores
significativos para o favorecimento do ciclo desse parasita (GENCHI et al., 2011).

Os maiores indices de prevaléncia estao, normalmente, relacionados as areas
litoraneas, banhadas por rios e lagoas, sendo potenciais locais de desenvolvimento
de artropodes competentes para a transmissao dessa parasitose (SILVA; LANGONI,
2009).

O continente americano tem uma grande diversidade em relagdo as
caracteristicas de topografia, hidrografia e clima. Deste modo, o conhecimento dos
padrdes de transmissao e prevaléncia pode variar de acordo com a regido estudada
(DANTAS-TORRES; OTRANTO, 2013).

Dentre os paises da América do Sul, o Brasil € o pais com maior niumero de
publicagdes sobre a dirofilariose (VEZZANI; EIRAS; WISNIVESKY 2006). Estudos de
prevaléncia realizados na regido Sul do pais, apontam, no estado de Santa Catarina
uma prevaléncia de 2,1 a 15% no municipio de Florianépolis e 7,3% em Araquari
(ARAUJO et al., 2003; LABARTHE et al., 2014). Na Lagoa da Conceigao, regiao de
Florianépolis, Santa Catarina, foi reportada uma prevaléncia de 15% (ARAUJO et al.,
2003). Em outro estudo, também em Santa Catarina, na regiao de Balneario Camboriu
entre os anos de 2005 e 2006, ndo foram detectados animais positivos através da
pesquisa de antigenos para D. immits na area estudada (SARTOR et al., 2006). A
pesquisa de antigenos também foi utilizada para avaliar caes na regido do Planalto
Serrano, no municipio de Lages, a qual também n&o apresentou nenhum caso positivo
(SARTOR, 2004). Com excegao desses, ndao foram encontrados estudos mais
recentes acerca da prevaléncia dessa parasitose em outras regides do estado de
Santa Catarina.

No estado do Rio Grande do Sul, 0,3% foi a prevaléncia observada no teste de
antigeno por Labarthe (2003). Ja no Parana, verificou-se uma prevaléncia maior nos
testes de esfregaco, Knott modificado, filtragdo e pesquisa de antigeno, de 5,5% em
alguns municipios avaliados por Reifur; Thomaz-Soccol; Montiani-Ferreira (2004),
enquanto nos municipios de Guaratuba, Guaraquecgaba e Pontal do Parana, todos no
litoral, foram identificadas prevaléncias de 24,5%, 31,8% e 26,3%, respectivamente
por meio do teste de antigeno (LABARTHE et al., 2014).
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Alguns trabalhos realizados na regiao norte do pais, no estado do Amazonas,
nos municipios de Coari e Labrea, relatam prevaléncias de 12,5% e 44,4%, obtidas
pelas técnicas de esfregaco e PCR, respectivamente (SILVA et al., 2008; SOARES et
al., 2014). No Para, em estudos realizados na Ilha de Marajo, utilizando os testes de
esfregaco, Knott modificado e pesquisa de antigenos, foram observadas prevaléncias
altas, de 53,5% e 32,45% (FURTADO et al., 2009; GARCEZ et al., 2006).

Labarthe et al. (2003), em pesquisa de antigenos realizada na regido sudeste,
verificaram prevaléncia de 2,7% em S&o Paulo, 3,8% no Rio de Janeiro e 0% em
Minas gerais. Em outro estudo realizado pela mesma autora, em 2014, também com
a pesquisa de antigenos, foram observados valores diferentes do estudo de 2003. Rio
de Janeiro apresentou, em Mangaratiba, 16,3%; Niterdi, 58,6%; Cabo Frio, 27,5% e
Armacao de Buzios, 62,2%. Em Sao Paulo, os valores permaneceram semelhantes
com 2,8% em Guaruja e 7,6% em Bertioga (LABARTHE et al., 2014). Em
Pernambuco, Ramos et al. (2016) verificaram uma prevaléncia de 11,54% na capital,
Recife. Labarthe et al. (2014), também em Pernambuco, observaram 36,7%, em
Recife, e 49,5% em Itamaraca.

Com relagao a infecgdo do ser humano, mais de 100 casos foram detectados
nos EUA desde 1971, a maioria proveniente da regido sudeste, onde ha alta
prevaléncia em caes (THEIS, 2005). Também na Costa Rica (BRENES et al., 1985),
Venezuela e Coldmbia (BEAVER; ORIHEL; LEONARD, 1990) e Argentina (VEZZANI;
EIRAS; WISNIVESKY, 2006) foram registradas infec¢gdo no ser humano, com menor
frequéncia.

No Brasil foram descritos casos de dirofilariose pulmonar em humanos. No
municipio de Florianépolis, SC, ja foram relatados sete casos humanos (CAVALLAZZ|
et al., 2002). Também em Santa Catarina, em estudo retrospectivo, foram registrados

oito casos no municipio de Joinville (BUBLITZ et al., 2012).

2.4 PATOGENIA E SINAIS CLINICOS

A maioria dos animais infectados nédo manifesta sinais clinicos ou alteragoes
laboratoriais. Entretanto, alguns podem desenvolver a doenga clinica, que, em
condigbes sistémicas, ameagcam a sua vida (DANTAS-TORRES; OTRANTO, 2013).
A American Heartworm Society classifica o grau da doenga com base nos sinais

clinicos observados, presentes na Tabela 1.
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Tabela 1 - Classificagao dos sinais clinicos em relagdo a manifestagao da doenca de

acordo com a American Heartworm Society

Gravidade Sinais clinicos
Leve Assintomatico ou tosse
Moderado Tosse, intolerancia ao exercicio,

sons pulmonares anormais

Severo Tosse, intolerancia ao exercicio,
dispneia, sons cardiacos e pulmonares
anormais, hepatomegalia, sincope,
ascite, morte

Sindrome da veia cava Letargia e fraqueza, associada
a hemoglobinemia e hemoglobinuria

Fonte: Adaptada de AHS (2018).

A gravidade das lesdes, bem como seus respectivos sinais clinicos, esta
relacionada ao numero de parasitos adultos (variando de 1 até >250), a duracao da
infeccdo e a relagao parasito-hospedeiro (ATKINS, 2017). Embora uma alta carga
parasitaria esteja associada a doencga grave, a relagédo parasito-hospedeiro pode ter
uma maior importancia no desenvolvimento de sinais clinicos cardiovasculares do que
o numero de vermes de forma isolada (NELSON; COUTO, 2014).

Em caes, o dano primario nas artérias pulmonares por meio da agado mecanica
dos parasitos adultos, inicia cerca de trés meses pds-infecgdo. As alteragdes se
manifestam por inflamagao vascular, lesdo endotelial e descamacio, ativacao e
atracao de leucécitos e plaquetas, desencadeantes de uma proliferagao de células de
musculo liso, com posterior actiimulo de colageno e fibrose (CARRETON; MORCHON;
MONTOYA-ALONSO, 2017).

Os adultos de D. immitis que morrem de forma natural ou por acao de
medicamentos adulticidas, provocam uma reacao severa, favorecendo a ocorréncia
de trombose, inflamagao granulomatosa, obstrucdo arterial e vasoconstriccdo. As
artérias pulmonares tornam-se aumentadas e espessas, com a superficie endotelial
rugosa (ETTINGER; FELDMAN; COTE, 2017). Além disso, secundario ao
tromboembolismo pulmonar e liberacdo de substancias vasoativas pelo endotélio

vascular, a hipéxia causada por alteracbes na ventilagao-perfusdo resulta em uma
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vasoconstriccdo prolongada. Esses fatores contribuem para o desenvolvimento da
hipertensdo pulmonar com aumento da pods-carga do ventriculo direito, culminando
em insuficiéncia cardiaca congestiva (POLIZOPOULQU et al., 2000).

O débito cardiaco é reduzido quando ocorre falha do ventriculo direito. Quando
0 débito cardiaco se torna inadequado durante o exercicio, pode ser observada
dispneia, fadiga e sincope (NELSON; COUTO, 2014).

Ocasionalmente, a oclusdo mecénica da via de saida do Ventriculo Direito
(VD), da valvula tricuspide, das veias cavas ou das artérias pulmonares ocorre quando
ha muitos vermes (sindrome da veia cava). Essa obstru¢ao de influxo combinada com
a consequente insuficiéncia tricuspide causa sinais de insuficiéncia cardiaca direita e
déficit cardiaco esquerdo (WARE, 2011).

O exame fisico pode ndo apresentar alteragcdes em casos precoces ou leves.
Todavia, com doenga grave, taquipneia ou dispneia, distensdo ou pulsacéo da veia
jugular, ascite ou outras evidéncias de insuficiéncia cardiaca direita frequentemente
se desenvolvem. Sons pulmonares anormais (sibilos e crepitagdes), sopro na base
esquerda, um sopro de insuficiéncia tricuspide ou arritmias cardiacas sao
variavelmente ouvidos durante auscultagcao (WARE, 2011).

A infecgdo por D. immitis também pode estar relacionada as lesdes
glomerulares e proteindria. Imunocomplexos circulantes resultam em
glomerulonefrite. Em um estudo, onde foi realizada a infecgdo experimental em caes,
foi observada glomerulonefrite membranoproliferativa em todos os 12 cdes de 13 a 19

meses pos-infecgao (ATKINS et al., 2011).

2.5 ADOENGCA NO SER HUMANO

As pessoas que habitam areas endémicas correm um maior risco de contrair a
doenca através do repasto sanguineo do vetor infectado. (MCCALL et al., 2008).

O ciclo tem inicio no tecido subcutaneo apds a picada pelo vetor, onde a larva
€ transportada via corrente sanguinea até o coragéo e, posteriormente ao pulméo.
(ACHA; SZYFRES, 2003). Apds a morte e desintegragao, sao liberados antigenos
pela larva, ocasionando vasculite local com formagao de granuloma e infarto pulmonar
(DOLTRARIO et al., 2019).

Por meio de imagens radiograficas do térax, € possivel observar um ndédulo

pulmonar, solitario, que mimetiza uma neoplasia. Esse ndédulo tem como
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caracteristicas o formato esférico, bem delimitado e nao calcificado, podendo atingir
de 1 a 3 cm, denominado “coin lesion” (Figura B). Ocasionalmente, pode haver
multiplos nodulos, semelhantes a uma metastase, infecgdes por fungos e bactérias
(Figura A) ( MALIK et al., 2016; DOLTRARIO et al., 2019; FIORENTINI et al., 2020).

Figura 1 (A) - Imagem de tomografia computadorizada indicando a presencga de
nodulos de D. immitis em parénquima pulmonar; Figura 2 (B) — Radiografia de torax

humano com a presencga de nddulo isolado de D. immitis na forma de “coin lesion”

Fonte: (MALIK et al., 2016) (SIMON et al., 2012)

Apenas uma pequena parcela de pessoas infectadas chega a apresentar sinais
clinicos. Nesses quadros sintomaticos, podem ser relatados febre, tosse, hemoptise,
dispneia e dor no peito. Entretanto, a dirofilariose raramente € a primeira suspeita em
humanos em casos de sintomas e ndédulos pulmonares (ACHA; SZYFRES, 2003;
DOLTRARIO et al., 2019; FIORENTINI et al., 2020; SIMON et al., 2012).

Embora o quadro classico seja o nddulo pulmonar, ja foram relatados casos
onde D. immitis foi encontrada em locais incomuns como encéfalo, figado e olhos e
tecido adiposo mesentérico, artérias testiculares e tecido conjuntivo (AVELLIS et al.,
2011; BUBLITZ et al., 2012; THEIS, 2005).

O diagndstico é complicado, tendo em vista a necessidade de descartar as
demais causas. Ha alguns métodos nao invasivos disponiveis, como o teste de ELISA,
porém de dificil acesso. O mais comum a ser utilizado é a toracotomia e resseccao
cirurgica, de custos bastante elevados, associada a histopatologia do nddulo, na
maioria das vezes apresentando um nucleo central de necrose cercada por uma area
granulomatosa (MALIK et al., 2016; MCCALL et al., 2008).
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O controle é realizado combatendo os vetores por meio de inseticidas, assim
como a administragcado de medicagao preventiva aos animais de forma a combater as
microfilarias circulantes (ACHA; SZYFRES, 2003).

2.6 DIAGNOSTICO

Apesar de diversos tipos de testes diagndsticos estarem disponiveis, na rotina
clinica, o teste de antigeno é bastante utilizado (ZAJAC; CONBOY, 2012).

Esse teste tem como base a detecgdo de antigenos secretados por fémeas
adultas de D. immitis e possuem 100% de especificidade, podendo atingir nimeros
proximos a 100% de sensibilidade. O valor da sensibilidade varia conforme o niumero
de fémeas adultas, fémeas imaturas ou apenas exemplares machos presentes no
animal, assim como baixa antigenemia (LITTLE et al., 2018; TRANCOSO et al., 2020;
VENCO et al., 2017).

Embora seja um teste bastante especifico e sensivel, a formagédo de
imunocomplexos pode prejudicar o diagndstico e, de acordo com estudos recentes, o
aquecimento em bloco (103°C a 104°C; 10 minutos) e posterior centrifugacéo das
amostras de plasma e/ou soro a 16.000g resultou em um aumento de resultados
positivos nos testes de antigeno (STARKEY et al., 2017; VENCO et al., 2017).

Sendo assim, a “American Heartworm Society” recomenda que para o
diagndstico, além do teste de antigeno, também sejam realizados testes para
pesquisa de microfilarias circulantes (LITTLE et al., 2018; AHS, 2018).

Dentre os testes para detecgdo das microfilarias, ha o teste de Knott
modificado, mais comumente utilizado para este fim e considerado de alta
especificidade e sensibilidade. Entretanto, caso a infecgéo seja apenas por um sexo,
nao sera possivel realizar essa observacao. (MARCOS et al., 2016; MYLONAKIS et
al., 2004).

Além do teste de Knott modificado, ha o esfregaco direto utilizado com o mesmo
objetivo, pesquisa de microfilarias. E um teste barato, rapido e bastante acessivel na
rotina clinica. Assim como o Knott, também n&o detecta microfilarias nos casos de
infeccado por vermes adultos de apenas um sexo. No entanto, para sua realizagao é
utilizada uma quantidade muito pequena de sangue, podendo nao ser representativa
para a visualizagao de microfilarias (AHS, 2018; FURTADO et al., 2009).
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A pesquisa de microfilarias pode nao ser tdo sensivel quanto os testes de
antigeno. Contudo, é de importancia para validagdo de alguns testes soroldgicos,
assim como identificar animais reservatérios e, principalmente, auxiliar na escolha do
tratamento mais adequado para cada animal (MARCOS et al., 2016).

Como forma confirmatéria ha a PCR. Utilizada, principalmente, para a
diferenciacdo das espécies de microfilarias encontradas, visto que sao
morfologicamente semelhantes. E um teste espécie-especifico, tornando-o muito
confiavel (WATTS; COURTNEY; REDDY, 1999).

2.7 TRATAMENTO E CONTROLE

O tratamento e diagnédstico estdo relacionados a altas despesas e, em paises
subdesenvolvidos, como o Brasil, onde ha alta incidéncia da doencga, tutores em
situagao de vulnerabilidade social tem pouco acesso aos servigos veterinarios. Sendo
assim, a prevencao da doenca torna-se mais importante levando-se em consideragao
as consequéncias da doenca, alto custo e efeitos adversos durante e apods o
tratamento, assim como o potencial reservatério, inclusive para a infecgdo humana
(DANTAS-TORRES; OTRANTO, 2016; MCCALL et al., 2017)

O objetivo final do tratamento € fornecer uma melhor condigdo clinica, assim
como a eliminar as diferentes fases de D. immitis no hospedeiro, dentre eles vermes
adultos presentes na artéria pulmonar e ventriculo direito do coragéo, microfilarias
circulantes e larvas em migracao pelo hospedeiro com destino final o coragao, com o
minimo de complicagdo apds o tratamento (BOWMAN, 2014; AHS, 2018).

Antes de iniciar o protocolo, deve-se realizar exame fisico, avaliagdo das
fungdes cardiaca, pulmonar, hepatica e renal. Caso o animal apresente sinais clinicos
da doenca, sera necessario entrar com uma terapia de suporte para sua estabilizagao,
principalmente antes de ser aplicado o medicamento adulticida (AHS, 2018; TAYLOR;
COOP; WALL, 2016). Também é necessario classificar a gravidade da doenca
(Tabela 1) para que o melhor protocolo seja ajustado (ESDA, 2017; ETTINGER,;
FELDMAN; COTE, 2017).

Dicloridrato de melarsomina tem sido o medicamento de escolha para o
tratamento adulticida. O protocolo de trés doses € recomendado para todos os
animais, exceto aqueles que apresentem a doenca mais severa, como a sindrome da
veia cava (AHS, 2018; ESDA, 2017; NELSON; COUTO, 2014). Também pode ser
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utilizada a doxiciclina para eliminar a Wolbachia, bactéria endossimbionte, além de
reduzir os problemas ocasionados pela morte de parasitas adulto (AHS, 2018).

E essencial que alguns cuidados sejam tomados apds a aplicagdo de
melarsomina, dentre eles a restricdo de exercicio (do diagnostico a até pelo menos
um més apos a Uultima aplicagdo) para evitar problemas associados ao
tromboembolismo (ESDA, 2017; ETTINGER; FELDMAN; COTE, 2017; NELSON;
COUTO, 2014; AHS, 2018).

Posteriormente ao tratamento adulticida, tem-se o inicio do tratamento
microfilaricida, que pode ser realizado com a aplicagao de lactonas macrociclicas, com
muita cautela em animais com alta contagem de microfilarias circulantes, (BOWMAN,
2014; NELSON; COUTO, 2014; AHS, 2018).

Nessas condigdes, torna-se essencial o uso de anti-histaminicos como forma
de prevenir futuras reagbes alérgicas tendo em vista que as microfilarias séo
alergogénicas, assim como a observagao do animal no dia seguinte a aplicagado do
microfilaricida (BOWMAN; ATKINS, 2009; ETTINGER; FELDMAN; COTE, 2017; AHS,
2018).

Como forma de prevencdo, em areas endémicas, recomenda-se o0 uso de
lactonas macrociclicas de forma oral ou tépica associado a um repelente, para
minimizar o risco de infeccdo (AHS, 2018; BOWMAN, 2014). Essa classe de
medicamento tem se mostrado segura em sua utilizacéo, eficaz, de facil administragéao
e valor acessivel quando comparada ao custo significativo do tratamento (MCCALL et
al., 2017).

3 OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GERAL

Determinar a prevaléncia da infecgao por D. immitis em caes no municipio de

Laguna, Santa Catarina

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS
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e Determinar a prevaléncia da infec¢ao por D. immitis, por meio das técnicas de
PCR de sangue total, Knott modificada, esfregaco sanguineo corado e da
pesquisa de antigenos através do imunoensaio cromatografico.

o Comparar os resultados das diferentes técnicas diagnosticas empregadas

¢ Identificar fatores associados para a infecgao por D. immitis em caes no

municipio de Laguna, Santa Catarina.

4 MATERIAL E METODOS

O presente estudo foi aprovado pela Comissdo de Etica no Uso de Animais da
Universidade do Estado de Santa Catarina (CEUA/UDESC) no dia 18/07/2019 sob o
protocolo n°® 5001130319.

4.1 LOCAL DO ESTUDO

O estudo foi realizado no municipio de Laguna, localizado no litoral sul do
estado de Santa Catarina (Latitude 28°28'57" e longitude 48°46'51"), com uma
unidade territorial de 333,986 km? e populagédo estimada de 45.814 pessoas (IBGE,
2017; PML, 2017).

O municipio apresenta temperatura média de 19,7°C, com ventos
predominantes: sul, sudeste e nordeste. Além disso, possui uma vegetagao diversa,
composta predominantemente por mata atléntica e areas de restinga e mangue (PML,
2017Db).

Em relagao a hidrografia, € banhado por trés bacias hidrograficas, sendo a de
Itapiruba, na porcao oeste do municipio, a bacia do Rio Jaguaruna, Rio da Madre e
Rio Congonhas na porgéo oeste e na divisa com o municipio de Capivari de baixo, rio
Sambaqui Pequeno e Cérrego do Matuto conforme ilustrado no Apéndice A (PML,
2017b).

4.2 SELECAO DAS AMOSTRAS

Segundo censo realizado pela geréncia de bem-estar animal da Prefeitura
Municipal de Laguna, Santa Catarina, ha um total aproximado de 7.000 cées

domiciliados (Dados n&o publicados) na cidade.
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Considerando-se prevaléncia esperada de 20%, erro de 5% e intervalo de
confiangca de 95%, calculada através do software Epiinfo 7.0 (2018), 238 animais
foram selecionados de forma aleatéria. Os animais eram de ambos os sexos, de
idades e ragas variadas, provenientes de clinicas veterinarias, organizagbes de
protegao animal do municipio e domicilios.

Foram colhidas amostras de sangue das veias jugular e/ou céfalica dos caes,
com seringa de 3 mL que foram acondicionadas em tubos contendo EDTA e ativador
de coagulo, mantidos sob refrigeragédo até o processamento.

Os tutores responderam a um questionario acerca dos dados de identificagcao
de cada animal e seus habitos, apds assinatura do Termo de Consentimento Livre e
Esclarecido, visando identificar possiveis fatores de risco para a infecgao (apéndice

c).

4.3 TESTES DIAGNOSTICOS
4.3.1 Extensdo Sanguinea

O esfregacgo sanguineo foi realizado utilizando 20 uL de sangue total em lamina
de vidro seguido de coloragdo Romanowsky modificada.
As laminas foram analisadas em microscopia 6ptica com aumento de 100x para

observacao e contagem de microfilarias.

4.3.2 Teste de Knott Modificado

Esse teste foi realizado conforme descrito por Foreyt (2001), utilizando 1 mL
de sangue com EDTA acrescido de 9 mL de formalina 2% em um tubo de fundo cénico
de 15 mL e, na sequéncia, agitado levemente durante trés minutos para a lise dos
eritrocitos e fixagdo das microfilarias, seguido de centrifugacdo a 1500 rotagdes por
minuto (rpm) durante cinco minutos e posterior adicdo de uma gota de azul de metileno
0,1% a amostra.

Uma lamina com o material sedimentado foi confeccionada para observagao

em microscopia optica (400X), identificacdo e contagem de microfilarias.

4.3.3 Imunoensaio cromatografico
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Testes rapidos do tipo imunocromatograficos (Alere Dirofilariose Ag Test Kit)
foram utilizados para a detecgao de antigeno de D. immitis no soro, plasma ou sangue
total canino. Os kits foram gentilmente cedidos pela Alere ™.

Para a realizagédo do teste, foram acrescentadas, com pipeta, duas gotas de
amostra de soro na cavidade para amostra e o resultado interpretado entre 10 a 15
minutos.

Como interpretagao dos resultados, a presenga somente da linha C (controle)
indica um resultado ndo reagente, ou seja, negativo; e a presenga das linhas C e T
simultaneamente, indica um resultado reagente, considerado positivo, podendo variar

a intensidade da coloracéao (Figura 3).

Figura 3 - Teste imunocromatografico de fluxo lateral utilizado para detec¢édo de

antigenos de D. immitis com resultado positivo (C= Controle; T= Positivo).

Fonte: elaborado pela autora, 2020.

4.3.4 Reacado em Cadeia da Polimerase

Aliquotas de sangue total com EDTA foram utilizadas para a extracdo de DNA,
modificado do descrito por Rishniw et al. (2006). Foram utilizados 250uL de sangue
com EDTA, com adi¢do de 400 pL de solugdo tampéao de lise (50mM Tris, pH 8.0;
100Mm EDTA, 100mM NaCl, 1% SDS). Na sequéncia, adicionados 10uL de
proteinase K (10mg/mL) e entdo mantidos em estufa overnight a 55°C, seguido da
aplicagdo do método de extragdo utilizando fenol/cloroférmio, padronizado por
Sambrook e Russel (2001).
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A deteccdo de DNA D. immitis em sangue foi realizada utilizando primers
espécie-especificos: para a “forward Diro” (5'ACGTATCTGAGCTGGCTCAC-3') e
“reverse Diro” para um gene de antigeno de superficie da cuticula do parasito
(5'ATGATCATTCCGCTTACGCC-3'"), conforme descrito por Watts, Courtney e Reddy
(1999).

Como controles negativo e positivo foram utilizados agua ultrapura autoclavada
e DNA extraido de exemplares adultos de D. immitis (cedidos pelas Dras. Norma
Vollmer Labarthe e Celeste da Silva Freitas de Souza, do Laboratério de
Imunomodulagdo e Protozoologia do Instituto Oswaldo Cruz/Fiocruz. Rio de
Janeiro/RJ), respectivamente.

Para a reacédo de PCR utilizou-se o kit GoTag® G2 Hot Start Taq Polymerase,
em um volume final de 25 pL. A amplificagdo foi realizada em termociclador com
desnaturacao inicial de 95°C por 4 minutos, ligagao dos iniciadores a 55° por 1 minuto,
extensdo a 72°C por 1 minuto, seguidos de 25 ciclos e um ciclo final de extensao a
72°C por 5 minutos (SCOLES; KAMBHAMPATI, 1995).

Apos amplificagdo, foram utilizados 5 pL de cada reagao, adicionados 2 uL de
corante GelRed e depositados em gel de agarose 1,5% para realizagdo da
eletroforese (112V) em tampao de corrida TAE 50x (Tris base, Acido acético e EDTA

0,5M). Ao final da eletroforese, o gel foi observado em transiluminador UV.

5 ANALISE ESTATISTICA

Os resultados foram tabulados e analisados estatisticamente pelo Teste Exato
de Fischer, nos softwares Excel e RStudio (R CORE TEAM, 2020), respectivamente,
para comparagao dos resultados das diferentes técnicas diagnésticas empregadas e
para a determinacdo de correlacdo da infeccdo com os possiveis fatores de risco
analisados.

Além disso, também foi realizado o calculo de prevaléncia (animais positivos /

total da populagéo avaliada x100).

6 RESULTADOS
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Do total de caes amostrados, segundo tutores e/ou responsaveis, 88,65%
(211/238) foram adotados, 5,04% (12/238) comprados e 6,30% (15/238) em condicao
de rua.

Todos os animais em condi¢ao de rua ndo possuiam raca definida (SRD). Dos
adotados, 90,99% (192/211) eram SRD e 9% (19/211) eram de raca, dentre elas
Beagle (1), Boxer (2), Collie (1), Labrador (1), Yorkshire (3), Shih-tzu (2), Pug (1),
Poodle (3), Pinscher (3), Pit bull (2). Quanto aos comprados, Pinscher (1), Yorkshire
terrier (2), Schnauzer (1), Chihuahua (1), Shih-tzu (2), Golden Retriever (1), Lhasa-
apso (1), Pit bull (1), Poodle (1).

Em relagdo ao sexo, a amostra foi composta por 62,60% de fémeas e 37,40%
de machos. O teste Exato de Fisher para essa caracteristica ndo resultou em
significancia (p=0,3384). As demais caracteristicas dos animais estdo presentes na
tabela 2.

Das 238 amostras de sangue coletadas, considerando todas as técnicas
realizadas, 11 apresentaram resultado positivo, representando uma prevaléncia de
4,62% para dirofilariose canina no municipio de Laguna, Santa Catarina. A distribuigéo
dos animais positivos em relagao as técnicas utilizadas esta presente na tabela 3.

No imunoensaio cromatografico, oito animais apresentaram resultado positivo
e, em nenhum deles foram observadas microfilarias, tanto no teste de Knott
modificado como no esfregaco sanguineo. Também n&o foram relatados sinais
clinicos caracteristicos da doengca em nenhum dos oito animais positivos no
imunoensaio cromatografico.

Na PCR, 11 amostras contendo DNA de D. immitis foram identificadas, sendo
sete delas também positivas em imunoensaio cromatografico, uma no teste de Knott
modificado e trés apenas na PCR.

Os testes imunocromatografico e Knott modificado conseguiram detectar

72,7% (8/11) e 9,1% (1/11) dos positivos identificados pela PCR, respectivamente.
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Tabela 2 - Caracteristicas dos animais amostrados em relacdo aos resultados da

pesquisa de Dirofilaria immitis em caes de Laguna, SC. 2000.

Pesquisa D. immitis

Categorias

Positivo Negativo
Coloracao da pelagem
Branco 5(2,10%) 48 (20,17%)
Preto 2 (0,84%) 67 (28,15%)
Bege 2 (0,84%) 55(23,11%)
Marrom 2(0,84%) 46 (19,32%)
Cinza 0 11 (4,62%)
Estilo de vida
Intradomiciliar 3 (1,26%) 18 (7,56%)
Quintal 8 (3,36%) 209 (87,81%)
Idade
6m-1 5(2,10%) 51 (21,42%)
>2-4 1 (0,42%) 49 (20,58%)
>4-6 3 (1,26%) 43 (18,06%)
>6 2 (0,84%) 83 (34,87%)
S. 0 1 (0,42%)
Viagem
Sim 2 (0,84%) 27 (11,34%)
Nao 9 (3,78%) 200 (84,03%)
Vermifugagao
Sim 9 (3,78%) 172(72,27%)
Nao 2 (0,84%) 55 (23,10%)
Uso de ectoparasiticida
Sim 4 (1,68%) 67 (28,15%)
Néo 7 (2,94%) 160 (67,22%)
Medicagao preventiva
Sim 0 0

Nao
Controle de insetos
Sim
Nao

11 (4,62%)

0
11 (4,62%)

227 (95,37%)

2 (0,84%)
225 (94,53%)
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Tabela 3 - Resultados da pesquisa de dirofilariose em caes de Laguna, SC, obtidos

de acordo com as diferentes técnicas empregadas.

Resultado IEC* Knott Esfregaco PCR
Positivo 8 (3,36%) 1(0,42%) 0 (0%) 11 (4,62%)
Negativo 230 (96,63%) 237 (99,57%) 238 (100%) 227 (95,37%)

*Imunoensaio cromatografico

Quanto a locomogdo dos animais, dois dos positivos, segundo tutores, ja
viajaram para outras cidades, dentre elas Criciuma e Joinville, ambas no Estado de
Santa Catarina. A locomogao do animal entre cidades nao apresentou diferenca
estatistica significativa (p=0,6286).

Dentre os 11 animais positivos, apenas um canino da raca Boxer, macho, nove
anos, apresentou sinais clinicos comuns a doenga, como fadiga, tosse e intolerancia
ao exercicio. Esse animal resultou positivo em duas das técnicas utilizadas, teste
Knott modificado e PCR.

Os demais animais positivos ndo apresentaram nenhum sinal clinico. Contudo,
alguns animais negativos apresentaram sinais como tosse e fadiga.

O tipo de moradia dos animais amostrados esta descrito na tabela 2. Essa
caracteristica, de acordo com o Teste Exato de Fisher, ndo resultou em significancia
estatistica (p=0,752).

De acordo com os tutores, 76,05% dos animais receberam a vermifugacéo,
enquanto apenas 29,83% receberam ectoparasiticidas. Essas caracteristicas também
nao demonstraram significancia (p=1 e p=0,737, respectivamente). Ainda segundo
eles, 65,03% (93/143) desconheciam a doenga e o fato de ser uma zoonose.

O mapa presente no Apéndice B representa o municipio, identificando os
bairros visitados, numero de caes amostrados em cada bairro e o niumero de animais
positivos por localidade. E possivel observar uma maior quantidade de animais
positivos nos bairros Bananal e Progresso, com quatro e trés animais positivos,
respectivamente. Nos demais bairros foram encontrados apenas um animal positivo

em cada.

7 DISCUSSAO
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Os resultados obtidos indicam a presencga de D. immitis em caes no municipio
de Laguna, Santa Catarina. A prevaléncia observada foi baixa, quando comparada a
localidades em outros paises, como Australia, e demais estados brasileiros, como Rio
de Janeiro (ANVARI et al., 2020). Essa prevaléncia obtida foi abaixo da esperada,
visto que o municipio oferece condigbes favoraveis para a sua ocorréncia, além do
fato de que a maioria dos animais amostrados nao receber medicagao profilatica, e
nao haver controle ambiental dos vetores (Tabela 2). Segundo Dantas-Torres e
Otranto (2020), caes que permanecem em areas externas de suas casas tém uma
maior exposi¢cao aos mosquitos e, associado ao fato da nao utilizagao de medicagao
preventiva, fazem com que a prevaléncia nessas areas seja maior.

De acordo com a Vigilancia de Endemias de Laguna, ja foram identificados, no
laboratério de entomologia, a presenga de mosquitos Culex spp. e Aedes albopictus
no municipio (dados nao publicados). Nos EUA, Aedes albopictus é conhecido por ser
um potencial vetor para a D. immitis, ja tendo sido encontradas larvas L3 nesse
artropode (SPENCE BEAULIEU; FEDERICO; REISKIND, 2020; SPENCE BEAULIEU;
REISKIND, 2019; TODOROVIC; MCKAY, 2020).

O municipio de Laguna ja foi considerado endémico, com transmissao
autéctone, para Wuchereria bancrofti, em inquérito epidemiolégico realizado entre os
anos de 1951 e 1958, com prevaléncia estimada de 9,4% (ROCHA; FONTES, 1998).
A filariose linfatica tem como vetor, mosquitos do género Culex, assim como a
dirofilariose.

No entanto, alguns fatores extrinsecos podem influenciar diretamente na
ocorréncia do parasito, como, vetores nao competentes, sazonalidade das espécies e
métodos preventivos (WATIER-GRILLOT; MARIE; CABRE; DAVOUST, 2011).

Labarthe et al. (2014) afirmam que a maior densidade humana em determinado
ambiente pode torna-lo indspito para as espécies vetores da doenga, dificultando sua
transmissao. Os autores observaram alta prevaléncia em municipios do Parana com
a economia baseada no turismo e pesca artesanal, baixa densidade demografica e
com temperaturas médias de 14°C a 21°C.

Sendo assim, Laguna, por ser um local urbanizado, com uma populagao de 45
mil habitantes, mas ainda dependente de atividades como turismo e pesca artesanal,
e que mantém 23,08% da mata atlantica original do municipio, além de diversos tipos
de vegetagao ainda preservados, deveria apresentar maior prevaléncia para a doenga
(INPE, 2018).
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Ao contrario, de acordo com estudo realizado nos EUA, em areas urbanizadas
ha uma redugao da diversidade de vetores que, por consequéncia, apresentam um
menor risco de ocorréncia para a dirofilariose canina (SPENCE BEAULIEU,;
FEDERICO; REISKIND, 2020).

Em Santa Catarina ha poucos estudos de prevaléncia realizados. Na capital
Floriandpolis, regiao litoranea, Araujo et al. (2003) avaliaram 40 caes provenientes do
canil da policia militar por meio das técnicas de esfregaco e teste de Knott modificado,
onde foram observadas prevaléncias de 15%, sendo 6,25% positivos apenas no teste
de Knott modificado e 2,5% exclusivamente no esfregaco. Labarthe et al. (2014)
utilizaram o imunoensaio cromatografico para verificar a prevaléncia de D. immitis nos
municipios de Floriandpolis e Araquari e obtiveram valores de 2,1 e 7,3%,
respectivamente. Ja no municipio de Joinville, Kannenberg et al., (2019) avaliaram
459 caes por meio do teste Knott modificado e imunoensaio cromatografico, as quais
resultaram em uma prevaléncia de 0,7%. No municipio de Lages, Serra Catarinense,
foram testados 44 caes da raca Shih-Tzu, pela técnica de PCR, e nenhum animal foi
identificado como positivo (PISSETI, 2019).

No presente estudo, os testes imunocromatografico e a PCR foram as técnicas
que apresentaram melhor sensibilidade, detectando um maior niumero de amostras
positivas. Os testes imunocromatograficos sdo cada vez mais empregados na rotina
clinica veterinaria (visto que infec¢gdes amicrofilarémicas ou “ocultas” e a agéo
microfilaricida de medicamentos preventivos fizeram com que a pesquisa de
microfilarias tivesse um valor limitado) e possuem alta sensibilidade. Ele é baseado
em antigenos secretados por fémeas adultas, sendo o resultado independente da
presenca de microfilarias circulantes. Mesmo assim, ainda é recomenda a realizacéo
de testes para pesquisa de microfilarias como uma forma para complementar e validar
o diagnéstico, além de definir o melhor protocolo para tratamento (AHS, 2018; LITTLE
et al., 2018).

Desta forma, tem sido crescente a preocupacado em relagdo aos resultados
falsos-positivos em virtude de possiveis reacdes cruzadas com outras espécies, tais
como Angiostrongylus vasorum, Spirocerca lupi e Dirofilaria repens. A ocorréncia
desse tipo de reacdo pode levar a um tratamento inadequado para o parasito ou até
mesmo desnecessario (DE OLIVEIRA et al., 2020; VENCO et al., 2017).

Dos municipios visitados por dois dos animais positivos, Joinville apresentou

prevaléncia de 0,4% em caes provenientes de abrigos e sete casos relatados em
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humanos (BUBLITZ et al., 2012; KANNENBERG et al., 2019). Ja em Criciuma, nao
ha dados publicados acerca dessa parasitose. Embora o deslocamento dos animais
nao tenha apresentado significancia estatistica, Schafer et al. (2019) afirmam que
caes que acompanham seus tutores em viagens com destino a regides consideradas
endémicas para doengas transmissiveis por vetores, sofrem um risco maior de contrair
a doencga. Nesses casos, o diagndstico e triagem desses animais tem suas limitagoes,
tendo em vista que a doenga possui um longo periodo de incubagéao (até cerca de oito
meses), sinais clinicos inespecificos, bem como a coinfec¢do com outros patdgenos.
Para Dantas-Torres et al. (2020), os dados de prevaléncia obtidos nao devem ser
utilizados isoladamente para inferir incidéncia, visto que a soroconversao pode
demorar a ser percebida, assim como os anticorpos produzidos pelo animal contra
determinado patégeno podem durar meses.

A técnica de PCR detectou trés amostras, além de confirmar as amostras
positivas pelo teste imunocromatografico. Latrofa et al. (2012) afirmam que o uso
dessa técnica tem crescido com o passar do tempo pela sua rapidez, sensibilidade e
ser espécie-especifico para a detecgcao de D. immitis. Resultados semelhantes foram
encontrados por Ogawa et al. (2013), onde essa técnica confirmou 73 de 93 amostras
positivas no teste imunocromatografico. Diferente do presente estudo, ndao foram
detectadas amostras além das detectadas pelo outro teste.

Em relagdo ao esfregago (aumento 100x), Ogawa et al. (2013) também nao
encontraram microfilarias circulantes. Esse fato pode ter ocorrido pela pequena
quantidade de sangue utilizada para tal técnica e, em casos em que ha infeccao por
exemplares de apenas um sexo de D. immitis, ndo seria possivel encontrar
microfilarias.

O céao positivo que apresentou sinais clinicos caracteristicos, da raca Boxer,
macho, nove anos, vivia no quintal da residéncia e ndo recebia medicagcdo para a
prevencao da dirofilariose canina, assim como seus tutores desconheciam a doenca.
Embora Nelson; Couto (2014) afirmem que a doenga n&o possui predilecao para sexo
Ou raga, observaram que os caes mais acometidos sao de grande porte, vivem no
exterior da residéncia e machos sao infectados de duas a quatro vezes mais que
fémeas.

O fato da maioria dos tutores no presente estudo desconhecerem a doenca faz

com que nao sejam utilizados métodos de controle e prevencgéo, podendo elevar a
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transmissao entre os animais e humanos e, principalmente, aumentar a prevaléncia
Nno municipio.

Os bairros com maior numero de positivos possuem caracteristicas em comum.
O bairro Bananal possui uma grande area de vegetacgéo nativa ainda preservada, além
de ser cercado pela Lagoa Santo Antoénio dos Anjos. Assim como o bairro Progresso
possui muitos terrenos abandonados com acumulo de agua parada. Essas condi¢des
podem favorecer o desenvolvimento das espécies vetores para a doenga (FOSTER,;
WALKER, 2019).

8 CONCLUSAO

Os resultados obtidos no presente estudo evidenciam a ocorréncia da
dirofilariose canina no municipio de Laguna, SC que, embora baixa (4,62%), demanda
a necessidade de adog¢ao de medidas profilaticas, dentre elas, utilizacdo de telas em
janelas associado ao uso de repelentes, assim como a utilizagdo de medicacao
preventiva, considerando o intenso turismo na regido, principalmente nos meses de
verdo. Como a Dirofilaria immitis possui potencial zoonético, as medidas preventivas
tornam-se essenciais para a promog¢ao da saude unica.
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APENDICE A — Mapa do Complexo Lagunar Sul
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O mapa abaixo representa a inser¢ao do municipio de Laguna, Santa Catarina

no complexo Lagunar Sul, composto pela Lagoa do Mirim, Lagoa do Imarui e Lagoa

Santo Ant6nio.
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Fonte: elaborado pela autora, 2020.
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APENDICE B — Mapa dos bairros
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O mapa indica o numero de amostras coletadas em cada bairro representado

por uma escala de cor, sendo a mais escura com maior amostragem. O numero de

animais positivos esta representado através do circulo laranja, com o tamanho

correspondente ao numero de casos.
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APENDICE C - Questionario aplicado aos tutores

ANEXO1

UNIVERSIDADE DO ESTADO DE SANTA CATARINA

e
Q ] U D ESC CENTRO DE CIENCIAS AGROVETERINARIAS — CAV

PROGRAMA DE POS-GRADUAGAO EM CIENCIA ANIMAL

N2 DA AMOSTRA:

DATA: [/ /

1. IDENTIFICACAO DO PROPRIETARIO

NOME:
ENDERECO:
TELEFONE:

2. IDENTIFICACAO DO ANIMAL

NOME: SEXO:( M ( )F
RACA: PELAGEM:
IDADE: CASTRADO(A): ( )SIM ( )NAO

3. HISTORIA CLINICA

PROCEDENCIA: () ADOTADO ( )COMPRADO

VACINACAO: ( )SIM ( )NAO

DATA DA ULTIMA DOSE: NOME E LABORATORIO:

VERMIFUGACAO: INTERNO: (  )SIM( )NAO NOME:
ECTOPARASITICIDA: (  )SIM (  )NAO NOME:

POSSUI CONTATO COM OUTROS ANIMAIS: (  )SIM ( )NAO

ANIMAIS COM DOENCA? (  )SIM ( )NAO QUAL?

JA APRESENTOU DOENCA? ( )SIM ( )NAO

4. TIPO DE HABITACAO

AMBIENTE EM QUE O ANIMAL VIVE:
( ) APARTAMENTO () CASA () ANIMAL DE RUA
() CANIL/CRIADOURO () ABRIGO DE ANIMAIS
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HABITOS DO ANIMAL:

() VIVE APENAS NO INTERIOR DA RESIDENCIA ( ) ANIMAL DE RUA

() QUINTAL

POSSUI ACESSO A RUA? ( )SIM ( )NAO

5. ALIMENTACAO

TIPO DE ALIMENTO: (  )RACAOSECA ( )RACAOUMIDA ( )COMIDA
CASEIRA
( )RACAO + COMIDA CASEIRA

6. LOCOMOCAO

JA VIAJOU COM O ANIMAL? ( )SIM ( )NAO ( )INTERNACIONAL ( )
NACIONAL

LOCAL:

7. PRESENCA DE SINAIS CLINICOS ] ,

( ) TOSSE ( ) FADIGA () INTOLERANCIA AO EXERCICIO
( ) DISPNEIA ( )PERDADEPESO ( )SINCOPE

( ) OUTROS QUAL?

8. HISTORICO E PREVENCAO DE DIROFILARIOSE CANINA

TEM CONHECIMENTO DA DOENCA? ( )SIM ( )NAO

FORAM REALIZADOS EXAMES? ( )SIM ( )NAO

() ESFREGACO () GOTA ESPESSA ( )KNOTT
MODIFICADO
() TESTE RAPIDO () OUTRO (_)NAO SABE

QUAL O RESULTADO? ( )POSITIVO ( )NEGATIVO

UTILIZA METODO PREVENTIVO? ( )SIM ( )NAO

QUAL?

UTILIZA ALGUM METODO PARA CONTROLE DE INSETOS NO AMBIENTE?
( )SIM ( )NAO QUAL?




