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INTRODUCAO

Os filarideos Acanthocheilonema reconditum e Dirofilaria immitis acometem caes no Brasil e
sdo transmitidos por vetores hematdfagos. Embora pertencam a mesma familia
(Onchocercidae), diferem quanto ao ciclo bioldgico, local de parasitismo e impacto clinico
(Genchi; Kramer, 2020). A. reconditum utiliza pulgas e piolhos como hospedeiros
intermediarios e parasita tecidos subcutaneos e gorduras viscerais. Ja D. immitis, transmitida
por mosquitos, pode gerar grave enfermidade devido as alteragdes causadas pelo parasitismo
em artérias pulmonares e camaras cardiacas (Hanh, 1999). O diagnéstico diferencial ¢
fundamental, pois erros podem levar a terapias inadequadas e risco a satde dos animais (Carli,
2007). Nesse contexto, o teste de Knott modificado (TKM), adaptado da descrigdo por Newton
e Wright (1956), constitui técnica classica de concentrag@o de microfildrias sanguineas, baseada
na hemolise das hemacias seguida de centrifugacdo, o que permite a recuperagao e visualizagao
das larvas e suas estruturas morfoldgicas. Trata-se de um método de facil execucdo, baixo custo
e elevada sensibilidade, possibilitando a mensuragdo das microfilarias e a avaliagdo de
parametros morfométricos, como comprimento, largura e caracteristicas das extremidades
cefalica e caudal (Magnis et al., 2013). O presente estudo faz parte de um projeto que avalia a
ocorréncia destes filarideos em caes do municipio de Lages por TKM, realizando-se aqui a
confirmacdo da identidade dos parasitos por técnica de biologia molecular (PCR).

DESENVOLVIMENTO

Foram utilizadas amostras de sangue total de caes (N = 7), provenientes de diferentes areas do
municipio de Lages — Santa Catarina, sendo cinco identificadas como positivas por meio do
TKM, e duas negativas (Duarte, 2024), além de um controle positivo € um controle negativo
por reacdo. A extracdo do DNA foi realizada com Kit QIAamp® DNA Blood Mini Kit (Qiagen,
Hilden, Alemanha), conforme as instrucdes do fabricante. Apds a extragdo, o DNA foi
quantificado por espectrofotometria, avaliando-se concentracao e pureza (NanoDrop, Thermo
Fischer Scientific, Estados Unidos). Para a deteccao molecular por PCR, foram empregados
primers especificos para A. reconditum e para D. immitis (Mar et al., 2002), que geram
amplicons de 348 pb e 302 pb, respectivamente. Os produtos amplificados foram revelados em
eletroforese em gel de agarose 1,5%.

RESULTADOS

Nas cinco amostras positivas pelo TKM para 4. reconditum, foram observadas bandas nitidas
de 348 pb, enquanto que, para D. immitis, ndo houve amplificagdo em nenhuma das cinco
amostras (Figura 1). As duas amostras negativas no TKM também ndo apresentaram
amplificacdo para nenhum dos dois parasitos. Os controles positivos apresentaram bandas nos
tamanhos esperados, enquanto os controles negativos ndo exibiram amplificagao.
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CONSIDERACOES FINAIS

Os achados demonstraram concordancia de 100% entre os dois métodos utilizados nas amostras
testadas, confirmando a confiabilidade e especificidade do TKM. Além de ser uma técnica de
facil execucao, baixo custo e alta sensibilidade, o TKM foi confirmado e validado como padrao-
ouro para o diagnodstico e a distingdo morfométrica entre D. immitis e A. reconditum. A PCR
corroborou o0s resultados obtidos previamente, refor¢cando a precisdao diagndstica e
evidenciando que o TKM ¢ referéncia para a triagem em estudos epidemiologicos e na rotina
laboratorial.
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Figura 1. Eletroforese em gel de agarose (1,5%): (A) amplicons de 348 pb para
Acanthocheilonema reconditum. (B) auséncia de amplicons de 302 pb para Dirofilaria immitis.
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