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Resumo

As microfilarias sao a fase larvar dos filarideos que pertencem a Familia
Onchocercidae. Estas sao expulsas pelos parasitas adultos na circulagao sanguinea, sendo
assim possivel visualizar em amostras de sangue se existir microfilarémia. Em Portugal
ha quatro parasitas cujas microfilarias se podem ver em amostras de sangue, Dirofilaria
immitis, ~ Dirofilaria  repens, Acanthocheilonema reconditum e Acanthocheilonema
dracunculoides. Estas apresentam diferente patogenia, sendo a mais conhecida e mais
patogénica a espécie Dirofilaria immitis. As microfilarias das diferentes espécies
apresentam diferentes carateristicas fisiologicas e morfoldgicas, sendo possivel, através
da observagao destas, identifica-las e diagnosticar corretamente o animal infetado. Neste
estudo, foram colhidas e observadas |80 amostras de sangue de caes dos distritos de
Evora e Portalegre, com o objetivo de caraterizar os animais infetados, identificar casos
assintomaticos, avaliar a distribuicao de casos positivos nestes distritos e testar técnicas
laboratoriais, sorolédgicas e moleculares para identificagao de microfilarias. Foram
realizadas a técnica de gota fresca, esfregaco sanguineo com recurso a coloragao Diff-
Quick e técnica de Knott modificada em todas as amostras. Foi ainda realizado PCR e
eletroforese nos animais em que foi detetada microfilarémia. Estas técnicas mostraram
ter diferentes vantagens e desvantagens para a diferenciagio morfologica das
microfilarias, e todas mostraram a necessidade de realizar mais do que uma técnica para
este efeito. De 180 amostras, em nove foi detetada microfilarémia por observagao do
sangue ao microscopio pelas técnicas referidas. Destes positivos, sete eram machos e
dois eram fémeas, e apenas quatro positivos apresentaram sinais clinicos, sendo os
restantes cinco assintomaticos. Através de PCR e eletroforese duas amostras deram
resultado inconclusivo, e foi detetado um falso negativo num teste sorologico.
Concluindo que animais infetados podem ser assintomaticos, sendo imprescindivel a
realizacao de testagens de rotina, para detetar estas infecoes de forma precoce,
utilizando diferentes técnicas de diagnostico, por estas mostrarem diferentes graus de

eficacia.
Palavras-chave: microfilarias; Evora; Portalegre; técnica de Knott modificada; Dirofilaria;
Acanthocheilonema.
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Abstract

Microfilariae are the larval stage of filarids that belong to the family
Onchocercidae. They are expelled by the adult parasites into the bloodstream, so it is
possible to see them in blood samples if there is microfilariaemia. In Portugal there are
four parasites whose microfilariae can be detected in blood samples: Dirofilaria immitis,
Dirofilaria repens, Acanthocheilonema reconditum and Acanthocheilonema dracunculoides.
These show different pathogenesis, the best known and most pathogenic being Dirofilaria
immitis. The microfilariae of the different species have different physiological and
morphological characteristics, and it is possible to identify and correctly diagnose the
infected animal by looking at them. In this study, |80 blood samples were collected and
observed from dogs in the districts of Evora and Portalegre, aiming to characterize the
infected animals, identify asymptomatic cases, evaluate the distribution of positive cases
in these districts and test laboratory, serological and molecular techniques for
microfilariae identification. The fresh drop technique, blood smear using Diff-Quick
staining and modified Knott's technique were performed on all samples. PCR and
electrophoresis were also performed in animals in which microfilariaemia was detected.
These techniques showed different advantages and disadvantages for the morphological
differentiation of microfilariae, and all showed the need to perform more than one
technique for this purpose. Of 180 samples, in nine microfilariaemia was detected by
microscopic observation of the blood by the above techniques. Of these positives seven
were males and two were females, and only four positives showed clinical signs, and the
remaining five were asymptomatic. Through PCR and electrophoresis two samples gave
inconclusive results, and one false negative was detected in a serological test. In
conclusion, infected animals can be asymptomatic, and routine testing is essential to
detect these infections early, using different diagnostic techniques, as they show different

degrees of effectiveness.

Keywords: microfilariae; Evora; Portalegre; modified Knott’s technique; Dirofilaria;

Acanthocheilonema.
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Abreviaturas, Siglas e Acronimos

A. dracunculoides — Acanthocheilonema dracunculoides

A. reconditum — Acanthocheilonema reconditum

ADN — Acido desoxirribonucleico

AHS — American Heartworm Society

CAMYV — Centro de Atendimento Médico Veterinario
CAVE — Centro de Atendimento Veterinario Escolar
CVBD - Canine Vector — Borne Diseases

D. immitis — Dirofilaria immitis

D. repens — Dirofilaria repens

DGAV - Direcao Geral da Alimentagao e Veterinaria

ESAE — Escola Superior Agraria de Elvas

ESCCAP — European Scientific Counsel Companion Animal Parasites
LI — Larvas no |° estagio larvar

L3 — Larvas no 3° estagio larvar

ml — Mililitros

mm - Milimetro

MO — Microscopio otico

PCR — Polymerase Chain Reaction

pb — Pares-base

Rpm — Rotagoes por minuto
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|. Introdugao e Objetivos

I.1. Introducao
Os nematodos filarideos sao parasitas que libertam microfilarias, ou seja, larvas

para a corrente sanguinea dos animais. Em Portugal existem quatro espécies importantes
destas, sendo a mais conhecida a Dirofilaria immitis, causadora da dirofilariose
cardiopulmonar, transmitida através da picada do mosquito. Apesar de vastamente
conhecida, ainda muitos tutores falham em perceber o risco que este parasita pode
causar a saude dos seus animais, bem como a toda a populagao. Para além de ser o
filarideo mais conhecido, é também o causador de microfilarémia mais patogénico e letal
para os animais, sendo os seus principais alvos os canideos domésticos e selvagens, e os
felideos, apesar de em menor quantidade (Gallego et al., 2012). Estes podem ainda infetar
os humanos, porém nao evoluindo até a fase adulta, causando, portanto, menos danos

do que nos animais (Genchi, Rinaldi, Mortarino, Genchi, & Cringoli, 2009).

Para além da Dirofilaria immitis, a espécie Dirofilaria repens também existe em
Portugal, igualmente transmitida através da picada do mosquito, e as espécies
Acanthocheilonema reconditum e Acanthocheilonema dracunculoides, cujos vetores sao
pulgas, carragas e piolhos. Estas sio menos estudadas, porém, tal como a Dirofilaria
immitis, libertam microfilarias para a corrente sanguinea, sendo por isso fundamental a
sua identificagdo correta e diagnostico acertado, pois estes parasitas apresentam
patogenias distintas, causando danos diferentes no organismo do animal, e assim, tém

também tratamentos diferentes (Gallego et al., 2012).

Alguns animais, apesar de apresentarem microfilarémia, nao apresentam sinais
clinicos, sendo por isso dificil o diagndstico destas parasitoses sem a realizagao de testes
laboratoriais, sorolégicos ou moleculares. Para além deste aspeto, cada técnica e cada
teste tem uma sensibilidade diferente, podendo originar resultados falsos positivos.
Assim, é aconselhada uma examinagao mais aprofundada, isto é, com recurso a varias
técnicas, para um correto diagnostico, sendo isto fundamental para o tratamento e

diminuicao da mortalidade.
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|.2. Obijetivos

Este trabalho de investigagao tem como objetivo principal avaliar a presenga de
cdes infetados por diferentes espécies de parasitas filarideos nos distritos de Evora e

Portalegre, fazendo um perfil e caraterizar os animais infetados.

Outro objetivo deste trabalho é a avaliagao de casos subclinicos, ou seja, avaliar

a presenca de microfilarémia em caes assintomaticos, ou sem sinais clinicos aparentes.

Dos animais com microfilarémia, é de interesse identificar as espécies de
microfilarias presentes, através da observagao das carateristicas morfologicas das

mesmas, bem como com o auxilio de técnicas sorologicas e moleculares.

Tem ainda o objetivo de avaliar a eficacia de diferentes técnicas laboratoriais,
testes sorologicos e moleculares, recorrendo a conhecimentos adquiridos ao longo da
Licenciatura em Enfermagem Veterinaria, e por fim, fazer uma comparagao entre estas

técnicas.
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2. Revisao Bibliografica

2.1. Parasitas que Provocam Microfilarémia
As microfilarias sao a fase larvar dos filarideos pertencentes a Ordem Spirurida,

Superfamilia Filarioidea e Familia Onchocercidae (Mahmud, Lim, & Amir, 2017; Napoli

et al,, 2014; Brianti et al., 2012).

Se estiverem microfilarias presentes na circulagao sanguinea de um animal, diz-se
que este apresenta microfilarémia. Esta pode ser provocada, no cao, por quatro parasitas
diferentes: Dirofilaria immitis, Dirofilaria repens, Acanthocheilonema reconditum e
Acanthocheilonema dracunculoides, sendo D. immitis a mais conhecida e de maior
importancia na salide animal e saide publica, por ser mais patogénica e apresentar maior

taxa de mortalidade (Gallego et al., 2012).

Por apresentarem diferente patogenicidade, é importante a detegao e correta
identificagao do parasita no sistema circulatorio do animal. Por isso, é imprescindivel a
diferenciagao e atengao as carateristicas do parasita encontrado, pois por apresentarem
diferentes ameagas a saude do animal, e assim, diferentes tratamentos, o correto

diagnostico permitira realizar a terapéutica mais adequada.

2.2. Ciclo Biologico de Dirofilaria spp.

As Dirofilaria spp. sao parasitas com ciclo de vida heteroxeno, isto &, durante o
seu ciclo de vida apresentam mais do que um hospedeiro, ou seja, um hospedeiro
intermediario, ou vetor, e um hospedeiro definitivo (Jacobs, Fox, Gibbons, & Hermosilla,

2016).

No caso de D. immitis, o hospedeiro intermediario € o mosquito, podendo este
ser de diferentes géneros. Alguns dos géneros mais comuns capazes de transportar este
parasita e infetar animais sao Culex, Aedes, Anopheles, Culiseta e Coquillettidia. Os
hospedeiros definitivos naturais deste parasita sio caes e outros canideos selvagens
(Gallego et al., 2012), e com menor frequéncia pode ainda infetar gatos (CVBD, 2020).
O ser humano pode ser considerado um hospedeiro acidental, pois pode ser infetado,
todavia, as larvas nao tém capacidade de se desenvolver até a fase adulta (Genchi et al.,

2009) e alojar-se no coragao (Jacobs et al., 2016).
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O mosquito, ao picar um animal infetado, para se alimentar do seu sangue, vai
ingerir larvas LI de Dirofilaria spp. (Gallego et al., 2012). Estas, dentro do hospedeiro
intermediario, ou vetor, vao se deslocar do intestino médio para os tubulos de Malpighi,
onde se vao desenvolver até chegar ao estado L3 (CVBD, 2020), demorando cerca de
10 a |5 dias para completar esta transicao, indo, por fim, para as pegas bocais do

mosquito para depois ser expelido para o hospedeiro definitivo (Gallego et al., 2012).

Seguidamente, ao picar outro animal nao infetado, para se alimentar, o mosquito
vai expulsar estas larvas, entrando assim L3 para o organismo do hospedeiro definitivo.
Apos 3 a 4 dias, estas tornam-se L4, e por ter grande capacidade de penetragao nos
tecidos, migram até ao espago subcutineo toracico e apods 50 a 70 dias desenvolvem-se
para L5, ou pré-adultos. Estas entram pela circulagao venosa e alojam-se primeiramente
nas artérias pulmonares e ventriculo direito, podendo depois alojar-se também na
auricula direita, e nas veias cava e hepaticas, no caso de a carga parasitaria ser muito
elevada (Gallego et al., 2012). As fémeas adultas no coragao, sensivelmente 6 meses apos
a infegao, vao eliminar microfilarias L1 para a corrente sanguinea, podendo estas ser
ingeridas por um novo mosquito, permitindo que se desenvolvam para os préximos
estados larvares. Caso estas nao sejam ingeridas por um mosquito, nao serao capazes

de se desenvolver (CVBD, 2020).

Os ciclos de vida da D. immitis e da D. repens sao muito semelhantes até a entrada
das L3 para o organismo do hospedeiro definitivo, sendo que no caso do segundo
parasita, estas larvas nao sofrem migragao, ou seja, permanecem no tecido subcutaneo,
onde sofrem maturagao até a fase adulta, podendo permanecer alojadas no espago

subcutaneo durante varios anos (Gallego et al., 2012).

O periodo pré-patente entende-se como o periodo de tempo que decorre entre
a entrada do parasita, neste caso das L3, e o aparecimento das primeiras formas
detetaveis do mesmo, ou seja, das microfilarias na circulagao sanguinea. O periodo pré-
patente da D. immitis é inferior ao da D. repens, sendo 6 meses e 6 a 8 meses,

respetivamente (Gallego et al., 2012).
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2.3. Ciclo Bioldgico de Acanthocheilonema spp.
Acanthocheilonema spp., tal como Dirofilaria spp., sao parasitas heteroxenos,

necessitando, por isso, de um vetor para poder infetar caes domésticos e outros

carnivoros selvagens (Schwan & Schroter, 2006).

No caso da Acanthocheilonema dracunculoides, conhecem-se dois vetores comuns
deste parasita — Rhipicephalus sanguineus (Munoz et al., 2020), uma carraga da familia
Ixodidae (Mullen & Durden, 2019), e Hippobosca longipennis (Muhoz et al., 2020), uma

mosca hematofaga, conhecida como mosca do cao (Mullen & Durden, 2019).

Acanthocheilonema reconditum possui mais vetores conhecidos, entre eles, os
piolhos das espécies Heterodoxus spiniger, Linognathus setosus (Engelmann et al., 2018) e
Trichodectes canis (Leite et al., 2012), e as pulgas das espécies Ctenocephalides canis,
Ctenocephalides felis, Echidnophaga galindcea, Pulex irritans e Pulex simulans (Brianti et al.,

2012).

Apesar de haver pouca informagao acerca do ciclo de vida destes parasitas
(Napoli et al, 2014), acredita-se que seja semelhante aos das Dirofilaria spp.,
diferenciando apenas no local onde as suas formas adultas se alojam no hospedeiro
definitivo. A. dracunculoides é encontrada na cavidade peritoneal e, por vezes, também na
cavidade toracica (Szatmari, van Leeuwen, Piek, & Venco, 2020), enquanto A. reconditum
se aloja no tecido subcutaneo, nas fascias musculares (Gallego et al., 2012) e, por vezes,

no tecido perirrenal (Leite et al., 2012).

Nao se conhece ainda muito acerca das migragoes que este parasita realiza
dentro do organismo do hospedeiro definitivo (Schwan & Schroter, 2006), porém, sabe-
se que as microfilarias, depois de serem libertadas pelas fémeas adultas, movimentam-se
para entrar na corrente sanguinea, de forma a serem ingeridas pelos vetores aquando
da sua alimentac¢ao (Napoli et al., 2014). No entanto, segundo alguns estudos realizados,
acredita-se que o periodo pré-patente da Acanthocheilonema spp. varie entre 67 e 10|

dias (Brianti et al., 2012).
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2.4. Doencas Associadas a Microfilarémia e Sinais Clinicos
Dirofilaria immitis, popularmente conhecida como lombriga do coragao, é

considerada o filardide mais patogénico, e é responsavel pela dirofilariose

cardiopulmonar canina e felina (ESCCAP, 2019).

A dirofilariose, se nao for diagnosticada atempadamente e devidamente tratada,
pode levar a morte do animal infetado, por insuficiéncia cardiaca direita e mesmo
impedimento da circulagao sanguinea pela presenga de adultas no lado direito do
coragao nas fases mais tardias da doenga, porém é essencialmente uma doenga
pulmonar, pois os parasitas adultos alojam-se primeiro nas artérias pulmonares, e apenas

depois no ventriculo direito (Gallego et al., 2012).

O animal infetado comega por perder condigao corporal e apresenta os
primeiros sinais clinicos respiratorios tal como dispneia, tosse e sincope apos esforgos,
exercicio intenso ou mesmo excitagao. Estes primeiros sinais surgem entre 5 e 7 meses
apo6s a picada do mosquito infetado, pois € o tempo que as microfilarias demoram a
evoluir, desde a entrada no organismo do vertebrado, até a fase adulta e a deslocar-se

ao coragao (Gallego et al., 2012).

Se a doenga nao for diagnosticada e tratada atempadamente, os sinais clinicos
evoluem para tosse crénica, taquipneia, taquicardia, hemoglobinuria e nalguns casos é
possivel identificar murmurios cardiacos ou mesmo sopro cardiaco devido a insuficiéncia
da valvula tricuspide (Gallego et al., 2012). A hemoglobinuria surge devido a congestao
do figado, provocada pela insuficiéncia da valvula tricispide, logo, evolui para insuficiéncia
hepatica, levando ao aumento da fragilidade dos eritrécitos, que ao serem destruidos

libertam hemoglobina (Jacobs et al., 2016).

Por ocuparem o lado direito do coragao, estes parasitas impedem a passagem do
sangue e correto funcionamento do coragao, provocando insuficiéncia cardiaca direita.
Esta, por sua vez, é responsavel pelo aparecimento de sinais clinicos como ascite, edema

e anorexia (Kittleson, 2016).

Por fim, em casos graves de dirofilariose, uma elevada carga parasitaria leva a
acumulagao de parasitas adultos no coragao, podendo resultar no colapso

cardiovascular, levando a morte do animal (Gallego et al.,, 2012).
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Dirofilaria repens provoca a dirofilariose subcutanea, sendo a filariose subcutanea
mais frequente. Os animais infetados com este parasita tendem a ser maioritariamente
assintomaticos, podendo esta doenga provocar nodulos ou outras lesoes cutaneas

(Gallego et al,, 2012; ESCCAP, 2021).

A dirofilariose subcutdnea é também considerada zoonose, sendo mais comum
nos seres humanos do que a dirofilariose cardiopulmonar, apresentando noédulos

subcutaneos e nalguns casos parasitas na conjuntiva (ESCCAP, 2021).

Acanthocheilonema spp. sao menos patogénicas que Dirofilaria spp. e muitas vezes
é diagnosticada acidentalmente (Leite et al., 2012). Muitos animais infetados por este
parasita nao apresentam qualquer sinal clinico ou alteragao, porém, nalguns casos
infetados por Acanthocheilonema dracunculoides, foram detetadas alteragoes como
pelagem seca, fragil e quebradica, prurido, alopécia, rubor, ulceras na pele, efusao pleural,
dispneia, cianose (Munoz et al.,, 2020), caquexia (Schwan & Schroter, 2006), altera¢oes
neurologicas, provocando ataxia e em raros casos provocou a morte do animal (Munoz

et al.,, 2020).

Animais  parasitados com  Acanthocheilonema  reconditum  apresentam,
normalmente, menos sinais clinicos, tendo sido ja identificados casos que apresentaram
elevada eosinofilia e aumento da contagem leucocitaria, anemia hemolitica e disturbios

a nivel renal e hepatico (Leite et al., 2012).

2.5. Diagnostico destas Parasitoses
O diagnéstico, para Dirofilariose, mais comumente usado em clinica, e mais

recomendado, é o teste sorologico para detegao de antigénio, ou teste rapido. Este é o
método mais sensivel e especifico para diagnostico e consegue identificar animais
infetados em que nao seja detetada microfilarémia, mas que possuam parasitas adultos
no coragao. Porém, para o resultado do teste ser positivo, o animal deve conter pelo
menos uma fémea adulta no coragao. Se o animal possuir apenas machos adultos, o teste
de antigénio nao vai detetar a presenca dos parasitas, tendo um resultado falso-negativo

(AHS, 2020).

Os antigénios sao libertados na circulagao sanguinea pelas fémeas adultas que
estiao alojadas no coragdo. Assim, quanto maior o numero de fémeas adultas, maior a

7
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quantidade de antigénio em circulagao e maior a probabilidade de o teste apresentar
resultado positivo. Porém, se este nimero for reduzido, ou existirem complexos
antigénio-anticorpo, o teste pode nao detetar antigénio e dar falso-negativo, pois estes

complexos podem bloquear totalmente a dete¢ao dos antigénios pelo teste (AHS, 2020).

Além do teste de detegdo de antigénio, podem ser realizadas outras técnicas
laboratoriais para visualizagao direta de microfilarias em amostras de sangue, como a

gota a fresco, o esfregago sanguineo, e a técnica de Knott modificada.

A gota a fresco, técnica apresentada na figura |, é também comumente realizada
em contexto de clinica, pois € um método facil e rapido para a detegao de microfilarémia.
Esta pode, no entanto, dar falso-negativo, pois a carga parasitaria pode ser baixa e numa
gota nao existir nenhuma microfilaria apesar de o animal apresentar microfilarémia, ou
o animal pode mesmo ser amicrofilarémico, ou seja, nao apresentar formas larvares do

parasita em circulagao, mas existirem adultas alojadas no coragao (AHS, 2020).

Figura | - Visualizagdo de microfilaria, evidenciada a vermelho, entre eritrocitos na técnica
de gota fresca, ampliagao 40x (fotografia da autora)
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O esfregaco sanguineo permite melhor visualizagao das microfilarias por estas
corarem com a solugao basdfila, o que lhes confere uma cor azul e permite melhor
observagao das carateristicas das mesmas (Mallawaarachchi et al., 2013), o que é possivel
verificar na figura 2. Esta utilizagao de uma solugao aciddfila e de uma solugao basdfila,
juntamente com um agente fixador, é conhecida como Diff-Quick. Nesta coloragao, as
componentes acidas da citologia sao coradas pela solugao basofila que confere uma cor
azul, e as componentes basicas sao coradas pela solu¢ao aciddfila, que se apresentam

com uma cor avermelhada (Singer, 1954).

Figura 2 - Visualizagao de microfilaria na técnica de esfregago sanguineo, ampliacao 100x (fotografia da autora)

A técnica de Knott modificada, dos métodos apresentados, é o mais complexo e
menos realizado em contexto de clinica. Este método tem como objetivo aumentar a
concentragao de microfilarias em cada gota de sangue, de forma a reduzir o nimero de
falsos negativos, centrifugando as amostras de sangue juntamente com formalina a 2%
para hemolisar os eritrocitos, facilitando a visualizagao ao MO. E também utilizada uma
solugao basofila, mais comumente o azul-de-metileno, para a coloragio e melhor
visualizagao das microfilarias. Esta técnica é a mais comumente usada para identificacao
morfologica das larvas, pois apresentam-se estendidas, como apresentado na figura 3,

permitindo observacao mais precisa do seu comprimento e outras componentes como
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a cauda e a cabega (AHS, 2020). Isto nao é possivel na técnica de gota fresca, por as
microfilarias se encontrarem em constante movimento e, por vezes, por existir grande
sobreposi¢ao de células. Ja no esfregago sanguineo, apesar da visualizagao ser mais clara,
estes parasitas encontram-se muitas vezes em posi¢oes que tornam dificil a percegao do

seu tamanho e de outras carateristicas morfologicas.

Figura 3 - Visualizagao de microfilaria na técnica de Knott modificada, ampliagao 40x (fotografia da autora)

Para a identificagao das microfilarias pode também ser utilizada a coloragao pela
fosfatase acida. Esta € uma enzima (Henneberry, Engel, & Grayhack, 1979), que se
encontra em grandes concentragoes nos locais onde ocorre absorgao, secregao e
excregao (Maki & Yanagisawa, 1980). As diferentes espécies destes parasitas que
provocam microfilarémia, apresentam diferentes padroes de concentragao de fosfatases
acidas, ou seja, com esta coloragao é possivel identificar os locais de maior atividade de
fosfatases acidas e fazer um correto diagnéstico (Ortega-Mora, Gomez-Bautista, & Rojo-
Vazquez, 1989). Apos a coloragao, as areas de maior concentragao sao apresentadas por

pontos de cor avermelhada (Lee et al., 2004).

Para além destas técnicas, podem ainda realizar-se testes moleculares, que
permitem identificar as microfilarias relativamente a espécie. A PCR baseia-se na
extragao e replicagio do ADN presente na amostra de sangue, necessitando de

nucledtidos livres, ADN polimerase e primers, que vao definir a sequéncia amplificada
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(Merta, Pinkr, & Janstova, 2020). Seguidamente ¢é realizada eletroforese para separar os
fragmentos de ADN que foram amplificados no PCR, sendo assim possivel determinar
o tamanho da banda de ADN (Green & Sambrook, 2019). Estes tamanhos sao
determinados pelo numero de pares-base (pb), o que varia consoante a espécie de
microfilaria presente na amostra. Na técnica de PCR descrita por Rishniw, dos quatro
parasitas que provocam microfilarémia, D. repens é o que apresenta a banda de menor
tamanho, tendo 484pb, D. immitis tem 542pb, A. reconditum tem 578pb, e A. dracunculoides
€ o que apresenta maior numero de pares-base, tendo 584pb (Rishniw et al., 2006).
Assim, por estes parasitas apresentarem diferentes tamanhos, a eletroforese é uma
técnica vantajosa para a identificagao correta dos mesmos, comparando os valores dos

tamanhos obtidos com os valores descritos.

2.6. Morfologia das Microfilarias e dos Parasitas Adultos
A diferenciagao das espécies de microfilarias é essencial, visto que a patogenia

dos possiveis parasitas é diferente e os tratamentos também variam consoante o parasita
encontrado. Por haver diferentes tratamentos, € importante fazer um diagnostico
correto, para garantir, assim, que o tratamento também seja o mais adequado (Gallego

etal, 2012).

As microfilarias, apesar de idénticas, sio possiveis de diferenciar utilizando
algumas técnicas especificas para o mesmo, porém, sem coloragiao esta diferenciagao

torna-se mais dificil diferenciar este conjunto de carateristicas (ESCCAP, 2019).

Na técnica de gota a fresco é possivel observar o movimento das larvas no
sangue, sendo este diferente entre a Acanthocheilonema spp. e a Dirofilaria spp. Segundo
estudos realizados, a Dirofilaria spp. apresenta um movimento mais lento e serpentiforme
e a Acanthocheilonema spp. tem um movimento mais erratico e rapido pelo sangue (Brito

et al., 2001).

Outra carateristica comumente observada nas microfilarias para proceder a sua
identificacdo é o seu comprimento e largura. Segundo estudos realizados em 2001,
observou-se que a Dirofilaria spp. tem cerca de 298.1ym * 5.5um de comprimento e
7.3um * 0.3pym de largura (Brito et al,, 2001), sendo que a Acanthocheilonema spp. é

significativamente mais curta (Szatmari et al., 2020) e fina (Engelmann et al, 2018),
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medindo cerca de 249.2um * 8.7um de comprimento e 4.4pm * |.2um de largura (Brito
et al,, 2001). Porém, esta é uma forma pouco fidvel para identificar corretamente o

filarideo presente (Szatmari et al., 2020).

As extremidades das microfilarias também siao carateristicas que permitem
diferenciagao morfoldgica das mesmas. A extremidade anterior de Dirofilaria spp. tem
uma forma mais oval do que a da Acanthocheilonema spp. que se apresenta mais achatada.
A extremidade posterior, ou caudal, de Acanthocheilonema spp. tem forma de gancho, ao

contrario da Dirofilaria spp. que tem uma cauda reta (Brito et al.,, 2001).

Através da atividade das fosfatases acidas das diferentes espécies de microfilarias,
que apos coloragao se apresentam com uma cor avermelhada, é possivel identifica-las e
chegar a um diagnostico definitivo. As microfilarias de D. immitis apresentam 2 pontos
de atividade no poro anal e no poro excretor, sendo que a D. repens apresenta apenas
| ponto no poro anal. Ja as microfilarias de A. reconditum ficam totalmente coradas, e as
de A. dracunculoides apresentam atividade de fosfatase acida no poro anal, no poro
excretor e na parte média do seu corpo (Gallego et al., 2012). Assim, como cada espécie
possui um padrao diferente de atividade destas enzimas, é possivel fazer uma
identificacao mais fiavel com o auxilio destas carateristicas fisiologicas que as distinguem

(Ortega-Mora et al., 1989).

Nos parasitas adultos é também possivel encontrar diferengas morfologicas,
especialmente em relagdo ao seu comprimento, sendo este superior em fémeas, nas
diferentes espécies. Nos machos de D. immitis este comprimento varia entre |19.4mm
e 162.3mm, e nas fémeas pode variar entre 177mm e 272mm (Furtado, Melo, Giese, &
Santos, 2010). Os machos de D. repens apresentam um comprimento entre 50mm e
70mm, e as fémeas entre |00mm e 170mm (Matéju et al., 2016). Quanto a espécie A.
dracunculoides, os machos medem entre I5mm e 32mm, e as fémeas entre 30mm e
60mm de comprimento (Schwan & Schroter, 2006). Na espécie A. reconditum, os
machos medem apenas entre 9Imm e | 7mm, sendo uma diferenca significativa em relagao
as fémeas que medem entre 20mm e 32mm (Marchiondo, Cruthers, & Reinemeyer,
2019). Quanto a largura, as fémeas também apresentam, normalmente, valores
superiores em relacao aos machos, porém esta diferenca é pouco significativa (Furtado

et al, 2010).
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2.7. Importancia na Saude Animal e Saude Publica
As parasitoses descritas sao consideradas metazoonoses, ou seja, zoonoses que

requerem um vetor para infetar o ser humano (Jacobs et al., 2016). Assim, tal como nos
animais, estes parasitas infetam os humanos através de hospedeiros intermediarios. No
entanto, estes parasitas nao atingem a fase adulta dentro do organismo humano. Ainda
assim, apesar de pouco patogénicas para o Homem, podem provocar lesoes (Gallego et
al., 2012), tendo sido comumente descritos nodulos e lesdes subcutaneas e oculares.
Virios estudos realizados aferiram que as microfilarias sao capazes de infetar varios
orgaos nos humanos, tal como os olhos, pulmoes, cérebro, figado, intestinos, linfonodos,
musculos e tecido mamario (Iddawela, Ehambaram, & Wickramasinghe, 2015; Prioleau,
Parker, Bradham, & Georgie, 1976), sendo por isso necessario alertar e sensibilizar sobre

o ciclo de vida e o perigo que estes parasitas tém para os animais de companhia.

Cada vez mais, os tutores realizam viagens com os seus animais de companhia,
dentro do pais e mesmo entre varios paises. Estes podem ou nao ser endémicos, porém,
estas deslocagoes podem resultar num aumento de casos infetados nas varias regioes

(AHS, 2020).

Assim, a American Heartworm Society aconselha a realizagao de testes para
detecdao de filarioses antes de desloca¢oes, permitindo assim um maior controlo e
impedindo o aumento do nimero de casos positivos. O mesmo procedimento deve ser
realizado no ato de ado¢ao de um animal, pois este, se positivo, pode infetar animais nas
regides proximas da nova casa ou mesmo de animais coabitantes (AHS, 2020). Estes
testes podem ser testes sorologicos, moleculares, ou mesmo por observagao direta ao

microscopio por diferentes técnicas.

2.8. Profilaxia

Sendo que estes parasitas necessitam de vetores para infetar animais, é de
extrema importancia impedir o aumento de casos positivos, através do controlo dos
seus vetores. Assim, € fundamental reduzir o contacto entre os animais e estes vetores,

isto é, os mosquitos, pulgas, carragas e piolhos.
Esta prevencao pode ser realizada de varias formas, e nao so6 pelo tutor, como

também pelo médico veterinario e pelas autoridades municipais para redugao do
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numero de vetores no meio ambiente (AHS, 2020). Desta forma, é realizada prevengao

individual de cada animal, e da populagao de caes em geral.

O tutor deve reduzir a exposi¢ao do seu animal as horas de maior atividade dos
vetores. No caso da Dirofilaria spp., os mosquitos tém maior atividade durante o
amanhecer e o anoitecer (Mullen & Durden, 2019), assim, estes periodos devem ser

evitados para reduzir a probabilidade de o animal ser picado por um dos vetores.

Uma parte do ciclo de vida do mosquito ocorre no meio aquatico, pois as larvas
€ pupas, ou seja, os estagios mais imaturos deste inseto, desenvolvem-se na agua. As
fémeas podem depositar ovos na superficie e dentro de agua, ou mesmo em zonas que
estejam frequentemente sobreaguadas (Mullen & Durden, 2019). Assim, devem ser
evitados passeios perto de locais como rios, ribeiros, piscinas e locais onde existam

muitas pogas resultantes da chuva.

As autoridades municipais devem eliminar zonas de aguas paradas, ou na
impossibilidade de tal, realizar tratamento adequado com reguladores de crescimento

de insetos, limitando o crescimento da populagao de mosquitos (AHS, 2020).

O médico veterinario tem como fungao instruir o tutor e advertir para os perigos
destas parasitoses, bem como recomendar profilaxia do animal. Esta pode ser realizada
através da administracao de lactonas macrociclicas, como a ivermectina, milbemicina
oxima, moxidectina e selamectina, mostrando-se muito eficazes se administradas
corretamente. E importante uma administragio adequada e cuidada, pois uma
administragao atrasada pode ser o suficiente para o animal ser infetado. Cachorros
devem iniciar um plano profilatico de preferéncia antes das 8 semanas de idade, sendo
que em animais mais velhos, antes de iniciar a administragao de lactonas macrociclicas
devem ser feitas testagens para garantir que este nao se apresenta ja infetado, ajudando
a detetar infegoes subclinicas, ou seja, sem sinais clinicos aparentes, isto porque, as
lactonas macrociclicas ajudam o organismo a combater as fases larvares destes parasitas,

porém nalguns casos pode mesmo combater os parasitas ja adultos e alojados dentro

do coracdo (AHS, 2020).

Na seguinte tabela | encontram-se as lactonas macrociclicas referidas,
juntamente com alguns exemplos de homes comerciais, a sua via de administragao e o

intervalo de tempo entre administragcoes (AHS, 2020).
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Tabela | - Farmacos utilizados na profilaxia de filarideos, vias de administragao e intervalo de administragoes

Principio Ativo Nomes Comerciais Via de administragdo Intervalo de administragdes

Heartgard® PO Mensal

Interceptor®
PO Mensal

MilbeGuard®
Moxiclear® Spot-on Mensal

Revolution®
Spot-on Mensal

Stronghold® P

Apesar de ainda nao existir nenhuma vacina para a prevengao da dirofilariose
(Pekacz et al., 2022), ja estao a ser efetuadas investigagoes para a criagao da mesma
(University of Liverpool, 2020). Porém, em Portugal existe o Guardian®, que é um
desparasitante cuja via de administragao € subcutinea e a sua preparagao se assemelha
a uma vacina. Este tem como principio ativo a moxidectina e deve ser administrado

anualmente (DGAY, 2019).

No caso da Acanthocheilonema spp., os seus vetores sao diferentes, e por isso sao
necessarios também outros cuidados. As carragas sao artropodes que se encontram
essencialmente na vegetagao, e que se agarram ao pélo do animal quando este se cruza
com as mesmas. Assim, o comprimento do pélo é um fator que pode aumentar a
probabilidade de estes vetores se agarrarem ao hospedeiro definitivo, ou seja, um cao
com pelo mais comprido tera maior tendéncia a ser parasitado com estes parasitas
externos, que por sua vez podem estar infetados e transportar larvas de

Acanthocheilonema spp. (Beck et al., 2014).

As carracas apresentam maior atividade, e por isso, encontram-se em maior
numero, entre maio e junho e entre setembro e outubro (Beck et al., 2014). Assim,

nestas alturas do ano pode ser benéfico realizar tosquia aos caes com pélo comprido.

As pulgas, embora nao se encontrem em locais muito expostos ao sol, podem
ser encontradas essencialmente na vegetagao em locais mais abrigados do sol e de outras

condigoes ambientais. E, por isso, importante expor locais destes ao sol, se possivel,
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para secar os ovos e impedir o desenvolvimento dos embrides. Dentro de casa, estas
costumam deixar ovos nos locais mais frequentados pelos animais, principalmente onde
dormem. Assim, quando perante este parasita externo devem ser realizadas limpezas
nestas zonas diariamente para retirar os ovos ou pode ainda ser utilizado controlo

quimico para parar o desenvolvimento dos embrices (Mullen & Durden, 2019).

Os piolhos, apesar de menos frequentes, tendem a ser encontrados em animais
mais jovens e em animais geriatricos, pois estes nao conseguem realizar um grooming

adequado (Mullen & Durden, 2019).

2.9. Caraterizagio epidemioldgica nos distritos de Evora e

Portalegre
Em Portugal, a dirofilariose é considerada uma doenga endémica, tal como em

varios outros paises da Europa (Alho et al., 2014), sendo os outros parasitas filarideos

também encontrados em Portugal (ESCCAP, 2019).

Em 2014 foi realizado um estudo para avaliar a situagao e distribuicao da
dirofilariose em varios distritos do pais, dois dos quais, os distritos de Evora e Portalegre.
Este estudo concluiu que nestes dois distritos de interesse, nao se registaram infegoes
por D. immitis, nem por D. repens, tendo sido utilizados testes soroldgicos e a técnica de

Knott modificada (Alho A., 2017).

Noutros estudos da caraterizagao epidemioldgica no pais, foram focados outros
distritos havendo, por isso, pouca informagao relativamente a evolugao da situagao

epidemiolégica nos distritos de Evora e Portalegre.
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3. Materiais e Métodos

Foi realizado um estudo, pela autora, entre fevereiro de 2022 e junho de 2022,
sobre a detegio de microfilarias e consequentes parasitoses nos distritos de Evora e
Portalegre com o objetivo de recolher e testar amostras sanguineas de varios caes de
diferentes regices para detecao de microfilarémia e consequente observagao para
caraterizagao e identificacao das espécies das microfilarias encontradas, com recurso a
diferentes técnicas, visando também a analise das carateristicas dos hospedeiros

definitivos.

3.1. Materiais
Para a realizacao deste estudo sobre a detecao de microfilarias, foram utilizadas

amostras de sangue de 180 cies dos distritos de Evora e Portalegre, pois estas regides
apresentam um clima propicio a atividade de mosquitos, pulgas e carragas, bem como
grande abundancia de locais que possibilitam a reprodugao destes mesmos vetores,
como grandes campos de vegetagao, barragens, rios e ribeiros, sendo Portugal ja, de

modo geral, um pais endémico em relagao a dirofilariose.

As amostras de sangue foram recolhidas de diferentes pacientes por 6 entidades,
tanto para a realizacdo de outros exames sanguineos, como hemogramas ou perfil
bioquimico, bem como em pacientes em que inicialmente nao seria realizada colheita,
tendo esta sido feita em especifico para a realizagdo deste estudo. Desta forma, as
amostras foram colhidas de animais com diferentes quadros sintomatologicos de
diferentes naturezas, e também em animais aparentemente saudaveis, isto €, sem sinais

clinicos aparentes.

Além destes CAMYV, foram ainda contactadas outras entidades para colaboragao

neste estudo, nao tendo sido possivel, no entanto, obter amostras das mesmas.

As amostras foram colhidas de diferentes veias (jugular, cefalica e safena), entre
os meses de fevereiro de 2022 e junho de 2022, em machos e fémeas, com idades, ragas,

condigao fisica, sintomatologia e estilos de vida diferentes.

As amostras foram todas colocadas em tubos de EDTA ou heparina de Iml.

Algumas amostras foram fornecidas por clinicas veterinarias destes distritos, e outras
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foram colhidas de caes aparentemente saudaveis, na ESAE e no Canil de Campo Maior,

ou seja, que nao apresentavam quaisquer sinais clinicos.

Os tubos das amostras foram identificados, pelas clinicas onde foi realizada a
colheita, com nimero interno do animal nas suas bases de dados, ou home do animal e

nome do tutor.

A manipulagao destas amostras foi diferente consoante a sua origem, no entanto,
todas foram refrigeradas desde o momento da sua colheita até ao momento da sua
testagem, tendo sido mantidas, sempre que possivel, em posicao vertical. Porém, nalguns
casos o transporte foi realizado a temperatura ambiental e sem suporte para os tubos.
As amostras em que foram detetadas microfilarias, foram, apés a realizagao das técnicas

de detecgao e observagao das mesmas, congeladas para realizar, depois, a técnica de PCR.

Foram excluidas do estudo, todas as amostras que apresentavam coagulos que
impedissem a sua testagem, bem como amostras cujo periodo entre a sua colheita e a
sua testagem era muito extenso e que impedisse, por isso, a correta visualizagao das
mesmas, tendo sido colocado um limite de 3 semanas apds o momento da colheita.
Foram também excluidas do estudo todas as amostras que nao apresentavam volume
de sangue suficiente para a realizagao das 3 técnicas de visualizagao de microfilarias,
tendo sido o volume minimo utilizado 0.25ml de amostra. Foram, porém, incluidas todas
as amostras nas quais a visualizagao e interpretagao do campo visual no MO nao se
mostravam comprometidas, ou seja, em que ainda seria possivel visualizar microfilarias,

mesmo que com pouca atividade das mesmas.

Foram testados 91 cies do Hospital Veterinario Muralha de Evora, 14 de
Reguengos de Monsaraz, 9 do Centro ldoso Animal, |4 do Canil de Campo Maior, 21
da CLILEGRE — Hospital Veterinario de Portalegre, e 3| de Elvas, recolhidos em

consultas no CAVE e aulas de Cuidados de Higiene e Estética Animal.

Os tutores foram previamente questionados para autorizagio do uso das
amostras dos seus animais, tendo sido utilizadas apenas amostras de animais cujos
tutores aceitaram participar no estudo. Os resultados destas observagoes foram
disponibilizados aos CAMV que forneceram amostras para o estudo, disponibilizando-
os seguidamente aos tutores. Nos casos dados como positivos, ou seja, em que foram

detetadas microfilarias, os tutores foram alertados e aconselhados para realizar o
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tratamento dos animais. Foram também pedidas amostras de animais coabitantes dos

casos positivos para testagem destes.

3.2. Métodos

Foram realizadas 3 técnicas diferentes para a detegao e identificagao de
microfilarias em todas as amostras obtidas e utilizadas no estudo: Técnica de gota a
fresco, esfregago sanguineo com recurso a coloragao Diff-Quick e técnica de Knott

modificada.

Para a técnica de gota fresca, para além das amostras de sangue, foram utilizadas
laminas, lamelas e pipetas. Para cada amostra foi colocada uma gota de sangue numa
lamina com o auxilio de uma pipeta, colocando de seguida a lamela por cima, de forma
que a gota se espalhasse pela extensao desta, tendo em atengao o volume da gota, para
que seja possivel uma boa visualizagao dos eritrécitos e estes nao se apresentam muito
sobrepostos, e o tempo entre a deposigao da gota e a colocagao da lamela, para evitar
que esta coagulasse. Por fim, as amostras foram observadas ao MO para detegao de
movimento entre os eritréocitos que pudesse evidenciar atividade dos filarideos. A figura

| € um exemplo dos resultados obtidos através desta técnica.

Para a realizagao do esfregaco sanguineo, para cada amostra de sangue foram
necessarias duas laminas e uma pipeta. Neste caso, a gota da amostra foi colocada numa
das pontas mais distais da lamina, ao invés de colocar no centro da mesma, como feito
na técnica de gota fresca. Seguidamente, com o auxilio da segunda lamina, colocada a um
angulo de 45° em relagao a primeira lamina, a gota € arrastada ao longo desta, para haver
menor sobreposicao de células e facilitar a visualizagao das larvas. Tal como na gota
fresca, é necessario ter atengao ao volume da gota para evitar muita sobreposicao de
células, bem como atengao ao tempo em que a gota pode coagular. Apos a realizagao
do esfregaco, as amostras foram deixadas em posicao horizontal, a temperatura
ambiente para secar. Depois deste processo, cada amostra citologica foi submersa em 3
substancias que compoem a coloragao Diff-Quick, passando primeiro pelo metanol, ou
seja, o fixador, durante | minuto, depois pela solugao acidofila 3 vezes durante periodos
de 3 segundos, e por fim, pela solu¢ao baséfila, mergulhando a amostra 3 vezes durante
2 segundos. Por fim, cada amostra foi colocada debaixo de agua corrente com baixa

intensidade, para retirar o excesso de corante, tendo em aten¢iao para a agua nao
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contactar diretamente com a superficie em que se encontravam as células sanguineas.
Assim, apods a lamina secar era, por fim, possivel observar ao MO. Na figura 2 observa-

se uma microfilaria apds a realizagao desta técnica.

Para a técnica de Knott, para cada amostra, foi utilizado um tubo de 5ml, no qual
foi colocado 0.5ml de sangue e 4.5ml de formalina a 2%. Nos casos em que o volume da
amostra presente era inferior a 0.5ml, foram utilizados 0.25ml de sangue e 2.25ml de
formalina a 2%. Seguidamente, cada tubo foi agitado e centrifugado a 1500rpm durante
8 minutos. Apos a centrifugagao, foi descartado o sobrenadante e foram colocadas 2
gotas de uma solugao basofila no sedimento. Deste sedimento foi retirada uma gota e
colocada numa lamina. Por fim, foi colocada uma lamela e visualizado ao MO. Nos casos

positivos, observaram-se campos visuais no MO como na figura 3.

Foram excluidas todas as laminas cuja amostra era de dificil visualizagao e
interpretagao, realizando a técnica em causa novamente, Nos casos em que se criaram
bolhas de ar muito grandes entre a lamina e a lamela, esta era descartada e repetida, tal
como nos casos em que o esfregagco nao fixasse na totalidade a lamina, saindo, por isso,
parte desta amostra, sendo impossivel a sua visualizagao. Assim, todas as amostras cuja
visualizagao foi possivel sem qualquer obstaculo, foram incluidas sem realizar repeticao

das mesmas.

Foram utilizadas apenas amostras cujo periodo entre a colheita e a sua
examinagao nao superava as 4 semanas, tendo estas estado sempre devidamente
refrigeradas, preferindo amostras até 2 semanas, pois a motilidade das microfilarias

continua bem visivel.

Apods a realizagao destas técnicas, as amostras de sangue dos animais que
apresentaram microfilarémia e dos animais com resultados duvidosos foram guardadas
e congeladas para realizar PCR, com o objetivo de identificar corretamente a espécie

em causa, cujo protocolo se encontra no anexo |.

Foram ainda realizados alguns testes rapidos SNAP 4DX da IDEXX, sendo este
um teste soroldgico ELISA com 98% de sensibilidade e 100% de especificidade para a

Dirofilaria immitis, segundo a IDEXX (IDEXX, 2022).
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4. Resultados

Do total de 180 animais cujas amostras de sangue foram examinadas, foram
detetadas microfilarias através das técnicas de observacao ao MO nas amostras de 9
animais, o que equivale a 5% da populagao total testada, estes foram entao dados como

positivos. Na figura 4 apresenta-se uma representagao grafica desta populagao.

Positivos na populagao total de animais testados

Positivos

5%

Nao positivos
95%
= Positivos  ® Nao positivos

Figura 4 - Representagdo grafica dos animais positivos dentro da populacio total de animais testados

Relativamente ao género dos animais dados como positivos, um total de 7 eram
machos e 2 eram fémeas, o que equivale a 78% e 22% to total de positivos,

respetivamente, que se encontra representado na figura 5.

Género dos animais positivos

Fémeas
22%

Machos
78%

= Fémeas ® Machos

Figura 5 - Representagao grafica do numero de machos e fémeas do conjunto de animais positivos
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Por habitarem em diferentes regices, foi importante analisar a distribuicao
geografica destes animais, sendo que dos animais dados como positivos, 2 residiam no
distrito de Evora, e os restantes 7 no distrito de Portalegre. Do distrito de Portalegre,
3 destes animais realizam frequentemente viagens para outros distritos. Estes dados

verificam-se representados pela figura 6.

Distribuicao geografica dos animais positivos

® Distrito de Portalegre = Distrito de Evora

Figura 6 - Representagdo grafica da distribuigdo geografica dos animais positivos

Quando analisadas as idades, verificou-se que 4 destes animais tinham até 3 anos
de idade, | entre os 4 e os 6 anos e 4 tinham a idade compreendida entre os 7 e os 9

anos, tal como é possivel observar na figura 7.

Idade dos animais positivos

NuUmero de animais

| a 3 anos 4 a 6 anos 7 a9 anos

Figura 7 - Representagao grafica dos intervalos de idade dos animais positivos
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Ao comparar os dados relativamente aos portes dos animais, verificou-se que
dos 9 animais positivos, 3 foram de porte pequeno, 2 de porte médio, 2 de porte grande

e 2 de porte gigante. Estes dados encontram-se visualmente representados na figura 8.

Portes dos animais positivos
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Porte pequeno Porte médio Porte grande Porte gigante

Figura 8 - Representagio grafica dos portes dos animais positivos

Foram também recolhidos dados destes 9 animais positivos, em relagao a
presenca de sinais clinicos, sendo que, como ¢ possivel observar na figura 9, 5 nao
apresentavam qualquer sinal clinico aparente, porém 4 apresentavam um ou mais sinais
clinicos, de diferentes naturezas, como dispneia, prostrac¢ao, perda de condigao corporal,
taquipneia, anemia ligeira e efusio pericardica e pleural, entre outros de menor

importancia.

Apresentacao de sinais clinicos

= Apresentavam sinais clinicos = Nao apresentavam sinais clinicos
Figura 9 - Representacao grafica da apresentagio de sinais clinicos dos animais positivos
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Destas 9 amostras, 7 foram recolhidas apenas para contribuicao neste estudo,
ou seja, sem qualquer outro objetivo clinico, sendo que 3 destes animais estiveram
presentes em consulta, porém sem necessidade de exames sanguineos, e 4 foram
recolhidos fora de contexto clinico. Apenas 2 destas 9 amostras foram colhidas para
realizar outros procedimentos, sendo depois utilizadas para este estudo. Estes dados

encontram-se apresentados na figura 0.

Contexto da colheita de amostras dos animais positivos

N W A U1 08 N

Nuimero de animais

Recolhidas apenas para o estudo Recolhidas para outros procedimentos

B Em consulta M Fora de consulta

Figura 10 - Representagao grafica do contexto em que foram realizadas as colheitas de amostras de sangue

dos animais positivos

Relativamente ao estilo de vida destes animais, foi importante analisar o tempo
que estes passam dentro ou fora de casa, ou seja, mais expostos aos vetores, concluindo-
se que 4 destes animais passam mais tempo fora de casa, e 5 habitam dentro de casa,

estando menos €Xpostos aos vetores.

Foram realizados testes rapidos SNAP 4DX a 3 individuos, entre os quais 2
apresentavam microfilarias nas 3 técnicas realizadas com visualizagao ao MO, e |
individuo suspeito, porém que nao apresentou microfilarias em nenhuma das técnicas.
Destes, o teste rapido do individuo suspeito apresentou resultado negativo a
Dirofilariose, e ambos os testes rapidos dos individuos em que foram encontradas

microfilarias nas amostras sanguineas apresentaram resultado positivo a Dirofilariose.

Foram realizados PCR e eletroforese a todos os animais dados como positivos e
ao coabitante de um dos positivos, ou seja, a um total de 10 animais, tendo sido os
resultados os seguintes: em 6 animais o tamanho da banda que representa a quantidade
de pares-base coincidiu com o tamanho da banda do controlo de D. immitis, em | dos

animais o tamanho da banda coincidiu com o controlo de A. dracunculoides, em | das
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amostras nao ocorreu amplificagao apesar de haver microfilarémia, em | das amostras
o resultado é pouco percetivel e por fim, o coabitante nao apresentou banda na
eletroforese, que juntamente com a auséncia de microfilarémia se pode assumir como
nao infetado. As imagens seguintes mostram os resultados obtidos na eletroforese,
nestas os controlos sao apresentados pelas ultimas 2 bandas de cada imagem
representadas pelas figuras || e 12, sendo a primeira de D. immitis e a segunda de A.

dracunculoides.

Na figura || é possivel verificar que um dos resultados apresenta pouca
fluorescéncia, sendo de dificil percecao, originando um resultado duvidoso, o que
também acontece com uma das amostras na figura 12, porém neste caso nao ha qualquer

fluorescéncia, originando um falso negativo.

Figura || - Eletroforese de 7 individuos (fotografia da autora)

Figura 12 - Eletroforese de 3 individuos (fotografia da autora)

Em relagao a caraterizagdo morfoldgica das microfilarias detetadas nas técnicas
de gota fresca, esfregago sanguineo e técnica de Knott modificada, foram facilmente
detetaveis diferencas, especialmente na grossura do corpo da larva e forma da cabega.
Porém nao foi facil a distingao entre estes parasitas relativamente aos seus padroes de

motilidade.
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5. Discussao

Com o objetivo de apurar a distribuicao de animais infetados por filarideos nos
distritos de Evora e Portalegre, observou-se uma incidéncia de apenas 5% numa
populagao de 180 amostras. Apesar de baixa, esta incidéncia apresenta-se mais elevada
do que a apurada em 2014 nestes mesmos distritos, em que nao tinha sido detetado
qualquer cao infetado por estes parasitas (Alho A., 2017). Foi ainda possivel identificar
maior quantidade de animais infetados no distrito de Portalegre, perfazendo 78% dos
animais positivos. Esta diferenga é significativa, visto que mais de metade das amostras
analisadas foram de cies habitantes no distrito de Evora, porém, isto pode justificar-se
também por estas amostras se centrarem apenas em 2 zonas do distrito, sendo que as
amostras provenientes do distrito de Portalegre foram recolhidas de varios pontos em

locais afastados.

Observou-se uma maior e significativa prevaléncia em machos, o que coincide

com alguns estudos realizados por outros autores (Pereira, 2010).

Dos animais dados como positivos em Elvas, 3 destes sao caes de alunos da ESAE,
sendo que todos se deslocam com frequéncia entre varios distritos do pais com maior
prevaléncia de dirofilariose, mais concretamente nos distritos de Lisboa, Setubal e Faro,
o que pode justificar a infecao destes animais, colocando em risco os habitantes da
localidade de Elvas. Assim, esta pode ser uma justificagao do aumento de casos positivos
nesta mesma localidade, pois grande parte da populagao de animais viaja frequentemente,

o que segundo a AHS é um fator que influencia o aumento de casos de dirofilariose

(AHS, 2020).

Observou-se maior incidéncia em animais com as idades compreendidas entre |
e 3 anos e entre 7 e 9 anos, sendo descrito por outros autores que a prevaléncia é
superior em animais com idade a partir dos 3 anos (Meireles, Paulos, & Serrao, 2014).
Isto significa que estas infegoes podem iniciar-se nos primeiros anos de vida e prolongar-
se caso nao seja feita a terapéutica adequada, ou podem mesmo iniciar-se em animais

mais velhos.

Nao foi possivel identificar se existe relagao entre o porte do animal e a sua
predisposicao para ser infetado por estes parasitas filarideos, pois a diferenca destes

numeros nao foi significativa.
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Dentro dos 9 animais em que foi observada microfilarémia, apenas 4 mostraram
ter sinais clinicos, dentro dos quais se verificaram dispneia, prostragao, perda de
condicao corporal, taquipneia, anemia ligeira e efusio pericardica e pleural, que
coincidem com sinais clinicos provocados por estas parasitoses (Gallego et al., 2012;
Jacobs et al,, 2016; Munoz et al., 2020), comprovando que nem todos os animais
infetados apresentam sinais clinicos evidentes para se suspeitar de infegao. Além disso,
o animal com maior carga parasitdria estava no grupo de animais que nao apresentava
qualquer tipo de quadro sintomatoldgico, comprovando também que nao ha relagao

entre a carga parasitaria e a gravidade do quadro clinico.

Dos 9 animais infetados, apenas 2 foram sujeitos a uma colheita de sangue para
realizagao de outros procedimentos, o que significa que em 7 destes animais a infegao
apenas foi detetada por participarem neste estudo, caso contrario as suas infe¢coes
seriam desconhecidas. Sendo, por isto, importante a realizagao de testes de rotina, para

a detegao precoce destas parasitoses e respetivo tratamento (AHS, 2020).

Os testes rapidos SNAP 4DX da IDEXX, num dos animais apresentou o
resultado imediatamente positivo, porém, para outro animal, apenas numa segunda
repeticao foi possivel identificar um resultado positivo. A amostra deste mesmo animal,
na eletroforese apresentou-se positivo a D. immitis, o que indica que o primeiro teste
rapido apresentou um resultado falso negativo, podendo ser justificado pela sensibilidade
do teste, pois apesar de ter 98% de sensibilidade, ainda ¢é possivel a existéncia de falsos
negativos por 2%. Por este ter sido manipulado da mesma forma e utilizada a mesma
amostra de sangue, € pouco provavel que o resultado falso negativo se justifique neste

aspeto.

Na técnica de gota fresca, foi percetivel o movimento das microfilarias, porém se
estas apresentassem baixa motilidade, devido ao tempo entre a colheita da amostra e a
sua analise ser muito elevado, era de dificil observacao, o que pode levar a resultados
falso negativos. Esta motilidade reduzida pode ainda estar relacionada com a espécie em

questao, pois estas tém diferentes padroes de movimento (Brito et al., 2001).

No esfregaco sanguineo com coloragao Diff-Quick, a observagao destes parasitas
mostrou-se mais facil devido a sua coloragao azul. Sendo este corante responsavel por

corar os componentes acidos das amostras, significa isto que o corpo das microfilarias
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tém pH acido. Nesta técnica as microfilarias apresentaram-se muitas vezes enroladas,

sendo dificil ter perce¢ao do seu tamanho para identificagao.

Na técnica de Knott, esta visualizagado foi mais facil, pois as microfilarias
apresentaram-se esticadas, com menor quantidade de células e em maior concentragao.
Porém, num dos animais positivos foi necessario observar a amostra resultante desta
técnica duas vezes, utilizando outra gota da mesma amostra ja centrifugada e corada,
pois ja tinham sido detetadas microfilarias nas técnicas anteriores, o que nao se verificou

nesta técnica na sua primeira observagao.

No PCR, apesar da alta sensibilidade (cerca de 95%), registaram-se dois
resultados inconclusivos, sendo que num dos casos acredita-se nao ter ocorrido
amplificacao do ADN e noutro caso apesar de ter sido amplificado, foi de dificil percegao
na eletroforese, o que indica a importancia da repeticao de testagens nas amostras, caso
o resultado apresentado seja inconclusivo ou suspeito, sendo necessario também uma

relagao com sinais clinicos, caso o animal os apresente.
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6. Conclusoes

Os objetivos propostos foram atingidos, tendo sido possivel fazer uma pequena
distribuicao geografica dos casos positivos do estudo, os animais que apresentaram
microfilarémia foram caraterizados e foram detetados casos assintomadticos nestes
distritos. Foram encontradas vantagens e desvantagens em cada técnica utilizada, e foi

possivel a identificagao das espécies de microfilarias presentes nas amostras.

Nos distritos de Evora e Portalegre existe uma incidéncia crescente de animais

infetados por parasitas filarideos.

No distrito de Portalegre, mais concretamente na localidade de Elvas, este
aumento de casos pode ser justificado por infegoes subclinicas de animais que habitam
também em outras zonas mais endémicas, como o caso dos animais dos alunos que
habitam em outras cidades, o que coloca em risco todos os animais das localidades

envolvidas.

Os tutores de animais que realizam varias viagens na companhia destes, devem
ser alertados para os perigos de movimentar um animal potencialmente infetado. Assim,
devem ser aconselhados a realizar testes rapidos ou testes laboratoriais para garantir

que este nao tem uma infegao subclinica, o que seria um risco para outros animais.

E importante alertar os tutores para o risco que estes parasitas colocam a satde
dos seus animais, pois os casos subclinicos podem ser justificados pela falta de realizagao

de testes e exames de rotina, e pela profilaxia inadequada a estes parasitas.

Deve iniciar-se um protocolo profilatico nos animais o quanto antes, de forma a
possibilitar que estes nao sejam infetados, impedindo assim nao so riscos de salde para
o animal em causa, mas também para evitar que este sirva como reservatorio,

aumentando a propagagao destas infegoes causadas por estes parasitas.

As técnicas laboratoriais utilizadas apresentaram diferentes graus de fiabilidade
para a detegao, e de utilidade para a caraterizagao das microfilarias. Na técnica de gota
fresca, era possivel observar o tipo de movimentos que as microfilarias realizavam, o
que por vezes era impossibilitado pela sobreposicao de células sanguineas e pelo periodo
de tempo entre a colheita e a observacio ser elevado. Na técnica de esfregaco

sanguineo, estas eram facilmente detetaveis por se apresentarem coradas com uma cor
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diferente da maioria dos outros componentes da citologia. Ja na técnica de Knott
modificada, as microfilarias apresentavam-se coradas da mesma cor que o resto da

lamina, porém a caraterizagao morfologica era mais facilmente observada.

Nenhuma das técnicas apresentadas é totalmente fiavel para a detegao de
microfilarias, podendo sempre ocorrer resultados falso negativos. Assim, deve ser
realizada sempre mais que uma técnica para o aumento da fiabilidade dos resultados,
sendo ainda uma mais-valia a repeticao destes testes mesmo sendo da mesma amostra.
Além disso, cada técnica apresenta vantagens diferentes em relagao a observagao e
identificagao das microfilarias. Ja as técnicas soroldgicas e moleculares mostram-se mais
Uteis para a correta identificagao das espécies causantes da infegao, sendo fundamental

a realizagao de técnicas soroldgicas para a detegao de infegoes amicrofilarémicas.

A identificagao das microfilarias e correto diagndstico € fundamental para a saide
e bem-estar do animal, pois as diferentes espécies de filarideos apresentam diferentes

riscos para a saude do animal, bem como diferentes tratamentos.
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Anexo |

€ nzytech

NZY Tissue gDNA Isolation kit

Catalogue numbers:
MB13502, 50 columns
MB13503, 200 columns

Description

MNZY Tissue gDNA Isolation kits are designed for the simple and rapid small-scale preparation of
highly pure genomic DNA from a variety of sample sources including animal cells and tissues,
Gram-positive and Gram-negative bacteria, mouse tails, yeast, forensic samples and clinical
samples. The method is spin column silica-based and requires no phenol or chloroform
extraction. This kit uses optimized lysis buffers containing Proteinase K and 505 to release DNA
from cells. After preparing the lysate, DNA is selectively absorbed into the NZYSpin Tissue
Column and others impurities such as proteins and salts are removed during the washing
steps. The eluted genomic DMA has a Aygoizep ratio between 1.7 and 1.9 what makes it ready to
use in applications like sequencing, PCR, multiplex-PCR, genotyping and a wide range of other
enzymatic manipulations.

The NZY Tissue gDNA Isolation kit is optimized to isolate up to 35 pg of DNA from up to 25 mg
of tissue samples or 107 cells. We suggest not using more than the recommended starting
material to prevent reduction in yield and purity of DNA isolated. For samples with very high
RMA and protein contents (e.g. liver or spleen tissues), use only up to 15 mg of the sample.
This kit is suitable for isolation of DNA from human or animal blood.

Storage conditions and reagents preparation

All kit components can be stored at room temperature (20-25 °C) and are stable till the expiry
date. Before use, add 1.35 mL (MB13502/3) of Proteinase buffer to each vial of Proteinase K
and vortex. Proteinase K solution is stable at -20 °C for up to 6 months. Add 28 mL (MB13502)
or 100 mL (MB13503) of ethanol (96-100%) to each bottle of buffer NW2. Buffers ML and NW1
contain guanidine hydrochloride. Wear gloves and goggles when using this kit.
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System Components

Component 50 columns 200 columns
Buffer NT1 20 mL 80 mL
Buffer NL 15 mL 60 mL
Buffer NW1 30 mL 120 mL
Buffer NW2 {concentrate) 2x7mL 2x25ml
Buffer NE 15 mL 60 mL
Proteinase K (lyophilized) 30 mg 4 %30 mg
Proteinase buffer 1.8 mL 7 mL
MNZYSpin Tissue columns (light green ring) 50 200
Collection tubes (2 mL) 100 400

Standard protocol for isolating genomic DNA from animal tissues, cultured cells and
bacteria cells

1. Sample preparation

Animal Tissues: Cut up to 25 mg tissue sample into small pieces, and place it in a
microcentrifuge tube. Proceed with step 2.

Notes: Tissue samples can be ground under liguid nitrogen for more efficient lysis.
For rodent tails, place one (for rat) or two (for mouse) 0.6 cm-long pieces in a 1.5 mL tube.

Cultured Cells: Re-suspend up to 107 cells in 200 plL Buffer NT1. Add 25 plL Proteinase K
solution and 200 plL Buffer NL*. Mix thoroughly by vortex, and incubate at 56 °C for 10-15 min.
Vortex occasionally during incubation. Proceed with step 5.

“Mix Buffer NL thoroughly by shaking before use.

Bacteria Cells: Pellet up to 1 mL bacteria culture for 5 min at 8,000 xg. Discard supernatant. Re-
suspend cell pellet in 180 pL Buffer NT1 by pipetting up and down. Add 25 plL Proteinase K
solution and vortex vigorously. Incubate at 56 °C for 1-3 hours. Mix occasionally during
incubation. Proceed with step 3.

For other somple  sources see the  support  procedures  available  in
https://www.nzytech.com/products-services/kits-genomic-dna-purification/mb135/.
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2. Pre-lysis of sample

Add 120 pl of Buffer NT1 and 25 ulL Proteinase K solution to the sample. Mix thoroughly by
vortex. Incubate at 56 °C for 1-3 hours and vortex occasionally during incubation.

Note: Samples that are difficult to lyse can be incubated overnight as well.
3. Removal of RNA (optional)

If ENA-free DNA is required, add 10 plL of ENase & (40 mg/mL) solution (not included, available
as MB18701 — NZY RNAse A, 100 mg) to each sample. Mix and incubate for 5 min at room
temperature.

4. Lysis of sample
Vortex the sample. Add 200 pL Buffer NL* to the sample, and mix by vortex for 10 seconds.

Notes: If insoluble particles are visible, centrifuge for 5 min at full speed and transfer the
supernatant to o new microcentifuge tube. “Mix Buffer NL thoroughly by shaking before use.

5. Addition of ethanol
Add 210 pL of 100% ethanol to the sample and mix immediately by vortex.
6. DNA binding

Transfer the mixture from step 5 into a NZY5pin Tissue Column placed in a 2 mL collection
tube. Centrifuge for 1 min at = 11,000 xg. Discard flow-through and place the column in a new
collection tube.

7. Wash silica membrane

Add 500 pL of Buffer NW1 to the column. Centrifuge for 1 min at > 11,000 xg. Discard flow-
through and place the column back into the collection tube,

Add 600 pl of Buffer NW2 [make sure ethanol was previously added) to the column, and
centrifuge for 1 min at = 11,000 xg. Discard flow-through.

Note: For isolations of viral DNA from stool, we recommend to repeat the wash silica
membrane step with Buffer NW2. Add more 600 pyl of Buffer NW2 to the column, and
centrifuge for 1 min at > 11,000 xg. Discard flow-through.

8. Dry silica membrane

Place the NZYSpin Tissue Column back into the collection tube and centrifuge for 2 min at >
11,000 xg.

9. Elute DNA

Place the column into a clean microcentrifuge tube and add 100 pl of Buffer NE, TE buffer or
sterile water (preheating of elution buffer to 70 °C may improve yield) directly in the
membrane column. Incubate 1 min at room temperature and centrifuge at »11,000 xg for 2
min to elute DNA. The genomic DMA can be stored at 4 *C or -20 °C.
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Data:

Fig. 1. Genomic DMA from wvarious sources isolated with NZY Tissue
gDMNA Isolation kit, 0.25 pg of each isolated DNA was analysed on a
0.8% agarose gel. Lanes 2, 4, & and 8: gDNA digested with EcoR |.
Lanes 1, 3, 5 and 7: undigested gDNA. M: MZYDMNA Ladder I
(MBOA4D); 1, 2: gDNA from bacteria (E. coli); 3, 4: gDNA fram mouse
heart; 5, & gDNA from mouse kidney; 7, 8: gDNA from mouse lung,

Quality control assay
Functional assay

All components of NZY Tissue gDNA Isolation kit are tested following the isolation protocol
described above. The purification system must isolate 25-35 pg of gDNA/column.

V1901

Certificate of Analysis
Test Result

Functional assay Pass
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