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RESUMO
A dirofilariose € uma das principais doencas do cao, transmitida por mosquitos, visto

apresentar um caracter patogénico para canideos e felideos, sendo por vezes
zoondtica. Esta doenca € considerada endémica na Madeira, na qual 0 mosquito da
espécie Culex theileri foi identificado como possivel vector natural na transmissdo da
L; aos caes.

Foi efectuado um estudo transversal (cross-sectional study), por busca passiva de
amostras representativas de cdes domésticos da Madeira, levados as clinicas
Vetmédis e a Sociedade Protectora de Animais Domésticos do Funchal sediadas no
Funchal, em Machico e em Camara de Lobos, de forma a estimar a prevaléncia da
dirofilariose canina na Madeira.

Foram analisados 257 caes, dos quais foram detectados 30 animais com microfilarias
de Dirofilaria immitis. Além do diagnéstico parasitolégico pela técnica de gota fresca e
técnica de Knott modificada para identificagdo de microfilarias, foi utilizado um teste
imunologico rapido para deteccdo dos vermes adultos, o qual confirmou os dados
parasitolégicos obtidos no estudo.

Os resultados obtidos indicam que a prevaléncia estimada de Dirofilariose canina na
Madeira, actualmente é 11,67%, pelo que parece ter diminuido nos ultimos anos. Ao
nivel da localizagédo, os resultados indicaram que os cées de Camara de Lobos séo 3 a
6 vezes mais afectados que os caes do Funchal, de Machico e de Santa Cruz.
Relativamente aos factores de risco, 0 género e a pelagem parecem ser factores de
risco, em que neste estudo os cdes machos sao 2,3 vezes mais afectados que as
fémeas e que os cées de pélo curto sdo 2,2 vezes mais afectados que os de pélo
comprido. Neste estudo, a idade, o porte, 0 habitat e a raca ndo demonstraram terem

influéncia significativa sobre a prevaléncia da dirofilariose canina.

Palavras-chave: Dirofilariose; Dirofilaria immitis; Estudo transversal (cross-sectional
study); Prevaléncia; Regido Autonoma da Madeira, Portugal
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INTRODUCAO
O estagio curricular foi desenvolvido na Clinica Médico-Veterinaria Vetmédis do

Funchal entre o dia 14 de Dezembro de 2009 e o dia 03 de Abril de 2010, com uma
carga horéria de 480 horas totais. Este consistiu na elaboracdo de um estudo
transversal (cross-sectional study) para estimar a prevaléncia de Dirofilaria immitis, por
busca passiva de amostras representativas de cdes domésticos da Madeira levados
as clinicas Vetmédis e SPAD sediadas no Funchal, Machico e em Camara de Lobos
para observacao clinica em diversos contextos.

Inicialmente, foi efectuado o célculo da dimensdo da amostra, segundo o método de
amostragem para estimar a prevaléncia de uma doenga, para a populacdo canina da
Madeira, que resultou na dimensao n=257.

A técnica da gota fresca e a técnica de Knott modificada foram executadas e treinadas
no Laboratorio Regional de Veterinaria e Seguranca Alimentar (LRVSA), a pedido
especial de colaboragéo feito pela Clinica Médico-Veterinaria Vetmédis através da co-
orientadora Dr. 2 Isabel Quaresma, durante uma semana para que o operador fosse
mais experiente e treinado na detecgdo e identificagdo de microfilarias D. immitis,
imprescindiveis na elaboracdo das respectivas técnicas. Foi possivel igualmente,
acompanhar a execucdo da técnica de diferenciacdo histo-quimica entre as
microfilarias de Dirofilaria immitis e Dipetalonema reconditum baseado na coloracao
das microfilarias pela fosfatase acida, que devido ao seu elevado custo néo foi incluida
no estudo (Figura 1).

Figura 1 — Técnica de diferenciagdo histo-quimica entre microfilarias de D. immitis (A) e D.
reconditum (B) (fotografias originais tiradas a laminas cedidas pelo LRVSA).

As actividades diarias realizadas na Clinica Médico-Veterinaria Vetmédis do Funchal
consistiam na assisténcia as consultas durante as quais era introduzido ao proprietario
a tematica do verme do coracdo (Dirofilaria immitis), explicada a importancia da
patologia, a sua prevaléncia e a importancia da sua prevencao. Apos esclarecimento
do proprietario, as informac6es sobre raca, pelagem, idade, peso, sexo, habitat,
localidade, sintomatologia e profilaxia eram registadas através um inquérito padrao e
era efectuada a recolha de sangue do animal para testar a presenga da D. immitis.



Sempre gque havia disponibilidade econémica por parte do proprietario era efectuado o
teste imunolégico rapido — Witness® Dirofilaria (Synbiotics) e registado o seu
resultado. As amostras foram numeradas e efectuado o teste da gota a fresco de
imediato e registado o seu resultado. As amostras para efectuar a técnica de Knott
modificada eram armazenadas sob refrigeracao até ao dia seguinte.

Para que a amostra fosse 0 mais representativa possivel, houve a necessidade de
recolher parte das amostras nas Clinicas Médico-Veterinarias Vetmédis de Machico e
de Camara de Lobos e na Clinica Médico-Veterinaria SPAD pelos respectivos clinicos
de servico. Estes efectuaram o inquérito padrdo que lhes foi fornecido, recolheram as
amostras, efectuaram a gota a fresco e o teste imunoldgico, quando possivel. Além
disso eram conservadas as amostras sob refrigeracdo e enviadas acompanhadas dos
dados do inquérito para a Vetmédis do Funchal para ser efectuada a técnica de Knott
modificada. Parte das amostras foram recolhidas, também, durante a preparacgéo pré-
cirirgica dos animais de cirurgia programada (ovariohisterectomias, orquiectomias,
mastectomias, excisdo de nodulos cutédneos, destartarizagbes, etc.) sempre
acompanhadas do preenchimento dos dados no inquérito.

No inicio das actividades do dia as amostras eram colocadas a temperatura ambiente
e em movimento durante pelo menos dez minutos antes de efectuar a técnica de Knott
modificada propriamente dita. A técnica de Knott modificada era efectuada e registado
0 seu resultado.

Os resultados obtidos foram sempre comunicados aos proprietarios pelos clinicos de
servico. Caso fosse negativo era recomendada e iniciada a prevengdo com
ivermectina a 6 yg associada a 5 mg de pamoato de pirantel por kg de peso vivo do
cao, por via oral mensal, Heartgard® (Bayer) ou com moxidectina a 0,17 mg (0,05 ml)
por kg de peso vivo do animal, injectavel subcutaneamente anual, Guardian® (For

Dodge), consoante preferéncia e opg¢éo do clinico e do proprietario (Figura 2).

——-‘—-
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Figura 2 — Formula(;oes de controlo preventlvo de D. immitis em cées. A - Heartgard® da Merial
I e B - Guardian® da For Dodge (fotografia original)

No caso de positivo, era recomendado e iniciado o tratamento adequado consoante a
sintomatologia e severidade da doenca, assim como instituido tratamento sintomatico

e estabilizacdo nos casos em que se mostrasse necessario.



Os resultados obtidos foram registados e introduzidos numa base de dados, foi feita a

sua analise estatistica, o calculo da prevaléncia e analise da significancia das relacdes

encontradas entre os diferentes factores de risco analisados.

Este estudo transversal tem como objectivo estimar a prevaléncia na amostra

estudada, avaliar a correlacdo entre a prevaléncia e diversos factores que influenciam

a exposicao e postular possiveis relagdes.

to Lung

Dead End MHost

|

: infective
Larvae develop over 10 - 18 days

Figura 3 — Ciclo de vida de D. immitis.

Motivo da escolha do tema
As doencas parasitarias que

sao transmitidas por mosquitos
tém vindo a ocorrer com maior
frequéncia, consequentemente
a distribuicdo dos vectores, a
sua capacidade de disperséo,
a existéncia de hospedeiros
infectados, as  condicbes
climaticas e a movimentacao
animais entre

dos zonas

endémicas e ndo endémicas.

(One case reported in Alaska)

HEARTWORM
INFECTION 1995
American Heartworm Society

<15% [
<145% EE

Figura 4 — Mapa de casos identificados nos EUA de
dirofilariose pulmonar em humanos por D. immitis. (1995

) [28]
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A dirofilariose é uma das principais doencas no cao, transmitida por mosquitos, visto

apresentar um caracter patogénico para canideos e felideos, sendo por vezes

zoondtica. (Figura 3). O primeiro caso de dirofilariose em humanos nos Estados

Unidos da América foi observado num cadaver de uma mulher em 1941, desde entdo

varios casos tém sido reportados em 48 dos seus estados (Figura 4). B Os casos de

dirofilariose pulmonar em humanos (Figura 5) ocorrem predominantemente em regioes

onde a prevaléncia da dirofilariose canina é
superior a 40%. Na Madeira a prevaléncia
estimada em cédes é de 30%, desde de 1991,
pelo que é importante actualizar esta estimativa
e avaliar quais os conselhos onde
possivelmente tem maior expresséo para poder
actuar em conformidade na prevencdo da
dirofilariose canina, poder estabelecer possiveis
factores de risco que a influenciem, assim como

definir estratégias de salde publica eficazes.

HllHI'l’llllllll'll“'l"l'll
8 S __ 1

Figura 5 — Seccéo transversal de um
nédulo pulmonar hsgmano com um verme
no interior (seta). *



DIROFILARIOSE CANINA
A dirofilariose canina € uma infestacdo das artérias pulmonares e, em casos de maior

severidade, do lado direito do coracdo dos cées, pelo neméatode Dirofilaria immitis
(Figura 6). A dirofilariose canina, a
dado momento, pode provocar
sintomatologia e sinais clinicos
observaveis, ao que se denomina
doenca do verme do coragdo. Assim
a dirofilariose e a doenga do verme do
coracdo ndo sao sindbnimos, visto que
a dirofilariose pode ser assintomatica;
assim como é possivel a D. immitis
ter sido erradicada, contudo a sua

sintomatologia associada permanecer

. 28
por um periodo de tempo. #° Figura 6 — Vermes adultos de D. immitis alojados no
atrio direito do coracéo. 4

Transmisséo
A Dirofilaria immitis pode ser transmitida ao céo, hospedeiro definitivo, por mais de 60

espécies de mosquitos que agem como vector e hospedeiro intermediario obrigatério
na transmissdo deste nematode, consoante a localizacdo geogréafica. ¥ Esta
transmissdo depende essencialmente de trés factores: da populacdo canina, da
presenca e populacdo dos vectores e das
condi¢cdes ambientais de temperatura, precipitacdo
e humidade da regido. As condigcbes ambientais
determinam a abundéancia dos vectores visto
condicionar o seu desenvolvimento 6ptimo, que
em climas tropicais a temperados da-se a
temperatura de 25 °C a 27 °C. ™! Actualmente, na
ilha da Madeira, existem seis espécies de
mosquitos como possiveis vectores: Aedes
aegypti, Culex hortensis maderensis, Culex

pipiens L (Figura 7), Culex theileri, Culiseta

longiareolata (Macquart) e Ochelerotatus eatoni.

Figura 7 — Culex pipiens **!

“1 Contudo, em 2006 a espécie Culex theileri foi
identificada como possivel vector natural na transmissdo da dirofilariose na ilha da
Madeira, devido a comprovacdo de presencga de larvas de D. immitis nos tabulos de

Malphigi e na cabeca desta espécie de mosquito. 1



A transmissdo e infestacdo por D. immitis sdo predispostas por varios factores de
risco. O sexo dos caes parece ser um desses factores, em que o macho é mais
afectado que a fémea numa proporcédo de 2 a 4 para 1. ?® Este facto pode ser
explicado pela sua maior exposicdo ao vector (caes vadios, de caca e de desporto)
segundo alguns autores. ¥ Os animais de grande porte, que habitam no exterior das
habitagdes apresentam um risco mais elevado comparativamente aos que vivem no
interior das habitacdes. ' Os cées com idades compreendidas entre 4 a 7 anos s&o
habitualmente mais afectados, contudo em regifes endémicas é possivel verificar-se

(8] A raca e o tipo de pelagem ndo demonstraram ter

em animais mais jovens.
influéncia no risco de infestacdo, pelo facto de que os mosquitos escolhem

habitualmente areas de pouco pélo para a sua alimentagao. # 1%

Ciclo de vida
O mosquito comega por ingerir microfilarias (MF), o primeiro estadio larvar (L;), que se

encontram no sangue do hospedeiro definitivo, aqguando da sua alimentagdo. No
interior do mosquito a L, desenvolve-se e muda para L, e mais tarde para Lj, a sua
forma infectante. ®* A forma infectante é inoculada pelo mosquito aquando da
alimentacdo seguinte de sangue no hospedeiro definitivo, migra a nivel subcuténeo,
muda para L, em 9 a 12 dias e volta mudar de L; a Ls em 50 a 70 dias apés
inoculacéo. ?® A forma juvenil do verme Ls penetra no sistema vascular por volta dos
100 dias pos-infestacdo e migra preferencialmente para artérias pulmonares

periféricas do lobo caudal do I
Maturation times during the life cycle of D. immitis

pulmdo, onde fica a maturar

] Days Days
durante 190-285 dias pés- Host postingestion postinfestation
inoculacéo e se desenvolve na | Mosquito
forma adulta sexualmente L,toL, 10-14 (optimal conditions)
madura, capaz de produzir | 2%

L; to L, (body tissues) 2-12
microfilarias (L;) e libertd-las | Lito Ls (body tissues) 50-70
] 5 ) L (pulmonary arteries) 70-110
na circulacéo sanguinea L, (microfilariae) produced 190 minimum

. [28] . Ty
(Figura 8). As microfilarias  gigyra g - Tempo de maturagao larvar durante o ciclo de vida

sdo a forma infectante dos 9¢D-immitis.

mosquitos e contribuem para continuacdo do ciclo de vida da D. immitis. Estas podem
igualmente passar das maes para os fetos, o que resulta em microfilariémia nos
cachorros, contudo as larvas ndo se conseguem desenvolver em adultos sem efectuar

as mudas no hospedeiro intermediario — mosquito. 2!



Diagnéstico
O teste de cdes em consulta de rotina com testes de deteccdo de microfilarias em

circulacdo ou testes seroldgicos de deteccdo de antigénio do tracto reprodutivo de
fémea de D. immitis € a forma mais comum de identificacdo de animais com infestagcéo

%81 De forma menos comum, os animais séo apresentados &

pelo verme do coracao.
consulta com sintomatologia sugestiva de doenca
do verme do coragdo, na qual é feito um exame
fisico cuidadoso, testes de sangue para
identificacdo do neméatode (serologia), deteccao e
diferenciagdo de microfilarias, radiografia toracica
e ecocardiografia para determinar a presenca e

severidade da doenca do verme do coracéo. *®

Em casos extremos podera ser feita necropsia rigura 9 - Técnica de Knott modificada.
para determinar ou confirmar o diagnéstico. ° (fotografia original)

As técnicas de deteccdo de microfilarias incluem a gota a fresco, ¥ e testes de
concentracdo como a técnica de Knott modificada ' (Figura 9) e filracdo em
membrana de policarbonato.'” Apés a deteccdo das microfilarias é possivel a
identificacdo como D. immitis com base em critérios de motilidade que tomam entre os
eritrocitos na gota a fresco (movimento serpentiforme) e morfol6égicos: tamanho, forma
da extremidade posterior e anterior (Figura 10). Os caes podem, contudo, infestar-se
com outro parasita que produz igualmente microfilarias na circulagdo sanguinea,
denominado Dipetalonema reconditum (Acanthocheilonema reconditum). A
diferenciacdo entre estas espécies € importante, habitualmente, é feita através da
técnica de diferenciacdo histo-quimica entre as microfilarias de Dirofilaria immitis e
Dipetalonema reconditum baseado na coloragdo das microfilarias pela fosfatase acida,
pois a dirofilariose em cées pode resultar em doenca e morte enquanto que a

infestacéio por Dipetalonema reconditum é transitéria e apatogénica. ! Além disso, no

caso de D. immitis, h& riscos de transmissdo ao homem, tendo como resultado a
[40]

dirofilariose pulmonar humana, sendo considerada uma zoonose.

Figura 10 — Extremidade anterior e posterior de microfilarias de D. immitis (A e B) e de D.
reconditum (C e D) obtidas pela técnica de Knott modificada. *®
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A técnica molecular utilizando a reaccdo em cadeia da polimerase (PCR) também é
usada como método espécie-especifico de diagnéstico da dirofilariose canina ¢,
apesar de mais dispendiosa.

As técnicas de imunodiagnéstico podem
ser por pesquisa de anticorpos ou
antigénios circulantes no soro sanguineo.
Os testes de deteccdo de antigénio
especifico da fémea adulta de D. immitis
sdo usados com frequéncia e sucesso nas
clinicas veterinarias (Figura 11), assim
como nos laboratorios de referéncia pela

sua rapidez e sensibilidade, pois a maioria

dos testes detecta infestagdo com um ou

mais nematodes fémeas com pelo menos

Figura 11 — Teste imunolégico rapido efectuado
sete a oito meses de idade, no entanto nido Neste estudo. (fotografia original)

detectam infestagbes com menos de cinco meses. Os testes de deteccdo de
anticorpos cairam em desuso com desenvolvimento dos testes de deteccdo de
antigénio, visto que detectam a resposta imunoldgica a exposi¢cdo ao nematode, mas
ndo necessariamente a existéncia de doengca actual. Estas técnicas de
imunodiagnéstico foram desenvolvidas com o principal objectivo de detectar as formas
ocultas da infestagcdo, em que existem nematodes adultos mais ainda néo

suficientemente maduros para produzir microfilarias. !

Sintomatologia
Numa fase precoce da doenca do verme do coracdo, 0 cao apresenta-se

assintomético ou com ligeiros sinais clinicos inespecificos. Com a evolug¢édo da doenga
no tempo surge tosse, que vai evoluindo para tosse crénica, surgem sons anormais
ligeiros a auscultacao pulmonar, surge diminuicdo da tolerancia ao exercicio e perda
de condicdo corporal. Numa fase ja severa de doenca a tosse torna-se intensa, pode
ocorrer hemoptise, 0s animais tornam-se intolerantes ao exercicio, apresentam
anorexia, caguexia como na Figura 12, surge febre, dispneia, taquicardia, auscultagdo
de sons pulmonares e cardiacos anormais, hepatomegalia, ictericia, ascite, sincopes e

sindrome da veia cava caudal. %

(28l 34 A sintomatologia depende do grau de
infestacdo e da localizagdo dos nematodes, podendo culminar na morte se nao for

tratada.



Figura 12 — Caquexia num Pointer (fotografia original)

Distribuicdo e prevaléncia
A dirofilariose tem uma distribuicdo mundial pelas zonas de clima tropical e subtropical,

Ameérica do norte e do sul, Africa, Australia, sul da Asia e Jap&o e sul da Europa
(Portugal, Espanha, sul da Franca, Itdlia, Grécia e Turquia). Na Europa a prevaléncia
de cées infectados varia de 1% em Franga, 2% em Espanha, 6-25% em lItalia e 14%
em Portugal, contudo um ndmero crescente de casos tém sido diagnosticados em
paises no norte da Europa, como Austria, Alemanha e Holanda em cées que foram
importados dos paises mediterraneos, com excepcdo da regido de Canton of Tessin
na Suica em que 0s animais positivos parecem ter adquirido uma infestacao autéctone
(Figura 13), 7% (135 [145:115)
Em Portugal a
dirofilariose distribui-se
maioritariamente no sul
de Portugal continental
com uma prevaléncia
gue varia entre 12% no
Algarve, 16,5 % no
Alentejo a 16,7% no
Ribatejo Oeste, sendo
bastante inferior no

norte e centro do pais,

regides Entre Douro e o S u
Figura 13 — Distribuicéo da Dirofilaria immitis na Europa **

Minho, Tras-os-Montes,
Beira Litoral e Beira Interior. BY Na regido auténoma da Madeira a prevaléncia
estimada é de 30% nos caes testados para microfilarias de D. immitis, sendo a mais

elevada do pais. 8



METODOLOGIA

Descricdo da area geogréafica

O arquipélago da Madeira, parte integrante do territério Portugués, esta situado a 978
km a sudoeste de Lisboa, no Oceano Atlantico. E constituido por duas ilhas habitadas,
a ilha da Madeira com 736 km? e a ilha de Porto Santo com 43 km?. ?* A populacéo
residente é de 245.011 habitantes (Censo 2001) ¥, no entanto cerca de 75% da
populacdo habita em apenas 35% do territério, designadamente na costa sul da ilha da
Madeira (Funchal, Santa Cruz, Camara de Lobos e Machico) onde se desenvolve a
maior parte da actividade econ6mica e se localiza grande parte das unidades

(21 A ilha da Madeira é constituida por dez concelhos: Calheta, Camara de

hoteleiras.
Lobos, Funchal, Machico, Ponta do Sol, Porto Moniz, Ribeira Brava, Santa Cruz,

Santana, S&o Vicente (Figura 14).

Porto Maniz

Sap Jorge

SanJorge e

Santana Faiale

S0 Rogue
clo Faial

Machico

Santa Cruz

L]
Camacha

Camard
de Lohos

8o
Mz tinko Ehizpereirs

Figura 14 - Mapa dos concelhos da ilha da Madeira

O clima no arquipélago da Madeira é ameno, tanto no Inverno como no Verao, excepto
nas zonas mais elevadas da ilha da Madeira, onde as temperaturas sdo mais baixas.
221 p temperatura média anual do ar varia entre os 17,5 °C no litoral da vertente norte,
mais alta na vertente sul (19 °C), e os 9 °C no planalto do Paul da Serra (1400 m de
altitude) e nos picos mais altos da cordilheira central da llha. ®® A média anual da
humidade relativa varia entre os 55%, junto a costa, até aproximadamente os 90%,na
zona dos nevoeiros. ' No entanto, o clima da Madeira e do Porto Santo sdo
influenciados por factores regionais que determinam a existéncia de muitos
microclimas, de diferentes caracteristicas entre si na Madeira, e um clima quase unico
e imutavel no Porto Santo. *®

Na Illha da Madeira, estes microclimas séo influenciados pelo relevo acentuado, desde
a costa mais baixa até ao ponto mais alto de 1862 m (Pico Ruivo), pela orientacédo
este-oeste da cordilheira central e dos planaltos, com altitudes superiores a 1200 m,
perpendicular aos ventos predominantes de nordeste e pela exposicdo a radiacao

solar em ambas as vertentes; que assim determinam uma costa sul protegida e
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soalheira (Funchal, Ponta do Sol, Ribeira Brava e Santa Cruz) e uma costa norte mais
exposta, com uma insolacao reduzida (Porto Moniz, Santana e Sao Vicente), excepto
em algumas localidades junto ao litoral como Ponta Delgada - concelho de Séo
Vicente (Figura 15). #2

FUNCHAL

AN Limite da iha da Madsira

@ Capilal Regional
@ Sede do Concelho
Rede Hidroprafica Principal

Figura A.7 - Temperalura media didria do ar - llha da Madeira

= Estagdo climatoldgica

Figura 15 - Temperatura média diaria do ar, na ilha da Madeira. **

Populacéo alvo
A populacdo canina incluida neste estudo era formada por cdes domésticos da

Madeira, de ambos 0s géneros, com idade igual ou superior a nove meses, sem raga
definida ou de variadas racas, e com diferentes pesos, pelagens, habitats, com ou sem
sintomas e sem profilaxia contra a dirofilariose a data da colheita das amostras

sanguineas.

Amostragem
A recolha de informacédo sobre os animais e a colheita de amostras foram realizadas

nas trés clinicas do grupo Vetmédis no Funchal, em Machico e em Camara de Lobos e
na SPAD no Funchal, de Dezembro 2009 a Mar¢o de 2010.
O tamanho da amostra foi calculado tendo em conta a prevaléncia estimada (p) de

1 B8 precisao relativa de 4,75% (d), nivel de confianca

30% para regido da Madeira, !
de 95,25% (z = 1,67) e o critério utilizado pela Organizagdo Mundial de Saude, de que
a populacdo canina pode ser estimada em 10% da populagéo humana. ¢!

A populacdo humana na Madeira em 2001, segundo instituto nacional de estatistica
com base nos Censos de 2001, era de 245.011 habitantes, pelo que a populacao
canina pode ser estimada em 10% da populacdo humana, assim estima-se que seja

de 24.501 cées (N).
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Deste modo, a base de célculo utilizada foi a seguinte: n =z° x [ (p x (1-p) / d®*) ], em
gue a amostra (n) é de 260 animais. Utilizando a correccao usada para populacdes
finitas, quando a dimensé&o inicial da amostra (n) € menor que 10% da populacéo:

n* =1/ (1/n) + (1/N), a amostra final (n *) & de 257 céaes.

Assim, neste estudo foram examinados 257 cées no total (n*), dos quais 130 do
género masculino e 127 feminino. Os animais foram eleitos de forma n&o aleatéria por
conveniéncia, devido a questdes de disponibilidade e de recursos econdémicos, foram
eleitos aqueles animais que foram levados, pelos seus proprietarios, as clinicas onde
foram recolhidas amostras. Contudo, as clinicas foram eleitas de forma a ter a maior
abrangéncia possivel do territério regional, visto que o grupo Vetmédis se faz
representar em trés dos onze concelhos, além de que recebe animais de todos os
concelhos, embora em proporgcbes diferentes. Apdés a entrada destes animais na
clinica, foram eleitos de forma aleatéria e consecutiva a sua entrada na clinica para
consulta/cirurgia, obedecendo aos critérios de seleccdo da populacdo alvo.
Informacbes sobre raca, pelagem, idade, peso, sexo, habitat, localidade,
sintomatologia e profilaxia foram obtidas para cada céo através de um inquérito ao
proprietario, com objectivo de verificar os factores de interacgédo e influéncia sobre a

prevaléncia da dirofilariose, além da observacao de grupos e locais mais afectados.

Método de colheita
As amostras de sangue foram obtidas através da punc¢do da veia jugular, cefalica ou

safena de todos os animais, depois cada amostra foi transferida para dois tubos de
1ml cada contendo anticoagulante (EDTA). Apdés a colheita, as amostras foram
numeradas consoante ordem de processamento e foram submetidas a duas técnicas
de diagnéstico parasitologico (gota a fresco e técnica de Knott modificada) e ao teste
imunolégico Witness® Dirofilaria (Synbiotics).

O primeiro tubo de 1ml de sangue, de cada amostra, foi utilizado para preparar duas
laminas para a observacdo microscopica a fresco, entre lamina e lamela, com

aumento de 40x e para retirar uma gota para efectuar o teste imunolégico rapido.

Figura 16 - Técnica de Knott modificada: preparacéo das laminas (A), observag¢éo ao microscopio (B) e
identificac@o de microfilaria D. immitis (C). (fotografias originais)
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O outro tubo de 1ml de sangue foi utilizado para técnica de Knott modificada. Apos
processamento desta técnica foram preparadas trés laminas de cada amostra para
observacdo ao microscopio, com aumento de 40x, para deteccdo de microfilarias e
aumento de 100x para identificacdo da espécie (Figura 16).

A técnica da gota a fresco entre lamina e lamela e a técnica de Knott modificada foram
realizadas com o proposito de identificar os animais com microfilarias na circulagéo
sanguinea periférica e identificacdo especifica das microfilarias (MF) baseada na
motilidade, bem como na morfologia da extremidade anterior e posterior destas, nas
respectivas técnicas (Tabela 1).

Na gota a fresco os animais foram considerados positivos quando observada pelo
menos uma microfilaria D. immitis em duas laminas e foram considerados negativos
guando nas duas laminas ndo foram encontradas microfilarias. Na técnica de Knott
modificada foram considerados positivos 0os cdes que apresentavam pelo menos uma
microfilaria em trés laminas e negativos os cdes que nao apresentavam microfilarias

nas trés laminas observadas.

Adaptado

Eﬁbgla[llél] — Critérios de diferenciagao entre microfilarias de D. immitis, D. repens e D. reconditum.
eae

I el

Lenta, movimento Movimento erratico Rapida e
- ondulantes e serpentiforme movimento erratico
_ 290-330 300-360 260-283
_ Ovalada Achatada Achatada

Recta com cauda Curta e filiforme Curva com cauda
- comprida e pontiaguda em forma de gancho
- Poro anal e excretor Poro anal Distribuicdo difusa
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O teste imunoldgico apresenta-se em forma de kit
rapido para diagnostico individual, baseado na

técnica de imunomigracdo rapida, usando
anticorpos dirigidos contra epitopos (extremidades)
especificos de antigénio do aparelho reprodutor
feminino do verme adulto de D. immitis. Os testes
foram considerados positivos e negativos de acordo
com o critério descrito na bula (Figura 17) do
respectivo teste Witness® Dirofilaria (Synbiotics).
Este teste foi utilizado em 86 dos 257 animais
examinados, a fim de verificar a ocorréncia de
dirofilariose clinica e dirofilariose oculta (Figura 18).
Os resultados do processamento das amostras
foram registados junto da informacdo dos animais,
num campo préprio e inseridos numa base de

dados (Microsoft Office Excel 2007).

CHIEN - PERRO - CANE - CAO - DOG - HOND - HUND.

10 Tosts / 10 Tostos

Figura 18 — Teste imunolégico Witness® Dirofilaria
(Synbiotics) (Fotografia original)

Andlise estatistica

1x §

WITNESS

1 2 3
Add I drop of anticoagulated whole blood.
plasma or serum.

Ajoutez une goutte de plasma,
sérum ou ang sur anli-coagulant.

2x 8
(G3) U TNEss
3
Add 2 drops of buffer:
Ajoutez 2 gouttes de rampon.
'
3 - s 10 (max.)
Wait a maximum of
10 minutes.
Attendez 10 minutes
maxinen:.
HW wir TNESS
3
. Read results. Lisez les résultats.
2 3 2 3
Dvalid results. Résultars non valides.
2 2 3
Figura 17 — Instrugdes de uso do kit

Witness® Dirofilaria (Synbiotics)

O teste qui-quadrado (x°) foi utilizado para andlise de significAncia estatistica das

diferencas encontradas na prevaléncia da infeccdo, nos principais conselhos da costa

sul da ilha da Madeira avaliados, bem como para comparagdo de frequéncia da

dirofilariose entre os géneros, idade, raca, tipo pelagem, habitats e porte dos animais

infectados (Anexo 2). O programa utilizado foi Microsoft Office Excel 2007.
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RESULTADOS
No presente estudo foram avaliados um total de 257 caes, cujas amostras foram

processadas, simultaneamente, pela técnica da gota fresca e técnica de Knott
modificada. A técnica da gota fresca tem uma baixa sensibilidade pelo que é frequente
os falsos negativos. Assim sendo, para calculo da prevaléncia na amostra foram
utilizados os dados da técnica de Knott modificada, devido a sua maior sensibilidade e
especificidade. O teste imunoldgico rapido foi efectuado em apenas 86 animais, nos
quais detectou todos 0s cées que apresentaram microfilarias na técnica de Knott
modificada e nenhum animal a mais, pelo que ndo se observaram possiveis

infestacdes ocultas (Tabela 2).

Tabela 2 — Frequéncias absoluta e relativa das diferentes técnicas utilizadas no estudo.

Examinados Positivos
Teste n IC 95,25%
n %
Gota Fresca 257 26 10,12 8,45 —-11,79
Knott modificada 257 30 11,67 10,00 — 13,34
Witness® 86 9 10,46 8,79 —-12,13

Dos 257 animais testados, 130 eram machos, dos quais 21 foram positivos e 127 eram
fémeas, das quais nove foram positivos (Grafico 1). A diferenca da prevaléncia da
dirofilariose entre os animais do género masculino e entre os animais do género

feminino foi estatisticamente significativa (x* = 5,43; p = 0,020) como se pode verificar

na Tabela 3.
Género dos animais

__inf

" Fémeas; 9

@ Machos eémeas

Tabela 3 — Prevaléncia da

di’rofilariose canina em ambos o0s Grafico 1 — Género dos animais infestados por D. immitis
géneros.
Género Examinados Positivos IC 95,25%
n n %
Masculino 130 21 16,15 14,48 -17,82
Feminino 127 9 7,09 5,42 -8,76
Total 257 30 11,67 10,00 - 13,34

15



No que diz respeito a localizacdo dos cades examinados (n = 257), analisou-se do
concelho do Funchal 164 cédes, dos quais 17 foram positivos na deteccdo de MF de D.
immitis, de Machico 41 cdes em que quatro foram positivos, de Santa Cruz 21 cées
com apenas um positivo, de Camara de Lobos 20 cées sendo seis positivos, de Sao
Vicente quatro cdes sem animais positivos, da Ribeira brava trés cdes com nenhum
cao positivo, da Ponta do Sol dois animais um dos quais positivo, do Porto Moniz um
anico cdo que foi negativo, do Porto Santo um cdo que foi positivo e da Calheta e de
Santana ndo foram analisados animais (Grafico 2).

Sendo os concelhos da vertente sul da ilha da Madeira, Camara de Lobos, Funchal,
Machico e Santa Cruz, os mais populacionais, estes foram considerados na avaliacdo
da diferenca da prevaléncia da dirofilariose entre &reas geogréficas distintas, de forma
a poder verificar-se a possivel relacdo existente (Tabela 4). A diferenca encontrada
entre estas prevaléncias foi estatisticamente significativa (x* = 9,90; p = 0,019).

Tabela 4 — Prevaléncia da dirofilariose canina nos concelhos da regido da Madeira

Concelhos da ) Cées positivos

madeira Cées examinados . % IC 95,25%
Camara de Lobos 20 6 30,00 28,33 — 31,67
Funchal 164 17 10,36 8,69 -12,03
Machico 41 4 9,76 8,09 - 11,43
Santa Cruz 21 1 4,76 3,09 -6,43
Outros 11 2 18,18 16,51 — 19,85
Total 257 30 11,67 10,00 — 13,34

Localizagao dos caes positivos
Porto Santo; 1

Pontado sol; 1 Machico; 4

SantaCruz; 1

® Funchal m Santa Cruz m Cdmara de Lobos m Ponta do sol = Machico = Porto Santo

Grafico 2 — Localizagéo dos animais positivos a dirofilariose canina.
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BN

Relativamente a idade dos caes
examinados (n=257), estes foram Faixa etaria dos caes

agrupados em quatro faixas etarias: afectados <2anos;
3

a primeira faixa composta de céaes
com idade inferior a dois anos, a
segunda faixa com cées entre 0s
dois e 0s quatro anos, terceira faixa

com cées dos quatro aos seis anos

e uma ultima faixa composta por

cées de idade superior a seis anos. W<2anos M2-4a nos & >6anos

Assim na primeira faixa etaria Crafico 3 —Faixas etarias afectadas pela dirofilariose
canina.
observou-se trés positivos, na

segunda 16 positivos, na terceira quatro positivos e na ultima faixa sete positivos
(Gréfico 3). A prevaléncia da dirofilariose canina foi estimada para as quatro faixas, tal
como consta na tabela 5, porém a diferenca encontrada ndo é estatisticamente
significativa (x° = 4,72; p = 0,194).

Tabela 5 - Prevaléncia da dirofilariose canina consoante a faixa etaria

Caes positivos

Faixa Etéria Cées examinados . % IC 95,25%
Inferior a 2 anos 67 3 4,48 2,81-6,15
Entre 2 — 4 anos 110 16 14,55 12,88 — 16,22
Entre 4 — 6 anos 23 4 17,39 15,72 — 19,06
Superior a 6 anos 57 7 12,28 10,61 — 13,95
Total 257 30 11,67 10,00 — 13,34

Os cées analisados (n = 257) foram agrupados consoante 0 seu peso em cinco
categorias de porte: porte Mini para cdes que pesam entre um e quatro kg), Pequeno
para caes que pesam dos cinco aos dez kg, porte Médio para os cdes que pesam de
11 a 25 kg, porte Grande para animais com peso entre 0s 26 e os 60 kg e porte
Gigante para caes cujo peso seja maior do que 60 kg. Nos animais de porte Mini foi
identificado um positivo, nos de porte Pequeno oito positivos, nos de porte Médio dez
positivos, nos de porte Grande nove positivos e nos de porte Gigante dois positivos
(Grafico 4). Na tabela 6 € possivel verificar a estimativa da prevaléncia para os varios
grupos consoante o porte dos animais analisados (excepto para o0 porte gigante,
devido ao seu reduzido numero amostrado), sendo que a diferenca encontrada entre

estes nao é estatisticamente significativa ()(2 =2,47;p=0,481).
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Tabela 6 — Prevaléncia nos grupos de animais de acordo com seu peso.

Caes positivos

Porte Cées examinados . % IC 95,25%
Mini (1 — 4 kg) 19 1 5,26 3,59 — 6,93
Pequeno (5 - 10kQ) 85 8 9,41 7,74 -11,08
Médio (11 — 25 kg) 96 10 10,41 8,74 -12,08
Grande (26 - 60 kg) 55 9 16,36 14,69 — 18,03
Gigante (> 60 kg) 2 2

Total 257 30 11,67 10,00 — 13,34

(>60kg)

B Mini (1- 4 kg)

Grande (26 — 60
kg)

OGrande (26 — 60 kg) O Gigante (> 60 kg)

cigmte  PoOrte dos animais positivos

B Pequeno (5 - 10kg) @ Médio (11 — 25 kg)

Grafico 4 — Porte dos animais afectados pela dirofilariose canina.

No que respeita ao habitat dos cdes analisados nesta amostra (n = 257), estes foram
agrupados em animais que vivem exclusivamente no exterior das habitacdes, animais
gue vivem exclusivamente no interior das habita¢cdes e animais que vivem em ambos
0s ambiente habitualmente. Analisando os animais positivos observou-se que 19
animais habitavam no exterior das habitac6es, um animal habitava no interior das
habitacbes e dez habitavam ambos os ambientes (Grafico 5). A prevaléncia da
dirofilariose foi estimada para cada um destes habitats como se pode verificar na

tabela 7, sendo que a diferenca entre estas ndo foi estatisticamente significativa (X2 =

4,04; p=0,132.
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Tabela 7 — Prevaléncia da dirofilariose canina nos diferentes habitats dos cades analisados.

Caes positivos

Habitat Cées examinados IC 95.25%

n % '
Exterior 164 19 11,59 9,92 — 13,26
Interior 30 1 3,33 1,66 — 5,00
Ambos 63 10 15,87 14,20 - 17,54
Total 257 30 11,67 10,00 - 13,34

Habitat dos animais positivos

,_,-o-’-""-r-'-- T

-

Ambos; 10

Interior; 1

B Exterior @ interior OAmbos

Gréfico 5 — Habitat dos animais afectados pela dirofilariose canina.

Em relacdo a pelagem dos 257 animais testados, estes foram agrupados em pelagem
comprida e em pelagem curta. Dos 153 cées de pélo comprido, sendo que desses 12
foram positivos para D. immitis e dos 104 caes de pélo curto 18 foram igualmente
positivos (Grafico 6). Para ambas as pelagens foram estimadas as prevaléncias na
amostra (tabela 8), sendo que a diferenga observada € significativa estatisticamente
(X2=5,66; p=0,017).

Pelagem dos animais afectados

Pelagem

curta; 18

B Pelagem comprida [OPelagem curta

Gréfico 6 — Pelagem dos animais afectados por D. immitis
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Tabela 8 — Prevaléncia da dirofilariose canina consoante a pelagem apresentada pelos animais.

Examinados Positivos

Pelagem IC 95,25%

n n %
Comprida 153 12 7,84 6,17 — 9,51
Curta 104 18 17,31 15,64 -18,98
Total 257 30 11,67 10,00 — 13,34

Nesta amostra (n=257) foram analisados animais de 34 racas diferentes, em que 133
animais eram de raca indeterminada e 124 de raca pura. Analisando os caes positivos
a D. immitis, de raca indeterminada foram 13 positivos e de raga pura 17 positivos. Na
Tabela 9 podemos observar as prevaléncias de dirofilariose canina estimadas para 0s
dois grupos: animais de raca indeterminada e de raca pura, assim como a
descriminacdo das racas puras dos animais. No entanto, a diferenca da prevaléncia

entre estes grupos, estatisticamente, ndo é significativa (X2 = 1,36; p = 0,243).

Tabela 9 — Raca dos animais avaliados e afectados por D. immitis

Positivos
Examinados IC 95,25%
n n %
Raca Indeterminada 133 13 9,77 11,44-8,10
Racga determinada 124 17 13,71 15,38-12,04
Labrador retrivier 11 2 18,18
Golden retrivier 10 1 10,00
Boxer 8 1 12,50
Caniche 7 1 14,28
Pastor Aleméo 6 2 33,33
Dalmata 5 2 40,00
Rotweiller 5 1 20,00
S&o Bernardo 4 1 25,00
Shar pei 3 1 33,33
Beagle 2 1
Chowchow 2 1
Dogue de Bordéus 1 1
Pointer 1 1
Podengo 1 1
Outras 58 0
Total 257 30 11,67 10,00 - 13,34
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DISCUSSAO
Este estudo transversal (cross-sectional study), foi efectuado com uma amostra total

de 257 caes, representativa da populacdo canina que habitualmente é assistida em
clinicas privadas (Vetmédis e SPAD) e que nao efectuava profilaxia para Dirofilaria
immitis até a data da sua elaboracéo do estudo.

Na amostra analisada, a prevaléncia de dirofilariose canina foi estimada em 11,67%
(IC 95,25%: 10,00-13,34), sendo esta manifestamente inferior a prevaléncia estimada
anteriormente (30%) para a regiéo descrita na bibliografia. " 1*¥ Este facto dever-se-a
a que o valor indicado neste estudo refere-se a populag¢éo canina assistida por clinicas
privadas e o valor indicado na bibliografia refere-se a populagcéo canina em geral. Na
populacdo canina em geral, além dos animais assistidos, sdo incluidos animais que
tém dono mas que por variados motivos sociais e econémicos ndo sao levados ao
veterinario e animais errantes, nos quais muito provavelmente a prevaléncia sera
maior, visto que a maior parte esta mais exposta ao vector, vive em piores condicdes e
tém condigdes fisicas e de nutricdo débeis.

Provavelmente, na populacdo canina que tem assisténcia veterinaria, a prevaléncia é
mais baixa porque estes tém condicbes de bem-estar, alimentacdo, cuidado e
seguranca melhores. Além disso, a grande parte da populacdo canina que tem
assisténcia veterinaria habitual, os proprietarios estdo mais sensibilizados para o risco
e gravidade desta doenca, para a importancia do mosquito enquanto vector e para a
necessidade de prevencdo, visto que nos ultimos anos houve grande esforgo por parte
dos clinicos no rastreamento dos animais, tratamento e prevencdo da doenca. E
também importante, o empenho no controlo dos reservatorios naturais (caes vadios
em circuitos errantes), nomeadamente ao nivel da gestdo no canil que é efectuada
pela SPAD em que animais errantes, sem identificacdo, nos quais é detectada a
infestagdo por D. immitis sdo eutanasiados com intuito de diminuir os reservatorios
naturais desta doenca que se propaga entre a populacdo canina, assim como pode
ocasionalmente afectar a populacdo humana. Desta forma ao promover o tratamento e
controlo na populagéo canina assistida e a redugdo nos animais errantes, estamos a
reduzir o reservatorio de dirofilariose. Deste modo, a infestacdo é controlada de forma
indirecta em toda a populacdo, nomeadamente naquela aqui em estudo, que é
assistida e ndo efectuava a profilaxia.

Neste estudo foi observada uma diferenca significativa na prevaléncia da dirofilariose
canina entre 0os géneros dos animais, em que a prevaléncia nos cdes machos é 2,3
vezes maior que nos cées fémeas (prevaléncia nos machos — 16.15%; prevaléncia nas
fémeas — 7,09%). Este resultado esta de acordo com relatos na bibliografia que
mencionam que os cdes machos sdo duas a quatro vezes mais afectados que os

[4]; [5]; [28]; [45

fémeas. I Alguns factores como o estado fisioldgico do animal, a idade e a
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exposicdo aos vectores podem estar relacionados com a menor prevaléncia da

[38];

infestacdo entre as fémeas. B9 porém existem relatos na bibliografia que indicam

gque nao existe diferenca significativa na prevaléncia da infestacao entre os sexos dos
animais. [ B3l [121; [32]; [39]; [42]

Observou-se, igualmente, nesta amostra uma diferenca significativa na prevaléncia da
dirofilariose canina entre as pelagens dos cées afectados, em que a prevaléncia nos
cdes de pelagem curta é 2,2 vezes maior que nos cdes de pelagem comprida
(prevaléncia nos cées de pelagem curta — 17,31%; prevaléncia nos cédes de pelagem
comprida — 7,84%). Este facto entra em acordo com estudos anteriores, em que Sao
encontradas prevaléncias superiores em animais de pelagem curta, ! no entanto,
existem também estudos nos quais a raca e o tipo de pelagem ndo demonstraram ter
influéncia no risco de infestacdo por Dirofilaria immitis, pelo facto de que os mosquitos
escolhem habitualmente areas de pouco pélo para a sua alimentacao. @ 12812

Em relacdo a raca dos cées, neste estudo néo foi observada diferenga significativa na
prevaléncia da dirofilariose entre animais de raga pura ou de raga indeterminada,
concordando com os dados de alguns estudos, ' ' 28 contudo existem estudos que
indicam uma maior taxa de infestacdo nos cdes de raca pura " e outros que
encontraram maior parasitismo (44%) em cédes sem raca definida (SRD). *® Posto isto,
pode observar-se que nesta amostra, ser de raca pura ou de raca indeterminada n&o
influencia a prevaléncia da dirofilariose, visto que em ambos o0s grupos existem
animais de pelagem curta e comprida, ou seja, mais do que a raga 0 que é
verdadeiramente determinante é a pelagem caracteristica da raca.

Relativamente a localizacdo, era espectavel uma diferenga na prevaléncia entre os
diferentes concelhos da regido devido a existéncia de microclimas, em que Funchal,
Ponta do Sol, Ribeira Brava e Santa Cruz eram aqueles onde se esperava
prevaléncias maiores, visto que estes possuem as temperaturas médias mais elevadas
(18-19 °C), sendo estas mais préximas das condi¢cdes Optimas para o desenvolvimento
dos vectores (25-27 °C). Nesta amostra, ao analisar as prevaléncias nos concelhos da
vertente sul da ilha da Madeira, observou-se uma diferenca significativa entre estes,
porém o concelho com maior prevaléncia foi o de Camara de Lobos (30%), sendo que
este ndo se encontra na zona de temperaturas médias mais elevadas e o concelho
com menor prevaléncia foi o de Santa Cruz (4,76%), sendo este um dos que possui
temperaturas médias mais elevadas. Estas observacdes parecem indicar que, nesta
amostra, os factores ambientais ndo tém um papel determinante na diferenca
encontrada nas prevaléncias entre concelhos na regido. Provavelmente, a populacdo
do vector natural (Culex theileriy na Madeira estara plenamente adaptada a

variabilidade do clima da regido, sendo esta capaz de se desenvolver plenamente em
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temperaturas de 15 a 17 °C, mantendo assim uma densidade populacional de
mosquitos suficiente e capaz de transmitir a dirofilariose.

Além dos factores ambientais e da presenca e densidade da populacdo de vectores,
outros factores influenciam a transmissdo da dirofilariose canina, tais como: a
densidade da populacdo canina, o tipo de organizacdo populacional rural ou urbana
onde 0s animais vivem, 0s recursos socioecondémicos dos seus proprietarios e o
conhecimento e sensibilizagédo sobre a patologia.

No que diz respeito a densidade da populacdo canina, usando o critério da OMS ¥,
estimou-se que esta seja de 69 cdes/km? em Camara de Lobos (10% de 694
habitantes/km?), de 129 cdes/km? no Funchal (10% de 1293 habitantes/km?), de 31
caes/km? em Machico (10% de 315 habitantes/km?) e de 45 caes/km? em Santa Cruz
(10% de 455 habitantes/km?). *! Deste modo, provavelmente, Camara de Lobos teve
uma maior prevaléncia porque a densidade canina é grande comparando com o0s
restantes conselhos (excepto o Funchal — capital do arquipélago), porque é uma
cidade com caracteristicas ainda bastantes rurais, com populagdo humana de baixos
recursos econdmicos e baixa escolaridade, distribuida por bairros sociais que
concentra em pequenos nucleos grande parte da sua populagdo e 0 acesso aos
cuidados veterinarios limitado e pouco comum, visto que nesta cidade até a pouco
tempo ndo havia nenhuma clinica ou consultério médico-veterinario (Vetmédis abriu a
Dezembro de 2009) e que parte da populagdo ainda ndo esta sensibilizada para os
cuidados de saude dos animais de companhia.

Na amostra em estudo, foi estimada a prevaléncia de dirofilariose canina entre os
diferentes grupos etarios, sendo que as diferengas encontradas n&o foram
estatisticamente significativas, tal como foi referido em alguns dos estudos. B ¥ Na
bibliografia existem, igualmente, referéncias de que o risco de infestacéo por D. immitis
aumenta com a idade, tais como Kienle & Kittleson (1998) que referem que os animais
entre 0s quatro e sete anos sédo habitualmente mais afectados, Song et. al (2003) que
referem que os animais com mais de seis anos foram aqueles em que observaram
maior prevaléncia, entre outros que referem que quanto maior a idade maior a
prevaléncia observada. ' ! Os dados obtidos no estudo véo de encontro a estas
referéncias, visto que a prevaléncia € maior nesta mesma faixa etaria, no entanto ndo
é suficientemente maior que nos restantes para poder ser considerada significativa.

No que respeita ao porte (mini, pequeno, médio, grande e gigante) e ao habitat
(interior, exterior ou ambos) dos animais afectados pela dirofilariose canina, nesta
amostra ndo foram observadas diferencas estatisticamente significativas. Na
bibliografia é referido que os cé@es de grande porte e que vivem no exterior das
habitagbes apresentam um risco acrescido em relacdo aos caes de pequeno porte e

[28

que vivem no interior. ' % Assim como é referido por Appleton & Arlian (1979) que o
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habitat influencia mas o tamanho do animal ndo. Os dados obtidos neste estudo ndo
permitem apoiar as evidéncias referidas por estes autores.

Relativamente aos meios de

Positive
Adult Temale
infestacdo por D. immitis, no presente ‘ | Teartworm
Inlcction.

diagnéstico usados na deteccdo da

estudo foram utilizados trés testes para

detecgéo de infestacdo por D. immitis:

o teste imunoldgico rapido para Negative
with signs ol
IIARD,

técnica da gota fresca e a técnica de additional lesting
1s suggesled. )

deteccdo dos vermes adultos e a

Knott modificada para deteccdo de

microfilarias. O teste imunolégico rpido _ _
Figura 19 — Exemplo do aspecto de teste Withess®

foi efectuado em apenas 86 dos 257 Dirofilaria (Synbiotics) positivo e negativo.
analisados. Nos 86 animais avaliados, o

resultado foi consistente com o resultado da técnica de Knott modificada (negativo em
ambos ou positivo em ambos), o que significa que neste grupo de animais nao foram
detectadas infesta¢des ocultas, porém estas poderiam existir na restante amostra pelo
que seria necessario efectua-lo em toda a amostra para poder tirar conclusoes.
Desses animais testados (n=86), nove foram positivos a dirofilariose, o0 que revela uma
prevaléncia de 10,46%, aparentemente semelhante a obtida na totalidade da amostra
(11,67%), o que faz acreditar na consisténcia das observac¢des. A técnica da gota
fresca e técnica de Knott modificada foram utilizadas simultaneamente em toda
amostra (n=257), na qual se observou 26 e 30 animais positivos, respectivamente.
Esta diferenca nos resultados dever-se-4 a baixa sensibilidade da técnica da gota
fresca e uma vez que a técnica de Knott modificada é mais sensivel e especifica que a

anterior, tratar-se-a de falsos negativos.

Figura 20 — Testes rapidos com resultado positivo (fotografia Original)

Este estudo, contudo, apresenta algumas limitacbes na extrapolacdo dos seus
resultados para a totalidade da populacdo canina da Madeira. Ao nivel dos testes
utilizados ficou limitada, visto que néo foi possivel utilizacdo do teste imunol6gico

rapido em todos os animais, devido aos custos associados, pelo que as comparacdes
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de sensibilidade e especificidade entre este teste e os testes de deteccdo de
microfilarias em circulacdo ndo séo licitas.

Ao nivel dos resultados, estes sao licitos de analise, observacdes e conclusbées para a
populacdo alvo da qual foi retirada uma amostra representativa para analise com
precisdo relativa de 4,75% e intervalo de confianca (IC) de 95,25%. No entanto, a
extrapolagéo para populagao total, fica limitada na sua exactiddo porque este estudo
contém um viés do tipo sistemético ndo observacional (incluséo, exclusdo e omisséo),
devido ha utilizagcdo de uma amostragem néo aleatéria. Este viés seria controlado com
utilizacdo de amostragem aleatoria e recolha proporcional em todos os concelhos,
visto que a distribuicdo de animais ndo € semelhante entre estes.

Futuramente, seria util a elaboragéo de estudos, nesta regido da Madeira. Estudos que
completassem a totalidade da populacdo canina madeirense, tais como caes
domésticos sem assisténcia veterinaria habitual, caes errantes (abandonados) e caes
selvaticos. Estudos que utilizassem uma amostragem completamente aleatéria e
proporcional , de forma a esclarecer efectivamente a existéncia de diferengas entre os
varios concelhos e identificar grupos de risco, para se orientar e focar as campanhas
de sensibilizagdo, rastreamento e prevencédo da dirofilariose. Ainda estudos na ilha de
Porto Santo, visto que esta ilha tem um clima diferente e especifico em relagdo ao
restante arquipélago e surge hipotese de que possa haver elevados indices de
dirofilariose canina, pela observagcdo ocasional dos clinicos, pelo que seria de

interesse o seu esclarecimento.
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CONCLUSAO

Por se tratar de uma doenca de dificil diagnéstico, devido a existéncia de muitos
animais assintomaticos que actuam como reservatorios naturais, de caracter endémico
na regido da Madeira e de caracter zoonotico, a Dirofilariose Canina tem-se tornado
num grande desafio dentro da pratica da Medicina Veterinaria, nomeadamente de
saude publica e principalmente nesta regido do territério portugués.

Demonstrou-se que a prevaléncia estimada de Dirofilariose canina na populagéo alvo
do estudo, actualmente é 11,67% (IC 95,25%: 13,34-10,00). Esta diminuiu nos altimos
anos, o que pode revelar que o empenho no rastreamento e tratamento dos animais
afectados, eliminacdo dos reservatorios naturais e aplicacdo de medidas preventivas
eficazes, tem sortido efeitos na melhoria do bem-estar animal, assim como na saude
publica da regido. Ao nivel da localizacdo, observou-se que os cdes de Camara de
Lobos séo 3 a 6 vezes mais afectados que os caes do Funchal, Machico e Santa Cruz.
Pelo que é desejavel concentrar as campanhas de sensibilizacdo e controlo junto da
populacéo deste concelho.

A transmisséo e infestagdo por Dirofilaria immitis s&o influenciadas por varios factores
de risco. O género e a pelagem parecem ser factores de risco, em que os céaes
machos sdo afectados 2,3 vezes mais que as cadelas e que os cdes de pélo curto sdo
mais afectados que os de pélo comprido numa proporcéo de 2,2 para 1.

A idade, o porte, o habitat e a ragca ndo demonstraram terem influéncia significativa
sobre a prevaléncia da dirofilariose canina, neste estudo.

Deste modo, conclui-se que os métodos de controlo e tratamento tém sido produtivos,
pelo que devem ser mantidos e cada vez mais incentivados junto dos proprietarios dos
animais, principalmente junto dos grupos de risco identificados neste estudo. Deveriam
fazer-se estudos com maior exactiddo para correlacionar esta prevaléncia com a
localizacdo nos diferentes concelhos da Madeira, visto que esses dados ajudariam a
focar as campanhas de sensibilizacdo e prevencdo e melhorar actuacdo no controlo
dos reservatorios naturais. Também se deveria avaliar a Dirofilariose Felina na regiao
da Madeira, que continua sub-diagnosticada, apesar de os gatos apresentarem uma
guantidade de microfilarias D. immitis em circulag@o periférica diminuta que dificulta o
diagndstico. Visto que os felideos ndo sdo hospedeiros preferenciais, contudo sdo
igualmente afectados e constituem um foco de disseminacdo da doenca para cées e

humanos.
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Anexo 1 — Inquérito utilizado no estudo transversal da dirofilariose canina na llha da

ANEXQOS
Madeira
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Figura 21 — Inquérito usado no estudo transversal da dirofilariose canina na ilha da Madeira (imagem
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original extraida do ficheiro em pdf).



Anexo 2 — Analise estatistica dos dados através de Microsoft Office Excel 2007.

Obtido _ |Funchal Santa Cruz Machico Camara de lobos _ITotaI | Grau de certeza
Positivo 17 1 4 6| 28| com que se rejeita
Negativo 147 20 37 14] 218 a hipotese de serem
Total 164 21 41 20| 246 i &

IEErado [Funchal [Santa Cruz Machico Camara de lobos |
Positivo 19 2 5 2|

[Negativo 145 19) 36 18|

Obtido  [Macho [Fémea [Total Grau de certeza
Positivo 21] 9| 30 com que se rejeita
|Negativo 109| 118] 227 a hipotese de serem

Total 130 127| 257, independentes

Valor p 0,0197431
Esperado |Macho Fémea _{ X2 | 5434472
Positivo 15| 15

[Negativo | 115 112|
Obtido  |<2 anos |2-4anos [4-6anos [>6 anos [Total Grau de certeza
Positivo gl }g{ 4 S%I _30) com que se rejeita
Negativo 64 94 19 227| a hipotese de serem
Total 67| 110 23 57| 257 independentes
E: o |<2anos 2-4anos 4-6anos |>6 anos | X2 | 47171533
Positivo 8| 13 3| _7I
[Negativo 59| 7] 20| 50
Obtido Mini 1-4 kg [Pequeno 5-10 kg [Médio 11-25 kg [Grande 26-60 kg |Total | Grau de certeza
Positivo 1 8 10| 9 28| com que se rejeita
Negativo 18| 77) 86| 46 217_' a hipétese de serem
Total 19] 85 96| 55, 255 i
'EsErado Mini 1-4 kg Pequeno 5-10 kg [Médio 11-25 kg |Grande 26-60 kg X2 | 2,4694398]
Positivo 2 9| 1 6|
[Negativo 17 76| 85 9|
|Oblido 1- Exterior |2- Interior 3- Ambos Total Grau de certeza
Positivo 19 1 10 30 com que se rejeita
Negativo 145 29 53 227, a hipotese de serem
Total 164] 30, 63| 257 independentes
Esperado_|1- Exterior |2- Interior 3- Ambos 4,0425824
Positivo 19 4 7
|Negativo 145 26 56
Obtido _[1-Comprido___[2-Curto Total | Grau de certeza
Positivo 12| 18 30 com que se rejeita
Negativo 1«11_| 86 227, a hipotese de serem
Total 153 104 257 independentes
\Valor p 0,0173762
rado |1 i 2-Curto X2 5,657971
Positivo 18 12
Negativo 135 92
Obtido 'l_?a(;a Indeterminada Total Grau de certeza
Positivo 17 13 30 com que se rejeita
Negativo 107 120 227 a hipétese de serem
Total 124 133 257 independentes
Esperado 'ﬁaqa Indeterminada |
Positivo 14] 16|
Negativo 110 117|
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Figura 22 — Teste do Qui-quadrado na analise estatistica dos dados dos
resultados (imagem original extraida do ficheiro em pdf).
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