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LEISHMANIOSE FELINA E SUA ASSOCIACAO COM IMUNODEFICIENCIA VIRAL
E TOXOPLASMOSE EM GATOS PROVENIENTES DE AREA ENDEMICA PARA
LEISHMANIOSE VISCERAL

RESUMO - O objetivo do presente estudo foi determinar em uma populacao de 302
gatos provenientes de area endémica para leishmaniose visceral, a prevaléncia da
infeccdo por Leishmania spp. e a presenca de coinfeccédo pelo Toxoplasma gondii,
virus da imunodeficiéncia felina (FIV) e virus da leucemia felina (FeLV). Foram
evidenciadas formas amastigotas de Leishmania spp. em 9,93% (30/302) dos
animais. A prevaléncia da leishmaniose observada por meio dos métodos de ELISA-
proteina A, ELISA-IgG ou exame parasitolégico direto foi de 21,85% (66/302), sendo
13,64% (9/66) positivos no exame parasitoldgico direto e sororeagentes nas técnicas
de ELISA indireto. Doze animais (70,59%) foram sororeagentes para o FIV e a
Leishmania spp., enquanto 17 (25,76%) apresentaram anticorpos anti- Toxoplasma
gondii e anti-Leishmania spp. e cinco (71,43%) apresentavam infeccao pelos trés
agentes. Nao foi observada coinfeccdo entre Leishmania spp. e o FelLV. Houve
associacao estatisticamente significante entre a coinfeccdo por Leishmania spp. e
pelo virus da imunodeficiéncia felina, bem como entre a presenca de Leishmania
spp., do virus da imunodeficiéncia felina e do Toxoplasma gondii. A sensibilidade e a
especificidade dos métodos de ELISA-proteina A, ELISA-IgG e reacdo de
imunofluorescéncia indireta para o diagndéstico de leishmaniose felina foram de
56,6% e 89,47%, 55,55% e 90,96% e 54,55% e 96,80%, respectivamente. As
concordancias entre a RIFI e as técnicas de ELISA-proteina A e ELISA-IgG foram
fracas. No entanto, houve boa concordancia entre as duas ultimas técnicas. O
presente estudo verificou que gatos residentes em area endémica para leishmaniose
visceral sao predispostos a coinfeccdo por Leishmania spp. e virus da
imunodeficiéncia felina, e que parte deles desenvolvem sintomas inespecificos e

devem ser investigados em um diagnéstico diferencial.

Palavras-chave: coinfecgéo, retroviroses, felino, Leishmania  spp.,
sorologia, Toxoplasma gondii.
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FELINE LEISHMANIASIS AND ITS ASSOCIATION TO IMMUNODEFICIENCY
VIRUS AND TOXOPLASMOSIS IN CATS FROM AN ENDEMIC AREA FOR
VISCERAL LEISHMANIASIS

SUMMARY - The aim of this study was to determine, in a population of 302 cats from
an endemic area for visceral leishmaniasis, the prevalence of the infection by
Leishmania spp. and the presence of co-infection by Toxoplasma gondii, feline
immunodeficiency virus (FIV) and feline leukemia virus (FeLV). Amastigote forms of
Leishmania spp were evidenced in 9.93% (30/302) of the animals. Prevalence of
leishmaniasis by ELISA-prot A, ELISA-IgG or direct parasitological examination was
21.85% (66/302), being 13.64% (9/66) positive in both direct parasitological
examination and ELISA. Twelve animals (70.59%) were seroreagent for FIV and
Leishmania spp., while 17 (25.76%) showed antibodies against Toxoplasma gondii
and Leishmania spp. and five (71.43%) showed antibodies against those three
agents. Co-infection was not observed between Leishmania spp. and FeLV. There
was statistically significant correlation between the co-infection by Leishmania spp.
and by the immunodeficiency virus, as well as among the present of Leishmania spp,
feline immunodeficiency virus and Toxoplasma gondii. The susceptibility and the
specificities of (the methods) ELISA-prot A, ELISA-IgG and reaction of indirect
immunofluorescence for the diagnosis of feline leishmaniasis were 56.6% and
89.47%, 55.55% and 90.96% and 54.55% and 96.80%, respectively. The
agreements between RIFI and ELISA-prot A and ELISA-IgG techniques were weak.
However, there was a good agreement between the last two techniques. This study
verified that cats from endemic areas for visceral leishmaniasis are predisposed to
co-infection by Leishmania spp. and feline immunodeficiency virus, and that part of
them developed nonspecific symptoms and should be investigated in a differential

diagnosis.

Key-words: co-infection, retroviruses, feline, Leishmania spp., serology, Toxoplasma
gondii.
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1. INTRODUCAO

A leishmaniose visceral ou Calazar € uma doenca infecciosa com potencial
zoonotico, carater cosmopolita e de grande impacto na saude publica, causada por
diferentes espécies de protozoarios do género Leishmania. E transmitida, nas
Ameéricas, por fémeas de mosquitos pertencentes ao género Lutzomyia que, durante
o repasto sanguineo, se infectam por Leishmania chagasi.

Trata-se de uma doenca endémica nos cinco continentes, em 88 paises
localizados em regides tropicais e subtropicais, com uma populacao de 350 milhdes
de habitantes residindo em areas de risco e aproximadamente 12 milhdes de
pessoas infectadas. Na América Latina, a forma visceral ja foi identificada em 12
paises, com 90% dos casos ocorrendo no Brasil. No pais, o numero de casos da
enfermidade cresce ao longo dos anos, no entanto, mais importante que isso é a
ocorréncia de uma maior dispersao geografica, levando ao aparecimento de casos
em areas, até pouco tempo, consideradas indenes.

As mudangas no desenvolvimento, crescimento demografico, mobilidade
animal e humana séao fatores que modificam a distribuicdo biogénica ou o tropismo
dos vetores (Trophotaxis), fato que pode incorporar novos hospedeiros na cadeia
epidemioldgica da leishmaniose.

Atualmente vem chamando a atengdo o crescente numero de gatos
acometidos por leishmaniose visceral. Apesar de 0 cdo ser o reservatorio doméstico
mais importante para Leishmania spp., relatos de gatos naturalmente infectados
levam a crer numa possivel participagdo dessa espécie animal no ciclo
epidemioldgico da doenga.

Os habitos noturnos dos felinos domésticos coincidem com o periodo
crepuscular e noturno de repasto sanguineo das fémeas. Ademais, a preferéncia
alimentar dos flebotomineos parece possuir maior correlagdo com a disponibilidade
de hospedeiros que com a atratividade particular por determinada espécie.

O primeiro relato de infecgdo natural em felinos por leishmania do complexo
donovani foi descrito em 1912, na Argélia, quando se identificaram formas
amastigotas de Leishmania spp. na medula 6ssea de um gato doméstico, com
quatro meses de idade, que convivia com uma criangca € um cao acometidos por
leishmaniose visceral. O primeiro diagnodstico confirmado de leishmaniose visceral

em gato nas Américas data de 2000, no municipio de Cotia-SP. A partir de entao,
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outros estudos de prevaléncia no pais foram realizados em populacdes de gatos
provenientes de area endémica para leishmaniose visceral, identificando formas
amastigotas do parasito em tecidos linféides e sororeatividade por meio de técnicas
sorologicas. Os resultados reforcam a hipétese de que gatos podem ser uma
importante fonte de alimento para flebotomineos transmissores da doencga e,
conseguentemente, suscetiveis a infeccao.

O numero de gatos infectados ou mesmo doentes em éareas endémicas
parece ser bem inferior ao de cées, sugerindo que aqueles desenvolvam
principalmente imunidade celular quando infectados pelo parasito, imunidade esta
efetiva para controlar a infeccdo e conferir certo grau de resisténcia natural exceto,
provavelmente, em disturbios imunossupressores, que podem permitir a
disseminacao visceral do protozoario. Dentre as enfermidades com carater
imunossupressor mais importantes na espécie felina destacam-se a
imunodeficiéncia viral felina (FIV) e a leucemica viral felina (FeLV). Em um cenario
sombrio, a disseminacao da infeccao pelo virus da imunodeficiéncia humana (HIV)
estd ampliando as 4reas de ocorréncia da leishmaniose visceral e modificando a
epidemiologia da doenga. Esta condicdo pode ser semelhante no gato portador do
virus da imunodeficiéncia felina (FIV) que, uma vez infectado pelo retrovirus, pode
portar outros patégenos capazes de infectar gatos imunossuprimidos.

O virus da imunodeficiéncia felina e o virus da leucemia felina sao retrovirus
capazes de induzir uma perda progressiva de linfécitos CD4+ e CD8+, devido ao
tropismo por linfocitos e macréfagos. Desta forma, podem permitir a ocorréncia de
infecgOes cronicas e recorrentes.

O Toxoplasma gondii € um protozoario intracelular obrigatério causador da
toxoplasmose, uma zoonose que pode estar associada, em felinos, a
imunossupressao, uma vez que esta espécie alberga naturalmente o parasito sem o
desenvolvimento de sinais clinicos.

A preocupante possibilidade dos médicos veterinarios subdiagnosticarem a
leishmaniose visceral felina, tem como pressuposto a probabilidade de associagao
com outras doencas infecciosas e a auséncia de sinais clinicos patognoménicos das
protozoonoses e retroviroses em questdo. Por esta razdo, o presente estudo teve
por objetivo pesquisar a prevaléncia da infeccao por Leishmania spp. € a presenca

de uma possivel associacao entre a infecgdo por Leishmania spp. com o0 virus da
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imunodeficiéncia, o virus da leucemia e o Toxoplasma gondii em uma populacao de

gatos residentes em area endémica para leishmaniose visceral.
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2. REVISAO DE LITERATURA

As leishmanias sao protozoarios pleomorficos intracelulares com formas
promastigotas (flageladas) e amastigostas (aflageladas), pertencentes ao filo
Mastigophara, que compreende todos os protozoarios com um ou mais flagelos e
reproducao assexuada por fissdo binaria. Pertencem a classe Zoomastigophora, a
ordem Kinetoplastida, caracterizada pela presenca de um cinetoplasto, e a familia
Trypanosomatidae do género Leishmania. (LAINSON; SHAW, 1987; KONTOS;
KOUTINAS, 1993; CIARAMELLA; CORONA, 2003; GREENE et al., 2006a).

O primeiro caso da doenca em seres humanos ocorreu em 1835 na Grécia
(PESSOA; MARTINS, 1988). Cunningham, em 1885, observou os parasitos pela
primeira vez em casos de Calazar humano na india. Em 1898, o cientista russo
Borovsky descreveu detalhadamente estes parasitos em seres humanos com
leishmaniose cutanea, sem nomear ou estabelecer ordem sistematica (PESSOA;
MARTINS, 1988; MICHALICK; GENARO, 2005).

Em 1903, William Leishman reconheceu certa semelhanca entre as formas
redondas do Trypanosoma e da “leishmania”, enquanto, Charles Donovan descrevia
0s mesmos parasitos na enfermidade denominada Febre Dundum ou Calazar,
confundindo-os com o Trypanosoma brucei (PESSOA; MARTINS, 1988). No mesmo
ano, Bruce, Laveran e Mesnil consideraram estes microorganismos como sendo um
piroplasma, nomeando-o de Piroplasma donovani. Ainda em 1903, Major Ross
descobriu o género Leishmania, assim, o agente etiolégico da Calazar foi
denominado Leishmania donovani. Ap6s cinco anos, Nicolle e Comte foram
pioneiros ao encontrarem o parasito em caes na Tunisia (MICHALICK; GENARO,
2005).

Os principais agentes etiolégicos da leishmaniose sao classificados em dois
subgéneros, conforme seu desenvolvimento no interior do vetor. As espécies do
subgénero Leishmania tém sua diferenciacdo limitada ao intestino anterior e médio
do diptero, ja as do subgénero Viannia aderem os flagelos as paredes do intestino
posterior (paredes do piloro e/ou ileo), onde se desenvolvem até migrarem para a
porcao anterior e média. Em 1974, Lumsden incluiu na sua classificacdo do género
Leihsmania a proposta dos complexos, apresentada por Lainson e Shaw que

agrupou os parasitos do Velho Mundo nos complexos Leishmania tropica (as
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espécies causadoras de leishmaniose tegumentar) e Leishmania donovani (todas as
espécies causadoras de leishmaniose visceral humana) (MICHALICK, 2005).

A transmissado da leishmaniose visceral € estabelecida pelo ato hematéfago
no momento do repasto sanguineo realizado exclusivamente pelo vetor fémea.
Estes dipteros pertencem a familia Psychodidae e subfamilia Phlebotominae, a qual
compreendem os géneros: Phlebotomus e Lutzomyia (REY, 1991; GREENE et al.,
2006a).

No Brasil, a Leishmania (Leishmania) chagasi € o protozoario responsavel
pela leishmaniose visceral em canideos e seres humanos, os quais sdo infectados
através da picada da Lutzomyia longipalpis, embora mais recentemente o Lutzomyia
cruzi tenha sido identificada como a espécie pletora no Estado do Mato Grosso do
Sul (cidades de Corumba e Ladario) (SAO PAULO, 2006).

Os flebétomos sdo pequenos, medindo entre 2 a 3 mm de comprimento,
possuem o corpo de coloracdo palha ou castanho-claro revestido por pelos. Os
insetos possuem habitos intra e peridomiciliares, crepusculares e noturnos,
pousando com as asas entreabertas e discretamente eretas, deslocando-se em vbos
curtos e silenciosos, 0s quais nao denunciam seu pouso (REY, 2001). Sao
conhecidos popularmente como “mosquito palha”, “birigui”, “tatuquiras” (FEITOSA et
al., 2000), “asa dura”, “asa branca” e “cangalhinha” (REY, 1991).

O aparelho bucal das fémeas da Lutzomyia longipalpis € do tipo sugador,
constituido por ductos salivares responsaveis pela sintese de saliva rica em
biomoléculas ativas, com capacidade de facilitar a implantacdo da Leishmania spp.
nos animais reservatérios (SANTOS, 2006).

O ciclo biolégico do flebotomineo se processa em ambiente sombreado com
matéria organica Umida para completar quatro estagios larvais: ovo, larva (L a L),
pupa e adulto. A sobrevida é cerca de 20 a 45 dias, sendo que o periodo de
desenvolvimento do ovo até a fase adulta pode demorar 30 dias (SAO PAULO,
2006). A oviposi¢ao ocorre em locais tais como tocas de alguns roedores, casca de
arvores velhas, fendas na parede e lixo doméstico, os quais oferecem
microambiente favoravel (WHO, 1999 apud CABRERA).

As fémeas aladas buscam refugio em abrigo de animais domésticos e
criadouros, onde podem encontrar seu reservatorio predileto, as galinhas (Gallus
gallus domesticus), das quais conseguem sangue para maturagdo dos ovarios e

manutencdo no ambiente. Deste modo, a permanéncia destes reservatorios em
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areas urbanas colabora para a expansdo da leishmaniose (SANTOS, 2006; SAO
PAULO, 2006). Coutinho et al. (2005) demonstraram que o Rhipichephalus
sanguineus pode se infectar pela Leishmania chagasi, indicando a possibilidade de
participacao destes invertebrados na transmissdo do protozoario entre caes, fato
que abrange novos fatores de risco na complexa cadeia epidemioldgica das
leishmanias.

O ciclo biolégico heteroxénico da Leishmania chagasi inicia-se com o repasto
sanguineo de fleb6tomos fémeas dotadas de formas promastigotas metaciclicas,
consideradas infectantes. As formas infectantes sdo inoculadas na epiderme e
fagocitadas por células do sistema mononuclear fagocitico (SMF) e, no interior de
macréfagos diferenciam-se em formas amastigotas (aflageladas, redondas com um
cinetoplasto evidente) capazes de sofrerem intensa divisdo binaria. Uma vez
repletos de amastigotas, os macréfagos rompem-se e as liberam para outras células
fagociticas no figado, baco, linfonodos, medula éssea, pele e outros 6rgaos. Ao picar
o hospedeiro vertebrado infectado, o vetor ingere macréfagos parasitados que
romperdao em seu intestino médio, liberando as formas amastigotas prontas para
novas divisbes binarias e diferenciagio em promastigotas (flageladas), que
posteriormente originardo as paramastigotas (flageladas e fixas ao intestino médio
toracico — Estomodeu). Finalmente, o ciclo evolutivo do parasito no hospedeiro
invertebrado é completado em 72 horas quando as paramastigotas se transformam
em promastigotas metaciclicas (forma infectante) (GREENE, 2006a; SANTOS, 2006;
SAO PAULO, 2006), que podem bloquear o proventriculo e promover regurgitacdo
destas formas no momento da picada (DIETZE et al., 1991). Desta maneira, a
transmissao do parasito aos vetores ocorre enquanto houver parasitismo no sangue
periférico ou na pele dos reservatérios (CAMARGO et al., 2007).

O fato de os cées apresentarem maior prevaléncia e elevada quantidade de
parasitos na pele quando comparado ao homem talvez, explique a constatacdo de
que os casos humanos sao precedidos dos casos caninos (BANETH, 2006).

O primeiro caso de leishmaniose visceral humana foi descrito em 1913 por
Mignone, no Paraguai, ao examinar material de necropsia de um paciente que havia
contraido a doenca no municipio de Boa Esperanca, Estado do Mato Grosso
(MIGNONE apud BADARO; DUARTE, 2002).

O estreito convivio entre 0 homem e os reservatorios, bem como a elevada

densidade do vetor, o desmatamento e/ou 0 processo migratorio sdo 0s principais
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responsaveis pela ocorréncia de epidemias de leishmaniose visceral (GONTIJO;
MELO, 2004). Um exemplo disso é o que vem acontecendo no Estado de Sao Paulo
desde o0 ano de 1998, quando ocorreu a primeira descricdo autdéctone em um cao do
municipio de Aracatuba (LUVIZOTTO et al., 1999), um ano apo6s a captura de 23
espécimes de Lutzomyia longipalpis em duas casas na area urbana da mesma
cidade (COSTA et al., 1997; CAMARGO-NEVES; KATZ, 1999; TOLEZANO et al.,
1999). Desde entdo o numero de casos identificados vem aumentando
consideravelmente, sendo que, até julho de 2007, cerca de 37000 caes foram
submetidos a eutanasia. No mesmo periodo foram confirmados 911 casos em
humanos, dos quais 83 vieram a ébito (MARCONDES, 2007).

Embora a literatura compile informagdes que confirmam a participacao de
varios mamiferos na cadeia epidemiologica da leishmaniose visceral, o reservatoério
doméstico mais importante para a Leishmania chagasi € o cao (Canis familiaris)
(BANETH, 2006). Entretanto, existem relatos de gatos naturalmente infectados, que
levam a acreditar numa possivel participacdo desta espécie na cadeia
epidemioldgica da doenga (ROSSI, 2007; COSTA et al., 2010). A cultura de que as
leishmanioses seriam enfermidades apenas de seres humanos, caes e de alguns
animais selvagens, sem o acometimento de gatos, e a escassa literatura sobre os
aspectos clinico-patolégicos e epidemiolégicos em felinos, podem limitar o
conhecimento sobre o verdadeiro papel dos gatos no ciclo epidemioldgico da
enfermidade.

Em 1756, ao viajar para a cidade de Aleppo, na india, Alexander Russel
constatou que além do homem e dos cées, os gatos também eram acometidos pela
leishmaniose visceral (NAUCKE, 2000). Na Argélia, Sergent et al. (1912)
identificaram pela primeira vez um gato infectado por Leishmania spp.. A partir desta
constatacdo, outros casos foram descritos na Espanha (HERVAS et al., 1999; LEIVA
et al., 2005; MARTIN-SANCHEZ et al., 2007, AYLLON et al., 2008), Italia (POLI et
al., 2002; PENNISI et al., 2004; VITA et al., 2005), Franca (OZON et al., 1998;
GREVOT et al., 2005), Suica (RUFENACH et al., 2005), Portugal (COSTA-DURAO
et al., 1994; MAIA et al., 2008), Grécia (DAIKOU et al., 2009), Israel (NASEREDDIN
et al., 2008), Iran (HATAM et al., 2009) e no Brasil (Da SILVA et al., 2008).

A equipe de Evandro Chagas identificou o primeiro caso de leishmaniose
felina no Estado do Parda (MELLO, 1940), quando pesquisava possiveis

reservatérios no Brasil. Somente em 1996 um novo caso foi descrito em Minas
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Gerais (PASSOS et al., 1996). Posteriormente, dois relatos no Rio de Janeiro
(SCHUBACH et al., 2004) e outro no Mato Grosso do Sul (SOUZA et al., 2005).

O primeiro diagnostico confirmado de leishmaniose visceral em gato nas
Américas foi identificado no ano de 2000, em um animal do municipio de Cotia,
Estado de Sao Paulo. O animal apresentava hipertermia, desidratacao severa,
atrofia da musculatura temporal, linfoadenopatia, bem como aumento de volume
ulcerativo e sangrante no focinho, lembrando uma formacao neoplasica. O animal foi
soropositivo pela técnica de imunofluorescéncia indireta (RIFI), com titulo de 1:80, e
possuia intensa carga parasitaria observada na citologia aspirativa do ndodulo
cutdneo e da medula éssea. Contudo, ndo havia coinfeccdo pelo virus da
imunodeficiéncia felina e pelo virus da leucemia felina. A Reacdo em Cadeia de
Polimerase identificou Leishmania (Leishmania) infantum chagasi em amostra obtida
do fragmento do bago (SAVANI et al., 2004).

Os sinais clinicos da leishmaniose visceral felina ndo sdo patognoménicos,
ocorrendo manifestacées clinicas tais como desidratacdo, diarréia, émese,
depressao, anorexia (DUNAN et al., 1989; PENNISI, 1999), estomatite, gengivite
(LEIVA et al., 2005), uveite, ulceragdo no estroma corneal, iridociclite
granulomatosa, linfoadenomegalia local ou generalizada (HERVAS et al., 1999,
2001; PENNISI, 1999), além de lesbGes cutaneas, dermatite seborréica Ulcero-
crostosa, alopecia difusa (OZON et al., 1998) e dermatite ulcerativa (GREVOT et al.,
2005).

Maroli et al. (2007) submeteram um gato de 13 anos de idade, naturalmente
infectado por Leishmania infantum, ao xenodiagnéstico com Phlebotomus
perniciosus e constataram que o felino possuia capacidade infectiva aos vetores. O
animal estava infectado ha aproximadamente seis anos e apresentava infartamento
de linfonodos submandibulares, periodontite, bem como titulos de anticorpos em
1:160 obtidos por meio da reacao de imunofluorescéncia indireta.

No ano de 2007, Rossi, realizando um inquérito epidemiol6gico em 200 gatos
encaminhados ao Centro de Controle de Zoonoses do municipio de Aracatuba-SP,
identificou 14 gatos positivos, sendo oito por exame parasitolégico direto e seis por
exame soroldgico por meio da técnica de ELISA indireto, identificando alguns felinos
positivos em ambos os testes.

Costa (2008) pesquisando a prevaléncia de infecgéo por Leishmania spp. em
200 gatos de Aracatuba-SP, identificou 34 gatos positivos em pelo uma das técnicas
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utilizadas, sendo oito por exame parasitoldégico direto, nove por sorologia pela
técnica de ELISA indireto utilizando como conjugado a proteina A e 23 pela técnica
de ELISA indireto utilizando como conjugado anticorpo anti-IgG.

Embora haja somente informacdes superficiais sobre o verdadeiro papel do
gato no ciclo epidemiolégico das leishmanioses acredita-se que estes animais
infectados possuam certo grau de resisténcia natural a enfermidade (PENNISI,
2002; SOLANO-GALLEGO et al.,, 2007), provavelmente atrelados aos fatores
genéticos, sem relaciona-la estritamente com a imunidade celular (MANCIANTI,
2004).

Estudos realizados em modelos murinos demonstraram que macréfagos
parasitados e outras células apresentadoras de antigenos estimularam linfécitos T
do subtipo CD4+, com desenvolvimento de duas subpopulagdes de linfécitos T
auxiliares (Ta). A ativacao de linfécitos Tal estimula a produgéo de citocinas pré-
inflamatérias como o interferon gama (IFN-y), o fator de necrose tumoral (TNF) e
interleucina 2 (IL-2), as quais elevam a eficiéncia dos fagécitos e dos linfocitos
citotoxicos. Uma vez ativados, os macréfagos produzem radicais livres dependentes
de oxigénio, os quais promovem controle do parasitismo com eliminacao da
infeccao. Por outro lado, quando a infecgéo induz a uma resposta de linfécitos Taz2,
ha sintese de citocinas anti-inflamatérias como as IL-4, IL-5 e IL-10, bem como a
proliferacdo de células B e consequente produgao de anticorpos. Ainda que intensa,
a proliferacdo de imunoglobulinas é pouco efetiva na resposta imune contra o
parasito (BARBIERI, 2006, MICHALICK; GENARO, 2007).

Desta forma, a resposta mediada por linfécitos Tal estd relacionada a
capacidade do hospedeiro em controlar a infecgdo e a resposta por linfocitos Ta2
estda mais associada a progressdao da doenca (BARBIERI, 2006; MICHALICK;
GENARO, 2007). O balango da resposta imune mediada por células esta
relacionado a fatores como as citocinas presentes no sitio biolégico da estimulacao,
ao tipo de célula apresentadora de antigeno (APC), a natureza e a quantidade de
antigeno, a via de inoculacdo e o padrao genético do hospedeiro (ABBAS et al.,
2000).

Em funcédo dos reflexos clinicos causados pela leishmaniose canina, Feitosa
et al. (2000), em uma revisdo sobre a resposta imune do céo frente a uma infeccao
por Leishmania spp., comentaram que a leishmaniose se assemelha a uma doenga

imunemediada. Os aspectos relacionados ao sistema imunolédgico do felino infectado
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por Leishmania spp. ainda nao estdo esclarecidos, ainda mais quando a
enfermidade esta associada a outras doencas infecciosas de carater
imunossupressivo, comumente encontradas nesta espécie.

De acordo com Gramiccia e Gradoni (2005) em felinos com viroses
imunossupressivas concorrentes a leishmaniose, tais como a imunodeficiéncia viral
e a leucemia viral felina, ocorre prejuizo da resposta imune e disseminacao do
protozoario a semelhanca do quadro coinfectivo entre Leishmania-HIV em pacientes
humanos.

Os virus da imunodeficiéncia felina (FIV) e o da imunodeficiéncia humana
(HIV) pertencem a familia Retroviridae e ao género dos lentivirus, sendo similares no
que diz respeito as caracteristicas biol6gicas e as disfungcdes imunolégicas que
causam nos hospedeiros (DUA et al., 1994). Neste contexto, a sindrome da
imunodeficiéncia adquirida nos gatos domésticos tem ganhado um destaque
especial na medicina veterinaria, pois as semelhancas biolégicas e morfolégicas
entre o FIV e o HIV propiciam estabelecer modelos experimentais para a infeccao
pelos Lentivirus, visando o estudo da patogenia e desenvolvimento de novos
farmacos e vacinas (BACHMANN et al., 1997; WILLETT et al., 1997; FOOSHEE,
1998; AVERY, 2001).

O virus da imunodeficiéncia felina é eliminado em altas concentragdes na
saliva de gatos infectados, sendo o ato da mordedura o modo de transmissdo mais
eficaz (YAMAMOTO et al.,, 1989). Os sintomas inespecificos em gatos infectados
com o FIV incluem linfoadenopatia, mucosas palidas, gengivite/estomatite, perda de
peso rapido, alteracbes nos sistemas digestoério, tegumentar, oftdlmico e nervoso
(YAMAMOTO et al., 1989; SHELTON et al., 1990; BURKHARD; HOOVER, 1999;
TEIXEIRA; SOUZA, 2003).

A condicdo epidemioldgica cosmopolita do FIV determina taxas de
soroprevaléncia variando de 2,5% a 29,2% em popula¢des de gatos de varias partes
do mundo (RECHE Jr et al.,, 1997; ARJONA et al., 2000; YILMAZ; ILGAZ, 2000;
DORNY et al., 2002; LEVY et al., 2006; MARTIN-SANCHEZ et al., 2007; SOLANO-
GALLEGO et al., 2007; LARA et al., 2008).

Embora haja poucos relatos na literatura sobre a leishmaniose felina, alguns
estudos evidenciaram coinfecgdo por Leishmania spp. e pelo FIV (GREVOT et al.,
2005; POLI et al., 2002; PENNISI et al., 2004; SOLANO-GALLEGO et al., 2007).
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Hervas et al. (1999) afirmam que agentes imunossupressores, tais como o
FIV, o FeLV e o estresse podem induzir uma disfuncao imunolégica com prejuizo na
resposta imune celular, permitindo a multiplicacdo e disseminacao visceral da
Leishmania. Ademais, a marca imunoldgica da infeccao pelo FIV é a deplecédo de
linfécitos TCD4+ que, por conseguinte, promove a reducao da relacdo CD4+/CD8+ e
disfuncao das células B e T (TANIGUCHI, 1991; ACKLEY et al. 1990), a semelhanca
do que acontece nos individuos HIV-positivos (GEBHARD, 1999).

O virus da leucemia felina (FeLV) €& um retrovirus do género
Gammaretrovirus, que causa uma variedade de desordens proliferativas
(neoplasicas) e degenerativas (ndo neoplasicas) (HARDY JUNIOR, 1987;
PANTGINIS et al., 1997; ABUJAMRA et al., 2003; SOUZA; TEIXEIRA, 2003). Os
felinos persistentemente infectados eliminam particulas virais em menor quantidade
nas secrecdes respiratorias, lagrima, fezes, urina, sémen e leite. Todavia, a via de
transmissao efetiva ocorre na saliva, através do “grooming” e compartilhamento de
recipientes de agua e/ou alimento (ARJONA et al., 2000). O virus induz varias
doengas proliferativas, como linfomas e leucemias, e muitas enfermidades
degenerativas associadas as propriedades imunossupressoras do  virus
(HAGIWARA et al., 1997). Os sinais clinicos variam dependendo do tipo de doenga
e dos 6rgaos envolvidos, podendo incluir, anorexia, emagrecimento, febre, mucosas
palidas, gengivite, estomatite, uveite, dispnéia, diarréia e abscessos que nao
cicatrizam (LAPPIN, 1998; SOUZA; TEIXEIRA, 2003). A soroprevaléncia de infeccao
pelo virus da leucemia felina em diversos paises varia de 2,3% a 35,7% (ARJONA et
al., 2000; COSTA et al., 2000; YILMAZ; ILGAZ, 2000; DORNY et al., 2002; SOUZA;
TEIXEIRA, 2002; LEVY et al., 2006; MARTIN-SANCHEZ et al., 2007; SOLANO-
GALLEGO et al., 2007).

A toxoplasmose é uma protozoonose causada pelo Toxoplasma gondii, um
patégeno ubiquitario. Os felinos sdo fundamentais para a disseminacédo da doenca,
pois sdo 0s unicos hospedeiros da forma sexuada e definitiva do parasito. As fezes
dos gatos sdo a unica fonte de infecgdo para os herbivoros, os quais permitem a
ocorréncia do ciclo extraintestinal com proliferacdo de taquizoitos nos érgaos e
formacao de cistos contendo bradizoitos, que sao infectantes para os gatos, cées e
o homem. Gatos que se infectam pela ingestdo de bradizoitos podem desenvolver
um quadro de diarréia autolimitante em decorréncia da replicacao enteroepitelial do
parasito. No entanto, esta fase da doenca pode ser clinicamente silenciosa e de
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pouca importancia. Por outro lado, gatos imunossuprimidos podem apresentar
manifestagdes sistémicas em decorréncia de uma disseminagdo extraintestinal de
taquizoitos. Dentre os sinais clinicos destacam-se anorexia, letargia e dispnéia
causada por uma pneumonia. Outros sintomas incluem febre persistente ou
intermitente, perda de peso, ictericia, causada por hepatite ou colangio-hepatite,
émese, diarréia, efusdo abdominal, miopatias, neuropatias e morte. Também sao
frequentes as manifestacoes oculares da doenca. Os sinais clinicos observados em
adultos podem ser decorrentes de uma exposicao aguda ou da reativacao de uma
infeccdo cronica, pela liberacdo de bradizoitos em decorréncia de uma
imunossupressao (GREENE, 2006b).

Os valores mundiais de soroprevaléncia da infecgdo por Toxoplasma gondii
em gatos variam de 19,4% a 70,2% (LUCAS et al., 1998; LANGONI et al., 2001;
DORNY et al., 2002).

Gennari et al. (2006) pesquisando a soroprevaléncia de toxoplasmose em
uma populacdo de 98 caes portadores de leishmaniose visceral, no municipio de
Aracatuba-SP, identificaram 41% de soroprevaléncia, demonstrando a ocorréncia da
infeccdo e a presenca de associacao entre as duas enfermidades em céaes. Estudos
de soroprevaléncia de toxoplasmose em populacbes de gatos nos municipio de
Aracatuba-SP e Porto Alegre-RS registraram taxas de 24,20% e 32,5%,
respectivamente (PINTO et al., 2009; BRESCIANI et al., 2010).

Infeccbes por Toxoplasma gondii também tem sido associadas a infeccao
pelo FIV (LUCAS et al., 1998; DORNY et al., 2002). Lucas et al. (1998), avaliando
trés grupos de gatos, o primeiro naturalmente infectados por FIV, o segundo eram
doentes e negativos para a pesquisa de anticorpos anit-FIV e o terceiro eram higidos
e soronegativos para o FIV, identificaram maior frequencia de anticorpos anti-
Toxoplasma gondii no primeiro grupo. Deste modo, os autores sugeriram que a
coinfecgcéo pelos dois agentes pode promover a reativacdo de uma infeccéo latente
pelo Toxoplasma gondii e resultar em eliminacdo de oocistos nas fezes.

A semelhanca do céo, o diagnéstico clinico da leishmaniose visceral felina é
intricado em virtude da variedade de sinais clinicos inespecificos e, portanto,
comuns a outras enfermidades. Deste modo, faz-se necessaria a confirmacéo da
suspeita por meio do exame parasitolégico direto ou provas laboratoriais (FEITOSA,
2006), ja que a notificagdo compulséria da doenca é indispensavel (BRASIL, 2003).
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A comprovacao do diagnostico da leishmaniose visceral estd fundamentada
em métodos parasitoldgicos, soroldgicos e moleculares. Embora haja disparidade
entre alguns autores, 0 exame parasitologico é considerado, até o momento, teste
ouro para o diagnostico da doenca (LEONTIDES et al., 2002; SINGH; SIVAKUMAR,
2003).

A citologia aspirativa por agulha fina € um método prético, de baixo custo, de
facil execucao, infima agressao tecidual e amplamente utilizado como diagnéstico,
principalmente na rotina de clinicas veterinarias (FERRER, 1999). Desta forma, a
técnica é empregada com destaque no reconhecimento da infeccdo em gatos
(SIMOES-MATTOS, 2005). A especificidade é de 100%, contudo, a sensibilidade
depende do grau de parasitemia, do tipo de material biolégico coletado e do tempo
transcorrido na procura do parasito (SLAPPENDEL; GREENE, 1990). Neste caso,
passa a ser de 80% em animais sintomaticos e menor ainda em soropositivos e
assintomaticos (GENARO, 1993). Rossi (2007), ao avaliar 200 gatos provenientes
de area endémica para leishmaniose visceral, identificou formas amastigotas de
Leishmania spp. em oito animais.

A deteccéao de anticorpos anti-Leishmania spp. circulantes constitui o principio
das provas sorologicas recomendadas atualmente pelo Ministério da Saude para o
inquérito epidemioldgico canino, como a reagdo de imunofluorescéncia indireta e o
ELISA (BRASIL, 2003).

Na dependéncia do antigeno empregado, o teste de ELISA apresenta uma
sensibilidade e especificidade que variam de 94% a 99,5% e de 84,4% a 100%,
respectivamente (LAURENTI et al., 2005; ZANETTE, 2006). Em um estudo
conduzido por Rossi (2007), em 200 gatos do municipio de Aracatuba-SP, area
endémica para leishmaniose visceral, o ensaio de ELISA indireto com proteina A
demonstrou 16,7% de sensibilidade e 96,4% de especificidade. Costa (2008), ao
avaliar também 200 gatos residentes no mesmo municipio, por meio de ELISA
indireto utilizando como conjugados a proteina A e o anticorpo anti-IgG, obteve
valores de sensibilidade de 12,5% e 25% e de especificidade de 65,4% e 19,2%,
respectivamente.

Outro método sorolégico empregado comumente no diagnostico da
leishmaniose visceral € a reagdo de imunofluorescéncia indireta. Em inquéritos
caninos sua sensibilidade varia de 90% a 100% e sua especificidade de 80% a
100% (METTLER et al., 2005; ZANETTE, 2006). Este método é oneroso quando da
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analise de grande numero de amostras no que se refere ao tempo despendido para
a leitura das laminas. A dificuldade na execucao da técnica de RIFI ndo é diferente
da encontrada na realizacdo do ELISA indireto (ZANETTE, 2006).

Ha publicacbes com protocolos distintos quanto a escolha dos anticorpos e
suas respectivas diluicbes, contudo, a maior parte dos autores consideram
positividade em titulo igual ou superior a 1:40 (VITA et al., 2005; ROSSI, 2007; Da
SILVA et al. 2008; FIGUEIREDO et al., 2009). Rossi (2007), avaliando a
sensibilidade e a especificidade da RIFI no diagndstico da leishmaniose visceral
felina encontrou valores 12,5% e 100%, respectivamente.

Estudos relacionados a soroprevaléncia de anticorpos anti-Leishmania spp.
em gatos, por meio das técnicas de ELISA indireto, reacao de imunofluorescéncia
indireta, hemaglutinagdo indireta, aglutinacao direta e western blot, permitiram
resultados oscilando de zero a 68% (SHERLOCK, 1996; PENNISI, 2002;
GRAMICCI; GRADONI, 2005; VITA et al., 2005; DANTAS-TORRES et al., 2006a;
MARTIN-SANCHEZ et al., 2007). Estes valores podem variar conforme a
amostragem, técnica soroldgica, ponto de corte adotado e regido geografica de
estudo (DANTAS-TORRES et al., 2006a). Os métodos sorolégicos devem ser
interpretados com cautela, haja vista que ndao ha 100% de sensibilidade e
especificidade, permitindo resultados falso-negativos e falso-positivos.

A reacao em cadeia de polimerase (PCR) € um método direto e préspero para
o diagnédstico da leishmaniose visceral, por meio do qual é possivel identificar e
ampliar fragmentos de DNA do protozodrio em diversos tecidos como a medula
0ssea, linfonodos, baco, figado, rins, pele, dentre outros (NOLI, 1999; MARY et al.,
2004; BANETH, 2006). A sensibilidade e especificidade sdo préximas de 100%,
dependendo do tipo de tecido avaliado (ASHFORD et al., 1995). Martin-Sanchez et
al. (2007) avaliando 183 (31,6%) gatos, por meio das técnica de PCR e RIFI,
evidenciaram maior positividade na PCR em felinos com baixos titulos de anticorpos
anti-Leishmania spp. (1:20), contrastando com a populacdo de gatos que exibia
titulos maiores que 1:160, que apresentava as menores propor¢cdes de PCR
positivos (18,2%).

Dantas-Torres et al. (2006) salientaram que o diagndstico exclusivamente
clinico ndo permite a determinacdo da prevaléncia de leishmaniose felina. Desta
maneira, ainda que existam diversos métodos diagndsticos disponiveis, € preciso ter

coeréncia e conhecimento ao escolhé-los e cautela ao interpreta-los, permitindo que
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o conjunto racional e fundamentado dos mesmos garanta uma conduta ética e
veracidade do estudo.

O significativo impacto clinico-epidemiolégico em saude publica faz do cao
domeéstico o modelo experimental mais estudado para melhor compreensao das
leishmanioses. No entanto, € no minimo intrigante e digno de serem pesquisadas
outras espécies, como provaveis participantes do ciclo epidemiolégico da doenca,
haja vista a constante expansdao da mesma e modificacées biol6gicas dos agentes
etioldégicos e entomoldgicos. Ademais, os gatos estdo se tornando tdo comuns
quanto os caes nos lares, o que impulsiona a necessidade de atentar para esta

espécie em areas endémicas para a zoonose em questao.
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3. OBJETIVOS

O presente estudo teve como objetivos:

1.

Verificar a prevaléncia de infecgcdo por Leishmania spp., pelo virus da
imunodeficiéncia felina, pelo virus da leucemia felina e pelo Toxoplasma
gondii em uma populacdo de gatos residentes em Aragatuba, Sdo Paulo,

area endémica para leishmaniose visceral;

pesquisar a presenca de associa¢ao de infecgdo por Leishmania spp. com
o virus da imunodeficiéncia felina, virus da leucemia felina e Toxoplasma

gondii na populacao de gatos estudada;

determinar a sensibilidade e a especificidade dos métodos de ELISA
indireto e da reagao de imunofluorescéncia indireta (RIFI) em comparacao
com os resultados obtidos por meio do exame parasitologico direto para o
diagndstico de leishmaniose visceral felina;

determinar a concordancia entre os meétodos soroldgicos indiretos e
parasitolégico direto empregados no diagndstico de leishmaniose visceral

felina;
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4. MATERIAL E METODOS

4.1 Animais estudados

A presente pesquisa foi realizada com 302 felinos (escolhidos por
conveniéncia), independentes de ragca ou sexo, sintomaticos ou nao, com faixa
etaria a partir de seis meses de idade, encaminhados ao Centro de Controle de
Zoonoses (CCZ) do municipio de Aracatuba-SP (200 animais) ou provenientes de
duas residéncias (102 animais) localizados em bairros de classe social baixa do
mesmo municipio. Foi confeccionada uma ficha de dados individuais, na qual
constavam a procedéncia, idade aproximada (estimada pela analise da arcada
dentaria), sexo, raca e possiveis sintomas encontrados durante o exame fisico geral.

Parte dos animais foi castrada como medida de controle populacional.

4.2 Delineamento experimental

Amostras de sangue de 302 gatos foram colhidas e mantidas a temperatura
ambiente até a coagulagdo e retracdo visivel do coagulo e em seguida, foram
centrifugadas a 3000 r.p.m., durante cinco minutos para melhor separagcéo do soro.
Este, por sua vez, foi transferido para “eppendorfs” e congelado a - 80°C até o
momento do seu processamento. A pesquisa de anticorpos anti-Leishmania chagasi
foi realizada por meio de ensaio imunoensimatico (ELISA indireto) e da reacédo de
imunofluorescéncia indireta. As mesmas amostras foram avaliadas quanto a
presenca de anticorpos anti-Toxoplasma gondii por meio da reagdo de
imunofluorescéncia indireta (RIFI), enquanto que os anticorpos anti-virus da
imunodeficiéncia felina (FIV) e antigeno do virus da leucemia felina (FeLV) foram
testados por meio do comercial assay Kit' (SNAP®PFIV Antibody/FelLV Antigen
Combo Test).

Amostras de sangue total de trés animais foram colhidas em EDTA e
encaminhadas ao Laboratério de Biologia Molecular da IDEXX Reference
Laboratories® para a realizagdo de PCR em tempo real e identificagdo da espécie de

Leishmania.

"IDEXX Laboratories Inc., EUA
2West Sacramento, CA 95605
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O diagnéstico para toxoplasmose foi realizado em 251 animais, pois nao
havia aliquota de soro suficiente para o seu processamento nos outros animais.

Em todos os gatos foram realizadas também citologias aspirativas por agulha
fina (CAAF) de linfonodo e medula 6ssea para a pesquisa de formas amastigotas de
Leishmania spp. por meio de exame parasitolégico direto. As laminas foram coradas
com corante hematoldgico e observadas ao microscopio 6ptico em objetiva de 100X.

As fémeas foram castradas por meio da técnica de ovariosalpingo-
histerectomia (OSH) e os machos submetidos a orquiectomia pela técnica aberta;
ambos receberam Enrofloxacina® (5 mg/Kg) e Meloxicam* (0,1 mg/Kg), durante o
periodo pos-operatério.

O experimento foi delineado de acordo com os Principios Eticos na
Experimentacdo Animal (COBEA) e aprovado pela Comissdo de FEtica na
Experimentacao Animal (CEEA), conforme o protocolo n® 2008-005699.

4.3 Colheita de sangue total
Apés tricotomia e assepsia local, a colheita de sangue foi efetuada por
puncéo da veia jugular com agulhas 25 x 7 mm, acopladas a seringas estéreis de 10

mL para obter um volume minimo de cinco mililitros de sangue.

4.4 Citologia aspirativa por agulha fina (CAAF) de linfonodo e medula 6ssea

A CAAF do linfonodo foi realizada estritamente com a preensao do 6rgao com
os dedos e movimentos “em leque” com a agulha 25 x 7 mm, acoplada a seringa de
10 mL, ja a amostra de medula éssea foi obtida com agulha 40 x 12 mm acoplada a
seringa de 20 mL, posicionada na regido da crista iliaca, sempre apés tricotomia e
assepcia. As amostras de felinos provenientes de residéncias, quando submetidos a
castracao, foram colhidas no transoperatdrio mediante a anestesia dissociativa com
Acepromazina® (0,05 mg/Kg), Sulfato de morfina® (0,3 a 0,5 mg/Kg), Midazolam’ (0,5
mg/Kg) e Cloridrato de cetamina® (12 a 15 mg/Kg) por via intramuscular.

° FIotriI®2,5% — Schering-Plough Animal Health — Intervet Brasil

* Bioflac®— Cristalia Produtos Quimicos Farmacéuticos LTDA — Campinas, SP
® Acepran® 0,2% — Univet AS Industria Veterinaria — Sdo Paulo, SP

® Dimorf® — Cristalia Produtos Quimicos Farmacéuticos LTDA — Campinas, SP
” Dormonid®— Roche — Sao Paulo, SP

8 Vetaset®— Fort Dodge Satde Animal — Campinas, SP



40

A manutencéao foi administrada, quando requerida, por via intravenosa com 0s
ultimos dois farmacos na dose de 0,3 mg/Kg e 5 mg/Kg, respectivamente.

Apés a confeccao dos esfregacos dos 6rgaos supracitados, as laminas foram
coradas com corante hematolégico® e observadas ao microscopio 6ptico'®, em

objetiva de 100X para pesquisa direta de formas amastigotas de Leishmania spp.
4.5 Pesquisa de anticorpos anti-Leishmania chagasi.

4.5.1 Producao de antigeno total para o ELISA indireto e a RIFI

Foram isoladas, em meio de cultura Schneider suplementado com 10% de
soro fetal bovino inativado pelo calor, 2% de urina humana, 10 pg/mL de
gentamicina e 100 Ul/mL de penicilina, formas promastigotas de Leishmania
(Leishmania) chagasi, cepa MHOM/BR/72/cepa46, a partir de baco de hamster
cronicamente infectado. Apdés duas a trés passagens em cultura, as formas
promastigotas em fase estacionaria de cultivo foram entdo lavadas trés vezes em
solucdo salina tamponada (PBS) estéril, através de centrifugagcdo a 3.000 rpm
(1620g) a 4°C, em centrifuga refrigerada da marca Eppendorf'’, durante 10 minutos.
Para a realizacdo do ELISA indireto, as promastigotas foram estocadas em freezer a
-80°C na forma de precipitado no fundo do tubo. Para a preparacao do antigeno,
este precipitado contendo as formas promastigotas foi congelado em nitrogénio
liguido e descongelado em temperatura ambiente por trés vezes consecutivas.
Utilizou-se entdo uma aliquota para a dosagem de proteinas pelo método de
Bradford'®. Apés a dosagem de proteinas, foram feitas aliquotas para que se
evitassem congelamentos e descongelamentos sucessivos do antigeno, evitando
possivel agao de proteases.

Para a realizagdo da RIFI o precipitado no fundo do tubo foi ressuspendido
em solucado de formalina tamponada 2% e mantida a 4°C por 24 horas. Apds a
fixacdo das formas promastigotas, estas foram novamente lavadas em solucéao
salina tamponada e contadas em camara de Neubauer. A concentracao de parasitas
foi ajustada para 2x10° promastigotas/mL.

® Panético Rapido® — Laborclin — Curitiba, PR
"% Nikon®- Modelo YS 100

" Modelo 5804R

'2 Bio-Rad Protein Assay — Hercules, EUA
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4.5.2 ELISA indireto

Os ensaios para a padronizacao das diluicoes apropriadas do soro de gatos e
determinacdo da concentragdo do anticorpo IgG total anti-gato (ELISA-IgG) e da
proteina A (ELISA-proteina A) foram realizados nas diluicbes de 1:25, 1:50, 1:100,
1:200, 1:400, 1:800 e 1:1600 do soro dos animais controle positivo e negativo; bem
como diluicées de 1: 5000, 1: 10000, 1:20000, 1:40000 e 1:80000 do anticorpo anti-
lgG'® e a proteina A’ marcados com peroxidase. Desta maneira, a escolha das
melhores diluigcdes foi estabelecida pelas diferengas das densidades dpticas médias
dos dois controles, em duplicata, tendo sido consideradas a diluicdo de 1:200 de
soro e 1:80000 de anticorpo IgG total anti-gato e proteina A.

Apés a titulacdo em bloco, padronizaram-se as seguintes condi¢cdes para o
teste de ELISA indireto: as microplacas’ foram sensibilizadas com antigeno total de
Leishmania chagasi numa concentracdo de 20 ug/mL em tamp&o carbonato-
bicarbonato 0,05 M, pH 9,5 e incubadas 18 horas a 4°C. Apés a lavagem'® com
PBS-T por trés vezes, as placas foram bloqueadas com 150 pL de solucédo salina
tamponada acrescida de leite em p6 desnatado a 10%'” e incubadas a 37°C durante
duas horas em camara umida. Adicionaram-se 100 pL, por po¢o, das amostras de
soro dos gatos, dos controles positivos e dos controles negativos. As mesmas foram
testadas em duplicata e diluidas 1:200 em solucdo salina tamponada contendo
0,05% de Tween 20 (PBS-T) e, as placas foram incubadas por uma hora a 37°C.
Aplicaram-se 100 pL, por poco, do conjugado anti-IgG total de gato' ou Proteina A™
marcados com peroxidase, previamente diluidos 1:80.000 em PBS-T 0,05%. Apos a
incubacao durante 45 minutos a 37°C foram adicionados 100 mL da solugéo de
tetrametilbenzidina dihidroclorada'® (TMB). As microplacas foram incubadas em
camara escura por 30 minutos a 25°C. A reacao foi interrompida adicionando-se 50
uL de &cido sulfurico 2N (H.SO,4) e, a densidade o6ptica (D.O.) foi determinada em
leitor de ELISA'®, utilizando-se o comprimento de onda de 450 nm. Entre cada etapa
as microplacas foram lavadas'® com PBS-T por trés vezes.

'3 Catalogo n? A20-120P Bethyl — Montgomery, USA

‘4Catélo%o n® P8651 Sigma-Aldrich Brasil LTDA — Sao Paulo, SP

"> Costar® 3590

'® Lavadora de placa Wellwash 4 — Labsystems

" Molico®, Nestlé

'®555214, BD — San Diego, EUA

¥ Labsystems Multiskan EX, Thermo Fisher Scientifc Inc. — Waltham, MA
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Os resultados foram expressos pela média da densidade Optica obtida dos
soros em duplicata. Como controles positivos da reacao utilizou-se soro de gatos
parasitologicamente positivos com elevados titulos de IgG anti-Leishmania chagasi e
como controles negativos, soro de gatos higidos e provenientes de area nao
endémica para leishmaniose visceral.

Os valores da D.O. do grupo experimental foram corrigidos em funcao das
médias dos controles positivo e negativo, segundo o modelo matematico A/P.

A/P = D.0O. média da amostra — D.O. média do controle negativo

D.O. média do controle positivo — D.O. média do controle negativo

4.5.3 Determinacao do ponto de corte do método de ELISA

A determinacao do ponto de corte foi estabelecido utilizando-se a média das
densidades oOpticas de 50 animais soronegativos, dentre os 302 avaliados, acrescida
de trés desvios padroes. Desta forma, foi considerado o ponto de corte de 0,148
para o ELISA indireto com proteina A e 0,165 para o ELISA indireto com conjugado
anti-lgG total de gato.

4.5.4 Reacao de Imunofluorescéncia Indireta (RIFI)

Cada circulo das laminas de imunofluorescéncia®® foi sensibilizado
adicionando-se 20 pyL/mL da suspensao de parasitos em solucdo salina tamponada
(SST). Ap6s a secagem em estufa, as mesmas foram embaladas em papel extrafino
e papel aluminio e, acondicionadas em freezer a - 20°C. No momento do uso, as
laminas foram descongeladas em estufa durante cinco minutos. Em cada circulo,
previamente impregnado com antigeno, foram aplicados 20 pL das amostras de soro
dos gatos a serem testados, bem como os controles positivo (gato
parasitologicamente positivo) e negativo (gato higido e proveniente de area nao
endémica para leishmaniose visceral), diluidas em SST com pH 7,2 na concentracao
de 1:20 e 1:40. As laminas foram incubadas em camara umida a 37°C por 30

minutos e lavadas, por imerséo, trés vezes com SST durante cinco minutos cada.

20 Cédigo 213 — Perfecta®
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Apbs a secagem, foram acrescidos 20 uL de anticorpo anti-lgG de gato
conjugado com isotiocinato de fluoresceina®' diluido a 1:100 em azul de Evans 4
mg%*. Optou-se pela diluicio de 1:100 do conjugado por ter discriminado melhor os
soros positivos dos negativos para leishmaniose visceral felina. As laminas foram
novamente incubadas e lavadas como supracitado. Apds a secagem, as laminas
foram montadas com glicerina tamponada com carbonato-bicarbonato em pH 8,0 e
recobertas com laminula para leitura em microscépio de imunofluorescéncia®® com
objetiva plan-neofluar 25/08 em imersdo de agua. Os soros sabidamente positivo e
negativo foram utilizados em cada lamina para a validagcdo do teste. Foram
considerados reagentes as amostras que demonstraram as promastigotas
fluorescentes, inclusive o flagelo, e ndo reagentes as que apresentaram os parasitos
sem fluorescéncia com coloracédo avermelhada. O ponto de corte da reagao foi maior
ou igual a 1:40.

As amostras de soro reagentes foram novamente testados em titulagdes
seriadas na razao de 2 a partir de 1:40, ou seja, 1:80, 1:160, 1:320, até que a ultima
diluicdo apresentasse promastigotas fluorescentes, para determinar o titulo de

anticorpos presentes na amostra.

4.6 Pesquisa de anticorpos anti-Toxoplasma gondii pela técnica de RIFI

Em cinco cavidades de uma microplaca foram adicionados 150 pL de solugao
salina tamponada (SST), aplicando-se, em seguida 10 uL de soro teste na primeira
cavidade (diluicdo de 1:16). Apdés homogeneizacao, foram transferidos 50 uL do soro
diluido da primeira cavidade para a segunda, repetindo o procedimento até a quinta
cavidade, sendo 50 pL do ultimo pogo desprezados (diluicoes de 1:64, 1:256, 1:1024
e 1:4096). Os soros controle positivo e negativo seguiram o mesmo procedimento
nesta microplaca. Cada cavidade da lamina de imunofluorescéncia fixada com
antigeno recebeu 10 pL das diluicdes do soro testado. Em seguida, foram incubadas
por 30 minutos em camara umida a 37°C, lavadas duas vezes com SST por 10

minutos e secas na estufa.

T Catalogo n° F4262, FITC antibody produced in goat, Sigma-Aldrich — St. Luis, MO, EUA
2 Direct Blue 53, Cl 23860, E-2129, 100 g, Sigma-Aldrich — St. Luis, MO, EUA
28 Zeiss, West Germany
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O anticorpo anti-espécie conjugado ao isotiocianato de fluoresceina®,
segundo seu titulo previamente estabelecido, foi diluido em azul e Evans a 20
mg%?° (titulado 1:5 em SST). Distribuidos 10 pL do conjugado em cada diluicdo da
lamina procedeu-se com a incubacédo por 30 minutos em camara umida a 37°C.
foram lavadas duas vezes em SST por 10 minutos e secas em estufa. As laminas
foram montadas com glicerina tamponada pH 8,5, laminula 24 mm x 60 mm e
examinadas em microscépio de fluorescéncia com objetiva de 40X?°. Apés a leitura
dos controles, foi considerada como titulo final a mais alta diluigdo do soro em que
houve fluorescéncia completa da borda de pelo menos 50% dos taquizoitos. A
fluorescéncia polar, ou seja, aquela em que apenas a extremidade dos parasitos
ficou fluorescente foi atribuida as reacdes inespecificas e, portanto, negativa. O

ponto de corte foi de 1:16.

4.7 Pesquisa de anticorpos anti-virus da imunodeficiéncia felina (FIV) e
de antigenos do virus da leucemia felina (FeLV)

A presenca de anticorpos anti-virus da imunodeficiéncia felina e do antigeno
do virus da leucemia felina foram realizadas por meio do comercial assay Kit
SNAP®FIV Antibody/FeLV Antigen Combo Test?” que utiliza o antigeno p27 do virus
da leucemia felina e anticorpos monoclonais p24 para o virus da imunodeficiéncia
felina. A metodologia e a interpretacdo dos resultados seguiu a recomendacao do
fabricante.

4.8 Amplificacao de DNA de Leishmania spp. pela reacao em cadeia de
polimerase em tempo real (RT-PCR)

4.8.1 Extracao de DNA

As amostras de sangue total de trés gatos, acondicionadas em EDTA, foram
estocadas a - 20°C antes da extracao total do acido nucléico e da realizagédo da PCR
em tempo real. A extracao foi realizada por meio do protocolo padrédo do sistema
Corbett XTractor-Gene platform. O controle interno da reagédo foi obtido pela

amplificagéo de fragmentos do gene 18S-rRNA.

4 A20-120F, antibody FIFC conjugated — Bethyl, USA
% AG-Fluka, Deutschland

% Zeiss, modelo sh 250, Deutschland

2" IDEXX Laboratories Inc., EUA
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4.8.2 PCR em tempo real (TaqMan)

A reacao em cadeia da polimerase foi fundamentada em oligonucleotideos
para PCR em tempo real de propriedade da IDEXX?®, que s&o derivados do gene
Metaloproteinase gp63, com sonda desenhada para o sistema TapMan.

4.9 Analise estatistica
Os resultados obtidos foram submetidos a andlise estatistica através dos testes
nao-paramétricos de Qui-quadrado, de Fisher e de Mc Nemar com o intuito de verificar se
existia uma maior predisposicdo ao aparecimento de FIV e FelLV em gatos com
leishmaniose e se 0s mesmos possuiam maior chance de desenvolverem toxoplasmose.
A sensibilidade e a especificidade dos métodos de ELISA indireto e da reacao
de imunofluorescéncia indireta foram determinadas considerando-se como

referéncia os resultados obtidos no exame parasitologico direto.

Sensibilidade = verdadeiros positivos x 100

(verdadeiros positivos + falsos negativos)

Especificidade = verdadeiros negativos x 100

(verdadeiros negativos + falsos positivos)

O coeficiente Kappa foi usado para avaliar a concordancia entre os métodos,
e sua interpretacao foi feita de acordo com Landis e Koch (1977) (Tabela 1). As
andlises estatisticas foram determinadas empregando-se o programa Statistical
Analysis System (SAS, 1999) e consideradas significativas quando p < 0,05.

2 \West Sacramento, CA 95605
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Tabela 1. Valores de coeficiente Kappa e sua respectiva concordancia, de acordo

com Landis e Koch (1977).

Kappa Concordéancia
0,20-0,0 Nao significante
0,21-0,40 Fraca
0,41-0,60 Moderada
0,61-0,80 Boa
0,81-1,00 Excelente
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5. RESULTADOS

5.1 Populacao estudada

A populacao estudada foi composta por 302 gatos, provenientes do Centro de
Controle de Zoonoses do municipio de Aracatuba-SP (200 animais) e de duas
residéncias (102 animais) com livre acesso a rua, sendo 152 (50,33%) fémeas e 150
(49,67%) machos, 287 (95,03%) animais sem raca definida e 15 (4,97%) gatos da
raca siamés. Os animais entre seis meses e um ano de idade compreendiam
41,39% (125 gatos) da populacao estudada, 34,77% possuiam entre um e trés anos
(105 gatos), 15,90% de trés a cinco anos (48 gatos) e 7,95% tinham idade superior a
cinco anos (24 gatos). No que concerne a condigcéo clinica dos felinos estudados,
65,56% (198/302) dos animais eram clinicamente sadios, enquanto 34,44%
(104/302) apresentavam sintomas inespecificos no exame fisico geral. Das
alteracdes clinicas mais comumente identificadas na populacdo de gatos estudada
constatou-se a presenca de dermatopatias em 14,24% (43/302) dos amimais,
linfoadenomegalia em 12,58% (38/302), perda de peso em 11,92% (36/302),
desidratacdo em 5,30% (16/302), alteracdo no estado de consciéncia em 2,98%
(9/302), secrecao nasal em 2,64% (8/302), secrecao ocular em 2,32% (7/302),
hepatoesplenomegalia em 1,66% (5/302), mucosas palidas e estomatite em 1,32%
(4/302), diarréia em 0,99% (3/302), emaciacao, hipertrofia de tonsilas e efusao
toracica em 0,66% (2/302), efusdo abdominal e opacidade de cérnea em 0,33%
(1/302).

As alteracdes dermatoldgicas dos 43 gatos em destaque foram a presencga de
alopecia em 25,58% (11/43), a deposicao de crostas melicéricas em 16,28% (7/43),
comedos e lesao ulcerativa em 9,30% (4/43), deposicdo de crostas hemorragicas
em 6,98% (3/43), eritema, lignificagcdo, rarefacdo pilosa, hiperqueratose,
hiperpigmentacdo e dermatite Umida aguda em 4,65% (2/43), seborréia,
descamacao cutanea furfuracea e colaretes epidérmicos em 2,33% (1/43). Do total
de 302 animais examinados, 4,97% (15/302) apresentaram infestacdo por

ectoparasitas.
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5.2 Deteccao de formas amastigotas de Leishmania spp. por meio do
exame parasitoldgico direto

Os esfregacos dos tecidos de linfonodo e de medula éssea foram realizados
em duplicata, totalizando a leitura de aproximadamente 400 laminas. Foram
evidenciadas formas amastigotas do parasito em 9,93% (80/302) animais. Destes,
63,33% (19/30) animais apresentavam alteracdes clinicas sistémicas e 70% (21/30)
eram soronegativos. Cinquenta por cento dos felinos apresentaram parasitismo em
ambos os 6rgéaos linféides, 30% (9/30) exclusivamente nos linfonodos e 20% (6/30)
somente na medula 6ssea (Figura 1 e Tabela 2).

Figura 1 — Fotomicrografia de citolologia aspirativa por agulha
fina (CAAF) de medula éssea de gato proveniente
de é&rea endémica para leishmaniose visceral.
Notar a presenca de formas amastigotas de
Leishmania spp. (setas). Aumento de 1000X.
(Aragatuba-SP, 2010)
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Tabela 2 — Resultados da pesquisa de formas amastigotas de Leishmania spp. por
meio do exame parasitolégico direto em citologia aspirativa por agulha
fina (CAAF) de linfonodo e medula éssea, em numero absoluto e
percentagem, de 30 gatos provenientes do municipio de Aracatuba.
(Aracatuba-SP, 2010)

. CAAF
Tecido
NUmero de animais Percentagem
Linfonodo 9 30%
Medula 6ssea 6 20%
Linfonodo e medula 6ssea 15 50%
Total 30 100%

5.3 Deteccao de anticorpos anti-Leishmania chagasi por meio da técnica
de ELISA indireto e da RIFI

Dos 302 gatos submetidos a sorologia, 12,91% (39/302) apresentaram
valores de densidade éptica (D.O.) acima do ponto de corte para a técnica de
ELISA-proteina A, 10,93% (83/302) foram soropositivos por meio da técnica de
ELISA-IgG e 4,64% (14/302) apresentaram fluorescéncia por meio da reacao de
imunofluorescéncia indireta. Destes, 71,43% (10/14) dos felinos obtiveram titulos de
anticorpos iguais a 1:40, 21,43% (3/14) titulos de 1:80 e apenas 7,14% (1/14) foi
sororeagente com titulos até 1:160.

Vinte e nove (9,60%) felinos obtiveram valores de D.O. acima do ponto de
corte em ambas as técnicas de ELISA indireto, evidenciando uma boa concordancia
entre as mesmas (p = 0,1088; Kappa = 0,7794) (Tabela 3). Por outro lado, nao se
observou boa concordancia entre a reacdo de imunofluorescéncia indireta e as
técnicas de ELISA-proteina A (p = 0,0001; Kappa = 0,2103) (Tabela 4) e ELISA-IgG
(p = 0,0006; Kappa = 0,2945) (Tabela 5). Desta forma, optou-se por desconsiderar
os resultados da reacdo de imunofluorescéncia indireta, quando da determinacédo da
prevaléncia de leishmaniose visceral na populacao estudada.

Considerando-se os resultados dos exames parasitolégico e sorolégicos por
meio das técnicas de ELISA-proteina A e ELISA-IgG, a prevaléncia de leishmaniose

visceral felina na populagéo estudada foi de 21,85% (66/302).
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Tabela 3 — Resultados de sorologia para leishmaniose visceral por meio das
técnicas de ELISA indireto, utilizando como conjugados a proteina A
(ELISA-proteina A) e o anticorpo anti-lgG (ELISA-IgG), em numero
absoluto e percentagem, de 302 gatos provenientes de area endémica
para a doenca. Analise estatistica e coeficiente de concordancia entre
0s métodos. (Aracatuba-SP, 2010)

Métodos ELISA-proteina A
sorolégicos Positivo Negativo P Kappa
ELISA-1IgG Positivo 29 (9,60%) 4 (1,32%) 0,1088* 0,7794%

Negativo 10 (3,31%) 259 (85,76%)

*Teste de McNemar (p < 0,05 significativo).
dconcordéancia boa.

Tabela 4 — Resultados de sorologia para leishmaniose visceral por meio da técnica
de ELISA indireto, utilizando como conjugado a proteina A (ELISA-
proteina A) e da reacdo de imunofluorescéncia indireta (RIFI), em
namero absoluto e percentagem, de 302 gatos provenientes de area
endémica para a doenca. Analise estatistica e coeficiente de
concordancia entre os métodos. (Aracatuba-SP, 2010)

Métodos ELISA-proteina A
sorolégicos Positivo Negativo P Kappa
RIFI Positivo 7 (2,32%) 7 (2,32%)  0,0001* 0,2103%

Negativo 32 (10,60%) 256 (84,77%)

*Teste de McNemar (p < 0,05 significativo).
dconcordancia fraca.
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Tabela 5 — Resultados de sorologia para leishmaniose visceral por meio da técnica
de ELISA indireto, utilizando como conjugado o anticorpo anti-lgG
(ELISA-IgG) e da reacao de imunofluorescéncia indireta (RIFI), em
namero absoluto e percentagem, de 302 gatos provenientes de area
endémica para a doenca. Andlise estatistica e coeficiente de
concordancia entre os métodos. (Aracatuba-SP, 2010)

Métodos ELISA-IgG
soroldgicos Positivo Negativo P Kappa
RIFI Positivo 8 (2,65%) 6 (1,99%) 0,0006* 0,2945%
Negativo 25 (8,28%) 263 (87,09%)

*Teste de McNemar (p < 0,05 significativo).
dconcordéancia fraca.

5.4 Determinacao da sensibilidade, especificidade e concordancia entre
0 exame parasitologico direto e os métodos sorolégicos para o diagnéstico de

leishmaniose visceral

O exame parasitolégico direto foi o método utilizado como referéncia para a
determinacdo dos valores de sensibilidade e a especificidade das técnicas
soroldgicas. Deste modo, a sensibilidade e a especificidade foram respectivamente,
56,6% e 89,47% para a técnica de ELISA-proteina A; 55,55% e 90,96% para o
método de ELISA-IgG e 54,55% e 96,80% para a RIFl. Dos 302 felinos
parasitologicamente positivos em 2,32% (7/302) dos animais foram identificadas
formas amastigotas de Leishmania spp. e soropositividade por meio do ELISA-
proteina A (Kappa = 0,1067); 1,99% (6/302) apresentaram anticorpos anti-
Leishmania chagasi por meio do ELISA-IgG (Kappa = 0,0964) e somente 1,66%
(5/302) foram considerados infectados por meio da RIFI (Kappa = 0,1751). Os
valores de sensibilidade, especificidade e concordancia entre os métodos
empregados estdo demonstrados na tabela 6.
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Tabela 6 — Resultados dos exames soroldgicos por meio das técnicas de ELISA-proteina
A, ELISA-IgG e reacdo de imunofluorescéncia indireta (RIFI) de 302 gatos
provenientes do municipio de Aracatuba-SP, considerando-se o exame
parasitolégico direto como padrédo ouro. Sensibilidade, especificidade e
coeficiente Kappa. (Aragatuba-SP, 2010)

Métodos Parasitoldgico
sorologicos positivo negativo Sensibilidade Especificidade Kappa
ELISA-proteina A

positivo 7 (2,32%) 32 (10,59%) 56,60% 89,47% 0,1067*
negativo 23 (7,62%) 240 (79,47%)

ELISA-1IgG
positivo 6 (1,99%) 27 (8,94%) 55,55% 90,96% 0,0964 "
negativo 24 (7,95%) 245 (81,13%)

RIFI

positivo 5 (1,66%) 9 (2,98%) 54,55% 96,80% 0,1751*

negativo 25 (8,28%) 263 (87,09%)

*concordancia insignificante.

5.5 Deteccao de anticorpos anti-Toxoplasma gondii, anti-virus da
imunodeficiéncia felina (FIV) e de antigenos do virus da leucemia felina (FeLV)

Aproximadamente 20% (51/251) dos gatos submetidos a sorologia para
toxoplasmose foram sororeagentes. Destes, 37,25% (19/51) possuiam titulos de
1:16; 47,06% (24/51) titulos de 1:64; 9,80% (5/51) titulos de 1:256 e 5,88% (3/51)
titulos de 1:1024.

Dos 302 gatos testados, 5,63% (17/302) apresentaram anticorpos anti-virus
da imunodeficiéncia felina e apenas uma (0,33%) fémea sintomatica com idade

superior a cinco anos possuia antigenos do virus da leucemia felina.
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5.6 Amostragem populacional infectada por Leishmania spp.

Dos 66 animais infectados por Leishmania spp., 51,51% (34/66)
apresentaram sorologia positiva e exame parasitolégico direto negativo, enquanto,
34,85% (23/66) possuiam formas amastigotas do parasito na citologia aspirativa de
orgaos linféides sem a presenca de anticorpos séricos e 13,64% (9/66) dos animais
possuiam exame parasitoldgico direto positivo e eram sororeagentes aos métodos
de ELISA indireto (Tabela 7).

Tabela 7 — Resultados da sorologia por ELISA indireto (proteina A e conjugado
anti-lgG) e exame parasitologico direto de 66 gatos infectados por
Leishmania spp., provenientes do municipio de Aracatuba-SP.
(Aragatuba-SP, 2010)

ELISA Parasitologico
Positivo Negativo Total
Positivo 9 (13,64%) 34 (51,51%) 43
Negativo 23 (34,85%) 0 23
Total 30 36 66

Verificou-se uma associagao estatisticamente significante entre o sexo e a
ocorréncia de leishmaniose visceral (p = 0,0316), sendo os machos considerados
mais predispostos. O mesmo foi observado quanto a presenca de sinais clinicos
sistémicos (p < 0,0001). Todavia, ndo houve correlacdo no que concerne a faixa
etaria destes animais (p = 0,1316) (Tabela 8).
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Tabela 8 — Numero e percentagem de 66 gatos infectados por Leishmania spp.,
provenientes de area endémica para leishmaniose visceral, segundo o
sexo, faixa etaria e condicao clinica. (Aragatuba-SP, 2010)

Variaveis Animais infectados P
Sexo
Macho 41 (62,12%) 0,0316%
Fémea 25 (37,88%)
Faixa etaria
6 meses-1 ano 30 (45,45%)
1-3 anos 16 (24,24%) 0,1316°
3-5 anos 15 (22,73%)
>5 anos 5 (7,58%)
Condigéao clinica
Sintomatico 40 (60,61%) < 0,00012
Assintomatico 26 (39,39%)

“Teste de X?; °Teste de Fisher; (p < 0,05 significativo).

No que tange a presenca de coinfeccdes, dos 17 animais soropositivos para
imunodeficiéncia felina, 70,59% (12/17) apresentavam leishmaniose, demonstrando
uma associacao entre as duas enfermidades (p < 0,0001). Por outro lado, dos 66
animais infectados por Leishmania spp., apenas 25,76% (17/66) apresentavam
anticorpos anit-Toxoplasma gondii, nao havendo associacdo estatisticamente
significante entre a ocorréncia das duas protozoonoses (p >1,000). Sete animais
apresentaram anticorpos anti-virus da imunodeficiéncia felina e anti-Toxoplasma
gondii. Destes, 71,43% (5/7) estavam também coinfectados por Leishmania spp.,
verificando-se uma associacao estatisticamente significante entre a presenca dos
trés agentes infecciosos (p < 0,0001) (Tabela 9).
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Tabela 9 — Resultados da pesquisa de anticorpos anti-virus da imunodeficiéncia
felina (FIV) e anti-Toxoplasma gondii em numero absoluto e
percentagem de gatos infectados por Leishmania spp., provenientes do
municipio de Aracatuba-SP. (Aragatuba-SP, 2010)

Agentes infecciosos Leishmania spp. P
FIV positivo 12 (70,59%) < 0,0001
negativo 5(29,41%)
T. gondii  positivo 17 (25,76%) > 1,000
negativo 34 (51,52%)
FIV e T. gondii positivo 5 (71,43%) < 0,0001
negativo 2 (28,57%)

*Teste de McNemar (p < 0,05 significativo).

Cerca de 60% (40/66) dos gatos infectados por Leishmania spp.
manifestaram sintomas compativeis com a doenca. Destes, 52,50% (21/40) nao
apresentaram coinfec¢ao pelos outros agentes testados (FIV, FelLV e Toxoplasma
gondii). Os sinais clinicos mais observados nesses animais foram hipertrofia dos
linfonodos popliteos e submandibulares verificada em 25% (10/40) dos gatos, perda
de peso em 15% (6/40), alopecia em 7,5% (3/40), secrecédo ocular em 7,5% (3/40),
desidratacdo em 5,0% (2/40), rarefacéo pilosa em 5,0% (2/40), descamacao cutanea
furfuracea em 5,0% (2/40), apatia em 2,5% (1/40), hipertrofia de tonsilas em 2,5%
(1/40), hepatoesplenomegalia em 2,5% (1/40), secrecdo nasal em 2,5% (1/40),
opacidade de cérnea em 2,5% (1/40), deposicao de crostas hemorragicas na pele de
2,5% (1/40) e deposicdo de crostas melicéricas na pele de 2,5% (1/40) dos gatos
(Figura 2, 3 e 4).



Figura 2 — Gato infectado por Leishmania spp.. Verificar a hipertrofia

bilateral das tonsilas (A) e secreg¢do ocular bilateral com
aspecto purulento (B). (Aracatuba-SP, 2010)

Figura 3 — Gatos infectados por Leishmania spp.. Verificar desidratacao,

perda de peso e apatia (A); opacidade de cornea bilateral do
tipo nébula (B). (Aragatuba-SP, 2010)

56
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crostas melicéricas
crastas hemorragicas
opacidadede cornez
secregdo nasa

hepatoesplenomegalia

hipertrofia de tonsilas

Figura 4 — Distribuicdo, em percentagem, segundo as alteragdes clinicas
sistémicas, de 21 gatos acometidos exclusivamente por
leishmaniose, provenientes do municipio de Aracatuba-SP.
(Aragatuba-SP, 2010)

Dos 40 gatos sintométicos, quatro (10%) estavam acometidos por
leishmaniose visceral e imunodeficiéncia felina. Dois destes apresentavam lesdes
crostosas na face (gatos n® 131 e 178), um felino possuia ictericia e
hepatoesplenomegalia (gato n® 178), um apresentava perda de peso, hipertrofia dos
linfonodos popliteos, estomatite na regido sublingual, alopecia, hiperqueratose e
lignificacdo da pele em regiao de pavilhdo auricular externo (Figura 5A) e outro
possuia desidratacdo moderada, apatia, secrecdo ocular purulenta bilateral,
hiperqueratose, lignificacdo e hiperpigmentacdo cutédnea das regides cefalica e

cervical (Figura 5B).
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Figura 5 — Gatos portadores de anticorpos anti-Leishmania chagasi e anti-

virus da imunodeficiéncia felina. Verificar alopecia,
hiperqueratose, lignificacdo (A e B) em regidao de pavilhdo
auricular externo e hiperpigmentacao cutédnea na face dorsal
da regido cefalica e cervical (B). (Aracatuba-SP, 2010)

Dos 40 felinos sintomaticos, 12 (30%) estavam coinfectados por Leishmania
spp. € Toxoplasma gondii. Em cinco destes constatou-se hipertrofia de linfonodos
popliteos, acompanhada por linfoadenomegalia dos submandibulares em trés
animais. Trés gatos manifestaram lesdes crostosas em regiao cervical e perda de
peso e um apresentou tonsilas hipertrofiadas. No exame fisico geral de um animal
foi constatado emaciacdo, estupor e mucosas palidas. Um gato (n° 219) possuia
lesdo ulcerativa na regido externa dos pavilhdes auriculares com deposicdo de
crostas hemorragicas bilateral, simétricas e comedos na regido mentoniana (Figura
6A). Outro gato (n® 222) apresentou perda tecidual da maxila e dos dentes incisivos
superiores, deposicdo de crostas hemorragicas no bordo da lesdo, desidratagéo e
perda de peso (Figura 6B).
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Figura 6 — Gatos portadores de anticorpos anti-Leishmania chagasi e anti-

Toxoplasma gondii. Verificar lesdo ulcerativa na regido externa
dos pavilhdes auriculares com deposicdo de crostas
hemorragicas (A), perda tecidual da maxila e dos dentes
incisivos superiores e deposicao de crostas hemorragicas no
bordo da ferida (B). (Aragatuba-SP, 2010)

Trés (7,5%) gatos dos 40 sintomaticos apresentaram coinfeccado por
Leishmania spp., Toxoplasma gondii e virus da imunodeficiéncia felina. Os sinais
clinicos observados no primeiro animal (n® 236) foram hipertrofia de linfonodos
submandibulares e popliteos, ulceragdo na lingua (Figura 7A) e dermatite umida
aguda em mamas inguinais. Outro felino (n® 248) manifestou apenas
linfoadenomegalia de submandibulares e o Ultimo (n® 283) apresentava ulceracgao
profunda na face externa dos pavilhnbes auriculares com deposicdo de crostas

hemorragicas, perda de peso e leve desidratacao (Figura 7B).
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' o
Figura 7 — Gatos portadores de anticorpos anti-Leishmania chagasi, anti-
Toxoplasma gondii e anti-virus da imunodeficiéncia felina.

Verificar a presenga de ulcera na lingua de um animal (A) e
ulceracdo profunda em ponta de orelha esquerda com
deposicdao de crostas hemorragicas (B) em outro felino.
(Aracatuba-SP, 2010)

5.7 Deteccao de fragmentos de DNA

O sequenciamento do fragmento de DNA na PCR de trés gatos
resultou em 97% de identidade com as sequéncias XM 001463664.1, XM
001463663.1, XM 001463662.1, XM 001463661.1, AM 502228.1 (geneBank),

confirmando se tratar Leishmania do complexo donovani: Leishmania chagasi.
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6. DISCUSSAO

O crescente aumento na prevaléncia de leishmaniose visceral canina no
Brasil vem gerando preocupacdes em profissionais que atuam junto a 6rgéaos de
saude publica, em clinicos veterinarios de pequenos animais e também na
populacao residente. Nesse contexto, surge a necessidade de identificar possiveis
novos reservatorios domésticos, entre eles os gatos, bem como verificar a existéncia
de fatores predisponentes da infeccao por Leishmania spp. nesta espécie.

Embora haja alguns estudos pesquisando a soroprevaléncia da infecgdo em
populacbes de felinos residentes em areas endémicas para leishmaniose visceral,
ainda nao esta claro se as baixas taxas de prevaléncias sao devidas as falhas na
deteccdo de anticorpos ou ao fato dos gatos apresentarem resisténcia natural a
leishmaniose (MANCIANTI, 2004; SIMOES-MATTOS, 2005; SOLANO-GALLEGO et
al., 2007; MAIA et al., 2008;).

A decisao de pesquisar a associacao entre leishmaniose e doengas como a
imunodeficiéncia viral felina e a leucemia viral felina baseou-se no fato das ultimas
serem enfermidades de carater imunossupressor, 0 que poderia favorecer a infecgao
por leishmanias, a semelhanca do que ocorre em individuos portadores do virus da
imunodeficiéncia adquirida (AIDS) (WHO, 1996). Por outro lado, a pesquisa de
anticorpos anti- Toxoplasma gondii foi devido ao importante papel dos felinos como
hospedeiros deste agente. O objetivo desta avaliacdo foi determinar se um gato
infectado por Leishmania spp. apresentaria uma maior predisposicdo ao
desenvolvimento de toxoplasmose.

Dos 302 animais estudados, 200 eram oriundos do Centro de Controle de
Zoonoses (CCZ) e 102 de duas residéncias, localizadas em bairros distintos, que
serviam como abrigo de animais. Nestes locais, existiam inUmeros gatos das mais
diversas faixas etarias, muitos deles em péssimo estado nutricional. Ademais,
34,44% (104/302) dos felinos possuiam alteragbes clinicas inespecificas que
poderiam ser decorrentes apenas de ma nutricdo ou pela presenca de agentes
infecciosos. A alteragdo mais frequente foi a ocorréncia de dermatopatias em
14,24% (43/302) dos animais, seguida de linfoadenomegalia em 12,58% (38/302),
perda de peso em 11,92% (36/302) e desidratacdo em 5,30% (16/302). Os felinos
conviviam no mesmo ambiente com cées e aves, tais como galinhas, gansos, perus

e papagaios. E importante ressaltar que estes animais viviam em ambiente
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promiscuo, ainda sujeitos a manejo alimentar e sanitario precarios. Sob esta
reflexdo, esperava-se que esta amostragem populacional fosse mais suscetivel ou
tivesse maior predisposicdo em apresentar a infeccdo por Leishmania spp., bem
como coinfeccao com o FIV, FeLV e Toxoplasma gondii, haja vista o intimo convivio
entre os gatos e a presengca de aves domésticas, as quais podem atrair 0s
flebotomineos (ALEXANDER et al., 2002).

Empregou-se o0 exame parasitoldgico direto como teste padrao ouro por este
apresentar 100% de especificidade e ser considerado um método confirmatoério para
o diagndstico da leishmaniose. Todavia, sua sensibilidade é baixa e sofre influéncia
do grau de parasitismo, do tipo de material coletado (SLAPPENDEL; GREENE et al.,
1990) e de uma possivel terapia prévia com medicamentos leishmanicidas ou
leishmaniostaticos.

Foram evidenciadas formas amastigotas do parasito por meio da citologia
aspirativa por agulha fina de érgaos linféides em 30 (9,93%) animais. Quinze (50%)
felinos apresentaram parasitismo tanto em medula 6ssea quanto em linfonodos,
nove (30%) nos linfonodos e seis (20%) somente na medula 6ssea, demonstrando
gue para elevar a sensibilidade desta técnica o ideal € realizar CAAF em ambos os
orgaos linféides (Tabela 2). Todavia, tanto a medula 6ssea quanto o linfonodo
podem ser utilizados para realizacao do exame parasitolégico, concordando com as
observacoes de Ozon et al. (1998), Pennisi et al. (2004), Rossi (2007) e Costa et al.
(2010).

Devido ao fato de ndo haver um consenso a respeito da padronizacdo da
técnica para o diagnéstico sorolégico da leishmaniose felina € que se optou pelo
emprego de trés técnicas. Para a realizacdo do ELISA indireto utilizou-se soro
diluido em 1:200, concentracdo esta superior a usada para o diagnostico de
leishmaniose visceral em cées, no mesmo laboratério, confirmando as observacdes
de Solano-Gallego et al. (2007). Estes autores sugeriram que 0s niveis de anticorpos
séricos de gatos devam ser menores que os de caes com leishmaniose visceral,
havendo, portanto, a necessidade de concentrar o soro de felinos para poder
identifica-los. Apds varias padronizacoes, verificou-se que a diluicdo do conjugado
de 1:80.000 foi a que identificou melhor os animais positivos e negativos,
discordando de Costa (2008) que, utilizando o mesmo conjugado anti-lgG e mesma
técnica de ELISA indireto, optou por trabalhar com o conjugado diluido em 1:40.000.
Optou-se pela utilizacdo do cromégeno tetrametilbenzidina dihidroclorada (TMB)
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devido a elevagdo na sensibilidade do teste de ELISA-IQG verificada no estudo
conduzido por Costa (2008), quando comparado ao uso de ortofenilenediamina
(OPD).

Pertinente a reacdo de imunofluorescéncia indireta, também existem
divergéncias na escolha das diluicées de soro, que variam de 1:2 a 1:2560 (VITA et
al., 2005; Da SILVA et al., 2008; MAIA et al., 2008; FIGUEIREDO et al., 2009;
ROSSI, 2007) e de conjugados de 1:20 a 1:100 (MAIA et al., 2008; FIGUEIREDO et
al., 2009; ROSSI, 2007). No presente estudo o conjugado foi diluido em 1:100 e os
soros foram diluidos em 1:20 e 1:40.

A sensibilidade do método de ELISA-proteina A (56,60%) foi semelhante a
apresentada com a utilizacao de IgG (55,55%), valores estes superiores aos obtidos
por Costa (2008) ao utilizar a proteina A com o cromogeno OPD (12,5%) e
conjugado anti-lgG com TMB (25%). No que diz respeito a especificidade, o ELISA-
proteina A apresentou resultado inferior (89,47%) ao ELISA-IgG (90,96%),
divergindo dos resultados estabelecidos por Costa (2008) que obtiveram uma melhor
especificidade no ELISA-proteina A. A reacdo de imunofluorescéncia indireta
apresentou sensibilidade e especificidade de 54,55% e 96,80%, respectivamente, ao
passo que Rossi (2007) obteve valores inferiores de sensibilidade (12,5%) e
préximos aos de especificidade (100%) (Tabela 6).

Dos 14 gatos com diagnéstico de leishmaniose visceral por meio da reacao
de imunofluorescéncia indireta, 71,43% (10/14) apresentaram titulos de anticorpos
de 1:40, concordando com os achados de Vita et al. (2005) ao detectarem
anticorpos anti-Leishmania infantum com titulos de 1:40 na maioria (60,61%) dos
felinos testados na Regido de Abruzzo. Ao passo que apenas um (7,14%) animal foi
sororeagente até a titulagdo de 1:160, semelhante ao observado por Poli et al.
(2002) ao avaliarem 110 gatos da Italia e somente um animal sororeagir até 1:160.
Nenhum animal avaliado sororeagiu apresentou titulo de 1:320, discordando dos
achados de Mancianti et al. (2004) e Silva et al. (2008) que verificaram titulos de
1:320 em gatos naturalmente infectados por Leishmania infantum.

Com o objetivo de estimar mais fidedignamente a real prevaléncia de infeccéo
por Leishmania spp. na populacdo estudada, a presente pesquisa se baseou nos
resultados do exame parasitoldégico e nos métodos sorologicos por ELISA indireto,
uma vez que estes apresentaram boa concordancia entre si. Como a concordancia

entre as técnicas de ELISA e de RIFI foi fraca, optou-se por nao utilizar os
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resultados obtidos com a utilizacdo da ultima. A prevaléncia de leishmaniose felina
de 21,85% (66/302), na populacao estudada foi superior as taxas determinadas em
diversos paises, as quais oscilaram de 0,9% a 16,3% (POLI et al., 2002; VITA et al.,
2005; SOLANO-GALLEGO et al., 2007; AYLLON et al., 2008; NASEREDDIN et al.,
2008), e inferior ao valor de 60% observado por Martin-Sanchez et al. (2007) ao
avaliarem gatos encaminhados a clinicas particulares do sudeste da Espanha.

Ao comparar os resultados da presente pesquisa com estudos prévios de
prevaléncia da leishmaniose felina conduzidos também no municipio de Aragatuba,
observou-se que as taxas foram superiores as estabelecidas por Rossi (2007), Neto
(2009) e Costa et al. (2010) e que obtiveram valores de 6,5%, 3,5% e 11,5%,
respectivamente. E importante salientar que as técnicas empregadas e os critérios
de positividade nos estudos supracitados ndo foram os mesmos e podem também
influenciar na diversidade dos resultados, como citado por Danta-Torres et al.
(2006).

Na populacao avaliada, a maioria dos gatos positivos para leishmaniose eram
machos (41/66), discordando dos achados de Daikon et al. (2009) que né&o
observaram associacao entre a ocorréncia de leishmaniose e 0 sexo dos animais
positivos ao pesquisarem anticorpos anti-Leishmania spp. em 284 gatos da Grécia.
Nao houve associacdo entre a faixa etaria e a presenca da infec¢ao, corroborando
com os achados de Solano-Gallego et al. (2007) e Nasereddin et al. (2008) ao
avaliarem populacdes de felinos com idades variando de 3,6 meses a 17 anos.

As concordancias entre 0 método parasitologico direto com o ELISA-proteina
A (Kappa = 0,1067) e ELISA-IgG (Kappa = 0,0964) foram consideradas
insignificantes, concordando com os relatos de Costa (2008) que encontrou valores
de coeficiente Kappa de 0,0782 e 0,0894 para o teste de ELISA-proteina A e ELISA-
lgG, respectivamente. A concordancia entre o exame parasitolégico direto e a
reacdo de imunofluorescéncia indireta (Kappa = 0,1751) também foi insignificante,
semelhante aos achados de Rossi (2007) que obteve uma concordancia sofrivel
entre os métodos (Kappa = 0,2152) (Tabela 6).

A discordancia entre os resultados obtidos nos exames parasitolégicos e nos
testes sorolégicos dos animais estudados reforca a hipdtese de que os gatos néo
desenvolvem resposta imune humoral importante quando da infeccdo por
Leishmania spp.. Tal observacado é reforcada pelo fato de que dos 30 animais
parasitologicamente positivos, 70% (21 gatos) eram soronegativos. De acordo com
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Solano-Gallego et al. (2007), os felinos apresentam uma resposta imune
predominantemente celular, o que poderia promover uma diminuicdo da carga
parasitaria e conferir resisténcia natural a infeccao, exceto quando da ocorréncia de
eventos imunossupressores.

A soroprevaléncia de imunodeficiéncia viral felina na populacéo foi de 5,63%,
valor inferior a taxa de 6,5% observada por Solano-Gallego e colaboradores (2007)
ao avaliarem 76 felinos da regiao noroeste do Mediterraneo (6,5%), € de Martin-
Sanchéz e colaboradores (2007) que encontraram soroprevaléncia de 7,9% em
gatos na Espanha. E importante ressaltar que, & semelhanca deste trabalho, os
animais avaliados por estas duas equipes de pesquisa eram provenientes de area
endémica para leishmaniose visceral.

Na populagdo ora avaliada, a soroprevaléncia de FelLV foi de 0,33%, valor
este inferior ao relatado por Solano-Gallego, Martin-Sanchéz e seus colaboradores
em 2007, cujas taxas de prevaléncia da doenca foram de 7,8% e 35,7%,
respectivamente. Apesar de terem observado taxas mais elevadas de infecgéo pelo
virus da leucemia felina nas populagcdes estudadas, os autores supracitados nao
observaram associagao entre a leishmaniose e a leucemia viral felina, corroborando
com os resultados obtidos nesta pesquisa.

Nos animais em que foram pesquisados anticorpos anti- Toxoplasma gondii a
soroprevaléncia foi de 20,32%, valor préximo a 24,20% observado por Bresciani e
colaboradores ao pesquisarem a doenca em 500 felinos do mesmo municipio, por
meio da reacao de imunofluorescéncia indireta. Nos dois estudos conduzidos no
municipio de Aracatuba-SP, as soroprevaléncias foram inferiores as observadas por
Pinto e colaboradores, em 2009, que encontraram taxas de 32,5% em uma
populacao de 245 felinos de Porto Alegre-RS.

Verificou-se uma correlagéo estatisticamente significante entre a infec¢ao pelo
virus da imunodeficiéncia felina (FIV) e por Leishmania spp.. Dentro da populagao
estudada, 17 gatos possuiam FIV (5,63%), dos quais 12 (70,59%) apresentavam
também leishmaniose visceral, contrapondo-se aos resultados obtidos por Martin-
Sanchez et al. (2007), Solano-Gallego et al. (2007) e Ayllon et al. (2008), os quais
nao verificaram associagdo entre a ocorréncia das duas enfermidades. Lucas et al.
(1998) verificaram uma forte associagcao entre a ocorréncia de toxoplasmose e de
imunodeficiéncia viral felina, fato verificado em sete (2,32%) gatos da populagao
avaliada. Destes, cinco (71,43%) possuiam também leishmaniose. Os resultados do
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presente estudo sugerem que a ocorréncia de imunodeficiéncia viral felina, uma
doenga imunossupressora, pode predispor a infecgdo por parasitos do género
Leishmania.

Contudo, apesar da ocorréncia de coinfeccdo por Leishmania spp.,
Toxoplasma gondii e/ou FIV em 29 gatos, 37 animais (56,06%) possuiam apenas
leishmaniose visceral, sugerindo que numa area endémica para a doenca esta
espécie animal pode se infectar independente da ocorréncia de outras doengas
infecciosas. De acordo com Mancianti (2004) as infec¢des por FIV e/ou FelLV, bem
como o estresse, podem induzir a uma resposta imune celular prejudicada,
favorecendo o desenvolvimento de leishmaniose visceral em gatos.

Dos 66 gatos infectados por Leishmania chagasi, apenas 17 possuiam
anticorpos anti- Toxoplasma gondii (25,76%), nao tendo sido verificada associacéo
estatisticamente significante entre a ocorréncia das duas enfermidades (Tabela 9),
concordando com os relatos de Nasereddin et al. (2008) e discordando de Pennisi e
colaboradores (2004) atentaram para a presenca de coinfecgdo pela Leishmania
spp., pelo FIV e Toxoplasma gondii em um gato com hepatomegalia, anorexia,
mucosas palidas e alopecia. Gennari et al. (2006) avaliando 98 caes portadores de
leishmaniose visceral, no municipio de Aracgatuba-SP, identificaram 41% de
soroprevaléncia para a toxoplasmose, revelando a presenca de associacao entre as
duas enfermidades em cées.

A maioria dos gatos infectados por Leishmania spp. no presente estudo eram
sintoméaticos (40/66), discordando dos achados de Nasereeddin et al. (2008) que
ndao observaram associacdo estatisticamente significante entre a doenca e os
sintomas. Dentre as alteracdes clinicas dos animais que apresentavam somente
leishmaniose destacam-se, em ordem decrescente, hipertrofia de linfonodos
popliteos e submandibulares, perda de peso (Figura 3A), alopecia, secre¢do ocular
(Figura 2B), desidratagdo, rarefacdo pilosa, estomatite, descamacao cutanea
furfuracea, apatia (Figura 3A), hipertrofia de tonsilas (Figura 2A),
hepatoesplenomegalia, secrecao nasal, opacidade de cérnea (Figura 3B), crostas
hemorragicas e melicéricas. Manifestacdes clinicas semelhantes foram relatadas por
Poli e colaboradores (2002) que examinaram um felino de seis anos de idade e
infectado por Leishmania infantum com quadro clinico de linfoadenomegalia,

estomatite, emaciagéo, letargia e nédulo ulcerado em pélpebra.
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As desordens clinicas observadas exclusivamente nos gatos infectados por
Leishmania spp. foram a presenca de secrecdo nasal, opacidade de cdrnea e
crostas melicéricas. Outras alteracbes sistémicas comumente encontradas no
estudo, tais como hipertrofia de linfonodos popliteos e submandibulares, perda de
peso, apatia, desidratacdo, hepatoesplenomegalia, hipertrofia de tonsilas, ulceracao
na lingua (Figura 7A), secrecao ocular, alopecia, hiperqueratose, lignificacéo (Figura
5 A e B) e ulceracao cutanea profunda (Figura 7B) foram evidenciadas em felinos
coinfectados por Leishmania spp., virus da imunodeficiéncia felina e/ou Toxoplasma
gondii.

Outros sinais clinicos foram descritos por Vita e colaboradores (2005), tais
como diarréia crbnica, depressao, hipertermia, distensdo abdominal, natimortos,
mucosas congestas ou palidas, anorexia, émese, poliuria, polidipsia, otite e secregéao
nasal, os quais ndo foram observados nos gatos da presente pesquisa. E importante
detalhar que na pesquisa dos ultimos autores foi diagnosticada imunodeficiéncia
viral em 15,15% (5/33) dos gatos testados.

No que tange as lesbes cutdneas dos gatos coinfectados por Leishmania
spp., Toxoplasma gondii e virus da imunodeficiéncia felina, as mais observadas
foram alopecia, rarefacdo pilosa, descamacado cutanea furfuracea, deposicdo de
crostas hemorrdgicas (Figura 7B) e melicéricas. Estas foram observadas
principalmente em regido cefalica e cervical. Tais achados, concordam parcialmente
com os relatos de Hérvas et al. (1999) e Pennisi et al. (2004) que ao examinar gatos
com leishmaniose visceral observaram alopecia, rarefacdo pilosa, descamacéo
cutédnea, a semelhanca do presente trabalho. No entanto, também evidenciaram a
presenca de eritema e ulceracdes profundas, as quais sdo observadas em caes
acometidos por leishmaniose visceral como comentado por Feitosa et al. (2000). No
presente trabalho, as alteragbes clinicas de hipertrofia de tonsilas,
hepatoesplenomegalia, deposicdo de crostas hemorragicas e melicéricas em gatos
infectados por Leishmania spp. ndo foram relatadas na espécie felina por outros
autores. Todavia, Feitosa e colaboradores (2000) chamaram a atencédo para a
ocorréncia de manifestacbes dermatolégicas como alopecia, lesdes ulcerativas
dermatite seborréica em cées.

Devido a dinamica epidemioldégica da leishmaniose e as diversas
dermatopatias encontradas nos gatos acometidos pela doenca, fez-se necesséria a
identificacdo da espécie de Leishmania nesses animais, haja vista que os padrbes
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cutadneos de lesdes ulcerativas e hemorragicas foram evidenciados, principalmente,
em plano nasal e pavilhdo auricular como descrito por autores que identificaram a
forma cutanea da enfermidade (CRAIG et al., 1986; HERVAS et al., 1999; SOUZA et
al., 2009). Deste modo, a confirmacéo de infeccao natural por Leishmania chagasi
foi possivel por meio da RT-PCR realizada em trés felinos parasitologicamente
positivos.

Apesar de poucos relatos na literatura no que diz respeito as manifestacées
clinicas da leishmaniose visceral felina, o presente estudo verificou que gatos
residentes em area endémica para leishmaniose visceral sdo predispostos a
coinfecc¢do por Leishmania spp. e virus da imunodeficiéncia felina, e que parte deles
desenvolvem sintomas inespecificos e devem ser investigados em um diagndstico

diferencial.
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7. CONCLUSOES

Os resultados obtidos nas condi¢des do presente estudo permitiram concluir
que:

- a prevaléncia de infectagdo por Leishmania spp., pelo virus da
imunodeficiéncia e virus da leucemia na populagédo de 302 gatos foi de 21,85%,
5,63% e 0,33%, respectivamente;

- a soroprevaléncia de infecgao pelo Toxoplasma gondii, na populacao de 251
felinos avaliados, foi de 20,32%;

- gatos residentes em d&rea endémica para leishmaniose visceral séo
predispostos a coinfecgédo por Leishmania spp. e virus da imunodeficiéncia felina, e
que parte deles desenvolvem sintomas inespecificos e devem ser investigados em

um diagndstico diferencial;

- a presenca de infeccdo pelo virus da imunodeficiéncia felina favorece a
ocorréncia e leishmaniose visceral, no entanto, em dreas endémicas pode haver
infeccdo por Leishmania chagasi mesmo na auséncia de outras doengas
infecciosas;
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Apéndice A — Valores de densidades épticas médias (D.O.), corrigidos (A/P), titulos

de anticorpos anti-Leishmania chagasi (RIFl-leish) e anti- Toxoplasma
gondii (RIFl-toxo), de gatos provenientes do municipio de Aragatuba-
SP, obtidas por meio das técnicas de ELISA-proteina A (ELISA-
protA), ELISA- IgG e reacdo de imunofluorescéncia indireta (RIFI),
respectivamente. (Aracatuba-SP, 2010)

ANIMAL

ELISA-protA ELISA-IgG RIFI-leish RIFI-toxo

D.O. A/P D.O. A/P

0,156 0,018 0,169 -0,022 Negativo Negativo

0,103 -0,019 0,125 -0,049 Negativo Negativo

0,115 -0,010 0,038 -0,102 Negativo Negativo

0,073 -0,039 0,071 -0,081 Negativo Negativo

0,063 -0,046 0,131 -0,045 Negativo Negativo

0,066 -0,044 0,085 -0,073 Negativo Negativo

0,091 -0,027 0,085 -0,073 Negativo Negativo

0,116 -0,009 0,179 -0,016 Negativo Negativo

0,097 -0,022 0,165 -0,025 Negativo Negativo

0,074 -0,038 0,084 -0,074 Negativo Negativo

0,251 0,085 0,451 0,149 Negativo 1:256

0,063 -0,046 0,051 -0,094 Negativo Negativo

0,091 -0,027 0,107 -0,059 Negativo

0,088 -0,029 0,053 -0,092 Negativo Negativo

0,037 -0,064 0,043 -0,098 Negativo Negativo

0,156 0,019 0,202 -0,002 Negativo Negativo

0,103 -0,019 0,099 -0,064 Negativo Negativo
0,158 0,019 0,104 -0,062 Negativo )

0,105 -0,017 0,127 -0,048 Negativo

0,238 0,076 0,302 0,059 Negativo Negativo

0,114 -0,011 0,192 -0,008 Negativo

0,089 -0,028 0,175 -0,018 Negativo Negativo

1,454 0,919 2,016 1,097 Negativo 1:64
0,153 0,017 0,175 -0,019 Negativo .

0,085 -0,031 0,063 -0,087 Negativo

0,081 -0,034 0,137 -0,041 Negativo Negativo

0,122 -0,005 0,158 -0,029 Negativo 1:64

0,050 -0,055 0,062 -0,087 Negativo Negativo

0,345 0,149 0,309 0,063 Negativo Negativo
0,333 0,142 0,428 0,135 Negativo :

0,049 -0,056 0,036 -0,103 Negativo

0,144 0,009 0,156 -0,030 Negativo Negativo

0,111 -0,013 0,156 -0,030 Negativo Negativo

0,186 0,039 0,178 -0,017 Negativo Negativo

0,140 0,007 0,222 0,009 Negativo 1:16

0,200 0,049 0,121 -0,051 Negativo Negativo

0,121 -0,006 0,103 -0,062 Negativo Negativo

W[ 0[] d[W|d[W|N[NN[NININNIN NN = ||t [ |t | |t | b |t |
OINO GCBR XN = OO 0N GR VN =S VNG GEWN=O®R N OCR LN =

0,155 0,018 0,184 -0,013 Negativo Negativo

39

0,142 0,009 0,108 -0,059 Negativo Negativo

Negativo: amostras de soro nao reagentes; (.) auséncia de soro para o teste. continua...
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ANIMAL ELISA-protA ELISA-IgG RIFl-leish RIFI-toxo
D.O. A/P D.O. A/P
40 0,150 0,014 0,272 0,040 Negativo Negativo
41 0,05 0,047 0,075 -0,105 Negativo Negativo
42 0,068 -0,051 0,153 -0,061 Negativo Negativo
43 0,14 -0,002 0,181 -0,044 Negativo Negativo
44 0,154 0,006 0,154 -0,060 Negativo Negativo
45 0,202 0,039 0,219 -0,023 Negativo Negativo
46 0,261 0,078 0,206 -0,030 Negativo Negativo
47 0,378 0,157 0,443 0,105 Negativo Negativo
48 0,191 0,031 0,247 -0,007 Negativo Negativo
49 0,117 -0,018 0,261 0,001 Negativo Negativo
50 0,093 -0,034 0,135 -0,070 Negativo Negativo
51 0,284 0,094 0,322 0,036 Negativo Negativo
52 0,186 0,028 0,355 0,055 Negativo Negativo
53 0,037 -0,072 0,056 -0,116 Negativo Negativo
54 0,227 0,056 0,315 0,032 Negativo 1:64
55 0,590 0,300 0,557 0,171 Negativo Negativo
56 0,169 0,016 0,379 0,069 Negativo Negativo
57 0,134 -0,007 0,264 0,003 Negativo Negativo
58 0,119 -0,016 0,276 0,009 Negativo 1:16
59 0,096 -0,033 0,126 -0,076 Negativo Negativo
60 1,922 1,196 2,376 1,210 1:160
61 0,105 -0,027 0,125 -0,076 Negativo :
62 0,145 0,006 0,233 -0,015 Negativo Negativo
63 0,026 -0,079 0,035 -0,128 Negativo Negativo
64 0,142 -0,002 0,145 -0,065 Negativo :
65 0,131 -0,008 0,225 -0,019 Negativo Negativo
66 0,075 -0,046 0,169 -0,051 Negativo 1:64
67 0,119 -0,017 0,217 -0,024 Negativo Negativo
68 0,069 -0,050 0,131 -0,073 Negativo Negativo
69 0,044 -0,067 0,088 -0,098 Negativo Negativo
70 0,14 -0,003 0,174 -0,049 Negativo Negativo
71 0,138 -0,004 0,489 0,131 Negativo
72 0,284 0,094 0,439 0,103 Negativo :
73 0,091 -0,036 0,147 -0,064 Negativo Negativo
74 0,092 -0,035 0,211 -0,027 Negativo Negativo
75 0,077 -0,045 0,092 -0,095 Negativo Negativo
76 0,112 -0,022 0,289 0,018 Negativo
77 0,531 0,260 0,820 0,321 Negativo
78 0,406 0,176 0,502 0,139 Negativo
79 0,147 0,002 0,141 -0,067 Negativo
80 0,177 0,022 0,193 -0,038 Negativo
81 0,113 -0,021 0,146 -0,064 Negativo
82 0,082 0,012 0,247 0,108 Negativo
83 0,188 0,136 0,288 0,146 1:40 :
Negativo: amostras de soro ndo reagentes; (.) auséncia de soro para o teste. continua...
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ANIMAL ELISA-protA ELISA-IgG RIFI-leish RIFl-toxo
D.O. A/P D.O. A/P
84 0,113 0,048 0,158 0,026 Negativo
85 0,162 0,106 0,287 0,145 Negativo
86 0,119 0,056 0,156 0,023 Negativo
87 0,068 -0,022 0,077 -0,050 Negativo
88 0,079 -0,009 0,119 -0,013 Negativo )
89 0,031 -0,060 0,060 -0,064 Negativo Negativo
90 0,086 -0,004 0,146 0,010 Negativo )
91 0,128 0,042 0,123 -0,009 Negativo Negativo
92 0,126 0,040 0,175 0,036 Negativo Negativo
93 0,111 0,024 0,169 0,031 Negativo Negativo
94 0,161 0,077 0,198 0,056 Negativo Negativo
95 0,068 -0,021 0,086 -0,042 Negativo 1:16
96 0,098 0,010 0,254 0,105 Negativo 1:64
97 0,054 -0,036 0,099 -0,031 Negativo 1:64
98 0,023 -0,068 0,050 -0,073 Negativo Negativo
99 0,095 0,007 0,117 -0,014 Negativo Negativo
100 0,039 -0,052 0,074 -0,052 Negativo Negativo
101 0,526 0,462 0,717 0,510 Negativo 1:64
102 0,055 -0,035 0,086 -0,042 Negativo Negativo
103 0,142 0,057 0,090 -0,038 Negativo 1:16
104 0,042 -0,048 0,045 -0,078 Negativo Negativo
105 0,055 -0,034 0,076 -0,051 Negativo Negativo
106 0,053 -0,037 0,043 -0,079 Negativo Negativo
107 0,058 -0,032 0,070 -0,059 Negativo Negativo
108 0,064 -0,025 0,139 0,004 Negativo Negativo
109 0,024 -0,068 0,025 -0,095 Negativo Negativo
110 0,028 -0,064 0,034 -0,087 Negativo Negativo
111 0,120 0,034 0,235 0,089 Negativo Negativo
112 0,044 -0,046 0,149 0,014 Negativo 1:16
113 0,194 0,111 0,501 0,321 Negativo Negativo
114 0,027 -0,064 0,083 -0,044 Negativo Negativo
115 0,051 -0,039 0,066 0,068 Negativo Negativo
116 0,02 -0,072 0,030 -0,091 Negativo Negativo
117 0,038 -0,053 0,043 -0,079 Negativo Negativo
118 0,052 -0,038 0,075 -0,052 Negativo Negativo
119 0,052 -0,038 0,082 -0,045 Negativo Negativo
120 0,151 0,067 0,220 0,076 Negativo Negativo
121 0,084 -0,004 0,094 -0,035 Negativo Negativo
122 0,058 -0,032 0,050 -0,073 Negativo 1:16
123 0,072 -0,017 0,109 -0,021 Negativo Negativo
124 0,044 -0,047 0,076 -0,050 Negativo 1:256
125 0,084 -0,004 0,128 0,005 Negativo Negativo
126 0,045 -0,046 0,071 -0,055 Negativo Negativo
127 0,109 0,009 0,216 0,062 Negativo 1:16
Negativo: amostras de soro ndo reagentes; (.) auséncia de soro para o teste. continua...
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ANIMAL ELISA-protA ELISA-IgG RIFl-leish RIFI-toxo
D.O. A/P D.O. A/P
128 0,065 -0,035 0,082 -0,055 Negativo Negativo
129 0,092 -0,007 0,162 0,014 Negativo 1:16
130 0,032 -0,068 0,053 -0,080 Negativo Negativo
131 0,303 0,206 0,371 0,196 Negativo Negativo
132 0,197 0,098 0,213 0,059 Negativo Negativo
133 0,070 -0,029 0,212 0,058 Negativo Negativo
134 0,089 -0,009 0,109 -0,031 Negativo Negativo
135 0,158 0,059 0,339 0,169 Negativo Negativo
136 0,104 0,004 0,229 0,073 Negativo Negativo
137 0,083 -0,016 0,194 0,042 1:80 Negativo
138 0,038 -0,062 0,051 -0,081 Negativo :
139 0,147 0,048 0,145 -0,000 Negativo Negativo
140 0,116 0,017 0,123 -0,019 Negativo Negativo
141 0,546 0,452 0,304 0,138 Negativo Negativo
142 0,144 0,045 0,115 -0,026 Negativo 1:64
143 0,049 -0,051 0,089 -0,048 Negativo 1:16
144 0,201 0,103 0,182 0,032 Negativo Negativo
145 0,054 -0,046 0,091 -0,047 Negativo Negativo
146 0,253 0,156 0,429 0,246 Negativo
147 0,09 0,021 0,177 0,043 Negativo :
148 0,129 0,030 0,139 -0,005 Negativo Negativo
149 0,229 0,131 0,332 0,162 Negativo Negativo
150 0,013 -0,088 0,020 -0,108 Negativo Negativo
151 0,047 -0,053 0,051 -0,082 Negativo Negativo
152 0,055 -0,045 0,070 0,069 Negativo Negativo
153 0,016 -0,085 0,032 -0,097 Negativo Negativo
154 0,065 -0,035 0,153 0,006 Negativo Negativo
155 0,108 0,008 0,493 0,301 Negativo Negativo
156 0,026 -0,075 0,079 -0,057 Negativo Negativo
157 0,072 -0,028 0,113 -0,028 Negativo Negativo
158 0,038 -0,062 0,058 -0,075 Negativo Negativo
159 0,079 -0,020 0,092 -0,046 Negativo Negativo
160 0,183 0,085 0,135 -0,009 Negativo Negativo
161 0,538 0,443 0,333 0,163 Negativo Negativo
162 0,021 -0,079 0,042 -0,089 Negativo 1:16
163 0,130 0,031 0,114 -0,027 Negativo 1:64
164 0,073 -0,027 0,168 0,019 Negativo Negativo
165 0,062 -0,038 0,080 -0,056 Negativo Negativo
166 0,115 0,013 0,141 -0,004 Negativo Negativo
167 0,014 -0,084 0,032 -0,097 Negativo Negativo
168 0,067 -0,033 0,093 -0,045 Negativo Negativo
169 0,232 0,124 0,261 0,098 1:160 1:64
170 0,064 -0,035 0,096 -0,042 Negativo Negativo
171 0,117 0,014 0,111 -0,030 Negativo Negativo
Negativo: amostras de soro ndo reagentes; (.) auséncia de soro para o teste. continua...
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ANIMAL ELISA-protA ELISA-IgG RIFl-leish RIFI-toxo
D.O. A/P D.O. A/P
172 0,086 -0,015 0,123 -0,019 Negativo Negativo
173 0,061 -0,039 0,121 -0,021 Negativo Negativo
174 0,138 0,035 0,189 0,037 Negativo 1:64
175 0,098 -0,004 0,169 0,019 Negativo 1:16
176 0,092 -0,009 0,104 -0,036 Negativo Negativo
177 0,169 0,006 0,197 0,044 Negativo Negativo
178 0,369 0,256 0,539 0,335 Negativo Negativo
179 0,330 0,219 0,451 0,260 Negativo 1:16
180 0,133 0,030 0,228 0,069 Negativo 1:16
181 0,106 0,004 0,145 -0,000 Negativo Negativo
182 0,109 0,007 0,096 -0,042 Negativo Negativo
183 0,251 0,143 0,239 0,080 Negativo Negativo
184 0,074 -0,027 0,073 -0,062 Negativo Negativo
185 0,116 0,014 0,202 0,048 Negativo 1:64
186 0,102 0,000 0,147 0,000 Negativo Negativo
187 0,061 -0,039 0,070 -0,065 Negativo Negativo
188 0,052 -0,048 0,103 -0,036 Negativo Negativo
189 0,089 -0,012 0,165 0,016 Negativo Negativo
190 0,056 -0,043 0,077 -0,059 Negativo Negativo
191 0,095 -0,006 0,071 -0,064 Negativo Negativo
192 0,213 0,107 0,325 0,153 Negativo 1:64
193 0,059 -0,041 0,076 -0,059 Negativo Negativo
194 0,029 -0,069 0,047 -0,085 Negativo Negativo
195 0,049 -0,049 0,103 -0,037 Negativo Negativo
196 0,153 0,049 0,172 0,022 Negativo Negativo
197 0,041 -0,058 0,076 -0,059 Negativo 1:256
198 0,077 -0,023 0,106 -0,034 Negativo 1:16
199 0,074 -0,026 0,112 -0,029 Negativo Negativo
200 0,219 0,112 0,261 0,098 Negativo 1:64
201 0,494 0,375 0,657 0,436 1:80 Negativo
202 0,176 0,071 0,202 0,048 Negativo 1:16
203 0,112 0,105 0,167 0,157 Negativo Negativo
204 0,086 -0,015 0,232 0,074 1:40 Negativo
205 0,114 0,012 0,089 -0,048 1:40 1:1024
206 0,141 0,029 0,141 -0,012 Negativo Negativo
207 0,040 -0,067 0,043 -0,090 Negativo Negativo
208 0,074 -0,034 0,115 -0,033 Negativo Negativo
209 0,154 0,042 0,194 0,031 Negativo Negativo
210 0,139 0,028 0,109 -0,038 Negativo Negativo
211 0,065 -0,043 0,048 -0,087 Negativo Negativo
212 0,217 0,077 0,166 0,059 Negativo
213 0,268 0,117 0,253 0,142 Negativo
214 0,125 0,003 0,069 -0,033 Negativo .
215 0,140 0,028 0,127 -0,023 Negativo Negativo
Negativo: amostras de soro ndo reagentes; (.) auséncia de soro para o teste. continua...
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ANIMAL ELISA-protA ELISA-IgG RIFl-leish RIFI-toxo
D.O. A/P D.O. A/P
216 0,098 -0,011 0,135 -0,017 Negativo Negativo
217 0,143 0,032 0,119 -0,029 Negativo Negativo
218 0,121 0,010 0,111 -0,036 Negativo Negativo
219 0,400 0,277 0,397 0,195 Negativo 1:16
220 0,405 0,282 0,405 0,201 Negativo Negativo
221 0,067 -0,042 0,055 -0,080 Negativo Negativo
222 0,298 0,179 0,313 0,127 Negativo 1:16
223 0,107 -0,003 0,146 -0,008 Negativo Negativo
224 0,082 -0,027 0,104 -0,041 Negativo Negativo
225 0,085 -0,024 0,071 -0,068 Negativo Negativo
226 0,115 0,004 0,100 -0,045 Negativo Negativo
227 0,121 0,011 0,137 -0,015 Negativo Negativo
228 0,069 -0,039 0,071 -0,068 Negativo Negativo
229 0,122 0,011 0,108 -0,038 Negativo 1:16
230 0,059 -0,050 0,036 -0,097 Negativo Negativo
231 0,274 0,156 0,247 0,074 Negativo Negativo
232 0,111 0,000 0,133 -0,018 Negativo 1:64
233 0,641 0,508 0,917 0,614 Negativo Negativo
234 0,069 -0,039 0,081 -0,060 Negativo Negativo
235 0,739 0,600 0,731 0,464 Negativo Negativo
236 0,341 0,221 0,345 0,153 Negativo 1:64
237 0,102 -0,008 0,146 -0,008 Negativo 1:64
238 0,093 -0,016 0,093 -0,051 Negativo Negativo
239 0,069 -0,039 0,086 -0,056 Negativo Negativo
240 0,217 0,102 0,296 0,113 Negativo Negativo
241 0,164 0,052 0,248 0,282 Negativo Negativo
242 0,192 0,078 0,187 0,026 Negativo 1:256
243 0,159 0,046 0,122 -0,027 Negativo Negativo
244 0,275 0,158 0,314 0,128 Negativo 1:256
245 0,098 -0,012 0,106 -0,040 Negativo Negativo
246 0,121 0,010 0,125 -0,024 Negativo Negativo
247 0,113 0,002 0,146 -0,008 1:40 1:16
248 1,436 1,267 1,429 1,027 1:40 1:64
249 0,204 0,089 0,305 0,120 Negativo 1:64
250 0,988 1,076 1,003 0,808 1:40 1:64
251 0,842 0,904 1,706 1,460 Negativo Negativo
252 1,585 1,776 1,658 1,416 Negativo 1:1024
253 0,199 0,150 0,350 0,203 Negativo Negativo
254 0,087 0,018 0,135 0,004 Negativo Negativo
255 0,614 0,637 0,788 0,610 1:40 1:64
256 0,519 0,525 0,718 0,544 Negativo 1:1024
257 0,069 -0,003 0,076 -0,051 Negativo Negativo
258 0,226 0,181 0,328 0,182 Negativo Negativo
259 0,137 0,077 0,161 0,029 Negativo Negativo
Negativo: amostras de soro ndo reagentes; (.) auséncia de soro para o teste. continua...
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ANIMAL ELISA-protA ELISA-IgG RIFI-leish RIFI-toxo
D.O. A/P D.O. A/P

260 0,120 0,057 0,128 -0,002 Negativo Negativo
261 0,130 0,068 0,157 0,025 Negativo Negativo
262 0,052 -0,023 0,091 -0,037 Negativo 1:16
263 0,094 0,026 0,124 -0,006 Negativo Negativo
264 0,274 0,237 0,351 0,205 Negativo Negativo
265 0,068 -0,004 0,126 -0,004 Negativo Negativo
266 0,071 -0,001 0,099 -0,028 Negativo Negativo
267 0,095 0,027 0,158 0,026 Negativo Negativo
268 0,095 0,027 0,180 0,046 Negativo Negativo
269 0,065 -0,008 0,091 -0,036 Negativo Negativo
270 0,057 -0,018 0,088 -0,039 Negativo Negativo
271 0,073 0,000 0,085 -0,042 Negativo Negativo
272 0,280 0,243 0,363 0,216 Negativo Negativo
273 0,498 0,499 0,653 0,484 Negativo Negativo
274 0,698 0,735 0,667 0,497 Negativo Negativo
275 0,062 -0,012 0,266 0,125 Negativo Negativo
276 0,029 -0,051 0,043 -0,081 Negativo Negativo
277 0,076 0,004 0,166 0,033 Negativo Negativo
278 0,025 -0,055 0,031 -0,092 Negativo Negativo
279 0,021 -0,059 0,046 -0,078 Negativo Negativo
280 0,028 -0,052 0,053 -0,072 Negativo 1:64
281 0,173 0,119 0,157 0,024 Negativo Negativo
282 0,061 -0,013 0,079 -0,047 Negativo Negativo
283 1,169 1,289 1,224 1,014 1:80 1:64
284 0,138 0,013 0,077 -0,026 Negativo
285 0,121 -0,000 0,132 0,026 Negativo
286 0,092 -0,024 0,067 -0,036 Negativo
287 0,086 -0,028 0,079 -0,024 Negativo
288 0,034 -0,070 0,056 -0,046 Negativo
289 0,174 0,076 0,182 0,042 Negativo
290 0,279 0,127 0,378 0,262 1:40
291 0,772 0,522 1,099 0,949 1:40
292 0,064 -0,046 0,034 -0,067 Negativo
293 0,277 0,125 0,267 0,155 Negativo
294 0,093 -0,022 0,076 -0,027 Negativo
295 0,455 0,267 0,843 0,705 Negativo
296 0,173 0,041 0,109 0,005 Negativo
297 0,511 0,312 0,441 0,322 Negativo
298 0,132 0,008 0,174 0,067 Negativo
299 0,105 -0,013 0,112 0,007 Negativo
300 0,173 0,042 0,142 0,036 Negativo
301 0,160 0,031 0,022 -0,079 Negativo .
302 0,087 0,017 0,135 0,004 Negativo Negativo

Negativo: amostras de soro nao reagentes; (.) auséncia de soro para o teste.
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Apéndice B — Resultados do exame parasitoldgico direto (linfonodo: Linf., medula

O0ssea: M.O.), ELISA indireto (prot.A, 1gG) e reagdo de
imunofluorescéncia indireta para pesquisa de anticorpos anti-
Leishmania chagasi (RIFI-L) e anti-Toxoplasma gondii (RIFI-T), e
pesquisa de anticorpos anti-FIV e antigenos do FeLV (SNAPtest),
de gatos provenientes do municipio de Aracatuba-SP. (Aracatuba-
SP, 2010)

ANIMAL

Parasitolégico | ELISA indireto | RIFI-L SNAPtest RIFI-T

Linf. M.O. | prot.A lgG FIV | FeLV

[0 CININININN[N N[N N[N =t |t |t |t | b |t [ b | [t
N O OB RN 2OV 0N GHRWN =S VNGO ORWN=O®®NDOGRWN =

38

(-) animal negativo; (+) animal positivo; (.) auséncia de soro para o teste. continua...
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ANIMAL | Parasitoldogico | ELISA indireto | RIFI-L SNAPtest RIFI-T
Linf. M.O. | prot.A lgG FIV | FeLV

39 - - - - - - - -
40 - - - - - - - -
41 - - - - - - - -
42 - - - - - - - -
43 - - - - - - - -
44 - - - - - - - -
45 - - - - - - - -
46 - - - - - - - -
47 - - + - - - - -
48 - - - - - - - -
49 - - - - - - - -
50 - - - - - - - -
51 - - - - - - - -
52 - - - - - - - -
53 - - - - - - - -
54 - - - - - - - +
55 - - + + - - - -
56 - - - - - -
57 - - - - - - - -
58 - - - - - - - +
59 - - - - - - - -
60 + + + + = - -

61 - - - - - - -

62 - - - - - - - -
63 - - - - - - - -
64 - - - - - - -

65 - - - - - - - -
66 - - - - - - - +
67 - - - - - - - -
68 - - - - - - - -
69 - - - - - - - -
70 - - - - - - - -
71 - - - - - + -

72 - - - - - - -

73 - - - - - - - -
74 - - - - - - - -
75 - - - - - - - -
76 - - - - - - -

77 - - + + - - -

78 - - + - - - -

79 - - - - - - -

80 - - - - - - -

81 - - - - - - -

82 - - - - - - - .

(-) animal negativo; (+) animal positivo; (.) auséncia de soro para o teste. continua...



continuagao...

91

ANIMAL | Parasitoldogico | ELISA indireto | RIFI-L SNAPtest RIFI-T
Linf. M.O. | prot.A lgG FIV | FeLV

83 - - - - + - -

84 - - - - - - -

85 - - - - - - -

86 - - - - - - -

87 - - - - - - -

88 - - - - - - -

89 - - - - - - - -
90 - - - - - - -

91 - - - - - + - -
92 - - - - - - - -
93 - - - - - - - -
94 - - - - - - - -
95 - - - - - - - +
96 - - - - - - - +
97 + + - - - - - +
98 - - - - - - - -
99 - - - - - - - -
100 - - - - - - - -
101 - - + + - + - +
102 - - - - - - - -
103 - - - - - - - +
104 - - - - - - - -
105 + - - - - - - -
106 - - - - - - - -
107 - - - - - - - -
108 - - - - - - - -
109 - - - - - - - -
110 - - - - - - - -
111 - - - - - - - -
112 - - - - - - - +
113 - - - + - - - -
114 - - - - - - - -
115 - - - - - - - -
116 - - - - - - - -
117 - - - - - - - -
118 - - - - - - - -
119 - - - - - - - -
120 - - - - - - - -
121 - - - - - - - -
122 - - - - - - - +
123 - - - - - - - -
124 - - - - - - - +
125 - - - - - - - -
126 - - - - - - - -

(-) animal negativo; (+) animal positivo; (.) auséncia de soro para o teste. continua...



continuagao...

92

ANIMAL | Parasitoldogico | ELISA indireto | RIFI-L SNAPtest RIFI-T
Linf. M.O. | prot.A lgG FIV | FeLV

127 - - - - - - - +
128 - - - - - - - -
129 - - - - - - - +
130 - - - - - - - -
131 - - + + - + - -
132 - - - - - -
133 - - - - - - - -
134 - - - - - - - -
135 - - - + - + - -
136 - - - - - - - -
137 - - - - + - - -
138 - - - - - - -

139 - - - - - - - -
140 - - - - - - - -
141 - - + - - + - -
142 - - - - - - - +
143 - - - - - - - +
144 - - - - - - - -
145 - - - - - - - -
146 - - + + - - -

147 - - - - - - -

148 - - - - - - + -
149 - - - - - - - -
150 - - - - - - - -
151 - - - - - - - -
152 - - - - - - - -
153 + - - - - - - -
154 - - - - - - - -
155 - - - + - - - -
156 - - - - - - - -
157 - - - - - - - -
158 - - - - - - - -
159 - - - - - - - -
160 - - - - - - - -
161 - - + - - - - -
162 - - - - - - - +
163 - - - - - - - +
164 + - - - - - - -
165 - - - - - - - -
166 - - - - - - - -
167 - - - - - - - -
168 - - - - - - - -
169 - - - - + - - +
170 - - - - - - - -

(-) animal negativo; (+) animal positivo; (.) auséncia de soro para o teste. continua...
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ANIMAL | Parasitoldogico | ELISA indireto | RIFI-L SNAPtest RIFI-T
Linf. M.O. | prot.A lgG FIV | FeLV

171 - - - - - - - -
172 - - - - - - - -
173 - - - - - - - -
174 - - - - - - - +
175 - - - - - + - +
176 - - - - - - - -
177 - - - - - - - -
178 - - + + - + - -
179 - - + + - + - +
180 - - - - - - - +
181 - - - - - - - -
182 - - - - - - - -
183 - - - - - - - -
184 - - - - - - - -
185 - - - - - - - +
186 - - - - - - - -
187 - - - - - - - -
188 - - - - - - - -
189 - - - - - - - -
190 - - - - - - - -
191 - - - - - - - -
192 - - - - - - - +
193 - - - - - - - -
194 - - - - - - - -
195 + + - - - - - -
196 - - - - - - - -
197 - - - - - - - +
198 - - - - - - - +
199 + - - - - - - -
200 - - - - - - - +
201 + + + + + - - -
202 + + - - - +
203 + + - - - - - -
204 + + - - + - - -
205 + + - - + - - +
206 + + - - - - - -
207 - - - - - - - -
208 - - - - - - - -
209 + + - - - - - -
210 + + - - - - - -
211 + - - - - - - -
212 - - - - - - -

213 - - - - - - -

214 - - - - - - - .

(-) animal negativo; (+) animal positivo; (.) auséncia de soro para o teste. continua...
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ANIMAL

Parasitoldgico

ELISA indireto

Linf.

M.O.

RIFI-L

SNAPtest

FIV

FeLV

RIFI-T

215

prot.A lgG

216

217

218

219

220

Cl+ |+
+

221

222

223

Cl+
1

224

225

226

227

228

229

230

231

232

233

234

o+
+

235

236

237

Vol |+

238

239

240

241

242

243

244

245

o+

246

247

248

+
+

249

250

Cl |+

251

252

253

Cl+

254

ClE |+

255

256

257

e
e

Vol [+

258

+
+

(-) animal negativo; (+) animal positivo; (.) auséncia de soro para o teste.

continua...
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ANIMAL | Parasitolégico | ELISA indireto | RIFI-L SNAPtest RIFI-T
Linf. M.O. | prot.A lgG FIV | FeLV
259 - - - - - - - -
260 - - - - - - - -
261 - - - - - - - -
262 - - - - - - - +
263 - - - - - - - -
264 - - + + - - - -
265 - - - - - - - -
266 - - - - - - - -
267 - - - - - - - -
268 - - - - - - - -
269 - - - - - - - -
270 - - - - - - - -
271 - - - - - - - -
272 - - + + - - - -
273 - - + + - + - -
274 - - + + - - - -
275 - - - - - - - -
276 - - - - - - = =
277 - - - - - - - -
278 - - - - - - = =
279 - - - - - - - -
280 - - - - - - - +
281 - - - - - - - -
282 - - - - - - - -
283 + - + + + + - +
284 - + - - - - -
285 - - - - - - -
286 - - - - - - -
287 - - - - - - -
288 - -+ - - - - -
289 - - - - - - -
290 - - - + + - -
291 - - + + + - -
292 - - - - - - -
293 - - - - - - -
294 - - - - - - -
295 - - + + - - -
296 - - - - - - -
297 - + + + - - -
298 - - - - - - -
299 - - - - - - -
300 -+ - - - - - -
301 - - - - - - -
302 - - - - - - - -

(-) animal negativo; (+) animal positivo; (.) auséncia de soro para o teste.
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Apéndice C — Descricdo dos achados de exame fisico geral de 302 gatos
provenientes de area endémica para leishmaniose visceral.
(Aragatuba-SP, 2010)

ANIMAL EXAME FiSICO GERAL

1 Assintomatico

2 Assintomatico

3 Assintomatico

4 Assintomatico

5 Assintomatico

6 Assintomatico

7 Assintomatico

8 Assintomatico

9 Assintomatico

10 Assintomatico

11 Alopecia em cauda, crostas melicéricas na face externa dos pavilhdes
auriculares e na face.

12 Assintomatico

13 Seborréia oleosa

14 Assintomatico

15 Assintomatico

16 Assintomatico

17 Assintomatico

18 Assintomatico

19 Assintomatico

20 Assintomatico

21 Assintomatico

22 Assintomatico, gestante

23 Assintomatico

24 Assintomatico

25 Assintomatico

26 Fratura de fémur direito

27 Cerume enegrecido excessivo em orelhas

28 Assintomatico

29 Assintomatico

30 Lesbes crostosas nas regides perioculares e temporais

31 Assintomatico

32 Lesbes crostosas nas regides temporais

33 Assintomatico

34 Assintomatico

35 Assintomatico

36 Crostas melicéricas nas pontas das orelhas, contaminacao secundaria
em regido média do membros toracico esquerdo (secrecao purulenta)

37 Assintomatico

38 Alopecia generalizada, crostas melicéricas na face

39 Assintomatico

40 Magro

41 Assintomatico

continua...
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continuacao...

ANIMAL EXAME FiSICO GERAL
42 Assintomatico
43 Assintomatico
44 Assintomatico
45 Assintomatico
46 Assintomatico
47 Assintomatico
48 Assintomatico
49 Assintomatico
50 Assintomatico
51 Assintomatico
52 Assintomatico
53 Magro, prostracao e secrecdo ocular serosa bilateral
54 Assintomatico
55 Magro
56 Magro
57 Assintomatico
58 Lesdes crostas melicéricas em regido de flanco esquerdo
59 Alopecia generalizada e lesdes crostosas em regido de jarrete direito
60 Assintomatico
61 Assintomatico
62 Assintomatico
63 Assintomatico
64 Assintomatico
65 Assintomatico
66 Assintomatico
67 Assintomatico
68 Assintomatico
69 Assintomatico
70 Assintomatico
71 Alopecia, piodermite generalizada, eritema e colarete epidérmico
72 Assintomatico
73 Assintomatico
74 Assintomatico
75 Assintomatico
76 Assintomatico
77 Assintomatico
78 Assintomatico
79 Assintomatico
80 Caquexia
81 Assintomatico
82 Caquexia e estupor
83 Assintomatico
84 Assintomatico
85 Assintomatico
86 Lesbes crostosas na cabeca

continua...
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continuacao...

ANIMAL EXAME FiSICO GERAL
87 Assintomatico
88 Assintomatico, gestante
89 Assintomatico
90 Assintomatico
91 Assintomatico
92 Assintomatico
93 Assintomatico
94 Lesbes crostosas na face externa dos pavilhdées auriculares
95 Assintomatico
96 Lesdes crostosas em cabeca e regido cervical dorsal
97 Lesbes crostosas em regido cervical dorsal
98 Assintomatico
99 Lesbes crostosas em regiao da maxila direita
100 Assintomatico
101 Assintomatico
102 Assintomatico
103 Magro
104 Assintomatico
105 Assintomatico
106 Assintomatico
107 Assintomatico
108 Assintomatico
109 Assintomatico
110 Assintomatico
111 Assintomatico
112 Assintomatico
113 Assintomatico e lactante
114 Magro
115 Magro
116 Assintomatico
117 Assintomatico
118 Assintomatico
119 Assintomatico
120 Assintomatico
121 Assintomatico
122 Assintomatico
123 Assintomatico
124 Assintomatico
125 Assintomatico
126 Assintomatico
127 Assintomatico
128 Assintomatico
129 Assintomatico
130 Assintomatico
131 Alopecia e lesdes crostosas em regiao da cabecga e cervical ventral

continua...
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continuacao...

ANIMAL EXAME FiSICO GERAL

132 Assintomatico

133 Assintomatico e lactante

134 Assintomatico

135 Assintomatico

136 Assintomatico

137 Assintomatico

138 Assintomatico

139 Assintomatico

140 Assintomatico

141 Assintomatico

142 Assintomatico

143 Assintomatico e lactante

144 Efusao toracica

145 Assintomatico

146 Assintomatico

147 Linfoadenomegalia em submandibulares, pré-escapulares e popliteos

148 Perda do tbnus dos membros pélvicos e cauda, hepatoesplenomegalia

149 Lesdes crostosas em regido cervical dorsal, cauda e membros pélvicos,
linfoadenomegalia em submandibulares e popliteos

150 Caquexia, prostracao, ictericia, hepatoesplenomegalia e efusio toracica

151 Assintomatico

152 Efusao peritoneal de coloracdo amarelada

153 Assintomatico

154 Assintomatico

155 Assintomatico

156 Assintomatico

157 Assintomético

158 Lesbes crostosas em regido externa dos pavilhées auriculares e na face

159 Assintomético

160 Assintomatico

161 Lesbes crostosas em regido cervical dorsal, cabeca, linfoadenomegalia
em submandibulares e popliteos, hepatoesplenomegalia

162 Assintomético

163 Assintomatico

164 Assintomatico

165 Assintomético

166 Assintomatico

167 Lesdes crostosas na face externa dos pavilhdes auriculares e na regido
cervical dorsal, linfoadenomegalia em submandibulares e popliteos,
magro

168 Assintomatico

169 Lesbes crostosas em face e membros toracicos, hepatoesplenomegalia
e magro

170 Assintomatico

171 Lesdes crostas melicéricas nas pontas das orelhas, linfoadenomegalia

em submandibulares e popliteos

continua...
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continuacao...

ANIMAL EXAME FiSICO GERAL

172 Assintomatico

173 Assintomatico e gestante

174 Assintomatico

175 Assintomatico

176 Assintomatico

177 Assintomatico

178 Lesdes crostosas e ulceras nos quatro membros e na face, ictericia e
hepatoesplenomegalia

179 Assintomatico

180 Assintomatico

181 Assintomatico

182 Assintomatico

183 Assintomatico

184 Assintomatico

185 Assintomatico

186 Assintomatico

187 Assintomatico

188 Assintomatico

189 Assintomatico

190 Assintomatico

191 Assintomatico

192 Assintomatico

193 Assintomatico

194 Assintomatico

195 Assintomatico

196 Assintomatico

197 Assintomatico

198 Assintomatico

199 Assintomatico

200 Assintomatico

201 Paraparesia (atropelamento)

202 Emaciacéao, estupor, infestacdo moderada por carrapatos, mucosas
palidas, calculo dentério e lesao ulcerativa em regiao de tarso direito

203 Magro, secrecéo ocular translucida e fluida bilateral e opacidade de
cornea bilateral do tipo nébula

204 Les&o granulomatosa/tumoral em globo ocular direito € magro

205 Emaciacgéo, exposicao das falanges distais dos membros pélvicos
(gangrena seca)

206 Magro

207 Magro e desidratacéo (6% a 8%)

208 Les&o crostosa em regido cervical dorsal, linfoadenomegalia em
submandibulares e magro

209 Assintomatico

210 Linfoadenomegalia em submandibulares

211 Assintomatico

continua...
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continuacao...

ANIMAL EXAME FiSICO GERAL

212 Lesao crostosa em extremidade dos membros toracicos, desidratacao
(8%), linfoadenomegalia em popliteos e magro

213 Lesdo crostosa em plano nasal, lesédo ulcerativa com secrecao purulenta
proxima a jugular direita, mucosas palidas, linfoadenomegalia de
popliteo direito e magro

214 Hiperqueratose/hiperemia em face, desidratacéo (8%),
linfoadenomegalia de submandibulares e popliteos, magro

215 Linfoadenomegalia de popliteos

216 Assintomatico

217 Linfoadenomegalia de popliteos

218 Assintomatico, calculo dentario

219 Lesao ulcerativa na face externa dos pavilhées auriculares (bordos
hemorragicos/crostas hemorragicas), comedos em regidao mentoniana e
apatia

220 Hiperqueratose, lignificacao, hiperpigmentacdao em toda regiao cervical,
secrecao ocular purulenta bilateral , desidratacéo (8% a 10%), apatia

221 Lesao ulcerativa arredondada em regiao de cadeia mamaria direita,
nddulos de aspecto cistico (subcutédneo) em cadeia mamaria esquerda,
magro

222 Perda de grande parte do plano nasal (Ulcera profunda) com bordos
hemorragicos/crostosos/fragilidade tecidual/hiperemia, perda dos dentes
incisivos superiores, desidratagdo (8%) — carcinoma de células
escamosas bem diferenciado, puliciose e magro

223 Aolpecia em regiao de gradio costal esquerdo e de mandibula ventral,
comedos em regido mentoniana, halitose, linfoadenomegalia de
submandibulares e popliteos

224 Assintomatico

225 Assintomético

226 Linfoadenomegalia de popliteos

227 Assintomatico

228 Assintomético

229 Lesdo crostosa com contaminacao secundaria/aglutinacéao de
pelos/hiperemia em regido cervical dorsal e occipital

230 Descamagéo furfuracea em face e pavilhdes auriculares externos,
linfoadenomegalia de popliteos

231 Assintomatico

232 Linfoadenomegalia de popliteos

233 Estomatite em regido ventral da lingua, linfoadenomegalia de popliteos e
magro, alopecia, hiperqueratose e lignificacdo no bordo das orelhas

234 Alopecia em regiao cervical dorsal com crostas melicéricas

235 Linfoadenomegalia de popliteos

236 Dermatite umida aguda em mamas inguinais, ulcerag¢ao na lingua,
linfoadenomegalia em submandibulares e popliteos

237 Secrecao nasal purulenta unilateral direita, linfoadenomegalia em

popliteo direito

continua...
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continuacao...

ANIMAL EXAME FiSICO GERAL

238 Dermatite umida aguda em face caudal da coxa direita,
linfoadenomegalia em popliteo direito e gestante

239 Assintomatico

240 Mucosas péildas, desidratagéo (6%), magro, membro toracico direito
amputado

241 Assintomatico

242 Mucosas pélidas, secrecao nasal serosa bilateral, espirro/tosse e
linfoadenomegalia em popliteos

243 Estomatite em regido ventral da lingua, secrecéo nasal mucopurulenta
bilateral, espirro/tosse, puliciose, linfoadenomegalia de subandibulares e
popliteos

244 Linfoadenomegalia de subandibulares e auséncia do globo ocular
esquerdo

245 Linfoadenomegalia de subandibulares e popliteos, puliciose

246 Linfoadenomegalia de subandibulares

247 Assintomatico

248 Linfoadenomegalia de subandibulares e calculo dentario

249 Assintomatico

250 Linfoadenomegalia de popliteos

251 Linfoadenomegalia de popliteos e puliciose

252 Linfoadenomegalia de submandibulares, tonsilas hipertrofiadas e
presenca de ranula

253 Assintomatico

254 Assintomatico

255 Linfoadenomegalia em submandibulares e popliteos

256 Magro

257 Assintomatico

258 Abcesso em regido de flanco direito, secrecao nasal fluida bilateral,
secrecdo ocular viscosa unilateral esquerda, magro

259 Assintomético

260 Assintomatico

261 Crostas melicéricas em face, secrecao ocular hemorragica unilateral
esquerda, secrecdo nasal mucopurulenta bilateral, comedos,
desidratagcéo (6%), linfoadenomegalia de submandibulares e popliteo
direito e magro

262 Lesao crostosa em face e regido externa dos pavilhdes auriculares,
secrecao nasal mucéide bilateral, desidratagéo (6%), puliciose,
criptorquida direito e magro

263 Magro

264 Alopecia de face, descamacao furfuracea e puliciose

265 Assintomatico

266 Alopecia na face externa do pavilhdo auricular direito, linfoadenomegalia
em popliteo direito

267 Assintomatico

268 Assintomatico

269 Assintomatico

continua...
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continuacao...

ANIMAL EXAME FiSICO GERAL

270 Assintomatico

271 Secrecao ocular mucéide bilateral, desidratagéo (6%), puliciose e magro

272 Rarefagéo pilosa em extremidade dos membros toracicos e pélvicos,
linfoadenomegalia de popliteos, desidratacdo (6% a 8%,), puliciose e
magro

273 Assintomatico

274 Secrecéao ocular e nasal purulentas bilaterais, tonsilas hipertrofiadas,
linfoadenomegalia em submandibulares, puliciose e magro

275 Linfoadenomegalia em submandibulares e magro

276 Assintomatico

277 Assintomatico

278 Assintomatico

279 Assintomatico

280 Alopecia com crostas hemorragicas na base da cauda

281 Assintomatico

282 Assintomatico

283 Desidratagcao (6%), ulceragao profunda em face externa dos pavilhdes
auriculares (crostas hemorragicas), puliciose e magro

284 Assintomatico

285 Assintomatico

286 Linfoadenomegalia de submandibulares e popliteos, secre¢éo nasal
serosa unilateral esquerda e puliciose

287 Desidratacao (10%), caquexia, diarréia, estupor e secre¢ao nasal
bilateral

288 Assintomatico

289 Desidratacao (6%), alopecia, diarréia com odor muito fétido e eritema
anal

290 Lesdo em pontas de orelhas com crostas hemorragicas e sangramento
ativo, desidratacao (6%) e apatia

291 Assintomético

292 Lesdes crostosas e alopecia em cauda

293 Puliciose e magro

294 Assintomatico

295 Rarefacao pilosa em regiao toracica dorsal

296 Lesbes crostosas em face

297 Comedos na regido mentoniana

298 Magro

299 Desidratacao (8%), estomatite, estupor, miiase perianal e em prepucio

300 Assintomatico

301 Diarréia e desidratacéo (8%)

302 Linfoadenomegalia de popliteos
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