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Resumo

Apesar da descrigao de varios casos de leishmaniose felina no mundo, pouco se sabe sobre a importincia do gato
como um reservatorio da doenca. O objetivo do presente estudo foi determinar a ocorréncia de leishmaniose em gatos
provenientes de uma drea endémica para leishmaniose visceral no Brasil. Duzentos gatos foram incluidos no estudo. A
presenca de infec¢ao foi determinada por meio do achado de formas amastigotas do parasita em esfregacos obtidos por
puncdo bidpsia aspirativa de linfonodos, medula dssea, bago e figado, e pela presenca de anticorpos anti-L. chagasi pelo
teste de ELISA indireto. Nossos resultados demonstraram uma prevaléncia de infecgdao em 14,5% (31/200) dos gatos na
populacdo estudada, sendo 4% (8/200) por diagnéstico parasitologico e 11,5% (23/200) por sorologia.
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Abstract

Despite the description of several cases of feline leishmaniasis around the world, little information is available about
the importance of the cat as a reservoir of the disease. The aim of the present study was to determine the occurrence
of leishmaniasis in cats from an endemic area for visceral leishmaniasis in Brazil. Two hundred cats were included in
this study. Infection was evaluated through the presence of amastigotes in stained smears from fine-needle aspirates
of lymph nodes, bone marrow, spleen and liver, and by antibody reactivity against Leishmania chagasi using indirect
ELISA. Our results showed a prevalence of infection in 14.5% (31/200) of the feline population studied, with 4% (8/200)
of positivity by parasitological diagnosis and 11.5% (23/200) by serology.
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Introducao

A infecgao natural de um gato doméstico por Leish-
mania sp. teve sua primeira descricdo em 1912, na
Argélia, em um animal de quatro meses de idade, que
convivia com um cao e uma crianga, portadores de
leishmaniose visceral. O diagndstico baseou-se no
achado de formas amastigotas do parasito em medula
oOssea, sem a identificagdo da espécie causadora de en-
fermidade’. Da descrigao do primeiro caso clinico até os
dias de hoje, a literatura mundial tem registros de 45 ca-

sos positivos pelo exame parasitoldgico para Leishmania

sp. em diversos paises como nos Estados Unidos?, Fran-
¢a*!, Espanha>®’, Italia®*'°, Portugal'"'", Suica® e Bra-
si]!4131617.1819.20  Destes casos, 24 (53,3%) ocorreram no
Novo Mundo e 21 (46,6%) no Velho Mundo.
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Apesar da ocorréncia de infecges esporadicas, os
felinos nao siao considerados, at¢é o momento, um
reservatdrio importante da doenga e existem discor-
déncias na literatura com relacdo a susceptibilidade
dos felideos domésticos a infec¢do por Leishmania
sp.'%?"2. Acredita-se que gatos infectados possuam
certo grau de resisténcia natural a enfermidade pro-
vavelmente relacionada a fatores genéticos'®**.

O crescente aumento na prevaléncia de leishmanio-
se visceral canina no Brasil, particularmente no Estado
de Sao Paulo, area considerada indene até o relato do
primeiro caso no ano de 1998, vem gerando preocu-
pagdes em profissionais que atuam junto a 6rgaos de
saude publica, em clinicos veterinarios de pequenos
animais e também na populagdo residente em areas de
risco. Nesse contexto, surge a necessidade de identificar
possiveis reservatdrios domésticos, entre eles os felinos,
conforme salientado por Simdes-Mattos*. Apesar da
existéncia de alguns estudos pesquisando a soropreva-
léncia da infec¢ao em populagoes de felinos residentes
em areas endémicas, nio estd claro ainda se as baixas
prevaléncias de infecgao e de doenga, em gatos prove-
nientes de dreas endémicas, sao devidas a falhas na de-
tecgdo de anticorpos ou ao fato dos gatos apresentarem
resisténcia natural a leishmaniose”*!>2025%,

Baseando-se na hipdtese de que gatos podem ser
infectados por Leishmania chagasi, o presente estudo
teve como objetivo determinar a soropositividade de
infec¢do por Leishmania sp. em 200 gatos provenien-
tes de drea endémica para leishmaniose visceral por

meio da técnica de ELISA indireto.

Material e Método

Para a realizagdo do presente estudo foram colhi-
das amostras de sangue de dois grupos de animais. O
primeiro grupo foi constituido por 200 gatos adultos,
independente de sexo ou raga, provenientes do Cen-
tro de Controle de Zoonozes (CCZ) do municipio
de Aracatuba, Sdo Paulo, Brasil, area endémica para

leishmaniose visceral; o segundo foi formado por 53
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gatos residentes no municipio de Santos, Sao Paulo,
area ndo endémica para a doenga; utilizados como
grupo controle. Nos gatos do primeiro grupo foram
realizadas citologias aspirativas por agulha fina de lin-
fonodos popliteos, medula 6ssea, bago e figado para
a pesquisa de formas amastigotas de Leishmania sp.,
por meio de exame parasitologico direto, em laminas
coradas com corante hematoldgico e observadas ao
microscdpio 6ptico, em objetiva de 100x (imersao).
Apos a titulagao em bloco, padronizaram-se as seguin-
tes condigdes para o teste de ELISA indireto: as micro-
placas foram cobertas com antigeno total de Leishmania
chagasi, numa concentragao de 10 pg/mL em tampao
carbonato 0,05 M, pH 9,6, e incubadas por 18 horas a 4
°C. As placas foram bloqueadas com 200 pL de solugao
salina tamponada acrescida de leite em p6 desnatado a
10%, e incubadas a 37 °C durante duas horas em cdmara
umida. Adicionaram-se 100 pL por pogo das amostras
de soros dos animais controle positivo e controle negati-
vo, e dos gatos dos grupos experimentais, diluidas 1:400
em PBS-T e soro fetal bovino a 10%, e as placas foram
incubadas por uma hora a temperatura ambiente. Colo-
caram-se 100 UL por pogo do conjugado anti-IgG total
de gato ligado a peroxidase (A20-120P Bethyl, Montgo-
mery, USA), na diluigdo de 1:40000 em PBS-T. Apds 45
minutos de incubagao a 37 °C foram adicionados 100 uL
dasolucio de tetrametilbenzidina dihidroclorada (TMB)
(Cédigo 55214, BD Biosciences Pharmingen, San Diego,
USA) com posterior incubagao da placa por 30 minu-
tos, ao abrigo de luz, em temperatura ambiente. A rea-
¢ao foi interrompida adicionando-se a cada pogo 50 uL
de é4cido sulftrico 0,5 N e a densidade dptica (D.O.) foi
determinada em leitor de ELISA (Labsystems Multiskan
EX - Thermo Fisher Scientific Inc. — Waltham, MA),
utilizando-se filtro de 450 nm. Entre cada etapa as placas
foram lavadas com solugdo salina tamponada contendo
0,05% de Twen 20 (PBS-T), por quatro vezes. Os resulta-
dos foram expressos pela média da densidade 6ptica ob-
tida dos soros em duplicata. Como controle positivo da

reagdo utilizou-se soro de um gato parasitologicamente



positivo com elevados titulos de IgG anti-Leishmania
sp. proveniente do municipio de Aragatuba, Sdo Paulo,
e como controle negativo, soro de um gato proveniente
de drea ndo endémica para a doenga. A determinagdo do
ponto de corte (0,365) foi realizada com as 53 amostras
de soros dos gatos provenientes de area ndo endémica.
A sensibilidade e a especificidade do método de ELISA
indireto foram determinadas considerando-se como
referéncia os resultados obtidos no exame parasitologi-
co direto e o coeficiente Kappa foi usado para avaliar a
concordancia entre os dois métodos. A interpretacdo da
concordancia foi feita de acordo com Landis e Koch?.
As andlises foram realizadas utilizando-se o programa
“Statistical Analysis System” (SAS® Learning Edition 2.0
— SAS Institute Inc., Cary, NC, EUA. 2005).

Resultados

Dos 200 gatos avaliados pelo exame parasitologico
direto, em oito (4%) foram evidenciadas formas amas-
tigotas de Leishmania sp. (Tabela 1). Quatro gatos apre-
sentaram formas amastigotas de Leishmania sp. somen-

te em citologia de linfonodos popliteos. Em apenas um
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animal observou-se o parasito na pungao biopsia aspirati-
va de figado, sendo negativo nos demais tecidos avaliados.
Ja em um felino evidenciou-se Leishmania sp. tanto no
linfonodo popliteo quanto na medula dssea, diferente de
outros dois, em que foram identificadas formas amasti-
gotas em preparados citoldgicos de linfonodos popliteos,
baco e medula dssea. Vinte e trés gatos (11,5%) foram
sorologicamente positivos pela técnica de ELISA indire-
to. Dos oito animais com diagndstico positivo ao exame
parasitologico direto, apenas dois (25%) foram positivos
também pela técnica de ELISA indireto. A concordancia
entre os dois testes foi considerada fraca (Tabela 2). Os
valores de sensibilidade e especificidade para o método
de ELISA indireto foram 25% e 89%, respectivamente.
Dos animais positivos, apenas dois (25%) apresentavam
alteragdes ao exame fisico, caracterizadas por lesoes der-
matoldgicas crostosas na regido cervical dorsal, acompa-

nhadas de hepatoesplenomegalia.

Discussao e Conclusoes

Apesar de dois gatos soropositivos apresentarem le-

soes de pele e hepatoesplenomegalia, ndo ¢ possivel

Tabela 1 - Valores absolutos e percentuais observados para a presenca de formas
amastigotas de Leishmania sp. em amostras de pungao biopsia aspirativa (PBA)
de linfonodos popliteos, bago, figado e medula dssea de 200 gatos provenientes
de drea endémica para leishmaniose visceral - Aragatuba — SP - 2008

PBA

Tecidos

Numero de Animais

Percentagem (%)

Linfonodos popliteos

7 87,5

Medula 6ssea 3 37,5
Baco 2 25,0
Figado 1 12,5
Total 8 100

Tabela 2 - Resultados da pesquisa de Leishmania sp por meio de exame parasitologico
direto e de sorologia pela técnica de ELISA indireto em amostras de 200 gatos
de drea endémica para leishmaniose visceral - Aragatuba — SP - 2008

Parasitoldgico ..
. : Kappa Concordancia*
Positivo ~ Negativo
Positivo 2 21
ELISA - 0,0894 Fraca
Negativo 6 171

*Landis e Koch?.
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afirmar que tais alteragdes sejam decorrentes de uma
infeccdo por Leishmania sp., uma vez que ndo foram
excluidas outras enfermidades infecciosas nos animais
avaliados. Dos orgdos utilizados para a realizagdo do
exame parasitologico direto, os linfonodos popliteos
foram os que apresentaram maior positividade em um
maior nimero de animais, sugerindo que deva ser a pri-
meira op¢do quando da escolha do local onde realizar
a pungdo bidpsia aspirativa. A pung¢ao de medula 6ssea
ndo elevou a sensibilidade do exame parasitolégico, uma
vez que os animais em que se observaram formas amas-
tigotas na medula Ossea também possuiam parasitas nos
linfonodos popliteos. Embora tenham sido encontrados
parasitas no figado de apenas um gato, a pungdo deste
6rgdo demonstrou ser importante, uma vez que no re-
ferido animal ndo foram observadas formas amastigotas
de Leishmania sp em nenhum outro 6rgao linfoide.

A soropositividade em 11,5% dos gatos do presente
estudo foi inferior a observada por Pennisi, Masucci e
Catarsini”, ao avaliarem gatos sorologicamente posi-
tivos para imunodeficiéncia viral felina (FIV) na Italia,
e Martin-Sanchez et al”, em um estudo com 183 gatos
encaminhados a clinicas veterindrias do sudeste da Es-
panha, que encontraram valores proximos a 60%. Por
outro lado, estd relativamente proxima aos resultados
obtidos por Solano-Gallego et al.*, ao determinarem a
soroprevaléncia de leishmaniose visceral em 445 gatos
provenientes da regiao noroeste da Bacia do Mediterra-
neo e identificarem um valor de 5,25%, e superior aos
resultados de Poli et al.®, que encontraram 0,9% de so-
ropositividade em uma populagdo de gatos da Toscana.

A técnica de ELISA apresentou baixa sensibilidade

(25%) quando comparada a observada em ensaios ca-
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