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ARACATUBA — SAO PAULO — BRASIL.

RESUMO - Apesar de alguns relatos da ocorréncia de leishmaniose visceral em
felinos, a literatura é escassa no que diz respeito a sua pesquisa em populacdes de
gatos de areas endémicas para a doenca. Desta forma, o presente estudo teve por
objetivo pesquisar em uma area endémica para leishmaniose visceral canina, a
possibilidade de infeccdo em gatos, por meio de exame parasitolégico direto e da
pesquisa de anticorpos anti-Leishmania chagasi pelas técnicas de ensaio
imunoenzimatico indireto (ELISA) e reacdo de imunofluorescéncia indireta (RIFI). Para
tanto, foram colhidas amostras de soro de 200 gatos, encaminhados ao Centro de
Controle de Zoonoses do municipio de Aracatuba — Sdo Paulo — BRASIL, bem como
realizadas puncbes biopsias aspirativas de linfonodo, medula éssea, baco e figado,
utilizados para a confeccdo de preparados citoldgicos para a pesquisa direta de formas
amastigotas de Leishmania sp. A prevaléncia da doenca nessa populagcédo de gatos foi
de 6,5%. Dos 200 animais avaliados, oito (4,0%) apresentaram resultado parasitologico
positivo, seis (3,0%) apresentaram titulos sorologicos acima do ponto de corte (0,332)
pela técnica de ELISA e um (0,5%) evidenciou titulo superior ao ponto de corte (1:40)

pela RIFI, totalizando 13 gatos considerados positivos

Palavras-Chave: ELISA, gato, leishmaniose visceral, reacdo de imunofluorescéncia

indireta, zoonose
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OCCURRENCE OF Leishmania sp. IN CATS OF THE MUNICIPAL DISTRICT OF
ARACATUBA — SAO PAULO — BRAZIL.

SUMMARY - In spite of some reports of the occurrence of feline visceral
leishmaniasis, the literature is scarce about its research on populations of cats in
endemic areas for the disease. The present work aimed to study, in an endemic area for
canine visceral leishmaniasis, the infection possibility in cats using the direct
parasitological test, enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA) and indirect
immunofluorescent antibody test (IFAT). For this purpose, a total of 200 cats directed to
the Zoonosis Control Center of the municipal district of Aracatuba — Sdo Paulo — Brazil
were employed. Lymph node, bone marrow, spleen and liver aspiration biopsies were
carried out and observed under optical microscope to search for amastigote forms of the
parasite and serum samples were submitted to serological methods in order to detect
anti-Leishmania chagasi circulating antibodies. The prevalence of the disease in this
population of cats was 6.5%. Amastigote forms of the parasite were observed in eight
(4.0%) cats; by ELISA method, six (3.0%) cats presented titer above the specie’s cut off
point (0,332) and one cat (0,5%) showed a titer above 1:40, a positive serological

reaction, by IFAT, totalizing 13 positive cats.

Keywords : ELISA, cat, visceral leishmaniasis, indirect immunofluorescent antibody test,

Z00oNnosis



1. INTRODUCAO

A leishmaniose € uma zoonose causada por um protozoario do género
Leishmania e que se divide em dois grandes grupos, de acordo com a sua forma de
apresentacdo, podendo ser cutanea ou visceral. No Brasil, ambas ocorrem, sendo que,
no noroeste do estado de S&o Paulo, mais especificamente na cidade de Aracatuba,
local de colheita das amostras para o presente projeto de pesquisa, até o momento, s6
se identificou a forma visceral da doencga, cujo agente etiolégico envolvido é a
Leishmania chagasi.

Devido a grande susceptibilidade do homem e de alguns animais domésticos,
particularmente o cdo e o gato, torna-se de grande importancia o estabelecimento do
seu ciclo doméstico. Em alguns paises, é a forma clinica mais fregiientemente
associada a Sindrome da Imunodeficiéncia Adquirida (AIDS) em humanos. O principal
responsavel pela sua transmissdo entre hospedeiros vertebrados, no Brasil, é o
flebotominio hemato6fago da espécie Lutzomyia longipalpis. Embora seja descrita como
uma doenca rural, tipica de ambientes silvestres, atualmente sabe-se que ela pode ser
também contraida em zonas suburbanas e urbanas, tendo sido notificados casos
humanos e caninos em 19 estados brasileiros.

A leishmaniose visceral canina causa, na maioria das vezes, um quadro
sistémico crbnico, que apresenta manifestacdes clinicas inespecificas e similares as
dos humanos. A doenca é mais prevalente na populacdo canina que na humana, pela
constatacdo de que os casos humanos normalmente sédo precedidos por casos caninos
e pelo fato dos cdes apresentarem uma maior quantidade de parasitos na pele do que o
homem, o que favorece a infeccao dos vetores. Uma das estratégias para o controle da
leishmaniose, no pais, indicada pela Fundacdo Nacional de Saude, consiste na
eliminacdo do cao doméstico positivo, assintomatico ou nédo, por ser considerado o seu
principal reservatdrio. Apesar da ocorréncia de infecgbes esporadicas, os felinos nao

sdo considerados, até o momento, um reservatorio importante da doenca.



Existem basicamente trés categorias de provas utilizadas para o diagnéstico da
leishmaniose: os métodos parasitologicos, os métodos sorolégicos e os métodos
moleculares.

O método parasitolégico direto, por meio da observagcédo de formas amastigotas
do parasito em preparados citoldgicos, € considerado por alguns autores como o teste
ouro para o diagnostico da doenca, sendo que a sua sensibilidade pode ser baixa e €
dependente do grau de parasitemia, do tipo de material biolégico coletado e do tempo
de leitura da lamina.

Outro meio de diagnostico € a realizacdo de provas sorolégicas como a
Imunofluorescéncia Indireta (RIFI) e o ELISA-teste, que geralmente apresentam alta
sensibilidade e especificidade, sendo os métodos diagnosticos preconizados pelo
Ministério da Saude. Além das provas sorologicas de rotina existem os testes
comerciais de imunocromatografia, que sao atrativos devido a simplicidade de uso e a
rapida resposta, apesar dos relatos de que podem levar a uma grande proporcao de
diagnésticos falso-positivos.

O método do PCR (reacdo em cadeia da polimerase), por meio do qual é
possivel identificar e ampliar seletivamente o DNA do parasito, constituindo-se em uma
nova perspectiva para o diagnostico da leishmaniose visceral por apresentar
sensibilidade e especificidade muito elevadas, sendo as suas principais desvantagens o
alto custo e a necessidade de laboratérios bem equipados. Em menor escala, também
sdo utilizados no diagnéstico da doenca os testes de aglutinacdo direta,
hemaglutinacdo indireta, imunoprecipitacdo em gel e eletroforese e “imunobloting”.

A importancia da leishmaniose visceral como zoonose, associada & sua
crescente disseminacao pelo pais, exige que os veterinarios e demais profissionais da
area da saude se mantenham atentos acerca da sua ocorréncia. A gravidade da
doenca, por si s0, ja justifica a necessidade de tornar o problema publico como a Unica
forma de impedir sua disseminacdo. Para conter essa expansdo € necessario um
trabalho responsavel e continuo, baseado em inquéritos epidemiolégicos freqientes
das populacdes caninas de areas endémicas e na pesquisa da possibilidade de outras
espécies estarem envolvidas no ciclo bioldgico da doenca. Apesar dos relatos da

ocorréncia de leishmaniose visceral em felinos, a literatura € muito escassa no que diz



)

respeito a pesquisa de Leishmania chagasi em animais de areas endémicas, sendo
possivel que infecgcbes em gatos sejam relativamente comuns em algumas dessas

regioes.



2. REVISAO DE LITERATURA

As leishmanias fazem parte de dois grandes grupos, quais sejam, 0 que causa a
leishmaniose tegumentar (leishmaniose cutédnea, muco-cutédnea, cutéanea difusa e
disseminada) e o que causa a leishmaniose visceral. A leishmaniose visceral € uma
antropozoonose conhecida ha muito tempo, tendo sido confundida com outras
endemias por um longo periodo, em virtude da sua semelhanca com determinadas
enfermidades tropicais de caréater febril e da auséncia de lesdes patognoménicas (REY,
2001).

O primeiro caso da doenca em seres humanos foi descrito na Grécia, em 1835.
Em 1903, Leishman reconheceu a semelhanca do parasito com as formas redondas
que se apresentavam nas infec¢bes por Trypanosoma sp. e, neste mesmo ano,
Donovan descreveu estes mesmos parasitos na enfermidade denominada Dundum ou
Calazar (PESSOA; MARTINS, 1988). O relato da doenca no Brasil é datado de 1913,
quando da necropsia de um homem proveniente do municipio de Boa Esperanca no
Mato Grosso do Sul (CASTRO, 1996).

A leishmaniose é causada por um protozoario da ordem Kinetoplastida, familia
Trypanosomatidae e do género Leishmania. A espécie envolvida com a infec¢do na
leishmaniose visceral depende da regidao geografica, sendo a Leishmania donovani o
agente etiolégico na Asia e Africa; a Leishmania infantum na Asia, Europa e Africa, e a
Leishmania chagasi nas Américas (SAO PAULO, 2003).

A classificacdo da espécie oferece algumas dificuldades, pois os parasitos sdo
morfologicamente muito semelhantes entre si, entretanto, estes causam enfermidades
com caracteristicas clinicas e epidemiologicas distintas (REY, 2001). Apesar da
discordancia entre pesquisadores, semelhancas estruturais verificadas por meio de
estudos moleculares sugerem que a L. chagasi e a L. infantum sejam a mesma espécie,
permitindo que alguns autores denominem de L. infantum o agente etioldgico desta
enfermidade também nas Américas (MAURICIO et al., 1999).



As leishmanias sdo protozoarios pleomorficos que completam seus ciclos de vida
em dois hospedeiros, sendo um vertebrado e um invertebrado (KONTOS; KOUTINAS,
1993). Séo parasitos digenéticos e apresentam duas formas durante o ciclo biolégico:
uma aflagelada ou amastigota, intracelular obrigatdria, encontrada no interior de células
do sistema fagocitico mononuclear dos hospedeiros vertebrados e, outra flagelada ou
promastigota, encontrada no trato digestério anterior dos insetos vetores
(SLAPPENDEL, 1988; SAO PAULO, 2003).

A transmissdo entre hospedeiros vertebrados no Brasil ocorre principalmente
pela picada de flebotomineos hemat6fagos da espécie Lutzomyia longipalpis (CASTRO,
1996; CIARAMELLA et al., 1997; SANTA ROSA,; OLIVEIRA, 1997; POCAI et al., 1998;
RIBEIRO, 2001), conhecidos popularmente como mosquito palha, birigui ou tatuquiras
(FEITOSA et al., 2000). Trabalhos recentes sugerem um possivel envolvimento de
outras espécies do género Lutzomyia na transmissdo da doenca em areas nao-
endémicas das Américas do Norte e do Sul (TRAVI, 2002).

Os flebotomineos sdo mosquitos pequenos (com cerca de 2 a 3 mm), com
hébitos intra e peridomiciliares, fazendo seu ciclo larvar na matéria organica umida, o
que dificulta o seu combate (SANTA ROSA; OLIVEIRA, 1997). Possuem habitos
crepusculares e noturnos, permanecendo em locais tranquilos, sombrios e Umidos
durante o dia. Deslocam-se em vbos curtos e silenciosos, 0 que ndo denuncia sua
aproximacdo no momento da picada (REY, 2001; SOARES; TURCO, 2003). Alguns
autores associam o periodo de maior transmissibilidade a estagdo chuvosa, quando os
insetos invadem o domicilio picando o homem e outros animais (SANTA ROSA;
OLIVEIRA, 1997).

Ao se alimentar em um hospedeiro vertebrado infectado, o flebotomineo ingere
macrofagos contendo formas amastigotas de Leishmania sp., as quais, posteriormente,
sofrem divisdo binaria, multiplicacdo e diferenciacdo em formas paramastigotas. Estas
colonizam a parte anterior do tubo digestorio do inseto vetor diferenciando-se em
formas promastigotas, as quais, presas a parede intestinal do fleb6tomo, multiplicam-se
e sofrem nova diferenciacdo, transformando-se em promastigotas metaciclicas, que sdo
as formas infectantes (KONTOS; KOUTINAS, 1993; BANETH, 2006).



Quando realiza o repasto sangliineo novamente, o inseto pode infectar a pele do
hospedeiro vertebrado regurgitando a forma flagelada, a qual é fagocitada pelos
macrofagos da pele, perde o flagelo e transforma-se em formas amastigotas,
completando o ciclo biolégico do parasito (REY, 2001; STRAUSS; BANETH, 2001).
Ocorre entdo a multiplicacdo das formas amastigotas, com disseminagcdo hematogénica e
linfatica para tecidos ricos em células do sistema mononuclear fagocitario (KONTOS;
KOUTINAS, 1993; BANETH, 2006).

A doencga era, até recentemente, considerada como rural, tipica de ambientes
silvestres, mas hoje pode ser também contraida em zonas suburbanas e urbanas.
Atualmente surtos e epidemias de leishmaniose visceral tém sido observados em
grandes centros urbanos do Brasil (SILVA et al., 2001). O crescente nimero de casos
da doenca nessas areas pode ser explicado pelas altera¢cdes ambientais que forcaram
a adaptacéo do vetor ao ambiente urbano (SANTA ROSA; OLIVEIRA, 1997; SILVA et
al., 2001).

O processo de urbanizacdo crescente levou a uma expansdo das areas
endémicas com o aparecimento de novos focos, apontando a enfermidade como uma
doenca reemergente (CASTRO, 1996; ALVES; BEVILACQUA, 2004; MELO, 2004). A
incidéncia de casos de leishmaniose visceral fatal em seres humanos esta aumentando,
tanto pela crescente urbanizacdo da doenga como pela associacdo com o0 virus da
imunodeficiéncia humana (HIV). Com isto, vem sendo observado o deslocamento da
faixa etaria de ocorréncia da doenca, aumentando o numero de individuos com mais de
15 anos que contraem leishmaniose visceral (SANTA ROSA; OLIVEIRA, 1997). Uma
vez a doenca instalada, esta acelera a replicacdo do HIV e piora a condigdo clinica do
paciente por imunossupressao adicional (CAMARGO-NEVES; SANTUCCI, 2005).

A doenca € endémica em 88 paises e, de acordo com dados da Organizacdo
Mundial da Saude, cerca de 90% dos casos notificados ocorrem na india, Sud3o,
Bangladesh e Brasil (BORJA-CABRERA et al., 2002). No Brasil a ocorréncia da
leishmaniose visceral vem aumentando, ndo s6 em numero de casos, mas também na
sua dispersao geografica (SANTA ROSA; OLIVEIRA, 1997), sendo endémica em Varios
estados (GOMES et al., 1999) e ja tendo sido identificada em humanos em 19 dos 27



estados da Federacdo, com casos autdctones descritos em aproximadamente 1600
municipios (SAO PAULO, 2003; MELO, 2004).

Devido a grande susceptibilidade do homem e de alguns animais domésticos,
particularmente o cdo e o gato, a certas doengas, tornou-se de grande importancia o
estabelecimento de um ciclo doméstico de infeccbes como a leishmaniose visceral
(CAMARGO-NEVES; SANTUCCI, 2005). A doenca ja foi identificada em cées (Canis
familiaris), gatos (Felis domesticus), canideos silvestres (Cerdocyon thous, Lycalopex
vetulus), marsupiais (Didelphis marsupialis, Didelphis albiventris) e roedores
(Proechymis oris) (GENARO, 1993; CASTRO, 1996; SANTA ROSA; OLIVEIRA, 1997;
BANETH, 2006).

Até o presente momento, de todos os animais identificados como reservatorios
da doenca, o cdo, do ponto de vista epidemioldgico, é considerado o mais importante,
pois apresenta um grande contingente de animais infectados com parasitismo cutaneo,
constituindo-se no principal elo na cadeia de transmissdo da leishmaniose visceral
(SLAPPENDEL; GREENE, 1990; MELO, 2004).

Essa importancia baseia-se no fato da doenca ser mais prevalente na populacéo
canina que na humana, pela constatacdo de que os casos humanos normalmente séao
precedidos por casos caninos e, pelo fato dos cées apresentarem uma maior
guantidade de parasitos na pele do que o homem, o que favorece a infeccédo dos
vetores (CASTRO, 1996; SANTA ROSA; OLIVEIRA, 1997; SCOTT et al.,, 2001,
BANETH, 2006).

A prevaléncia da leishmaniose visceral em cades de areas endémicas pode atingir
20 a 40% da populacdo (SLAPPENDEL; GREENE, 1990; SANTA ROSA; OLIVEIRA,
1997; CAMPINO, 2002). Acredita-se que em areas com alta infeccdo na espécie, a
incidéncia na populacdo humana varie de 1 a 2% (SLAPPENDEL; GREENE, 1990;
SANTA ROSA; OLIVEIRA, 1997).

Em um estudo feito na regido metropolitana de Belo Horizonte — MG, de um total
de 164 animais examinados, 64% eram soropositivos para Leishmania chagasi (SILVA
et al., 2001). No Mato Grosso do Sul, de um total de 97 caes, 23,7% foram

sororreagentes para leishmaniose visceral (NUNES et al., 2001). Em inquérito



epidemiolégico realizado em Montes Claros — MG, de um total de 33.937 exames, 9,9%
e 8,8% dos caes das areas urbana e rural, respectivamente, eram soropositivos (SILVA
et al., 2003). Na cidade de Barra do Guariba — RJ, de 365 cées, 25% foram
soropositivos para Leishmania chagasi (CABRERA et al., 2003).

O primeiro caso de leishmaniose visceral canina no Estado de Sao Paulo foi
diagnosticado no municipio de Aracatuba, regido noroeste do estado, no Hospital
Veterinario da Faculdade de Medicina Veterinaria — UNESP — Aracatuba, em maio de
1998. A partir de entdo o numero de casos caninos da doenga na regido vem
aumentando consideravelmente, sendo que, de acordo com os dados da Direcéao
Regional de Saude, 41 municipios ja apresentaram casos confirmados da doenca, que
esta se difundindo para outras regides do Estado, inclusive com casos autdctones
identificados na regido metropolitana da cidade de Sao Paulo a partir do ano de 2005
(SAO PAULO, 2003; REICHMAN, 2006). No municipio de Aracatuba, cerca de 37.000
cdes acometidos pela doenca foram submetidos a eutanasia no periodo compreendido
entre os anos de 2002 a 2006".

A leishmaniose canina pode ser considerada como uma doenga imunomediada,
devido a capacidade do parasito em modificar o sistema imunolégico do hospedeiro
(SLAPPENDEL; GREENE, 1990; PUMAROLA et al.,, 1991; FERRER et al., 1995;
FEITOSA et al., 2000; ROITT et al., 2003). Os sintomas no cao variam em decorréncia
dos mecanismos imunologicos ativados pelo hospedeiro, bem como dos 6rgéos
acometidos (CIARAMELLA et al., 1997). A forma visceral é uma doenca sistémica,
caracterizada pelo envolvimento do baco, figado, medula 6ssea, pele e linfonodos.
Essa forma é progressiva e quase sempre fatal, se nao tratada (KEMP, 1996).

Na infeccdo natural, estdo ativadas as respostas imunes humoral e celular,
sendo que a variedade dos sintomas e a gravidade da doenca dependem do equilibrio
entre esses dois sistemas (PINELLI et al., 1994; FEITOSA et al., 2000). A resposta
imune humoral na leishmaniose canina é muito exuberante, entretanto, ela é deletéria e
nao protetora. Como as leishmanias sdo parasitos intracelulares obrigatérios, as
defesas do hospedeiro sdo altamente dependentes da imunidade celular
(SLAPPENDEL; GREENE, 1990; FERRER et al., 1995; POCAI et al., 1998; NOLI, 1999;
FEITOSA et al., 2000; ROITT et al., 2003).

" MORGADO, A.A. Chefe do Servico de Controlo de Zoonoses do municipio de Aracatuba- SP. Dados
obtidos por comunicagéo oral, 2006.



A infec¢do por Leishmania chagasi no céo causa, na maioria das vezes, uma
doenca sistémica crbnica, que apresenta manifestacfes clinicas inespecificas e
similares as dos seres humanos, com um periodo de incubacado variavel, situando-se
entre trés e oito meses, em média (GENARO, 1993; SILVA, 1997). Os animais
acometidos por leishmaniose visceral podem apresentar alteracdes digestorias,
cardiorrespiratorias, hematolégicas, renais, hepaticas, locomotoras, neurolégicas,
oculares e dermatoldgicas (GENARO, 1993; BURACCO et al., 1997; CIARAMELLA et
al. 1997; SANTA ROSA; OLIVEIRA, 1997; FERRER, 1999; FEITOSA et al., 2000). O
quadro clinico pode se apresentar complicado devido a ocorréncia de infec¢des
oportunistas concomitantes (CASTRO, 1996; RIBEIRO, 1997; LAMOTHE, 1999; NOLI,
1999).

As principais manifestacdes clinicas na forma classica da doenca incluem apatia,
emagrecimento progressivo, hiporexia  ou anorexia, linfoadenomegalia,
hepatoesplenomegalia, hipertermia, émese, diarréia, hemorragia intestinal, coriza,
edema de membros, ceratoconjuntivite, blefarite, pelame opaco, alopecia, onicogrifose,
hiperqueratose, descamacdo e Ulceras cutdneas (SLAPPENDEL; GREENE, 1990;
FERRER, 2002; CIARAMELLA et al., 1997; SANTA ROSA; OLIVEIRA, 1997; NOLI,
1999; FEITOSA et al., 2000).

A doenca pode apresentar duas formas de evolucdo, sendo uma aguda, que
pode levar o animal a 6bito em pouco tempo; e uma latente, na qual caes infectados
podem permanecer assintomaticos por um longo periodo de tempo (SLAPPENDEL;
GREENE, 1990; FEITOSA, et al., 2000). Deste modo, de acordo com a sua forma de
apresentacdo pode-se agrupar os caes doentes em assintomaticos, oligossintomaticos
e sintomaticos (MANCIANTI, 2004). Os animais assintomaticos podem permanecer sem
quadro clinico por toda a vida ou desenvolver sintomas apés periodos que variam de
trés meses a alguns anos (FERRER et al., 1995) mas, uma vez iniciado o processo, a
doenca evolui inevitavelmente para a morte (SANTA ROSA; OLIVEIRA, 1997,
FEITOSA, et al., 2000).

O diagnéstico clinico da leishmaniose visceral é dificil de ser realizado devido a
grande variedade de sintomas, bem como pelo fato de se tratarem de achados clinicos

inespecificos, que podem sugerir outras enfermidades (FEITOSA et al., 2000; SINGH;



1C

SIVAKUMAR, 2003; FEITOSA, 2006). Alteracdes encontradas no hemograma, na
urinalise ou em exames bioquimicos séo inespecificas (GRADONI, 2002), e a presenca
de formas amastigotas nos esfregacos sangiineos € um achado raro (IKEDA et al.,
2003).

Existem basicamente trés categorias de provas para a confirmagdo do
diagnéstico da leishmaniose visceral: 0s métodos parasitoldgicos, os sorolégicos e 0s
moleculares. Apesar de discordancias entre alguns autores, o exame parasitolégico é
considerado, ainda, o teste ouro para o diagndstico da doenca (LEONTIDES et al.,
2002; SINGH; SIVAKUMAR, 2003). Formas amastigotas de Leishmania sp. podem ser
observadas em esfregacos de linfonodos, medula 6ssea, aspirado esplénico, bidpsia
hepatica e esfregacos sangliineos corados com corantes de rotina (SWENSON et al.,
1988; WOLSCHRIJN et al., 1996).

Os parasitos sdo reconhecidos pela sua forma esférica a ovoide, medindo 2-5
pum e contendo um nucleo arredondado e um cinetoplasto alongado (SWENSON et al.,
1988; WOLSCHRIJN et al., 1996). A especificidade deste método é virtualmente 100%. A
sensibilidade da técnica depende do grau de parasitemia e do tipo de material biol6gico
coletado (WOLSCHRIJN et al., 1996). Dependendo do tempo despendido procurando o
parasito a sensibilidade passa a ser de, no maximo, 80% em individuos com sintomas e
menor ainda em animais soropositivos assintomaticos (SLAPPENDEL; GREENE, 1990;
GENARO, 1993). Quanto mais severa a manifestacdo clinica, maior a probabilidade de
se encontrar o parasito. Da mesma forma, em animais assintomaticos o achado do
parasito € pouco frequiente (SANTA ROSA; OLIVEIRA, 1997).

Outro meio de diagnéstico € a realizacdo de provas soroldgicas para a deteccao
de anticorpos anti-Leishmania sp. circulantes, que se constitui no instrumento mais
utilizado para o diagnostico da leishmaniose visceral. Elas devem ser interpretadas com
cautela, uma vez que nao sédo 100% sensiveis e especificas, podendo gerar resultados
falso-positivos e falso-negativos (SLAPPENDEL; GREENE, 1990; FERRER et al., 1995;
SANTA ROSA; OLIVEIRA, 1997). Os testes sorologicos podem falhar em detectar
animais que nao fizeram soroconversdo e Soropositivos que se convertem em
soronegativos, mas que ainda permanecem infectados (FERRER, 2002; LEONTIDES et
al., 2002; IKEDA-GARCIA; FEITOSA, 2006). Animais com menos de trés meses de
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idade ndo devem ser avaliados através desses meétodos, pois podem apresentar
resultados positivos pela presenca de anticorpos maternos (BRAGA et al., 1998).

As técnicas soroldgicas recomendadas atualmente pelo Ministério da Saude para
0 inquérito epidemioldgico canino sdo a imunofluorescéncia indireta e o0 ELISA (SANTA
ROSA,; OLIVEIRA, 1997; BRASIL, 2003). O teste de ELISA para pesquisa de anticorpos
anti-Leishmania sp. apresenta, dependendo do antigeno empregado, uma sensibilidade
gue varia entre 94% e 99,5% e uma especificidade entre 84,4% a 100% (MANCIANTI et
al., 1995; LAURENTI et al., 2005; ZANETTE, 2006). A determinacdo do ponto de corte
da reacdo ocorre por meio da média das densidades O6pticas de animais sadios
acrescida do desvio padrdo da média, o qual pode variar entre dois e cinco desvios
(MANCIANTI et al., 1995; RAJASEKARIAH et al., 2001). As alteracfes dos valores do
ponto de corte podem, consequentemente, alterar a sensibilidade e especificidade do
método de ELISA (FERRER et al., 1995; ZANETTE, 2006).

As técnicas que utilizam antigenos totais sao limitadas em termos de
especificidade, apresentando reacfes cruzadas ndo somente com outras espécies da
familia Trypanosomatidae, mas também com organismos filogeneticamente distintos,
tais como Ehrlichia canis e Babesia sp. (RACHAMIN et al.,, 1991; MELO, 2004,
ZANETTE, 2006; FERREIRA et al., 2007). Com o objetivo de tentar elevar a
sensibilidade e a especificidade das provas sorolbgicas, tém sido utilizados antigenos
purificados especificos do género Leishmania, entretanto, ainda assim podem ocorrer
reacfes cruzadas com outros tripanosomatideos (VEXENAT et al., 1996; SCALONE et
al., 2002; ALVES; BEVILACQUA, 2004; ZANETTE, 2006; FERREIRA et al., 2007).

A reacdo de imunofluorescéncia indireta (RIFI) tem sido a técnica sorolégica
mais utilizada no diagnostico da leishmaniose visceral canina, particularmente em
inquéritos epidemiologicos (BRASIL, 2003), entretanto, possui a desvantagem de que,
guando da analise de um grande nimero de amostras, o tempo despendido pelo
profissional para a leitura das laminas € muito grande (RACHAMIN et al.,, 1991;
ZANETTE, 2006). A RIFI demonstra sensibilidade que varia entre 90 e 100% e
especificidade entre 80 e 100% (ALVES; BEVILACQUA, 2004; METTLER et al., 2005;
ZANETTE, 2006). A especificidade desta prova também é prejudicada devido a

ocorréncia de reacdes cruzadas com outras doencas, tais como a doenca de Chagas
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(COSTA et al., 1991; ALVES; BEVILACQUA, 2004; ZANETTE, 2006; FERREIRA et al.,
2007) e a toxoplasmose (ZANETTE, 2006).

A Reacdo em Cadeia de Polimerase (PCR) constitui-se em uma nova
perspectiva para o diagnéstico da leishmaniose visceral, sendo possivel identificar e
ampliar seletivamente o DNA do parasito (NOLI, 1999; BANETH, 2006) Apresenta
sensibilidade e especificidade muito elevadas, préximas a 100%, (ASHFORD et al.,
1995; ROURA et al., 1999), sendo sua principal desvantagem o requerimento de
laboratérios bem equipados (FERRER, 1999; BRASIL, 2003).

Existem discordancias na literatura com relacéo a susceptibilidade dos felideos
domésticos a infeccdo por Leishmania sp. Enquanto VITA et al. (2005) relatam haver
uma baixa susceptibilidade do gato a enfermidade, estudos experimentais realizados
por KIRKPATRICK et al. (1984) e SIMOES-MATTOS et al. (2005) ratificam a
susceptibilidade da espécie em desenvolver a doenca.

Acredita-se que gatos infectados possuam certo grau de resisténcia natural a
doenca (PENNISI, 2002; VITA et al.,, 2005), provavelmente relacionada a fatores
genéticos (MANCIANTI, 2004). Apesar da ocorréncia de infec¢cBes esporadicas, 0s
felinos ndo sdo considerados, até o momento, um reservatorio importante da doenca
(OLIVEIRA, 2004), havendo poucas informagOes quanto ao potencial desses animais
servirem como reservatorios. Também sdo pouco conhecidas a prevaléncia, a
transmissao e o quadro clinico da enfermidade nessa espécie, sendo a literatura muito
escassa no que diz respeito a pesquisa de Leishmania chagasi em popula¢cdes de
regides endémicas.

A primeira referéncia a leishmaniose felina data de 1756 quando Russel, no
relatdrio de sua viagem a cidade de Aleppo, na india, descreveu que, além do homem e
dos caes, os gatos eram acometidos pela doenca (NAUCKE, 2000). Casos esporadicos
da enfermidade foram descritos a partir do século XX, notadamente nos paises onde a
infeccdo por Leishmania sp. € endémica (PENNISI, 2002).

A infeccdo natural de um gato doméstico teve seu primeiro relato em 1912, na
Argélia, em um animal que convivia com uma crianca portadora de leishmaniose
visceral. O diagnéstico baseou-se no achado de formas amastigotas do parasito na

medula éssea, sem a identificacdo da espécie causadora de enfermidade (SERGENT
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et al., 1912). Existem relatos da doenca em felinos domésticos em paises da Africa
(BOSSELUT, 1948; DENUZIERE, 1977), Asia (BERGEON, 1927; MACHATTIE et al.,
1931), Américas (SAVANI et al., 2004) e Europa (HERVAS et al., 1999; POLI et al.,
2002), embora, na maioria dos casos, nao tenha sido feita a caracterizacdo do agente
etioldgico no que diz respeito a espécie envolvida dificultando, dessa forma, um
mapeamento da doenca diferenciando as suas formas visceral e tegumentar.

Segundo PASSOS et al. (1996), é possivel que infeccbes em gatos sejam
relativamente comuns em algumas areas endémicas. No Brasil o primeiro diagndstico
de leishmaniose visceral na espécie ocorreu no ano de 2001, no municipio de Cotia,
estado de Sao Paulo (SAVANI et al., 2004). No municipio de Aracatuba foram
identificados outros trés gatos parasitologicamente positivos, encaminhados pelo
Centro de Controle de Zoonoses da cidade ao Curso de Medicina Veterinaria da
Universidade Estadual Paulista “Julio de Mesquita Filho” - UNESP, campus de
Aracatuba, sendo um no ano de 2003 (MIRACELLY, 2004), e outros dois no ano de
2004'. Apesar do diagnéstico da enfermidade ter sido exclusivamente parasitolégico
sem definicdo da espécie, trata-se provavelmente de Leishmania chagasi por serem
animais provenientes de area endémica para leishmaniose visceral.

De uma maneira geral, o quadro clinico na leishmaniose felina € inespecifico e
se assemelha ao quadro clinico observado na espécie canina, dificultando o diagndstico
(SHAW et al., 2001; SIMOES-MATTOS et al., 2004). Sintomas como depressao,
anorexia, (DUNAN et al., 1998; PENNISI, 1999; PENNISI et al., 2004), emaciacao
(OZON et al., 1998; PENNISI et al., 2004; SAVANI et al., 2004), estomatite (PENNISI,
1999; LEIVA et al., 2005), gengivite (LEIVA et al., 2005), émese (DUNAN, et al., 1989;
HERVAS et al., 1999), diarréia (PENNISI, 1999), hipertermia (SAVANI et al., 2004),
desidratacdo (PENNISI, 1999; PENNISI et al., 2004; SAVANI et al., 2004),
hepatomegalia (LEIVA et al.,, 2005), linfoadenomegalia local ou generalizada
(DENUZIERE, 1977; HERVAS et al., 1999; PENNISI, 1999; LEIVA et al., 2005), lesbes
cutédneas, dermatite seborréica Ulcero-crostosa, alopecia difusa (OZON et al., 1998;
HERVAS et al., 1999; PENNISI et al., 2004; SCHUBACH et al., 2004; RUFENACHT et
al., 2005; SOUZA et al., 2005), uveite (PENNISI et al., 2004; LEIVA et al., 2005) e

" BRESCIANI, K.D.S. Professora Assistente Doutora da Disciplina de Parasitologia Veterinaria do Curso
de Medicina Veterinaria da Unesp, campus de Aracatuba. Dados obtidos por comunicacéo oral, 2005.
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atrofia da musculatura temporal (SAVANI et al., 2004) j4& foram descritos como formas
de apresentacéo da leishmaniose visceral em gatos.

Eventualmente a doenca pode assumir uma forma aguda tipica e o animal evolui
para o 6bito em poucas semanas (OZON et al., 1998). As alteragbes hematoldgicas e
bioguimicas encontradas em gatos doentes sdo similares as descritas para a espécie
canina (COSTA-DURAO et al., 1994; LAURELLE-MAGALON; TOGA, 1996; OZON et
al., 1998; PENNISI, 1999; HERVAS et al., 2001; LEIVA et al., 2005).

Os principais métodos sorolégicos utilizados em inquéritos tém sido as técnicas
de ELISA e RIFI (PENNISI, 2002; MANCIANTI, 2004; SIMOES-MATTOS et al., 2004).
Estudos acerca da soroprevaléncia de anticorpos anti-Leishmania sp. em gatos,
utilizando as técnicas de RIFI, ELISA, hemaglutinacdo indireta, aglutinacdo direta e
western blot, apresentaram resultados variando de zero a 68% (SHERLOCK, 1996;
PENNISI, 2002; GRAMICIA; GRADONI, 2005; VITA et al., 2005; DANTAS-TORRES et
al., 2006; MARTIN-SANCHEZ et al., 2006).

Da mesma forma que a soroprevaléncia canina, a felina pode variar
sensivelmente de acordo com a metodologia utilizada (amostragem, técnica sorologica
e ponto de corte adotado) e com a regido geografica estudada (DANTAS-TORRES et
al., 2006). Além disso, segundo POLI et al. (2002), os gatos podem ser mais refratarios
que os caes a infeccdo por Leishmania sp.

Evidéncias apontam que a leishmaniose felina pode estar associada a doencas
imunossupressoras, tais como a leucemia (FeLV) e imunodeficiéncia (FIV) viral felina
(NAUCKE, 2000; RODRIGUEZ et al., 2002; MANCIANTI, 2004; GREVOT et al., 2005).
O papel desses agentes precisa ser esclarecido, uma vez que em alguns estudos a
presenca de infeccdo por Leishmania sp. tém sido correlacionada com
soroposititividade para FIV e/ou FeLV (HERVAS et al. 1999). PENNISI et al. (1999,
apud DANTAS-TORRES et al., 2006) demonstraram que a sorologia positiva para FIV
esteve significativamente associada a soropositividade para leishmaniose em gatos na
Italia.

Os escassos relatos, no que concerne aos aspectos clinico-patolégicos e
epidemiolégicos da leishmaniose visceral em felinos, restringem o entendimento sobre

o papel do gato como hospedeiro reservatdrio de Leishmania sp. Apesar de, no sul da
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Europa, um gato naturalmente infectado com Leishmania infantum ter sido fonte de
infeccdo para um vetor flebotomineo, comprovado por xenodiagnéstico (MAROLI et al.,
2007), ainda nao existem trabalhos que evidenciem o real envolvimento desses animais
no ciclo bioldgico do parasito, fazendo com que muitos pesquisadores considerem o

gato como um hospedeiro acidental das leishmanias.
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3. OBJETIVOS

O presente experimento teve por objetivos pesquisar, em uma area endémica
para leishmaniose visceral canina, a ocorréncia da infeccdo em gatos, por meio de
exame parasitolégico direto e da pesquisa de anticorpos anti—Leishmania chagasi pelas
técnicas de ensaio imunoenzimatico indireto (ELISA) e reacdo de imunofluorescéncia
indireta (RIFI), bem como determinar a sensibilidade e a especificidade dos métodos de
ELISA e RIFI em comparacdo com os resultados obtidos por meio do exame

parasitolégico direto.
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4. MATERIAL E METODOS

4.1 Animais utilizados

Foram colhidas amostras de 200 gatos, adultos, independente de sexo ou raga,
encaminhados para eutanasia ao Centro de Controle de Zoonoses (CCZ) da cidade de
Aracatuba, estado de S&o Paulo, Brasil, no periodo compreendido entre agosto de 2005
e dezembro de 2006.

Todos os animais foram testados para a presenca de anticorpos anti-Leishmania
chagasi, utilizando-se as técnicas de ELISA e de imunofluorescéncia indireta (RIFI). Foi
também realizada a pesquisa de formas amastigotas do parasito em esfregacos obtidos

por puncao biopsia aspirativa (PBA) de linfonodo, medula éssea, baco e figado.
4.2 Colheita de sangue total

A colheita de sangue foi realizada apés anti-sepsia local, por puncao da veia
jugular, utilizando-se para tanto, agulhas 25 x 8 mm acopladas a seringas estéreis de
10 mL, com o intuito de se obter um volume minimo de 5,0 mL de amostra, que foi
mantido a temperatura ambiente até a retracdo visivel do codgulo. Em seguida, a
amostra foi submetida a centrifugacdo a 2500 r.p.m., durante 10 minutos, para melhor
separacdo do soro. Este, por sua vez, foi estocado a -20° C, até o momento do seu

processamento.

4.3 Colheita de material para a pesquisa diretade  Leishmania sp.

Apés a colheita de sangue, os felinos foram anestesiados com pentobarbital
sédico’ na dose de 25 mg/Kg, por via intravenosa e, em seguida, submetidos &
eutanasia por infusdo venosa de cloreto de potéssio®, independente do peso dos

mesmos.

"Hypnol 3% — Fontoveter — Itapira, SP

2 Cloreto de potassio a 19.1% — Darrow — Rio de Janeiro, RJ
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Posteriormente os animais foram posicionados em decubito lateral para
exposicao do linfonodo popliteo, com o auxilio de uma Iamina de bisturi, por incisdo da
musculatura e tenddo adjacentes. Realizou-se entdo puncao biopsia aspirativa com
agulha 25 x 8 mm acoplada a uma seringa de 10 mL. Em seguida, acessou-se a
cavidade abdominal, por incisdo da pele e musculatura adjacentes a linha alba para a

realizacdo das PBA'’s de figado e baco.

Apés a incisdo da musculatura adjacente ao fémur, este foi serrado, com o
auxilio de uma serra ortopédica, possibilitando a colheita de material da medula 6ssea
com agulha 40 x 16 mm acoplada a uma seringa de 20 mL para a confeccdo dos
esfregacos. Todas as laminas foram coradas com corante hematol6gico® e observadas
ao microscopio Optico, em objetiva de 100X (imersédo), para a pesquisa direta de formas

amastigotas de Leishmania sp.

4.4 ELISA para a pesquisa de anticorpos anti- Leishmania chagasi
4.4.1 Produgao de antigeno

Promastigotas de Leishmania (Leishmania) chagasi foram isoladas a partir de
baco de hamster cronicamente infectado, em meio de cultura em RPMI 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. Ap6s duas a trés passagens em cultura,
promastigotas em fase estacionéria de cultivo foram lavadas trés vezes em solucéo
salina tamponada estéril, através de centrifugacdo a 3000 r.p.m. por 10 minutos e
estocadas em freezer a -80°C, na forma de um precipitado formado no fundo do tubo.

Para o preparo do antigeno, o precipitado contendo as formas
promastigotas do parasito foi congelado em nitrogénio liquido e descongelado em
temperatura ambiente por trés vezes consecutivas e, posteriormente, o sobrenadante
foi retirado, sendo utilizada uma aliquota para a dosagem de proteinas pelo método de
Bradford (Bio-Rad Protein Assay).

' Panético Rapido” — Laborclin — Curitiba, Parana
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4.4.2 Ensaio para a detecgdo de anticorpos anti- Leishmania chagasi nos

SOoros

A presenca de IgG anti-Leishmania chagasi no soro dos animais do grupo
experimental foi determinada por meio da técnica de ELISA, como descrita por LIMA et
al. (2005). As microplacas foram cobertas com antigeno total de Leishmania chagasi,
numa concentracéo de 20 pg/mL em tampéao carbonato 0,05 M, pH 9.6, e incubadas por
18 horas a 4°C. Apo6s a lavagem com solucdo salina tamponada contendo 0.05% de
tween 20 (PBS-T) por quatro vezes, as placas foram bloqueadas com 150 pL de
solugdo salina tamponada acrescida de soro fetal bovino (PBS-BSF) a 10% e
incubadas a temperatura ambiente durante uma hora. Ap6s nova lavagem com PBS-T
por quatro vezes, adicionou-se 100 pL por po¢o das amostras de soros dos animais
controle positivo, controle negativo (animal saudavel de area ndo endémica para
leishmaniose visceral) e dos gatos do grupo experimental, testadas em duplicata,
diluidas 1:50 em PBS contendo 0,05% de tween 20 e 10% de BSF e incubadas por trés
horas a temperatura ambiente. Apds quatro lavagens com PBS-T, colocou-se 100 pL
por poco do anticorpo proteina A, marcada com peroxidase’, previamente titulada,
diluida 1:100 em tampao bloqueio tween 20. As padronizac¢des das diluicdes de soro e
do anticorpo estéao descritas posteriormente.

ApOs a incubacdo por uma hora, em temperatura ambiente, a placa foi
novamente lavada quatro vezes com PBS-T e adicionados 100 pyL de uma solucéo
contendo substrato ortofenilenediamina (OPD) (0,4 mg/mL) em diluente apropriado. A
reacao foi interrompida adicionando-se a cada poco 50 pL de HCl 16% e a densidade
6ptica (D.O.) foi avaliada a 492 nm, utilizando o leitor de ELISA?. Os resultados foram
expressos pela média da densidade Optica obtida dos soros em duplicata.

Para a padronizagédo das diluicdes mais apropriadas do soro de gatos e para a
determinacdo da concentracdo do anticorpo proteina A peroxidase, realizou-se ensaio
com diluicdes de soro dos animais controle positivo e negativo de 1:50, 1:100, 1:200 e
1:400, bem como anticorpo nas concentracdes 1:100, 1:200, 1:400, 1:800, 1:1000 e
1:1200. A escolha das melhores diluicbes foi determinada pelas diferencas das

densidades 6pticas médias dos dois controles, em triplicata, tendo sido preconizadas as

" Sigma — Aldrich Brasil LTDA
? Labsystems Multiskan EX
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concentracdes de soro de 1:50 e de proteina A peroxidase de 1:100, conforme

demonstrado nos Apéndices A e B.

Posteriormente, fez-se a determinacdo do ponto de corte da técnica de ELISA
para a espécie com soros de 54 gatos sadios, provenientes do municipio de Santos,
estado de Sao Paulo, Brasil, area ndo endémica para leishmaniose visceral. Para tanto,
utilizou-se a equacdo X + 3 S, sendo X a média dos animais negativos e S o desvio
padrdo deste mesmo grupo, tendo sido estipulado o ponto a partir da média da leitura
das densidades o6pticas de todas as amostras, acrescida de trés desvios-padrbes, 0
qual foi de 0,332. Os valores individuais das médias das absorbéancias (densidades

opticas) dos animais desse grupo encontram-se apresentados no Apéndice C.

ApGs a padronizagdo da técnica e determinacao do ponto de corte, os valores de
densidade éptica média do grupo experimental foram corrigidos em funcdo das médias

dos controles positivo e negativo, utilizando-se o modelo de A/P.

A/P = DO média da amostra — DO média do controle negativo

DO média do controle positivo — DO média do controle negativo

4.5 RIFI para a pesquisa de anticorpos anti— Leishmania chagasi

As 200 amostras foram testadas frente ao antigeno obtido a partir de
promastigotas da cepa de referéncia Leishmania chagasi (MCER/BR/81/M6445),
mantida conforme descrito por SAN MARTIN-SAVANI (1998) e a técnica, bem como o
preparo do antigeno, foram realizados segundo GUIMARAES et al. (1974).

As laminas foram sensibilizadas adicionando-se 15 pL da suspensao de
parasitos, em solucdo salina tamponada (SST), em cada circulo. Ap6s a secagem em

estufa, as laminas foram embaladas em papel extra-fino e papel aluminio e
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armazenadas em freezer a -20°C . No momento do uso, as laminas foram
descongeladas em estufa durante cinco minutos. Em cada circulo, previamente
impregnado com o antigeno, foram adicionados 20 pL das amostras de soro dos gatos
a serem testados, bem como os seus respectivos controles positivo e negativo, diluidas
na concentracao de 1:20 em SST com pH 7,2. As laminas foram incubadas em camara
umida a 37<C por 30 minutos e, em seguida, lavadas por imersao em dois banhos de
SST de 10 minutos cada. ApOs a secagem em temperatura ambiente, foram acrescidos
20 pL de uma solucdo composta por anti-gamaglobulina total de gato® conjugada com
isotiocianato de fluoresceina?, diluido a 1:100 em azul de Evans 4mg%. Optou-se por
utilizar a diluicdo 1:100 do conjugado, por ter sido esta a que melhor discriminou os

Soros positivos das amostras negativas para leishmaniose visceral felina.

As laminas foram novamente incubadas e lavadas, como descrito acima.
Posteriormente foram secas e montadas com glicerina tamponada com carbonato-
bicarbonato (pH 8,0) e recobertas por laminula, sendo a leitura efetuada em
microscépio de imunofluorescéncia® em objetiva de 40X. Soros sabidamente positivos e
negativos foram utilizados em cada lamina como controles positivo e negativo da
reacdo. Foram consideradas reagentes, as amostras que apresentaram as
promastigotas fluorescentes, inclusive no flagelo, e ndo reagentes, as amostras que

apresentaram o parasito sem fluorescéncia com cor avermelhada.

Os soros reagentes foram novamente testados para determinar o titulo de
anticorpos presentes na amostra, em diluicbes seriadas na razdo 2 a partir da diluicdo
1:20, ou seja, 1:40, 1:80 e 1:160, até a ultima diluicdo em que as formas promastigotas
apresentaram fluorescéncia. Foram consideradas reagentes as amostras que

apresentaram titulo igual ou superior a 40.

*LabZoo — VIS
% Sigma — Aldrich Brasil LTDA

% Axioskop da Zeiss®
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4.6 Anélise estatistica

Foram determinadas a sensibilidade e a especificidade dos métodos de
ELISA e imunofluorescéncia indireta considerando-se como referéncia os resultados
obtidos no exame parasitologico direto para leishmaniose visceral felina. O calculo da

sensibilidade e especificidade seguiu as formulas apresentadas abaixo.

Sensibilidade = verdadeiros positivos x 100

(verdadeiros positivos + falsos negativos)

Especificidade = verdadeiros negativos x 100

(verdadeiros negativos + falsos positivos)

O coeficiente Kappa foi utilizado para avaliar a concordancia dos métodos de
ELISA e RIFI com o exame parasitolégico. A interpretacdo da concordancia entre os
métodos a partir dos valores de Kappa, de acordo com Pereira (2002), encontra-se
apresentada na Tabela 1.

As andlises foram realizadas utilizando-se o programa “Statistical Analysis

System” (SAS) e as estatisticas foram consideradas significativas quando p<0,05.



Tabela 1 - Valores do coeficiente Kappa e sua respectiva

concordancia, de acordo com Pereira (2002).

Kappa Concordancia

<0,00 Ruim
0,00-0,20 Fraca
0,21-0,40 Sofrivel
0,41-0,60 Regular
0,61-0,80 Boa
0,81-0,99 Otima

1,00 Perfeita

23
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5. RESULTADOS

5.1 Pesquisa de formas amastigotas de  Leishmania sp. pelo exame parasitoldgico

direto

De um total de 200 gatos avaliados pelo exame parasitolégico direto, em oito
(4,0%) foram evidenciadas formas amastigotas de Leishmania sp. Dos animais
positivos, apenas dois (25,0%) apresentavam alteragbes ao exame fisico,
caracterizadas por lesdes crostosas na regiao cervical dorsal e hepatoesplenomegalia.

Em quatro gatos foram observadas formas amastigotas do parasito somente em
preparados citologicos de linfonodo e, em outro, em citologia de figado. J& em um gato
evidenciou-se Leishmania sp. tanto em linfonodo quanto em medula éssea e em outros
dois, em preparados citolégicos por PBA de linfonodo, bago e medula 6ssea. O numero
de gatos e sua respectiva percentagem, de acordo com a presenca de formas
amastigotas de Leishmania sp. em linfonodo, baco, figado e medula éssea, encontram-

se apresentados na Tabela 2.

Tabela 2 - Valores absolutos e percentuais encontrados para a
presenca de formas amastigotas de Leishmania sp. por
meio de puncdo biopsia aspirativa (PBA) de linfonodo,
baco, figado e medula 6ssea de 200 gatos do municipio de
Aracatuba-SP. (Aracatuba-SP, 2007)

PBA
Tecido
NUmero de Animais Percentagem
Linfonodo 7 87,5%
Medula 6ssea 3 37,5%
Bago 2 25,0%
Figado 1 12,5%

Total 8 100%
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Os achados individuais para a pesquisa de formas amastigotas de Leishmania sp.
em esfregacos obtidos por PBA de linfonodo, baco, figado e medula éssea encontram-

se apresentados no Apéndice D.

5.2 Deteccdo de anticorpos anti- Leishmania chagasi pelos métodos de ELISA e
RIFI

5.2.1 ELISA

Todas as amostras de soro dos gatos de area endémica para leishmaniose
visceral foram submetidas a técnica de ELISA, e os niumeros de animais positivos e
negativos, com suas respectivas percentagens, de acordo com o0 resultado da
sorologia, encontram-se apresentados na Tabela 3. Os valores individuais das médias
das densidades Opticas (DO) encontram-se apresentados no Apéndice E. As amostras
com DO superior a 0,332 foram consideradas positivas, perfazendo um total de seis

animais. Destes, nenhum apresentou alteracdes no exame fisico.

Tabela 3 - Resultados da sorologia para leishmaniose visceral pelo
meétodo de ensaio imunoenzimatico indireto (ELISA), em
namero absoluto e percentagem, de 200 gatos
provenientes do municipio de Aracatuba-SP. (Aracatuba-

SP, 2007)
ELISA NUmero de animais Percentagem
Positivo 6 3%
Negativo 194 97%

Total 200 100%
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5.2.2 RIFI

Todas as amostras de soro dos gatos de area endémica para leishmaniose
visceral foram submetidas a técnica de RIFI, e os niumeros de animais positivos e
negativos, bem como suas respectivas percentagens, de acordo com o resultado da
sorologia, encontram-se apresentados na Tabela 4. Os valores individuais dos titulos de
anticorpos obtidos estdo demonstrados no Apéndice F. Apenas um animal,
assintomatico, apresentou titulo igual ou superior a 1:40, considerado positivo para a
doenca.

Tabela 4 - Resultados da sorologia para leishmaniose visceral pela
reacdo de imunofluorescéncia indireta (RIFI), em nimero
absoluto e percentagem, de 200 gatos provenientes do
municipio de Aracatuba-SP. (Aracatuba-SP, 2007)

RIFI NUmero de animais Percentagem
Positivo 1 0,5%
Negativo 199 99,5%

Total 200 100%

5.3 Determinacdo dos valores de sensibilidade e esp ecificidade relativas dos

métodos empregados no diagndstico da leishmaniose v isceral felina

Considerou-se como referéncia para a determinagcdo da sensibilidade e
especificidade relativas dos métodos de ELISA e reacdo de imunofluorescéncia indireta
(RIFI) os resultados obtidos no exame parasitolégico para leishmaniose visceral felina.
As comparacdes entre os resultados obtidos pelo exame parasitologico direto e as
técnicas de ELISA e RIFI encontram-se apresentadas, respectivamente, nas Tabelas 5
e 6. Os valores de sensibilidade e especificidade, bem como o coeficiente Kappa, estao
demonstrados na Tabela 7.
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Tabela 5 - Resultados positivos e negativos para o diagndstico de
leishmaniose visceral, obtidos por meio das técnicas de
ELISA e do exame parasitolégico, de 200 gatos
provenientes do municipio de Aracatuba-SP. (Aracatuba-

SP, 2007)
Parasitolégico
ELISA Total
Positivo Negativo
Positivo 1 5 6
Negativo 7 187 194
Total 8 192 200

Dos 200 animais avaliados, seis (3,0%) foram considerados positivos pela
técnica de ELISA, e oito (4,0%) foram considerados positivos no exame parasitolégico

direto. Destes, somente um obteve resultado positivo pelos dois métodos diagnésticos.

Tabela 6 - Resultados positivos e negativos para o diagndstico de
leishmaniose visceral, obtidos por meio das técnicas de
RIFI e do exame parasitologico, de 200 gatos provenientes
do municipio de Aracatuba-SP. (Aracatuba-SP, 2007)

Parasitolégico

RIFI Total
Positivo Negativo
Positivo 1 0 1
Negativo 7 192 199

Total 8 192 200
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Os resultados demonstraram que, dos 200 animais avaliados, um (0,5%) foi
considerado positivo pela RIFI, e oito (4,0%) foram considerados positivos no exame
parasitolégico direto. O animal positivo pelo método de RIFI também obteve resultado

positivo pelo exame parasitoldgico direto.

Tabela 7 - Valores de sensibilidade e especificidade relativas para as
técnicas de ensaio imunoenzimatico indireto (ELISA) e
reacdo de imunofluorescéncia indireta (RIFI), empregadas
no diagnoéstico de leishmaniose de 200 gatos provenientes
do municipio de Aracatuba-SP. (Aracatuba-SP, 2007)

Sensibilidade Especificidade Kappa
RIFI 12,5% 100,0% 0,2152
ELISA 16,7% 96,4% 0,1124

Dos 200 animais avaliados, 13 foram considerados positivos para Leishmania sp.
por algum dos métodos diagndsticos utilizados. Desta forma, a prevaléncia da doenca
na populacdo de gatos examinados foi de 6,5%. Destes, nove eram fémeas (69,2%) e
qguatro machos (30,8%), dos quais apenas dois (15,4%) sintomaticos e os outros 11,
assintomaticos (84,6%). Em relacdo a faixa etaria aproximada, avaliada por anélise da
arcada dentaria, cinco (38,5%) apresentavam idade entre seis meses e dois anos,
sendo os demais com idade superior a dois anos (61,5%). Somente um gato (7,7%)
apresentou positividade nos exames parasitoldgico direto, ELISA e RIFI, enquanto os
outros 12 (92,3%) foram considerados positivos em apenas um destes. Os resultados
individuais da pesquisa de Leishmania sp. em 200 gatos provenientes do municipio de
Aracatuba-SP, obtidos pelos métodos parasitolégico direto, ELISA e RIFI, estédo
apresentados no Apéndice G.



6. DISCUSSAO

A leishmaniose visceral € uma importante zoonose, cuja prevaléncia vem
aumentando muito nos ultimos anos no Brasil, sendo o cédo considerado o principal
reservatorio no ambiente doméstico. Dentre os recentes relatos de novos hospedeiros
vertebrados infectados com as diferentes espécies de Leishmania sp., merece especial
atencdo o gato, devido a importancia em saude publica, uma vez que, assim como 0
cdo, possui um contato proximo com 0s seres humanos.

Apesar de alguns inquéritos epidemiolégicos para a presenca de anticorpos anti-
Leishmania sp. em felinos terem utilizado técnicas tais como hemaglutinacdo indireta,
aglutinacao direta e western blot (DANTAS-TORRES et al., 2006), no presente estudo a
escolha dos métodos diagnésticos baseou-se nas recomendacfes do Ministério da
Saude para o diagndéstico da enfermidade em cées, bem como em autores que optaram
pela utilizacdo das técnicas de ELISA e RIFI para o diagnéstico da leishmaniose
visceral em gatos (VITA et al., 2005; DANTAS-TORRES et al., 2006; MARTIN-
SANCHEZ et al., 2006). Baseando-se nos trabalhos de LEONTIDES et al. (2002),
SINGH et al. (2003) e ZANETTE (2006), no presente experimento 0 exame
parasitoldgico foi considerado o teste ouro para o diagndstico da doenca.

Dos 200 gatos avaliados, somente oito apresentaram formas amastigotas de
Leishmania sp. no exame parasitologico. Tais achados corroboram com as observacoes
de SLAPPENDEL (1988) e IKEDA-GARCIA e FEITOSA (2006) de que o diagnéstico
parasitolégico da leishmaniose visceral € mais sensivel quanto mais adiantado for o
estagio da doenca e que, em animais assintomaticos, dificlmente consegue-se
comprovar a presenca do parasito. Essas observacdes podem justificar a ocorréncia, no
presente estudo, de resultados positivos pelo método de ELISA em animais
parasitologicamente negativos.

Os baixos valores de sensibilidade obtidos em ambas as técnicas sorolégicas
utilizadas neste estudo, 12,5% para a RIFI e 16,7% para o ELISA (Tabela 7), quando
comparados aos resultados obtidos em experimentos com caes (ZANETTE, 2006),
podem ser justificados pelos relatos de FERRER (2002), LEONTIDES et al. (2002) e
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IKEDA-GARCIA e FEITOSA (2006), os quais afirmaram que os testes soroldgicos
devem ser interpretados com cautela, uma vez que nao sdo 100% sensiveis e falham
em detectar animais infectados no periodo pré-patente e antes da soroconversao,
naqueles que nunca fardo soroconversao e em animais soropositivos que se convertem
em soronegativos, mas que ainda permanecem infectados.

Além disso, ndo existem estudos que descrevam a resposta imunolégica de
gatos a infec¢cdo por Leishmania sp., e, ndo é possivel afirmar que a resposta nesta
espécie seja igual a de cades. Por outro lado, o fato de existirem gatos sorologicamente
positivos demonstra que houve exposicdo do animal ao parasito, mas nédo indica,
necessariamente, uma susceptibilidade do animal a doenca com consequente
desenvolvimento de sintomas.

A prevaléncia de leishmaniose visceral na populacdo de gatos do presente
estudo (6,5%) foi um pouco superior a observada em inquéritos epidemioldgicos
realizados no Egito nos anos de 1982 (3,7%), 1988 (3,6%) e 1994 (3,3%); um pouco
abaixo da encontrada em estudos conduzidos em Fortaleza, no Brasil, no ano de 2001
(10,7% e 13,0%), na Franca nos anos de 1993 (12,7%) e 1998 (12,4%), nos Estados
Unidos no ano de 2004 (10,0%) (DANTAS-TORRES et al., 2006) e na Italia em 2005
(16,3%) (VITA et al., 2005). No entanto, foram bem inferiores aos verificados em
estudos realizados na lItalia em 1999 (59%) e em 2000 (68,0%), na Espanha em 2002
(42,0%), no Rio de Janeiro, Brasil, em 2002 (50,5%) (DANTAS-TORRES et al., 2006) e
na Espanha em 2006 (70,6%) (MARTIN-SANCHEZ et al., 2006). Cabe ressaltar que as
técnicas utilizadas nestes estudos ndo foram as mesmas e podem também ter
influenciado na variacdo dos resultados, conforme as observacoes de DANTAS-
TORRES et al. (2006)

As amostras de soro dos animais ndo foram testadas para a pesquisa de outros
agentes infecciosos, 0 que ndo permite excluir a possibilidade de ocorréncia de reacdes
cruzadas, como foi observado em cdes por RACHAMIN et al. (1991), MELO (2004),
ROSARIO et al. (2005), ZANETTE (2006) e FERREIRA et al. (2007).

N&ao foram utilizados, no presente estudo, gatos com menos de seis

meses de idade, porque animais com até trés meses podem apresentar resultados
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falso-positivos em métodos sorologicos devido a presenca de anticorpos maternos
(BRAGA et al., 1998).

Os resultados demonstraram uma maior prevaléncia de animais positivos com
idade superior aos dois anos (61,5%), concordando com os achados de PENNISI
(2002) que observou uma ocorréncia de 65% em animais nesta mesma faixa etaria.

Em relacdo ao sexo, dos 13 gatos infectados, nove (69,2%) eram fémeas,
confirmando os achados de PENNISI (2002) que encontrou uma percentagem de 73%
de fémeas positivas.

Apenas dois (25%) dos animais positivos apresentavam sinais clinicos,
caracterizados por lesbes crostosas na regiao cervical dorsal e hepatoesplenomegalia,
corroborando com os relatos de OZON et al. (1998), HERVAS et al. (1999) e LEIVA et
al. (2005), os quais descreveram 0s mesmos sintomas em felinos com leishmaniose
visceral. Entretanto, torna-se dificil correlacionar esses achados exclusivamente a
leishmaniose visceral, uma vez que nao foram pesquisadas outras enfermidades nos
referidos animais. Além disso, evidéncias apontam que a leishmaniose felina pode estar
associada a doencas imunossupressoras, tais como a leucemia viral felina e
imunodeficiéncia felina, enfermidades estas que poderiam, por exemplo, justificar os
sinais clinicos encontrados nos animais (NAUCKE, 2000; RODRIGUEZ et al., 2002;
MANCIANTI, 2004; MARTIN-SANCHEZ et al., 2006).

Apesar da auséncia de trabalhos que confirmem um possivel papel dos felinos
no ciclo zoondtico de transmissao das leishmanioses, o presente estudo verificou que
gatos vivendo em areas endémicas para a leishmaniose visceral estdo expostos ao
contato com o agente etiologico, podendo apresentar replicacdo do parasito em alguns

orgaos e desenvolvendo titulos de anticorpos anti-Leishmania sp.



7. CONCLUSOES

Os resultados obtidos, nas condicbes do presente experimento, permitiram
concluir que:
1. Do total de 200 animais avaliados, 13 (6,5%) foram considerados infectados por pelo
menos um dos métodos diagndsticos utilizados,
2. A sensibilidade e a especificidade dos métodos soroldgicos testados foram 16,7% e
96,4% para a técnica de ELISA e 12,5% e 100,0% para a reacado de imunofluorescéncia
indireta (RIFI).
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APENDICES

Apéndice A - Densidades oOpticas médias (DO) da padronizacdo das
diluicdes de soro e proteina A peroxidase (PTN A), pela
técnica de ELISA, para a pesquisa de anticorpos anti-
Leishmania chagasi na espécie felina, realizada com
amostras positiva e negativa. (Aracatuba-SP, 2007)

Diluigéo DO Diluicéo DO
C+1A 1,668 C+3A 0,623
C-1A 0,087 C-3A 0,028
C+1B 1,428 C+ 3B 0,66
C-1B 0,047 C-3B 0,016
C+1C 1,11 C+3C 0,48
C-1C 0,061 C-3C 0,038
C+ 1D 1,134 C+ 3D 0,413
C-1D 0,044 C-3D 0,006
C+1E 0,863 C+ 3E 0,387
C-1E 0,054 C-3E 0,004
C+ 1F 0,68 C+ 3F 0,423
C-1F 0,038 C-3F 0,01
C+ 2A 0,97 C+ 4A 0,151
C- 2A 0,048 C-4A 0,009
C+ 2B 1,051 C+ 4B 0,317
C-2B 0,029 C-4B 0,007
C+2C 0,773 C+4C 0,15
C-2C 0,041 C-4C 0,008
C+2D 0,618 C+4D 0,197
C-2D 0,014 C-4D 0,004
C+ 2E 0,480 C+ 4E 0,14
C- 2E 0,032 C-4E 0,004
C+ 2F 0,490 C+ 4F 0,103
C- 2F 0,015 C-4F 0,004

C+ = controle positivo, C- = controle negativo; 1 = soro felino na dilui¢cdo
1:50, 2 = soro felino na diluigdo 1:100, 3 = soro felino na diluicdo 1:200 e
4 = soro felino na diluicdo 1:400; A= PTN A na diluicdo 1:100, B = PTN
A na diluicdo 1:200, C = PTN A na diluicdo 1:400 , D = PTN A na diluicao
1:800, E = PTN A na diluicdo 1:1000 e F = PTN A na diluicdo 1:1200.



Apéndice B - Valores das diferencas das médias dos controles positivo
e negativo, nas diversas diluicbes de soro e proteina A
peroxidase (PTN A), pela técnica de ELISA, para a
pesquisa de anticorpos anti-Leishmania chagasi na
espécie felina. (Aracatuba-SP, 2007)

Diluicéo soros Diluicdo PTN A
gatos 1:100 | 1:200 | 1:400 | 1:800 |1:1000 |1:1200
1:50 1,581 | 1,381 | 1,049 | 1,09 | 0,809 | 0,655
1:100 0,922 | 1,022 | 0,732 | 0,604 | 0,448 | 0.475
1:200 0,595 | 0,644 | 0,442 | 0,407 | 0,383 | 0,422
1:400 0,142 | 0,310 | 0,142 | 0,193 | 0,136 | 0,099




Apéndice C -

Densidades Opticas médias (DO), pela técnica de
ELISA, dos soros controle negativos para a
pesquisa de anticorpos anti-Leishmania chagasi, de
gatos provenientes do municipio de Santos—SP.
(Aragatuba-SP, 2007)

Animal DO Animal DO
1 0,226 28 0,062
2 0,181 29 0,249
3 0,103 30 0,22
4 0,092 31 0,233
5 0,071 32 0,165
6 0,117 33 0,08
7 0,075 34 0,186
8 0,203 35 0,159
9 0,147 36 0,12
10 0,157 37 0,209
11 0,059 38 0,131
12 0,073 39 0,149
13 0,241 40 0,24
14 0,066 41 0,202
15 0,14 42 0,176
16 0,183 43 0,088
17 0,172 44 0,048
18 0,139 45 0,162
19 0,039 46 0,107
20 0,142 47 0,06
21 0,062 48 0,055
22 0,181 49 0,045
23 0,26 50 0,226
24 0,1 51 0,233
25 0,091 52 0,085
26 0,047 53 0,054
27 0,169 54 0,114




Apéndice D - Resultados individuais da pesquisa de formas amastigotas de
Leishmania sp. em preparados citologicos obtidos por punc¢éo
biopsia aspirativa (PBA) de linfonodo, medula 6éssea (MO), baco
e figado de 200 gatos do municipio de Aracatuba-SP.
(Aracatuba-SP, 2007)

Animal Linfonodo MO Baco Figado Resultado
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Apéndice E - Densidades 6pticas médias (DO) e corrigidas (A/P), obtidas por meio da
técnica de ELISA para a pesquisa de anticorpos anti-Leishmania chagasi,
no soro de 200 gatos provenientes do Centro de Controle de Zoonoses do

municipio de Aragatuba—SP. (Aragatuba-SP, 2007)

Animal | DO AP Resultado  Animal DO AP Resultado

1 0.154 1 0,17 Nao Reagente 36 0,1 0,11 Nao Reagente
2 0,79 | 0,28 Nao Reagente 37 0,79 | 0,086 Nao Reagente
3 0,031 | 0,032 | Nao Reagente 38 0,026 | 0,026 Nao Reagente
4 0,113 | 0,124 | Nao Reagente 39 0,114 | 0,126 N&o Reagente
5 0,135 | 0,149 | Nao Reagente 40 0,259 | 0,29 Nao Reagente
6 0,0835| 0,091 | Nao Reagente 41 0,313 | 0,165 Nao Reagente
7 0,149 | 0,165 | Nao Reagente 42 0,258 | 0,289 N&o Reagente
8 0,08 | 0,087 | Nao Reagente 43 0,286 | 0,32 Nao Reagente
9 0,119 | 0,131 | Nao Reagente 44 0,142 | 0,157 Nao Reagente
10 0,179 | 0,199 | Nao Reagente 45 0,295 | 0,33 N&o Reagente
11 0,133 | 0,147 | Nao Reagente 46 0,079 | 0,089 Nao Reagente
12 0,082 | 0,089 | Nao Reagente 47 0,056 | 0,062 N&o Reagente
13 0,09 | 0,098 | Nao Reagente 48 0,042 | 0,046 N&o Reagente
14 0,084 | 0,092 | Nao Reagente 49 0,003 0,0 N&o Reagente
15 0,069 | 0,075 | Nao Reagente 50 0,072 | 0,08 N&o Reagente
16 0,126 | 0,139 | Nao Reagente 51 0,052 | 0,057 N&o Reagente
17 0,039 | 0,041 | Nao Reagente 52 0,057 | 0,063 Nao Reagente
18 0,205 | 0,202 | Nao Reagente 53 0,029 | 0,03 N&o Reagente
19 0,178 | 0,198 | Nao Reagente 54 0,099 | 0,112 N&o Reagente
20 0,238 | 0,266 | Nao Reagente 55 0,069 | 0,077 N&o Reagente
21 0,178 | 0,198 | Nao Reagente 56 0,097 | 0,11 N&o Reagente
22 0,146 | 0,161 | Nao Reagente 57 0,056 | 0,061 Nao Reagente
23 0,132 | 0,146 | Nao Reagente 58 0,085 | 0,096 Nao Reagente
24 0,187 | 0,208 | Nao Reagente 59 0,046 | 0,024 N&o Reagente
25 0,097 | 0,106 | Nao Reagente 60 1,495 1,0 Reagente

26 0,084 | 0,092 | Nao Reagente 61 0,05 | 0,026 N&o Reagente
27 0,093 | 0,101 | Nao Reagente 62 0,219 | 0,14 N&o Reagente
28 0,062 | 0,067 | Nao Reagente 63 0,087 | 0,051 Nao Reagente
29 0,048 | 0,051 | Nao Reagente 64 0,129 | 0,08 Nao Reagente
30 0,181 | 0,202 | Ndo Reagente 65 0,033 | 0,015 N&o Reagente
31 0,075 | 0,082 | Nao Reagente 66 0,03 | 0,012 N&o Reagente
32 0,173 | 0,193 | Ndo Reagente 67 0,211 | 0,135 N&o Reagente
33 0,139 | 0,154 | Ndo Reagente 68 0,102 | 0,06 N&o Reagente
34 0,67 | 0,203 | Nao Reagente 69 0,096 | 0,057 Nao Reagente
35 0,098 | 0,108 | Nao Reagente 70 0,013 | 0,001 Nao Reagente

continua...




continuacao...

Animal | DO A/P Resultado  Animal DO AP Resultado
71 0,566 | 0,207 | Nao Reagente | 109 0,053 | 0,024 | Nao Reagente
72 0,603 | 0,233 | Nao Reagente | 110 0,056 | 0,026 Nao Reagente
73 0,044 | 0,022 | Nao Reagente | 111 0,636 | 0,255 | N&o Reagente
74 10,227 | 0,103 | Nado Reagente | 112 0,222 | 0,183 | N&o Reagente
75 0,097 | 0,058 | Nao Reagente | 113 0,192 | 0,155 | Nao Reagente
76 0,244 | 0,157 | Nao Reagente | 114 0,119 | 0,086 Nao Reagente
77 1,016 | 0,513 Reagente 115 0,177 | 0,141 N&o Reagente
78 0,44 | 0,257 | Nado Reagente | 116 0,031 0,003 Nao Reagente
79 10,182| 0,115 | Ndo Reagente | 117 0,222 | 0,183 | N&o Reagente
80 0,149 | 0,093 | Nao Reagente | 118 0,223 | 0,185 | N&o Reagente
81 0,051 0,093 N&ao Reagente | 119 0,14 0,106 Nao Reagente
82 0,089 | 0,053 Nao Reagente | 120 0,172 0,136 Nao Reagente
83 1,882 | 1,102 Reagente 121 0233 | 0,194 N&o Reagente
84 0,213 | 0,136 | Nao Reagente 122 0.2 0,163 N&o Reagente
85 0,13 | 0,108 | Nado Reagente | 123 0,324 0,28 Nao Reagente
86 0,289 | 0,187 | Nao Reagente | 124 0,156 | 0,121 Nao Reagente
87 10,251| 0,162 | Nao Reagente | 125 0,267 | 0,226 | Nao Reagente
88 0,227 | 0,145 | Nao Reagente | 126 0,123 0,09 Nao Reagente
89 0,057 | 0,031 | Nao Reagente | 127 0,212 | 0,174 | Nao Reagente
90 0,042 | 0,021 | Nao Reagente | 128 0,087 | 0,056 Nao Reagente
91 0,101 | 0,06 | Nao Reagente | 129 0,135 | 0,117 Nao Reagente
92 10,318 0,207 | Nao Reagente | 130 0,062 | 0,046 | Nao Reagente
93 10,144 | 0,09 | Nado Reagente | 131 0,163 | 0,145 | N&o Reagente
94 0,222 | 0,142 | Nao Reagente | 132 0,178 0,16 Nao Reagente
95 0,016 | 0,003 | Nao Reagente | 133 0,089 | 0,072 Nao Reagente
96 0,385 | 0,252 | Nao Reagente | 134 0,083 | 0,066 Nao Reagente
97 0,153 | 0,096 | Nao Reagente | 135 0,13 0,113 N&o Reagente
98 ]0,089| 0,053 | Ndo Reagente | 136 0,189 | 0,171 | N&o Reagente
99 0,16 0,1 | N&do Reagente | 137 0,216 | 0,197 N&o Reagente
100 |0,414| 0,272 | Nao Reagente | 138 0,059 | 0,043 | N&o Reagente
101 |0,734| 0,487 Reagente 139 0,247 | 0,228 | Nao Reagente
102 0,14 | 0,087 | Nado Reagente | 140 0,147 0,13 N&o Reagente
103 |1,307| 0,873 Reagente 141 0,501 0,48 Reagente
104 0,218 0,139 | Ndo Reagente | 142 0,186 | 0,168 | N&o Reagente
105 |0,336| 0,219 | Ndo Reagente | 143 0,171 | 0,153 | N&o Reagente
106 [0,397| 0,26 | Ndo Reagente | 144 0,26 0,241 | Nao Reagente
107 ]0,233| 0,194 | Nao Reagente | 145 0,11 0,093 N&o Reagente
108 |0,116| 0,084 | Nao Reagente | 146 0,368 | 0,073 Nao Reagente

continua...




continuacao...

Animal | DO AP Resultado  Animal DO AP Resultado
147 ]0,203 | 0,185 | Nado Reagente | 174 0,097 NEG N&o Reagente
148 | 0,314 | 0,294 | Nao Reagente | 175 0,453 0,32 Nao Reagente
149 |0,219 | 0,201 | Ndo Reagente | 176 0,184 NEG N&o Reagente
150 | 0,019 | 0,003 | Nao Reagente | 177 0,35 0,193 Nao Reagente
151 | 0,114 | 0,097 | Nao Reagente | 178 0,34 0,181 N&o Reagente
152 ] 0,159 | 0,142 | Nao Reagente | 179 0,017 NEG N&o Reagente
153 |0,044 | 0,028 | Nado Reagente | 180 0,302 0,134 N&o Reagente
154 0,13 0,113 | Nao Reagente 181 0,247 0,067 Nao Reagente
155 0.161 0,143 | Nao Reagente 182 0.132 NEG N&o Reagente
156 | 0,104 | 0,087 | Nao Reagente | 183 0,288 0,116 N&o Reagente
157 ]0,153 | 0,136 | Nado Reagente | 184 0,268 0,092 N&o Reagente
158 |0,128 | 0,11 | Nao Reagente | 185 0,3045 0,03 Nao Reagente
159 |0,176 | 0,158 | Ndo Reagente | 186 0,294 0,022 N&o Reagente
160 0,232 0,213 N&o Reagente | 187 0,238 0,055 N&o Reagente
161 10,445 0,237 Nao Reagente | 188 0,239 0,056 Nao Reagente
162 10,166 0,011 Nao Reagente | 189 0,315 0,15 N&o Reagente
163 | 0,195 | 0,044 | Nao Reagente | 190 0,245 0,064 N&o Reagente
164 |0,164 | 0,009 | Ndo Reagente | 191 0,279 0,013 N&o Reagente
165 |0,155| NEG | Ndo Reagente | 192 0,285 0,017 N&o Reagente
166 | 0,148 | NEG | Nao Reagente | 193 0,164 NEG N&o Reagente
167 | 0,078 | NEG | Nado Reagente | 194 0,102 NEG N&o Reagente
168 0,15 | NEG | Nao Reagente | 195 0,203 0,012 N&o Reagente
169 | 0,096 | NEG | Nao Reagente | 196 0,472 0,144 N&o Reagente
170 [0,026 | NEG | Nao Reagente | 197 0,206 0,016 N&o Reagente
171 | 0,057 | NEG | Nao Reagente | 198 0,319 0,04 N&o Reagente
172 ]0,033 | NEG | Nao Reagente | 199 0,358 0,203 N&o Reagente
173 |0,065| NEG | Nao Reagente | 200 0,409 0,1 N&o Reagente

NEG = negativa.




Apéndice F - Titulos de anticorpos anti-Leishmania chagasi, obtidos por meio de
reacdo de imunofluorescéncia indireta (RIFI) para a pesquisa de
anticorpos anti-Leishmania chagasi, no soro de 200 gatos
provenientes do Centro de Controle de Zoonoses do municipio de

Aracatuba—SP. (Aracatuba-SP, 2007)

Animal Titulo Resultado  Animal Titulo Resultado

1 < 1:40 |Nao Reagente 36 < 1:40 N&o Reagente
2 < 1:40 |Nao Reagente 37 < 1:40 Nao Reagente
3 < 1:40 |N&o Reagente 38 < 1:40 N&o Reagente
4 < 1:40 |N&o Reagente 39 < 1:40 N&o Reagente
5 < 1:40 |N&o Reagente 40 <1:40 N&o Reagente
6 < 1:40 |Nao Reagente 41 < 1:40 Nao Reagente
7 < 1:40 |Nao Reagente 42 < 1:40 Nao Reagente
8 < 1:40 |Nao Reagente 43 < 1:40 Nao Reagente
9 < 1:40 |N&o Reagente 44 < 1:40 N&o Reagente
10 < 1:40 |N&o Reagente 45 <1:40 N&o Reagente
11 < 1:40 |Nao Reagente 46 < 1:40 Nao Reagente
12 < 1:40 |Nao Reagente 47 < 1:40 Nao Reagente
13 < 1:40 |Nao Reagente 48 < 1:40 Nao Reagente
14 < 1:40 |Nao Reagente 49 < 1:40 Nao Reagente
15 < 1:40 |Nao Reagente 50 < 1:40 N&o Reagente
16 < 1:40 |N&o Reagente 51 < 1:40 N&o Reagente
17 < 1:40 |Nao Reagente 52 < 1:40 Nao Reagente
18 < 1:40 |Nao Reagente 53 < 1:40 N&o Reagente
19 < 1:40 |Nao Reagente 54 < 1:40 Nao Reagente
20 < 1:40 |Nao Reagente 55 < 1:40 N&o Reagente
21 < 1:40 |Nao Reagente 56 < 1:40 N&o Reagente
22 < 1:40 |Nao Reagente 57 < 1:40 Nao Reagente
23 < 1:40 |Nao Reagente 58 < 1:40 N&o Reagente
24 < 1:40 |Nao Reagente 59 < 1:40 N&o Reagente
25 < 1:40 |Nao Reagente 60 1:160 Reagente

26 < 1:40 |Nao Reagente 61 < 1:40 Nao Reagente
27 < 1:40 |Nao Reagente 62 < 1:40 Nao Reagente
28 < 1:40 |Nao Reagente 63 < 1:40 N&o Reagente
29 < 1:40 |Nao Reagente 64 < 1:40 Nao Reagente
30 < 1:40 |Nao Reagente 65 < 1:40 Nao Reagente
31 < 1:40 |Nao Reagente 66 < 1:40 N&o Reagente
32 < 1:40 |Nao Reagente 67 < 1:40 Nao Reagente
33 < 1:40 |Nao Reagente 68 < 1:40 Nao Reagente
34 < 1:40 |Nao Reagente 69 < 1:40 N&o Reagente
35 < 1:40 |Nao Reagente 70 < 1:40 Nao Reagente

continua...




continuacao...

Animal Titulo Resultado Animal Titulo Resultado
71 < 1:40 N&ao Reagente 109 < 1:40 N&o Reagente
72 <1:40 N&o Reagente 110 <1:40 N&o Reagente
73 <1:40 N&o Reagente 111 <1:40 N&o Reagente
74 <1:40 N&o Reagente 112 <1:40 N&o Reagente
75 <1:40 N&o Reagente 113 <1:40 N&o Reagente
76 <1:40 N&o Reagente 114 <1:40 N&o Reagente
77 < 1:40 N&ao Reagente 115 < 1:40 N&o Reagente
78 <1:40 N&o Reagente 116 <1:40 N&o Reagente
79 <1:40 N&o Reagente 117 <1:40 N&o Reagente
80 <1:40 N&o Reagente 118 <1:40 N&o Reagente
81 <1:40 N&o Reagente 119 <1:40 N&o Reagente
82 <1:40 N&o Reagente 120 <1:40 N&o Reagente
83 <1:40 N&o Reagente 121 <1:40 N&o Reagente
84 <1:40 N&o Reagente 122 <1:40 N&o Reagente
85 <1:40 N&o Reagente 123 <1:40 N&o Reagente
86 <1:40 N&o Reagente 124 <1:40 N&o Reagente
87 <1:40 N&o Reagente 125 <1:40 N&o Reagente
88 <1:40 N&o Reagente 126 <1:40 N&o Reagente
89 <1:40 N&o Reagente 127 <1:40 N&o Reagente
90 <1:40 N&o Reagente 128 <1:40 N&o Reagente
91 <1:40 N&o Reagente 129 <1:40 N&o Reagente
92 <1:40 N&o Reagente 130 <1:40 N&o Reagente
93 <1:40 N&o Reagente 131 <1:40 N&o Reagente
94 <1:40 N&o Reagente 132 <1:40 N&o Reagente
95 < 1:40 N&ao Reagente 133 < 1:40 N&ao Reagente
96 <1:40 N&o Reagente 134 <1:40 N&o Reagente
97 <1:40 N&o Reagente 135 <1:40 N&o Reagente
98 <1:40 N&o Reagente 136 <1:40 N&o Reagente
99 <1:40 N&o Reagente 137 <1:40 N&o Reagente
100 <1:40 N&ao Reagente 138 < 1:40 N&o Reagente
101 <1:40 N&o Reagente 139 < 1:40 N&ao Reagente
102 <1:40 N&o Reagente 140 <1:40 N&o Reagente
103 <1:40 N&o Reagente 141 <1:40 N&o Reagente
104 <1:40 N&o Reagente 142 <1:40 N&o Reagente
105 <1:40 N&o Reagente 143 <1:40 N&o Reagente
106 < 1:40 N&ao Reagente 144 < 1:40 N&o Reagente
107 <1:40 N&ao Reagente 145 < 1:40 N&ao Reagente
108 <1:40 N&o Reagente 146 <1:40 N&o Reagente

continua...




continuacao...

Animal | Titulo Resultado Animal Titulo Resultado
147 < 1:40 | Nao Reagente 174 < 1:40 N&o Reagente
148 < 1:40 | Nao Reagente 175 < 1:40 N&o Reagente
149 < 1:40 | N&ao Reagente 176 < 1:40 N&o Reagente
150 < 1:40 | N&ao Reagente 177 < 1:40 N&o Reagente
151 < 1:40 | N&ao Reagente 178 < 1:40 N&o Reagente
152 < 1:40 | Nao Reagente 179 < 1:40 N&o Reagente
153 < 1:40 | Nao Reagente 180 < 1:40 N&o Reagente
154 < 1:40 | N&o Reagente 181 <1:40 N&o Reagente
155 < 1:40 | Nao Reagente 182 < 1:40 N&o Reagente
156 < 1:40 | Nao Reagente 183 < 1:40 N&o Reagente
157 < 1:40 | Nao Reagente 184 < 1:40 N&o Reagente
158 < 1:40 | Nao Reagente 185 < 1:40 N&o Reagente
159 < 1:40 | N&o Reagente 186 <1:40 N&o Reagente
160 < 1:40 | N&o Reagente 187 <1:40 N&o Reagente
161 < 1:40 | Nao Reagente 188 <1:40 N&o Reagente
162 < 1:40 | N&ao Reagente 189 < 1:40 N&o Reagente
163 < 1:40 | Nao Reagente 190 < 1:40 N&o Reagente
164 < 1:40 | Nao Reagente 191 < 1:40 N&o Reagente
165 <1:40 | N&o Reagente 192 <1:40 N&o Reagente
166 <1:40 | Nao Reagente 193 <1:40 N&o Reagente
167 < 1:40 | Nao Reagente 194 < 1:40 N&o Reagente
168 < 1:40 | Nao Reagente 195 < 1:40 N&o Reagente
169 < 1:40 | Nao Reagente 196 < 1:40 N&o Reagente
170 < 1:40 | N&o Reagente 197 <1:40 N&o Reagente
171 <1:40 | N&o Reagente 198 <1:40 N&o Reagente
172 <1:40 | N&o Reagente 199 <1:40 N&o Reagente
173 < 1:40 | N&o Reagente 200 <1:40 N&o Reagente




Apéndice G - Resultados individuais da pesquisa de leishmaniose em 200 gatos
provenientes do municipio de Aracatuba-SP,

métodos  parasitoldgico

direto,

ELISA

e

obtidos pelos
reacdo de

imunofluorescéncia indireta (RIFI). (Aracatuba-SP, 2007)

ANIMAL | PARASITOLOGICO ELISA RIFI

1 Negativo Negativo Negativo
2 Negativo Negativo Negativo
3 Negativo Negativo Negativo
4 Negativo Negativo Negativo
5 Negativo Negativo Negativo
6 Negativo Negativo Negativo
7 Negativo Negativo Negativo
8 Negativo Negativo Negativo
9 Negativo Negativo Negativo
10 Negativo Negativo Negativo
11 Negativo Negativo Negativo
12 Negativo Negativo Negativo
13 Negativo Negativo Negativo
14 Negativo Negativo Negativo
15 Negativo Negativo Negativo
16 Negativo Negativo Negativo
17 Negativo Negativo Negativo
18 Negativo Negativo Negativo
19 Negativo Negativo Negativo
20 Negativo Negativo Negativo
21 Negativo Negativo Negativo
22 Negativo Negativo Negativo
23 Negativo Negativo Negativo
24 Negativo Negativo Negativo
25 Negativo Negativo Negativo
26 Negativo Negativo Negativo
27 Negativo Negativo Negativo
28 Negativo Negativo Negativo
29 Negativo Negativo Negativo
30 Negativo Negativo Negativo
31 Negativo Negativo Negativo
32 Negativo Negativo Negativo
33 Negativo Negativo Negativo
34 Negativo Negativo Negativo
35 Negativo Negativo Negativo

continua...



continuacao...

ANIMAL | PARASITOLOGICO ELISA RIFI
36 Negativo Negativo Negativo
37 Negativo Negativo Negativo
38 Negativo Negativo Negativo
39 Negativo Negativo Negativo
40 Negativo Negativo Negativo
41 Negativo Negativo Negativo
42 Negativo Negativo Negativo
43 Negativo Negativo Negativo
44 Negativo Negativo Negativo
45 Negativo Negativo Negativo
46 Negativo Negativo Negativo
47 Negativo Negativo Negativo
48 Negativo Negativo Negativo
49 Negativo Negativo Negativo
50 Negativo Negativo Negativo
51 Negativo Negativo Negativo
52 Negativo Negativo Negativo
53 Negativo Negativo Negativo
54 Negativo Negativo Negativo
55 Negativo Negativo Negativo
56 Negativo Negativo Negativo
57 Negativo Negativo Negativo
58 Negativo Negativo Negativo
59 Negativo Negativo Negativo
60 Positivo Positivo Positivo
61 Negativo Negativo Negativo
62 Negativo Negativo Negativo
63 Negativo Negativo Negativo
64 Negativo Negativo Negativo
65 Negativo Negativo Negativo
66 Negativo Negativo Negativo
67 Negativo Negativo Negativo
68 Negativo Negativo Negativo
69 Negativo Negativo Negativo
70 Negativo Negativo Negativo
71 Negativo Negativo Negativo
72 Negativo Negativo Negativo
73 Negativo Negativo Negativo

continua...




continuacao...

ANIMAL | PARASITOLOGICO ELISA RIFI
74 Negativo Negativo Negativo
75 Negativo Negativo Negativo
76 Negativo Negativo Negativo
77 Negativo Positivo Negativo
78 Negativo Negativo Negativo
79 Negativo Negativo Negativo
80 Negativo Negativo Negativo
81 Negativo Negativo Negativo
82 Negativo Negativo Negativo
83 Negativo Positivo Negativo
84 Negativo Negativo Negativo
85 Negativo Negativo Negativo
86 Negativo Negativo Negativo
87 Negativo Negativo Negativo
88 Negativo Negativo Negativo
89 Negativo Negativo Negativo
90 Negativo Negativo Negativo
91 Negativo Negativo Negativo
92 Negativo Negativo Negativo
93 Negativo Negativo Negativo
94 Negativo Negativo Negativo
95 Negativo Negativo Negativo
96 Negativo Negativo Negativo
97 Positivo Negativo Negativo
98 Negativo Negativo Negativo
99 Negativo Negativo Negativo

100 Negativo Negativo Negativo
101 Negativo Positivo Negativo
102 Negativo Negativo Negativo
103 Negativo Positivo Negativo
104 Negativo Negativo Negativo
105 Positivo Negativo Negativo
106 Negativo Negativo Negativo
107 Negativo Negativo Negativo
108 Negativo Negativo Negativo
109 Negativo Negativo Negativo
110 Negativo Negativo Negativo
111 Negativo Negativo Negativo

continua...




continuacao...

ANIMAL | PARASITOLOGICO ELISA RIFI
112 Negativo Negativo Negativo
113 Negativo Negativo Negativo
114 Negativo Negativo Negativo
115 Negativo Negativo Negativo
116 Negativo Negativo Negativo
117 Negativo Negativo Negativo
118 Negativo Negativo Negativo
119 Negativo Negativo Negativo
120 Negativo Negativo Negativo
121 Negativo Negativo Negativo
122 Negativo Negativo Negativo
123 Negativo Negativo Negativo
124 Negativo Negativo Negativo
125 Negativo Negativo Negativo
126 Negativo Negativo Negativo
127 Negativo Negativo Negativo
128 Negativo Negativo Negativo
129 Negativo Negativo Negativo
130 Negativo Negativo Negativo
131 Negativo Negativo Negativo
132 Negativo Negativo Negativo
133 Negativo Negativo Negativo
134 Negativo Negativo Negativo
135 Negativo Negativo Negativo
136 Negativo Negativo Negativo
137 Negativo Negativo Negativo
138 Negativo Negativo Negativo
139 Negativo Negativo Negativo
140 Negativo Negativo Negativo
141 Negativo Positivo Negativo
142 Negativo Negativo Negativo
143 Negativo Negativo Negativo
144 Negativo Negativo Negativo
145 Negativo Negativo Negativo
146 Negativo Negativo Negativo
147 Negativo Negativo Negativo
148 Positivo Negativo Negativo
149 Negativo Negativo Negativo

continua...




continuacao...

ANIMAL | PARASITOLOGICO ELISA RIFI
150 Negativo Negativo Negativo
151 Negativo Negativo Negativo
152 Negativo Negativo Negativo
153 Positivo Negativo Negativo
154 Negativo Negativo Negativo
155 Negativo Negativo Negativo
156 Negativo Negativo Negativo
157 Negativo Negativo Negativo
158 Negativo Negativo Negativo
159 Negativo Negativo Negativo
160 Negativo Negativo Negativo
161 Negativo Negativo Negativo
162 Negativo Negativo Negativo
163 Negativo Negativo Negativo
164 Positivo Negativo Negativo
165 Negativo Negativo Negativo
166 Negativo Negativo Negativo
167 Negativo Negativo Negativo
168 Negativo Negativo Negativo
169 Negativo Negativo Negativo
170 Negativo Negativo Negativo
171 Negativo Negativo Negativo
172 Negativo Negativo Negativo
173 Negativo Negativo Negativo
174 Negativo Negativo Negativo
175 Negativo Negativo Negativo
176 Negativo Negativo Negativo
177 Negativo Negativo Negativo
178 Negativo Negativo Negativo
179 Negativo Negativo Negativo
180 Negativo Negativo Negativo
181 Negativo Negativo Negativo
182 Negativo Negativo Negativo
183 Negativo Negativo Negativo
184 Negativo Negativo Negativo
185 Negativo Negativo Negativo
186 Negativo Negativo Negativo
187 Negativo Negativo Negativo

continua...




continuacao...

ANIMAL | PARASITOLOGICO ELISA RIFI
188 Negativo Negativo Negativo
189 Negativo Negativo Negativo
190 Negativo Negativo Negativo
191 Negativo Negativo Negativo
192 Negativo Negativo Negativo
193 Negativo Negativo Negativo
194 Negativo Negativo Negativo
195 Positivo Negativo Negativo
196 Negativo Negativo Negativo
197 Negativo Negativo Negativo
198 Negativo Negativo Negativo
199 Positivo Negativo Negativo
200 Negativo Negativo Negativo
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