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RESUMO

A leishmaniose visceral (LV) é uma zoonose de grande impacto em salde publica. A infecgdo nos gatos
tem sido relatada nos paises onde a doenca é endémica. Seu papel como reservatério ndo esta
satisfatoriamente elucidado, embora a transmissdo do parasito de um felino infectado para vetor tenha
sido reportada por xenodiagnostico. O objetivo do trabalho foi avaliar a presenca de anticorpos anti-
Leishmania spp. em animais da espécie felina em area endémica para LV (Bauru-SP), por meio dos testes
sorolégicos de reacdo de imunofluorescéncia indireta (RIFI) e ensaio imunoenzimético (ELISA), e
associa-los as variaveis: género, idade, raga e forma de criagdo. Foram testados soros de 276 felinos, dos
quais 82 foram reagentes pelo método ELISA (29,71%), 17 pelo RIFI (6,15%) e 10 em ambos os testes
(3,6%). Houve associacdo estatistica significativa para a variavel forma de criacdo, em que 100% dos
animais errantes foram soropositivos a pelo menos um dos testes (P<0,005). Tal associacdo ndo foi
encontrada para as demais variaveis analisadas (P>0,05). Nao houve concordéancia entre o resultado dos
testes, pois 0 método ELISA é mais sensivel que o método RIFI.

Palavras-chave: gato, leishmaniose, sorodiagnostico, RIFI. ELISA
ABSTRACT

Visceral leishmaniasis (VL) is a zoonosis with a great impact on public health. Infection in cats has been
reported in countries where the disease is endemic. Its role as reservoir is not satisfactorily elucidated,
although transmission of the parasite from an infected feline to vector has been reported by
xenodiagnosis. The objective of this study was to evaluate the presence of anti-Leishmania spp antibodies
in feline animals in an area endemic to LV (Bauru-SP), using the serological tests of Indirect
Immunofluorescence Reaction (IFR) and ELISA and variables: gender, age, race and form of creation.
Samples of 276 felines were tested, of which 82 were ELISA reagents (29,71%), 17 by IFR (6,15%) and
10 in both tests (3,6%). There was a significant statistical association for the variable form of breeding,
where 100% of the wandering animals were seropositive to at least one of the tests (P <0,005). Such
association was not found for the other variables analyzed (P >0,05). There was no concordance between
the results of the tests, since the ELISA method is more sensitive than the RIFI method.

Keywords: cat, leishmaniasis, serodiagnosis, RIFI. ELISA

INTRODUCAO América Latina com o maior nimero de casos

anuais registrados, sendo a regido Nordeste

As leishmanioses sdo enfermidades infecciosas considerada a principal zona endémica da
causadas por diferentes espécies de protozoarios leishmaniose visceral nas Ameéricas (Brasil,
do género Leishmania. O Brasil é o pais da 2017). Tem sido apontada como doenga

reemergente em evidente processo de transi¢ao
epidemioldgica, com aumento de casos nas areas
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endémicas e a expansdo geogréafica para estados
da regido Sul do Brasil, em franco processo de
urbanizagdo (Brasil, 2014). No Brasil, nas
regides consideradas endémicas, a prevaléncia da
leishmaniose felina encontrada variou bastante
tanto na RIFI como no ELISA (Costa et al.,
2010). Inquéritos epidemiolégicos realizados em
varios  paises tém  demonstrado  taxas
preocupantes de infeccdo nos gatos domésticos
(Cardoso et al., 2010; Garrido, 2012; Chatzis et
al., 2014).

Os felinos s@o naturalmente infectados pelas
mesmas espéecies de Leishmania que afetam os
cdes e 0s humanos em d&reas tropicais e
subtropicais em todo o mundo (Pennisi e
Persichetti, 2018). A transmissdo do parasito de
um gato infectado para o flebotomineo ja foi
confirmada por xenodiagnéstico (Maroli et al.,
2007). Estudos apontam a possibilidade de o gato
ser considerado reservatdrio, tendo, assim, papel
fundamental na epidemiologia dessa zoonose
(Brianti et al., 2017). A justificativa do trabalho
¢ alertar os médicos veterindrios para a
importancia da leishmaniose visceral na espécie
felina e para que a insiram na lista de seus
diagnosticos diferenciais. O objetivo do trabalho
foi avaliar a ocorréncia de anticorpos anti-
Leishmania spp. em felinos de regido endémica
(Bauru-SP) pelas técnicas soroldgicas de RIFI e
ELISA, em 2015.

MATERIAL E METODOS

O trabalho foi aprovado pela Comissdo de Etica
no Uso de Animais (Ceua), com o protocolo de
n°® 5912.2016.17, englobando a produgéo,
manutenc¢do e/ou utilizacdo de animais, para fins
de pesquisa cientifica.

O local de estudo foi o municipio de Bauru,
estado de S&do Paulo, regido considerada
endémica para leishmaniose visceral.

Foram disponibilizadas amostras de soros de 276
felinos de Bauru, formadas por 140 fémeas e 136
machos; entre dois meses e 18 anos de idade,
agrupadas em: quatro meses a um ano, dois a
sete anos, oito a 13 anos, 14 a 18 anos, e ndo
informada; 55 animais de raca e 221 sem raca
definida (SRD); 258 domiciliados (cinco animais
residentes em apartamento e 253 em casas
térreas) e 18 errantes. A divisdo em faixas etarias
foi realizada aleatoriamente, em razdo da grande
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diferenca de idade entre os felinos. Nao foi
realizado célculo sobre o n amostral (amostra por
conveniéncia), e todos os soros foram obtidos de
proprietarios, cujo poder aquisitivo permitiu que
os felinos passassem por prévio atendimento
veterinario.

Tais amostras foram encaminhadas por médicos
veterinarios da cidade para analise no laboratério
veterindrio Laborcare. Posteriormente, foram
enviadas ao Laboratério de Zoonoses do
Departamento de  Medicina  Veterinaria
Preventiva do Centro de Ciéncias Agrarias da
Universidade Estadual de Londrina e submetidas
aos exames soroldgicos de reacdo de
imunofluorescéncia indireta (RIFI) e ensaio
imunoenzimatico (ELISA) para pesquisa de
anticorpos anti-Leishmania. Os gatos foram
identificados e rastreados para andlise de seus
dados cadastrais (género, raca, idade e forma de
criacdo) no laboratério.

O antigeno solGvel de L. amazonensis foi
preparado de acordo com a metodologia descrita
por Szargiki et al. (2009), com modificagGes.
Apb6s quatro dias de incubacdo das formas
promastigotas em meio liquido Brain Heart
Infusion — BHI (Himedia, India) e meio sdlido
Blood Agar Base — BAB (Himedia, India), a
24°C, a cultura foi lavada com salina 0,9% de
NaCl e centrifugada durante 10 minutos a 1000 x
G, trés vezes. O sedimento foi ressuspendido em
10mL de salina a 0,3% de NaCl e submetido a
seis ciclos rapidos de congelamento em
nitrogénio liquido e descongelamento em banho-
maria a 37°C, seguido por seis ciclos de
ultrassom (modelo FB120 — Fisher Scientific,
USA) de 0,5 minuto, a 60Hz, a 30% de poténcia,
em banho de gelo. Foi realizada a centrifugacao
(16.000 x g, 30 minutos, 4°C), o sobrenadante foi
coletado e a concentracdo proteica foi
determinada por meio do kit Pierce BCA
Protein Assay (Thermo Fisher Scientific,
USA), conforme recomendacdes do
fabricante. As aliquotas foram armazenadas
em freezer a -20°C até o momento da sua
utilizacdo.

Para realizacdo da RIFI, utilizaram-se laminas
com antigeno bruto sollvel de L. amazonensis.
Anticorpos anti-Leishmania foram detectados
usando-se as diluicdes de 1:20, 1:40, 1:80, 1:160,
1:320 e 1:640. Os soros controle positivo e
negativo empregados em todas as |&minas eram
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oriundos de gatos das cidades de Ilha Solteira e
Londrina, respectivamente. Para a leitura das
laminas, utilizou-se microscopio de
epifluorescéncia LEICA DMLB, no aumento
400x. Foram considerados positivos 0s
resultados de fluorescéncia igual ou superior a
1:40 (Guimardes et al., 1974; Marzochi et al.,
1980).

O ensaio imunoenzimatico indireto (ELISAI)
para felinos foi realizado de acordo com técnica
descrita previamente por Paranhos-Silva et al.
(1996), com adaptagdes. As microplacas foram
sensibilizadas com antigeno de Leishmania
amazonensis, na concentracdo de 2,5ug/mL, os
soros e o conjugado foram diluidos a 1:100 e
1:5.000, respectivamente, em solucéo de caseina.
Todas as placas apresentavam dois controles
positivos, quatro controles negativos e um
branco. O calculo do cut-off de cada placa foi
obtido pela média das absorbancias dos soros-
controle negativos, com exclusdo da média do
branco, adicionado de trés desvios-padrdo. Apds

determinacdo do cut-off por placa, realizou-se a
correcdo dos pontos de corte, para que a
sensibilidade e a especificidade fossem
otimizadas; para isso, foi construida a curva ROC
utilizando-se o MedCalc Statistical Software, no
qual se obteve um cut-off de 0,247.

Para identificacdo dos fatores de risco (género,
raca, idade, forma de criacdo) associados a
variavel resposta (resultados dos exames),
utilizou-se 0 modelo de regressdo logistica e o
seu ajuste foi verificado por meio do gréafico de
envelope simulado (half-normal plot). Ainda foi
aplicado o teste de McNemar para verificar a
concordancia entre os testes RIFI e ELISA.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Na Fig. 1A, é possivel verificar a localizag8o da
cidade de Bauru, dentro do estado de S&o Paulo
e, na 1B, a localizagdo dos domicilios de felinos
sororreagentes aos testes ELISA e/ou RIFI em
Bauru, no ano de 2015.

5._. \// P Z--- e,

ael = RL __N  res -

Figura 1A. Microrregido de Bdu}u, do estado brasileiro de S8o Paulo. 1B. Domicilio dos felinos
sororreagentes aos testes ELISA e/ou RIFI em Bauru (2015).
Fontes: Fig. 1A - Regido Administrativa de Bauru (2016). B - DER (Departamento de Estradas de

Rodagem), 2006. Modificada pelo autor (2015).

Oitenta e dois animais (29,71%) foram reagentes
no ELISA, 17 (6,15%) na RIFI e 10 (3,6%) em
ambos os testes (RIFI e ELISA). Pelo método
RIFI, foram obtidos titulos de 1:80 em trés
amostras, uma amostra com titulo de 1:320 e
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outra com titulo de 1:640. Nao houve associacgao
estatistica entre soropositividade e género, raca e
idade (P>0,05), entretanto foi encontrada
associacdo com forma de criagdo dos animais
(P<0,05). Abaixo, a Tab. 1 com os resultados.
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Tabela 1. Resultados da analise para determinacdo dos fatores de risco para LVF, pelos métodos
soroldgicos RIFI e ELISA, no municipio de Bauru, no ano de 2015

Fatores de Total de animais Testes RIFI/ELISA
risco Positivos (%) Negativos (%)
Género Machos 136 58 (42,65) 78 (57,35)
Fémeas 140 51 (36,42) 89 (63,58)
- Com 55 15 (27,27) 40 (72,73)
Raga definida Sem 221 94 (42,53) 127 (57,47)
4 meses - 1 ano 24 5 (20,83) 19 (79,17)
2 -7 anos 92 36 (39,13) 56 (60,87)
Idade 8 - 13 anos 76 30 (39,47) 46 (60,53)
14 - 18 anos 51 29 (56,86) 22 (43,14)
Né&o informada 33 18 (54,55) 15 (45,45)
Forma de Domiciliado 258 91 (35,27) 167(64,73)
criacdo Errante 18 18 (100) 0

Trabalhos publicados em todo 0 mundo sugerem
que a resposta imune celular da espécie felina é
efetiva o suficiente para controlar e conferir certo
grau de resisténcia natural & infeccdo por L.
infantum. Assim, a espécie é considerada menos
susceptivel quando comparada a espécie canina,
exceto nos casos em que ocorrem eventos
imunossupressores, que propiciam a
disseminacdo e visceralizagdo do parasito
(Solano-Gallego et al., 2007). Espera-se, entdo,
gue 0 numero de gatos infectados, com altos
titulos de anticorpos e sinais clinicos, seja bem
menor que o de cdes (Solano-Gallego et al.,
2007).

Os métodos soroldgicos sdo os mais utilizados
para o diagndstico de leishmaniose visceral
canina (LVC) (Manual..., 2008). Nos cées, altos
titulos de anticorpos indicam infeccdo ativa e
potencial transmissdo do protozoario para 0s
vetores (Quinnell et al., 2003). No entanto,
estudos demonstraram que tal fato ndo ocorre
nos gatos (Simdes-Mattos et al., 2005; Martin-
Sanchez et al., 2007).

Neste trabalho, 6,15% dos gatos foram reagentes
pela técnica de RIFI. Alguns autores
encontraram valores maiores (Vita et al., 2005;
Martin-Sanchez et al., 2007; Garrido, 2012;
Chatzis et al., 2014; Caldart et al., 2016).
Entretanto, outros autores encontraram valores
menores (Montoya et al., 2018). Pelo método
ELISA, 29,71% dos animais foram reagentes.
Caldart et al. (2016) obtiveram valores maiores
de frequéncia, enquanto outros autores
encontraram valores menores (Solano-Gallego et
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al., 2007; Cardoso et al., 2010; Costa et al.,
2010; Chatzis et al., 2014). Observou-se que,
assim como no presente trabalho, os autores que
realizaram os dois métodos sorol6gicos
obtiveram maior soropositividade no ELISA
quando comparado a RIFI (Caldart et al., 2016),
visto que o método ELISA é mais sensivel que a
RIFI.

Alguns trabalhos corroboram a falta de
correlagdo existente entre testes soroldgicos entre
si e com os testes moleculares ou reagbes em
cadeia de polimerase (PCR) (Can et al., 2016;
Montoya et al., 2018). Martin-Sanchez et al.
(2007) encontraram alta propor¢do de animais
positivos na PCR de sangue (31,6%) e com
baixos titulos de anticorpos pela RIFI (20) e
baixa positividade na PCR de sangue em animais
com altos titulos de anticorpos (160). Simdes-
Mattos et al. (2005) e Can et al. (2016)
afirmaram que ndo existe correlagdo entre
infeccdo e producdo de anticorpos nos felinos,
pois estes tornam-se soropositivos somente na
fase tardia da infeccéo.

No presente trabalho, foi encontrada falta de
correlacdo entre 0s métodos soroldgicos
avaliados (P<0,0001). A porcentagem de felinos
soropositivos foi muito maior pela técnica de
ELISA que pela RIFI, assim como encontrados
por outros autores (Caldart et al., 2016). Abaixo,
a Tab. 2 compara o resultado entre os dois
métodos soroldgicos realizados entre si e
isoladamente.
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Tabela 2. Valores absolutos e relativos dos resultados dos testes sorolégicos isoladamente e entre si

Exames RIFI ELISA RIFI e ELISA

Positivo 17 (6,15%) 82 (29,71%) 10 (3,6%)

Negativo 259 (93,85%) 194 (70,29%) 266 (96,4%)
Total 276 (100%) 276 (100%) 276 (100%)

Legenda: RIFI - reacdo de imunofluorescéncia indireta; ELISA - ensaio imunoenzimatico.

Na espécie canina, as duas técnicas sorolégicas
sdo recomendadas pelo Ministério da Salde
(Brasil, 2014) para avaliacdo da soroprevaléncia
em inquéritos caninos amostrais e censitarios; o
ELISA para a triagem e a RIFI para a
confirmacdo dos cdes sororreagentes ao teste
ELISA. Tal procedimento pode ser estendido a
espécie felina. Assim, no presente trabalho,
foram considerados como infectados somente os
gatos reagentes em ambos 0s testes.

Resultados falso-positivos podem ocorrer por
reacdo cruzada com Toxoplasma spp.,
Trypanosoma spp. e Ehrlichia spp. (Chatzis et
al., 2014; Noé et al., 2015). Os protozoarios
causadores da doenga de Chagas, assim como a
Leishmania spp., também pertencem a familia
Trypanosomatidae e compartilham  varios
antigenos que ocasionam reagdes cruzadas em
diagndsticos soroldgicos (Caldart et al., 2016).
Contudo, razdes técnicas também podem levar a
erros. Importante lembrar que procedimentos de
coleta,  processamento,  transporte  e/ou
armazenamento indevidos podem ocasionar
hemdlise e consequente coloragdo avermelhada
do soro, interferindo na absorbancia de métodos
colorimétricos (Bastos et al., 2010), como o
ELISA.

No método RIFI, a interpretacdo pode ser
subjetiva. Neste estudo, nas baixas diluicbes dos
soros a serem testados, residuos de fluoresceina
foram confundidos com fluorescéncia
citoplasmaética do parasito.

Né&o existe um método de RIFI padronizado para
gatos nem um valor de titulo de anticorpo aceito
universalmente que corresponda a infecgdo. Os
validados em ces sdo utilizados nos gatos (Can
et al., 2016).

A especificidade e a sensibilidade dos exames
realizados poderiam aumentar se, em vez de
promastigotas, fossem utilizadas as formas
amastigotas, pois estas sdo as formas que
parasitam o hospedeiro vertebrado. Embora as
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amastigotas possam ser utilizadas como
antigenos, as promastigotas representam a forma
de antigeno mais frequentemente utilizada
(Manual..., 2008).

N&o houve associacdo estatistica em relagdo ao
género (P>0,05), como foi também observado
por Garrido (2012). No entanto, Cardoso et al.
(2010) e Montoya et al. (2018) encontraram
predominio de machos felinos sororreagentes.
Estes associaram o observado ao comportamento
do macho, tanto na disputa por territério quanto
por fémeas para acasalamento. Por outro lado,
Costa et al. (2010) obtiveram predominio de
soropositividade em fémeas.

Ndo houve associagdo estatistica entre a
soropositividade e a idade dos animais (P>0,05)
(Tab. 1), como observado por outros autores
(Solano-Gallego et al., 2007; Montoya et al.,
2018); ao contrario de Costa et al. (2010) e
Cardoso et al. (2010), que observaram
predominio em gatos adultos e idosos,
respectivamente. Animais idosos adoecem com
maior frequéncia quando comparados aos mais
jovens (Garrido, 2012), e proprietarios de gatos
ndo visitam clinicos veterinarios rotineiramente,
qguando comparados aos dos cées, pelo menos em
paises em desenvolvimento, onde a leishmaniose
é endémica (Simdes-Mattos et al., 2005). Otranto
et al. (2017) afirmaram que o0 maior nimero de
animais idosos soropositivos poderia  ser
explicado pela exposi¢do cumulativa ocorrida ao
longo da vida.

Assim como Garrido (2012), ndo se observou
associacao estatistica para o fator raga (P>0,05).
Navarro et al. (2010) verificaram que a raca
felina Europeu Comum foi mais acometida que
as demais. Entretanto, faz-se necessario verificar
se realmente ha predisposicdo racial ou se a
referida raca € muito comum na localidade
estudada. Solano-Gallego et al. (2000), em
ensaio realizado na ilha de Maiorca (Espanha),
observaram que o Ibizian é uma raga canina
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geneticamente resistente por apresentar resposta
imune do tipo celular.

Em relacdo a forma de criagdo, encontrou-se
associacgdo estatistica entre gatos domiciliados e
errantes (P>0,05). Dos 18 animais errantes,
quatro foram positivos nos dois testes e 14 pelo
método ELISA. Contudo, é importante ressaltar
gue ndo foram obtidas informac@es a respeito da
guantidade de animais e da frequéncia com que
0s gatos domiciliados tinham acesso a rua. Ja
Cardoso et al. (2010) e Garrido (2012), em
Portugal, ndo encontraram tal associagéo.

Vita et al. (2005), em seus estudos, observaram
que 85% dos felinos sororreagentes eram
errantes ou com acesso ao exterior dos
domicilios. Cardoso et al. (2010) encontraram
diferenca significativa, pelo método ELISA,
entre gatos de area urbana (0%) e rural (10,5%)
de municipio na regido norte de Portugal.
Encontraram-se 29,71% pelo mesmo método em
area urbana, diferenca possivelmente associada a
resultados falso-positivos (Chatzis et al., 2014).
Entretanto, pelo método RIFI, encontraram-se
6,15% de animais reagentes. Esses dados
sugerem uma maior prevaléncia de leishmaniose
felina no municipio de Bauru como um todo, ja
que ndo foram analisadas amostras de soros de
gatos domiciliados na zona rural. Noé et al.
(2015) sugerem que os gatos domésticos podem
atuar como elo entre ambientes silvestres e
domésticos ao se deslocarem para éareas
periurbanas e rurais, o que favorece a
disseminacdo do parasito devido a maior
exposicdo ao vetor. E sabido que o repasto
sanguineo, realizado pela fémea do flebotominio,
pode ocorrer em diferentes espécies (Desjeux,
2004). Barata et al. (2005) observaram forte
preferéncia do vetor por sangue de aves
domésticas, embora ndo exista na literatura relato
dessa espécie exercendo papel de reservatorio
para L. infantum.

Comportamentos tipicos dos felinos podem
favorecer a disseminacdo do parasito nessa
espécie, sobretudo no que se refere ao acesso a
rua, onde exercem atividade predatéria,
percorrem grandes distancias, coabitam com
reservatérios  silvestres e  sinantropicos,
reforcados ainda pelo habito noturno, similar ao
dos flebotomineos (Desjeux, 2004).
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Novas e continuadas pesquisas devem ser
realizadas, a fim de se elucidar o verdadeiro
papel do gato na epidemiologia da doenca para
que medidas cabiveis em sa(de publica sejam
tomadas com relagdo a espécie.

CONCLUSAO

Demonstrou-se a ocorréncia de anticorpos anti-
Leishmania spp. nos felinos da cidade de Bauru,
estado de Sdo Paulo, area endémica para LVC.
Ndo houve concordancia entre o0s testes
utilizados, ja que o ELISA é mais sensivel que a
RIFI.  Ndo houve associagcdo estatistica
relacionada a idade, ao género e a raca. Porém,
ndo se pode descartar a importancia desses
fatores de risco, j& que o n amostral ndo
representou a populacdo felina da cidade de
Bauru e as amostras foram de conveniéncia.
Houve associacdo estatistica relacionada ao
modo de criacdo, em que 100% (18) dos felinos
reagentes eram errantes.
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