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RESUMO

SANTOS, N. S. Deteccdo de infeccdo por Leishmania infantum em felinos domésticos no
Estado da Bahia. 2020. 97p. Dissertacdo (Mestre em Ciéncia Animal nos Tropicos) —
Escola de Medicina Veterinaria e Zootecnia — Universidade Federal da Bahia, 2019.

As leishmanioses apresentam um ciclo epidemioldgico complexo com a participacdo de
hospedeiros diversos, o que torna necessario investigar e ampliar o conhecimento sobre a
infeccdo em animais que vivem em areas endémicas. Assim, o objetivo deste estudo foi
determinar a ocorréncia da infeccdo por Leishmania infantum em gatos domesticos
oriundos de regiGes endémicas para leishmaniose zoondtica do estado da Bahia, além de
caracterizar os casos positivos segundo aspectos clinicos, sorologia para anticorpos anti-
Leishmania e presenga de coinfecgdes comuns em felinos. Realizou-se, por meio de
busca ativa nos municipios baianos de Muritiba, Sdo Feélix, Simdes Filho, Camacari e
Feira de Santana, a avaliacdo clinica de 104 gatos e a colheita de amostras bioldgicas
(sangue periférico e aspirados de medula 6ssea) para realizacdo de teste soroldgico
imunocromatogréfico TR-DPP® (Biomanguinhos), exame citolégico para investigacao de
formas amastigotas de Leishmania sp., PCR convencional qualitativa para deteccdo de
DNA de Leishmania infantum, FIV (Virus da Imunodeficiéncia Felina), FeLV (Virus da
Leucemia Felina) e Mycoplasma sp. e exames de patologia clinica. Dos 104 gatos
avaliados, 14 foram excluidos do estudo. As andlises das amostras de 90 gatos revelaram
que a infeccdo por L. infantum foi confirmada em 7,8% (7/90) dos gatos examinados pela
PCR, trés residentes no municipio de Muritiba, dois no municipio de Camacari e dois no
municipio de Sdo Félix. Um (01) gato apresentou-se positivo a PCR para L. infantum, a
pesquisa de formas amastigotas em exame citoldgico de aspirados de medula Gssea e ao
TR-DPP®, simultaneamente, embora tenha se apresentado sem alteracdes ao exame fisico
a primeira colheita (T1) e com exames hematoldgicos e bioquimicos dentro da faixa de
normalidade na segunda colheita (T2), 22 dias apds T1. Entretanto, aos 82 dias ap6s T2
(T3) esse gato desenvolveu leishmaniose felina (LFe), caracterizada por
linfadenomegalia, conjuntivite, e afta em cavidade oral, associadas a linfocitose,
hiperproteinemia com hiperglobulinemia e elevagdo da fosfatase alcalina no soro, além
de presenca abundante de amastigotas em citologia de linfonodos e conjuntivas
palpebrais; entretanto, o teste TR-DPP® resultou negativo em T3. Dos sete gatos
positivos & PCR, apenas um apresentou positividade no teste TR-DPP®, perfazendo 1,1%
de soropositividade confirmada. As alteracdes clinicas encontradas nos gatos positivos a
PCR foram emagrecimento, desidratacdo, lesdes crostosas em pontas de orelhas,
alopecia, linfadenomegalia, espirros e complexo gengivite-estomatite. Houve apenas um
gato 1,1% (1/90) coinfectado com L. infantum e FeLV, apresentando leve desidratacéo e
areas de alopecia circulares em regido cervical ventral. Com base nos dados obtidos,
podemos afirmar que infecgdo por L. infantum ocorre também em gatos nos municipios
baianos Muritiba, Sdo Félix e Camacari. Os gatos infectados por L. infantum no presente
estudo foram classificados como portadores de doencga discreta. Mais estudos sdo
necessarios para um dimensionamento abrangente do nimero de gatos acometidos e
estabelecimento da caracterizacao clinica e fisiopatoldgica desses hospedeiros em outros
municipios do Estado da Bahia.

Palavras-Chave: Citologia; Gatos; Leishmaniose felina; PCR; Sorologia.
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ABSTRACT

SANTOS, N. S. Detection of Leishmania infantum infection in domestic cats in the state
of Bahia. 2020. 97p. Dissertacdo (Mestre em Ciéncia Animal nos Trdpicos) — Escola de
Medicina Veterinaria e Zootecnia — Universidade Federal da Bahia, 2020.

Leishmaniasis has a complex epidemiological cycle with participation of different hosts,
reason why it is necessary to investigate and increase knowledge about animals’s
infections living in endemic areas. Thus, the objective of this study was to determine the
occurrence of infection by Leishmania infantum in domestic cats from endemic regions
for zoonotic leishmaniasis in the state of Bahia, in addition characterize positive cases
according to clinical aspects, serology for anti-Leishmania antibodies and the presence of
common co-infections in felines. An active search was conducted in cities of Muritiba,
Séo Félix, Simdes Filho, Camacari and Feira de Santana, also clinical evaluation of 104
cats and the collection of biological samples (peripheral blood and bone marrow
aspirates), immunochromatographic serological test TR-DPP® (Biomanguinhos),
cytological examination to investigate amastigote forms of Leishmania sp., qualitative
conventional PCR for DNA detection of Leishmania infantum, FIV (Feline
Immunodeficiency Virus), FeLV (Feline Leukemia Virus) and Mycoplasma sp. and
clinical pathology exams were performed. Of the 104 cats evaluated, 14 were excluded
from this study. Analyzes of samples from 90 cats revealed that L. infantum infection was
confirmed in 7.8% (7/90) of the cats examined by PCR, three of them were residents in
Muritiba, two in Camacari and two in Sdo Félix. One cat that was positive for PCR for L.
infantum, also presence of amastigote forms detection in cytological examination of bone
marrow aspirates and for TR-DPP®. Interesting, this cat did not present any alterations in
physical examination at the first clinical exam (T1), as well as hematological and
biochemical laboratorial tests were in the normal range at the second clinical exam (T2),
22 days after T1. However, 82 days after T2 (T3) the cat developed feline leishmaniasis
(LFe), characterized by lymphadenomegaly, conjunctivitis, and ulcers located in oral
cavity, associated with lymphocytosis, hyperproteinemia with hyperglobulinemia and
elevated serum alkaline phosphatase, in addition to abundant presence of amastigotes in
lymph node and eyelid conjunctiva cytology; however, the TR-DPP® test performed was
negative at T3. Of the seven cats positive for PCR, only one was positive for TR-DPP®
test, confirming 1.1% seropositivity. The clinical observations found in cats positive for
PCR were weight loss, dehydration, crusted lesions on the tips of ears, alopecia,
lymphadenomegaly, sneezing and gingivitis-stomatitis complex. There was only one
1.1% cat (1/90) co-infected with L. infantum and FeLV, it showed mild dehydration and
circular alopecia areas at ventral cervical region. Based on the data obtained, we can say
that infection by L. infantum also occurs in cats at Muritiba, S80 Félix and Camagari
cities. Cats infected with L. infantum at the present study were classified as showing mild
disease. Further studies are necessary for a comprehensive dimensioning of the number of
affected cats and establishment of the clinical and pathophysiological characterization of
these hosts in other cities at the State of Bahia.

Keywords: Cats; Cytology; Feline leishmaniasis; PCR; Sorology.
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1. INTRODUCAO

As leishmanioses sdo enfermidades infecciosas causadas por mais de 20 espécies do
protozoario Leishmania spp., que afetam tanto humanos quanto animais. As leishmanioses
apresentam ampla distribuicdo geografica no mundo, sendo endémicas em 102 paises,
havendo mais de 350 milhdes de pessoas em risco de infeccdo (OPAS, 2019). Dessa forma, as
leishmanioses sdo consideradas um grave problema de salde publica e reconhecidas dentre as
17 doengas tropicais negligenciadas no mundo (OPAS, 2019; WHO, 2019).

O quadro clinicopatoldgico das leishmanioses em seres humanos é caracterizado pelas
formas cutanea e visceral. A leishmaniose visceral (LV) é a forma mais grave da doenca, com
alta letalidade nos pacientes humanos quando ndo tratada (WHO 2019). No Brasil, a
leishmaniose visceral zoon6tica é causada pela espécie Leishmania infantum, com coeficiente
de incidéncia de 1,76/100.000 habitantes em 24 das 26 unidades federativas, nas cinco regides
do Brasil (SVS/MS, 2018).

Nas regibes brasileiras, o ciclo epidemioldgico de L. infantum apresenta uma alta
complexidade por envolver diversas espécies de hospedeiros vertebrados silvestres e
domésticos, degradacdo ambiental devido a acdo antrépica desordenada em areas tanto rurais
quanto urbanas, doencas concomitantes, além de profunda desigualdade social e econémica.
Toda essa complexidade epidemiol6gica requer constante atualizacdo de conhecimento para
aprimoramento dos métodos de controle e prevencdo da leishmaniose zoonética (MAIA e
CAMPINO, 2011; MARCONDES e ROSSI, 2013), com destaque para os hospedeiros
mamiferos com potencial de transmissdo da Leishmania sp. ao inseto vetor nos grandes
centros urbanos, a exemplo do gato doméstico (SOARES et al., 2015; DALVI et al., 2018).

A ocorréncia natural da leishmaniose felina (LFe) tem sido relatada nas regides
endémicas brasileiras com soroprevaléncia de 0% e entre 0,5% a 30,48% dentre gatos
infectados e clinicamente saudaveis ou doentes (BRESCIANI et al., 2010; CARDIA et al.,
2013; ROCHA et al., 2019). A soroprevaléncia da LFe encontrada € menor do que a da
leishmaniose canina (LCan) nas areas endémicas, o que alguns autores atribuem a possiveis
diferencas da resposta imune entre esses dois hospedeiros (SOARES et al., 2015; DAY,
2016). A maioria dos gatos é resistente & infeccdo por Leishmania sp., mas estudos mostram
que aqueles coinfectados por outros agentes infecciosos ou com comorbidades se tornam
suscetiveis a doenca (GREVOT et al., 2005). Contudo, o diagnéstico da LFe ainda é um
desafio na rotina médica veterinaria e nos estudos epidemiologicos (COELHO et al., 2011a;
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DALVI et al., 2018) devido a falta de uniformizagdo dos testes diagndsticos. A resisténcia
natural do gato a infec¢do, a migragdo de animais infectados, coinfec¢des e reagdo cruzada em
testes soroldgicos séo os principais obstaculos para a identificacdo de gatos infectados por L.
infantum (MAIA et al., 2010; COELHO et al., 2011a; POCHOLLE et al., 2012; SOBRINHO
etal., 2012; SOARES et al., 2015).

A LV humana causada por L. infantum é considerada uma enfermidade endémica com
franca expansdo no estado da Bahia, abrangendo 174 dos 417 municipios baianos
(SINAN/DIVEP, 2020). Até o presente, ndao encontramos publicacdes cientificas sobre a
identificagdo da infeccdo por L. infantum em gatos no Estado. Diante do exposto, a presente
proposta teve como objetivo realizar um estudo descritivo sobre a ocorréncia de infeccdo por
L. infantum em gatos residentes em areas endémicas para LV e LCan da regido metropolitana
de Salvador e Recdncavo Baiano, por meio da técnica de diagnostico molecular qualitativa
(convencional) Polymerase Chain Reaction (PCR), bem como a ocorréncia da coinfeccéo de
L. infantum com outros agentes infecciosos que acometem felinos, como o virus da

imunodeficiéncia felina (FIV), o virus da leucemia felina (FeLV) e Mycoplasma sp.
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2. REVISAO DE LITERATURA

2.1 Aspectos epidemioldgicos da infeccdo por Leishmania spp. e L. infantum
em gatos
2.1.1 Distribuicdo da infecgdo por Leishmania spp. e L. infantum em felinos

no mundo

A infeccdo por Leishmania spp. € bastante relatada e estudada em humanos e cées, ndo
tanto em outras espécies animais, no entanto, sabe-se que outros hospedeiros mamiferos
também podem ser infectados pelo parasito no ambiente peri-urbano e urbano, a exemplo do
gato doméstico (NASERENDDIN et al., 2008; VIDES et al., 2011; MARCONDES e ROSSI,
2013; MAIA et al., 2015; MARCONDES et al., 2018).

Considerando que as leishmanioses sio doencas de impacto na Sadde Unica, estudos
epidemioldgicos em paises da Europa, Asia, e Américas tém investigado a ocorréncia ou
prevaléncia da infeccdo por L. infantum em felinos domésticos no intuito de compreender se
h& participacdo destes animais no ciclo epidemiologico da leishmaniose zoondtica
(NASERENDDIN et al., 2008; SHERRY et al., 2011; PENNISI et al., 2015; MARCONDES
et al., 2018). Alguns autores levantam a possibilidade da infec¢do ser subdiagnosticada em
felinos, questionando o conceito de infeccdo rara (PENNISI et al. 2013). Por exemplo,
Chatzis et al. (2014) encontraram uma frequéncia de 41% de infec¢do por L. infantum em uma
populacdo de 100 gatos na Tessalia e Maceddnia, regides da Grécia endémicas para LCan.

No continente europeu, a infec¢do de gatos por Leishmania spp. foi relatada na Suica
(RUFENACHT et al., 2005), Italia (MAROLI et al., 2007; PENNISI et al., 2012; IATTA et
al., 2019; URBANI et al., 2020) e Espanha (NAVARRO et al., 2010; SHERRY et al., 2011,
MIRO et al., 2014), enquanto a infeccdo por L. infantum foi encontrada em Portugal (MAIA
et al., 2010; MAIA et al., 2015; BASSO et al., 2016), Franga (POCHOLLE et al., 2012) e
Grécia (CHATZIS et al., 2014). No continente asiatico, houve um relato de infecg¢éo por L.
infantum na cidade de Jerusalém, Israel (NASERENDDIN et al., 2008), e por Leishmania
spp. no Ird (NEMATI et al., 2015). Na América, foram descritos casos de leishmaniose em
gatos causada por Leishmania mexicana no Texas, Estados Unidos (TRAINOR et al., 2010), e
por Leishmania braziliensis na Guiana Francesa (ROUGERON et al., 2011), além do achado
de infeccdo felina por Leishmania spp. no México (LONGONI et al., 2012) (Quadro 1).



Quadro 1. Distribuicdo da positividade para Leishmania spp

mundo
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. em felinos domésticos no

Amostragem do estudo/
Local de estudo

Método de diagndstico

Espécie

Autor/Ano da Publicacéo

4/1télia Citologia, IFl e PCR Leishmania spp. | Pennisi et al. (2004)

2/Suica Histopatologico, ELISA e | Leishmania spp. | Rufenacht et al. (2005)
PCR

1/1talia Xenodiagndstico e PCR L. infantum Maroli et al. (2007)

104/Jerusalém, Israel

ELISA

Leishmania spp.

Naserenddin et al. (2008)

138/Portugal PCR e IFI L. infantum Maia et al. (2010)
15/Espanha Histopatoldgico e IHC Leishmania spp. | Navarro et al. (2010)
8/Texas, Estados Unidos | Bidpsia, citologia e PCR L. mexicana Trainor et al. (2010)
1/Guiana Francesa PCR L. braziliensis Rougeron et al. (2011)
105/Espanha, Ibiza ELISA e PCR L. infantum Sherry et al. (2011)

95/México ELISA e Western blotting Leishmania spp. | Longoni et al. (2012)
1/Franca Citologia, Cultivo, Western | L. infantum Pocholle et al. (2012)
blotting e PCR
100/Grécia Citologia e PCR L. infantum Chatzis et al. (2014)
346/Espanha IFl e PCR L. infantum Mir6 et al. (2014)
1/Portugal Histopatol6gico, Cultivo e | L. infantum Maia et al. (2015)
PCR
65/1rd Citologia, Cultivo, DAT e | Leishmania spp. | Nemati et al. (2015)
PCR
1/Portugal Citologia, IFl e PCR L. infantum Basso et al. (2016)
2.659/Italia IFl e PCR L. infantum latta et al. (2019)
1/Portugal Citologia e IFI L. infantum Pereira et al. (2019)
19/Turquia PCR L. infantum Karakus et al. (2019)
66/Italia ELISA, IFl e PCR L. infantum Priolo et al. (2019)
113/Espanha ELISA, IFl e PCR L. infantum Priolo et al. (2019)
152/1talia IFl e PCR L. infantum Urbani et al. (2020)

(DAT) Teste de aglutinagdo direta; (ICH) Teste de imuno-histoquimica; (IFI1) Teste de imunofluorescéncia

indireta.

Uma revisao sistematica e meta-analise sobre a ocorréncia global de gatos infectados

por Leishmania spp. no periodo de 1982 a 2017, registrou um total de 12.635 gatos infectados
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por Leishmania spp. na Europa e nas Américas (ASFARAM et al., 2019). Das espécies de
Leishmania spp. descritas, 63% eram L. infantum. Em menor proporcao, foram identificadas
as espécies L. braziliensis (2,6%), Leishmania donovani (1,3%), e Leishmania tropica (2,6%).
A ltalia foi o pais que apresentou maior prevaléncia de soropositividade (24%) e positividade
na PCR (21%).

Vale acrescentar que nos paises europeus, foi encontrada uma alta prevaléncia de
infeccdo por L. infantum em gatos em regides onde havia também alta prevaléncia de LCan
(MAIA e CAMPINO, 2011; DAY, 2016). Diferentemente, no Brasil, até o presente, foi
descrita uma baixa prevaléncia da infecgdo por L. infantum em gatos em regiGes endémicas
para LCan (METZDORF et al., 2017). Apesar de a prevaléncia ser menor que a encontrada na
Italia, o Brasil foi o pais que mais reportou casos de felinos infectados por L. infantum
(ASFARAM et al., 2019).

Pouco se conhece sobre os fatores de risco relacionados a infecgdo por L. infantum em
gatos nas areas de ocorréncia no mundo. latta et al. (2019), o qual evidenciou que 0s gatos
residentes no sul da Italia, os mais velhos que 18 meses e 0s inteiros pertencem ao grupo de
risco para contrair a infeccdo. No Brasil, em um estudo investigativo da ocorréncia de
infeccdo por L. infantum em felinos domeésticos no Maranhdo, Rocha et al. (2019)
identificaram a associacdo de gatos infectados (32/105; 30,48%) com acesso a ruas, convivio
com cédes com LCan, auséncia de coleta de lixo e limpeza do quintal. Estes fatos indicam a
necessidade de mais estudos em diferentes areas endémicas para a doenca canina e humana,
no intuito de auxiliar no esclarecimento se ha contribuicdo do felino no ciclo da leishmaniose,
e identificar quais os fatores séo intrinsecos a leishmaniose felina (LFe), em prol da saude

animal.

2.1.2 Distribuicdo da infec¢do por Leishmania spp. e L. infantum em felinos no

Brasil

No Brasil, foram identificadas as espécies L. infantum, L. braziliensis e Leishmania
amazonensis em gatos domésticos (Quadro 2). No estado de Sdo Paulo, na cidade de
Aracatuba foram identificadas L. infantum (VIDES et al., 2011; SOBRINHO et al., 2012) e
Leishmania spp. (BRESCIANI et al., 2010; CARDIA et al.,, 2013). Leishmania sp. foi
também encontrada em Andradina (COELHO et al., 2011a). Em um estudo realizado em

Campo Grande, foram identificados gatos positivos para L. infantum (METZDORF et al.,
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2017). A positividade ao xenodiagnéstico foi estabelecida pela primeira vez em um gato
doméstico naturalmente infectado por L. infantum no Brasil, em Belo Horizonte, Minas
Gerais (DA SILVA et al., 2010). No Nordeste, foram identificados gatos positivos para L.
infantum nos estados de Pernambuco, Piaui (SILVA et al., 2013, MENDONCA et al., 2017),
na cidade de Mossoré no Rio Grande do Norte, gatos foram soropositivos para Leishmania
spp. (BEZERRA et al., 2019). Na cidade de Sdo Luis/Maranhdo, gatos foram positivos para
infeccdo por L. infantum (ROCHA et al., 2019). A infeccdo de gatos por L. braziliensis foi
diagnosticada no Rio de Janeiro (SCHUBACH et al., 2004). Houve também um relato de LFe
cutanea por L. amazonensis em Ribas do Rio Pardo, Mato Grosso do Sul (SOUZA et al.,
2009).

Quadro 2. Distribuicdo da positividade por Leishmania spp. em felinos domésticos no
Brasil

Amostragem do estudo/

Autor/Ano de

Local de estudo Método de diagndstico Espécie s
Publicacéo
84/Ceara ELISA L. braziliensis Simdes-Mattos et al.
(2001)
1/Cotia, SP Citologia e PCR L. infantum Savani et al. (2004)
2/Rio de Janeiro Cultivo L. braziliensis Schubach et al. (2004)

1/Mato Grosso do Sul

Citologia, Cultivo e IFI

L. amazonensis

Souza et al. (2005)

8/ Rio de Janeiro

IFl e PCR

L. infantum

Silva et al. (2008)

1/Ribas do Rio Pardo,
MS

Citologia, Cultivo e IFI

L. amazonensis

Souza et.al. (2009)

283/Aracatuba, SP

Citologia e IFI

Leishmania spp.

Bresciani et al. (2010)

200/S&o Paulo

Citologia e ELISA

L. infantum

Costa et al. (2010)

1/Belo Horizonte, MG

Xenodiagndstico, IFI e
PCR

L. infantum

Dasilva et al. (2010)

55/Andradina, SP

Citologia e PCR

Leishmania spp.

Coelho et al. (2011a)

70/Andradina, SP ELISA Leishmania spp. Coelho et al.(2011b)

55/Aracatuba, SP Citologia, ELISA, IFI, | L.infantum Vides et al. (2011)
IHC e PCR

302/Aracatuba, SP Citologia, ELISA e IFI L. infantum Sobrinho et al. (2012)

386/Aracatuba, SP

IFI

Leishmania spp.

Cardia et al. (2013)

153/Pernambuco

ELISA

L. infantum

Silva et al. (2013)

Continuagéo...
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Continuagdo...

83/Teresina, Pl ELISA, Cultivo e | L. infantum Mendonca et al. (2017)
Citologia

100/Campo Grande, MS | Citologia e PCR L. infantum Metzdorf et al. (2017)

1/Cuiaba, MT Histopatoldgico, Cultivo e | L. infantum Madruga et al. (2018)
PCR

90/Aracatuba, SP PCR L. infantum Marcondes et al. (2018)

2/Cuiaba, MT IHC, Citologia e | L. infantum Headley et al. (2019)
Histologico

91/Mossord, RN IFI Leishmania spp. Bezerra et al. (2019)

1/Araguaina, TO Histopatoldgico, L infantum Sousa et al. (2019)
Citologia e PCR

105/Séo Luis, MA IFl e PCR L. infantum Rocha et al. (2019)

1/Belém, PA Citologia, Cultivo e PCR | L. amazonensis Carneiro et al. (2020)

(DAT) Teste de aglutinagdo direta; (ICH) Teste de imuno-histoquimica; (IFI) Teste de

imunofluorescéncia indireta.

Poucos estudos investigaram a infeccdo por Leishmania spp. em felinos selvagens,
havendo apenas dois registros em territério brasileiro, ambos realizados em animais mantidos
em cativeiro no zoologico da Universidade Federal do Mato Grosso. O primeiro identificou
infeccé@o por L. infantum em puma (Puma concolor), jaguar (Pantera onca) e o segundo em
um ledo (Panthera leo) (DAHROUG et al., 2010, 2011).

O primeiro relato de infeccdo autéctone por L. infantum no Brasil em gato foi descrito
em 2004 por Savani et al. (2004), na cidade de Cotia, S0 Paulo. Essa area nao era
considerada endémica para LCan ou LV. O animal apresentou uma les&o nodular em focinho,
sendo identificadas formas amastigotas por meio da microscopia direta da amostra colhida. A
espécie L. infantum foi confirmada pelo diagndstico molecular a partir de amostras de tecido
esplénico (SAVANI et al., 2004). Desde entdo, outros relatos da infeccdo em gatos foram
descritos em diferentes regides brasileiras (SILVA et al., 2008; COELHO et al., 2011a;
HEADLEY et al., 2019; SOUSA et al., 2019).

A partir dessas descrigdes, estudos epidemioldgicos passaram a ser desenvolvidos
sobre a infeccdo por L. infantum em gatos nas diferentes regides brasileiras. Os estudos de
soroprevaléncia variaram de achados entre a auséncia de positividade a sorologia positiva
para a infeccdo em &reas investigadas variando de 0,5% a 30,48%. As andlises de frequéncia

de positividade em métodos moleculares identificaram 5,8% a 6%, enquanto valores
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percentuais de 0,7% a 18,2% foram encontrados quando utilizadas técnicas de citologia

(Quadro 3).

Quadro 3. Ocorréncia da positividade para Leishmania spp. em felinos domésticos no Brasil,
de acordo com amostragem, método de diagnostico, espécie identificada e autor/ano da

publicacédo

Amostragem do

IFI/ 0/43 (0%)

estudo / Local de Meétodo de diagnostico Espécie Autor/Ano da
estudo Soroldgico/frequéncia P Publicagdo
84/ Ceara ELISA/ 9/84 (10,7%) L. braziliensis Simdes-Mattos et al.
(2001)
43/ Rio de Janeiro ELISA/ 1/43 (2,4%) L. braziliensis Figueiredo et al. (2009)

283/Aracatuba, SP

IFI/ 0/283 (0%)
Citologia/ 2/283 (0,7%)

Leishmania spp.

Bresciani et al. (2010)

200/Sao Paulo

ELISA/ 23/200 (11,5%)
Citologia/ 8/200 (4%)

L. infantum

Costa et al. (2010)

52/Andradina, SP

PCR/ 3/52 (5,8%)
Citologia/ 10/55 (18,2%)

Leishmania spp.

Coelho et al. (2011a)

70/Andradina, SP

ELISA/ 3/70 (4,2%)

Leishmania spp.

Coelho et al. (2011b)

113/Aracatuba, SP

ELISA/ 26/113 (23%)
ELISA/ 15/113 (13,3%)

Leishmania spp.

Silveira-neto et al. (2011)

IFI/ 14/302 (4,64%)
Citologia/ 30/302 (9,9%)

113/Aracatuba, SP ELISA/ 18/113 (15,9%) L. infantum Vides et al. (2011)
ELISA/ 14/55 (25,4%)
IF1/ 6/55 (10,9%)
Citologia/ 10/27 (37,0%)

302/Aracatuba, SP ELISA/ 39/302 (12,91%) L. infantum Sobrinho et al. (2012)

386/Aracatuba, SP

IFI/ 2/386 (0,5%)

Leishmania spp.

Cardia et al. (2013)

153/ Pernambuco

ELISA/ 6/153 (3,9%)

L. infantum

Silva et al. (2013)

443/ Belém, PA

IFI/ 18/443 (4,06%)

Leishmania spp.

Oliveira, G. et al. (2015)

Citologia/ 4/100 (4%)

83/Teresina, Pl ELISA/ 3/83 (4%) L. infantum Mendonca et al. (2017)
Cultivo/ 3/83 (4%)
Citologia/ 3/83 (4%)

100/Campo Grande, MS PCR/ 6/100 (6%) L. infantum Metzdorf et al. (2017)

91/Mossord, RN

IFI/ 14/91 (15,38%)

Leishmania spp.

Bezerra et al. (2019)

105/Sao Luis, MA

IFI/ 32/105 (30,48%)

L. infantum

Rocha et al. (2019)

(DAT) Teste de aglutinacdo direta; (ICH) Teste de imuno-histoquimica; (IFI) Teste de

indireta.

imunofluorescéncia

Na revisdo sistematica e meta-analise realizada por Asfaram et al., (2019) sobre a

ocorréncia da LFe no mundo, no Brasil a frequéncia soroldgica e positividade por meio da
PCR resultou em uma media de 8% (IC: 3,0 — 13,0) e 5% (IC: 1,0 — 11,0), respectivamente.
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E, até o presente, foi descrita uma baixa prevaléncia da infeccdo por L. infantum em gatos em
regides brasileiras endémicas para LCan (METZDOREF et al., 2017), exceto por um estudo
realizado em S&o Luis, no Maranh&o, o qual apresentou a prevaléncia de 30,48% (32/105)
(ROCHA et al., 2019). Apesar da prevaléncia reduzida em comparacdo a outros paises
europeus, o Brasil foi 0 pais que mais reportou casos de felinos infectados por L. infantum.
Um estudo demonstrou a infecciosidade de um gato doméstico para flebotomineos
por meio de xenodiagnostico e evidenciou a possibilidade do felino doméstico ser reservatorio
para a L. infantum (MAROLI et al., 2007). O relato de infeccdo natural em gato doméstico e a
positividade no xenodiagndéstico sugerem a participacdo de felinos no ciclo da leishmaniose
urbana (DA SILVA et al.,, 2010). Estudos posteriores confirmaram experimentalmente a
possibilidade de infeccdo de vetores ao realizar o repasto em gatos (PENNISI et al., 2013).
Para confirmar que o gato € um reservatorio de Leishmania spp. e contribui
significativamente para a circulagdo do parasito em areas endémicas, Sd0 necessarias
evidéncias epidemioldgicas robustas sobre a co-ocorréncia da infeccdo no gato e outras
espécies, por exemplo, cdo e homem (DALVI et al., 2018). No Brasil, uma pesquisa sobre 0s
fatores de risco para ocorréncia de LCan levantou a hipotese de que a presenca de gatos
aumenta em 58% a chance da ocorréncia da LCan (SILVA et al., 2012). Em outro estudo,
encontrou-se uma prevaléncia de 2,8 vezes maior de LCan na presenca de gatos
(FERNANDES et al., 2016). Em contrapartida, Curi et al. (2014) observaram que a exposi¢ao
a gatos estava associada a uma reducdo de 37% na prevaléncia de LCan. No que diz respeito a
LV humana, somente um estudo encontrou um aumento no risco da ocorréncia da infeccdo
em pacientes humanos quando houve exposic¢do a gatos (ALVES DA SILVA et al., 2013).
Entretanto, de acordo com Dalvi et al. (2018), os estudos epidemiolédgicos sobre a infeccdo
felina no Brasil até o momento ndo apresentaram desenhos experimentais robustos o
suficiente para inferir associacdo ou ndo do gato como participante da cadeia epidemioldgica

de Leishmania spp.

2.1.3 O ciclo de transmissdo de Leishmania

Nas Américas, L. infantum € transmitida pelo flebotomineo fémea do género
Lutzomyia aos hospedeiros vertebrados, representados pelo homem, mamiferos silvestres ou
domésticos, incluindo o cdo (SAARI et al.,, 2019). A forma infectante promastigota

metaciclica de Leishmania sp. € transmitida para o hospedeiro vertebrado durante o repasto
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sanguineo. O protozoario se transforma na forma amastigota no novo hospedeiro, no qual
sobrevive e replica dentro das células fagociticas. A continuidade do ciclo se da através de um
novo repasto sanguineo pelo flebotomineo em um hospedeiro vertebrado infectado pela forma
amastigota da Leishmania sp. (PENNISI et al. 2013).

Os gatos sdo naturalmente infectados pelas espécies L. infantum (MARCONDES et
al., 2018), L. mexicana (TRAINOR et al., 2010), L. amazonensis (SOUZA et al., 2005), L.
braziliensis (ROUGERON et al., 2011) e Leishmania venezuelensis (BONFANTE-
GARRIDO et al., 1991). L. infantum foi a espécie mais encontrada na maioria dos relatos de
infeccdo em gatos tanto no Velho Mundo (NASEREDDIN et al., 2008; SHERRY et al., 2011;
PRIOLO et al., 2019) como no Novo Mundo (SAVANI et al., 2004; SILVA et al., 2013;
MARCONDES et al., 2018).

2.2. A fisiopatologia da leishmaniose felina causada por L. infantum

A compreensdo sobre a fisiopatologia da LFe ainda é um desafio, mas sabe-se que na
evolucdo natural da doenca no gato, a natureza da resposta imune especifica contra o parasito
determina o desenvolvimento ou ndo de lesGes observadas nos diferentes relatos clinicos
(SILVA et al., 2008; COELHO et al., 2011a; DAY, 2016; HEADLEY et al., 2019). Similar
ao que ocorre no cdo, formas promastigotas metaciclicas inoculadas na pele do gato infectam
e se replicam em vacuolos parasitoforos dos macréfagos e se disseminam para O0rgaos ricos
nessas células pelo sistema linfatico e sanguineo (DA SILVA et al., 2010; SOBRINHO et al.,
2012; MAIA et al., 2015; DAY, 2016).

No ano de 1984, foi demonstrado pela primeira vez o curso da infecgdo experimental
por L. infantum em cinco gatos (KIRKPATRICK et al.,1984). Entre a 4° e 16° semana pds-
infeccdo, os gatos foram sacrificados e colhidas amostras de diferentes 6rgdos para exame
citolégico e/ou cultivo. A analise das amostras dos diferentes 6rgdos possibilitou a
identificacdo de Leishmania em impressdes citoldgicas e/ou em meio de cultivo especifico de
figado, bago e medula 6ssea. Em gatos naturalmente infectados, j& foi confirmada a presenca
do parasito em lesdo de pele, baco (SAVANI et al., 2004; MAIA et al., 2015), figado e
linfonodos (MAIA et al., 2015) e humor aquoso (MADRUGA et al., 2018). As alteracdes
histoldgicas nesses tecidos sdo caracterizadas por infiltrado inflamatorio comumente
piogranulomatoso a granulomatoso (RUFENACHT et al., 2005; NAVARRO et al., 2010).
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Na infeccdo natural dos gatos por L. infantum, o periodo de incubag&o é desconhecido.
Estudos sugerem que a maioria dos gatos ndo desenvolve a doenca por apresentar um sistema
imunoldgico competente no controle da infeccdo (SOLANO-GALLEGO et al.,, 2007;
SOARES et al., 2015; DAY, 2016). Priolo et al. (2019) demonstraram, em gatos infectados, a
producdo de IFN-y ex vivo por células sanguineas estimuladas com antigeno soltvel de
Leishmania. A doenga clinica manifesta - LFe - desenvolve-se quando os gatos apresentam
alguma condicdo imunossupressora pré existente, a exemplo de infec¢Ges por retrovirus
(GREVOT et al., 2005; SOBRINHO et al., 2012). Nesses casos, 0s gatos infectados por L.
infantum evoluem para apresentacéo de sinais clinicos relacionados a lesées promovidas pela
replicacdo do parasito em Orgdos ricos em celulas pertencentes ao sistema fagocitico
mononuclear, sobretudo, pele e linfonodos, e em raras vezes é descrito acometimento visceral
(COSTA et al., 2010; VIDES et al., 2011; SOBRINHO et al., 2012; METZDORF et al., 2017;
MENDONCA et al., 2019).

O acometimento do tecido cutdneo e seus anexos € a alteragdo mais comum na LFe,
embora seja varidvel quanto a sua extensdo e caracterizagdo (NAVARRO et al., 2010;
CHATZIS et al., 2014). A dermatite granulomatosa associada a L. infantum pode ocorrer com
parasitismo varidvel de formas amastigotas (NAVARRO et al., 2010; PENNISI et al., 2015).
Estimou-se, pelo método imuno-histoquimico, que a carga parasitaria na pele é de alta (> 50
amastigotas com marcacdo imunoldgica/campo) a moderada (10-50 amastigotas com
marcacdo imunologica/campo) em casos de dermatite granulomatosa difusa (NAVARRO et
al., 2010).

2.3 Aspectos clinicos associados a infec¢do por L. infantum em gatos

As lesBes cutdneas ou mucocutdneas na LFe sdo caracterizadas por nddulos,
ulceragdes ou mais raramente dermatite esfoliativa (SAVANI et al., 2004; DA SILVA et al.,
2010; NAVARRO et al., 2010; POCHOLLE et al., 2012). Estas alteracbes tegumentares
podem ser localizadas ou generalizadas e com apresentacéo simétrica ou assimétrica, podendo
coexistir no mesmo animal (SAVANI et al., 2004; NAVARRO et al., 2010; POCHOLLE et
al., 2012). A maioria dos nddulos esta localizada na cabeca, mais especificamente nas
palpebras, nariz e labios, ou nas partes distais dos membros; nodulos também foram
observados na mucosa anal (SAVANI et al., 2004; NAVARRO et al., 2010; BASSO et al.,

2016; PEREIRA et al., 2019). As ulceragdes estdo localizadas geralmente em regido da
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cabeca, e podem ser caracterizadas pela forma difusa e superficial ou focal e profunda
(SAVANI et al., 2004). Em alguns casos, as dermatites ulcerativas podem ser encontradas no
tronco dos gatos ou em proeminéncias 6sseas (POCHOLLE et al., 2012; BASSO et al., 2016)
(Figura 1). A linfadenomegalia pode ser observada nos linfonodos superficiais de maneira
isolada ou generalizada (PENNISI et al., 2004).



Figura 1. Sinais clinicos da leishmaniose felina. A. Alopecia, eritema e crostas na superficie externa da
regido da pina em orelha esquerda de gato. B. Ulcera profunda e crostas hemorragicas em orelha esquerda
de gato. C. Lesdes bilaterais simétricas em base de orelha de gato com alopecia, hemorragia ativa e
crostas hemorragicas. D. Nodulos em pele de 2 a 10 mm, distribuidos na face externa da orelha direita
que se unem em padrdo de coalescéncia. E. Alopecia e eritema em area circular, de aproximadamente

1cm de didmetro, onde formas amastigotas foram identificadas. F. Ulcera dérmica Gnica medindo cerca

de 20 a 50 mm de didmetro em regido de jarrete de gato
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Fonte: Vides et al. (2011) e Basso et al. (2016).
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Em menor frequéncia, a doenca visceral caracteriza-se por perda de peso,
desidratacdo, hipertemia, alopecia, hepatomegalia, presenca de secre¢do mucopurulenta
bilateral nasal e ocular, opacidade e Ulcera de cornea, mucosas palidas, alteracdo do estado de
consciéncia, vomitos, diarreia, polidria, polidipsia e hipotermia em quadros terminais
(PENNISI et al., 2004; VIDES et al., 2011; SOBRINHO et al., 2012; PENNISI et al., 2013,
PENNISI et al., 2015; SOUSA et al., 2019; LAPPIN et al., 2020), além de onicogrifose (DA
SILVA et al., 2010). Glandulas mamarias inflamadas contendo formas amastigotas de L.
infantum, também foram alteraces clinicas reportadas (PEREIRA et al., 2019).

Quanto aos achados em exames hematoldgicos na LFe, alguns estudos mostraram que
anemia normocitica normocrébmica, ndo regenerativa (PENNISI et al., 2004),
hiperproteinemia e hipergamaglobulinemia sdo os mais comuns (PENNISI et al., 2004,
PENNISI et al., 2015; URBANI et al., 2020). Em menor frequéncia, os gatos doentes podem
apresentar linfocitose (AYLLON et al., 2008; PERILLO et al., 2013), linfopenia (SOUSA et
al., 2019), leucopenia (PENNISI et al., 2004), trombocitopenia (PENNISI et al., 2004;
SOUSA et al., 2019) ou aumento de niveis séricos de alanina aminotransferase (ALT) e
creatinina (PENNISI et al., 2004; MARCOS et al., 2009).

2.4 Diagnostico da infecgdo por L. infantum em gatos

A suspeita clinica de LFe, a semelhanca do que € feito no diagndstico da LCan, pode
ser reforcada por meio de exame sorologico (IFI — teste de imunofluorescéncia indireta,
ELISA - Enzyme Linked ImunoSorbent Assay) e confirmada apenas por meio da identificacéo
do parasito em exame parasitologico por citologia, cultura, histologia ou imuno-histoquimica,
ou da deteccdo de DNA parasitario em exame molecular por meio de modalidades de PCR
(PENNISI et al., 2015). Na maioria dos estudos, a PCR tem sido a ferramenta mais sensivel
no diagnostico da infeccdo por Leishmania sp. em gatos (CHATZIS et al., 2014; OLIVEIRA,
T. et al., 2015; BASSO et al., 2016; METZDOREF et al., 2017; MADRUGA et al., 2018;
MARCONDES et al., 2018).

2.4.1 Exame parasitologico direto

A técnica de citologia realizada em diferentes 6rgéos foi utilizada em alguns estudos
mostrou ser bem sucedida na identificacdo parasitaria na espécie felina (VIDES et al., 2011;
SOBRINHO et al., 2012; METZDORF et al., 2017; PEREIRA et al., 2019; SOUSA et al.,
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2019). A infeccdo por Leishmania sp. foi confirmada por exame citolégico em amostras de
medula dssea, baco (SOUSA et al., 2019), linfonodos (PENNISI et al., 2004; VIDES et al.,
2011; METZDORF et al., 2017; SOUSA et al., 2019), figado (VIDES et al., 2011; SOUSA et
al., 2019), sangue (METZDORF et al., 2017; SOUSA et al., 2019), pulmao, rim, pele
(SOUSA et al., 2019), exsudato nasal (MIGLIAZZO et al., 2014) e fluido de glandula
maméria inflamada (PEREIRA et al., 2019). Amostras oriundas da pele, medula dssea e
conjuntiva apresentaram maior celularidade quando comparadas a amostras colhidas dos
linfonodos no mesmo animal (CHATZIS et al., 2014).

Alguns estudos apontaram como métodos de diagndstico eficazes o exame
histopatoldgico e a cultura em amostras oriundas de leséo de pele, bacgo, figado e linfonodos
(MAIA et al., 2015); mucosa oral (MIGLIAZZO et al., 2014) e humor aquoso (MADRUGA
et al., 2018). Outros estudos demonstraram também a eficdcia do método de imuno-
histoquimica em amostras de lesdo de pele na identificagdo de formas amastigotas
(NAVARRO et al., 2010; VIDES et al., 2011).

2.4.2 Técnicas soroldgicas

Algumas técnicas soroldgicas foram descritas para a identificacdo da positividade por
meio da detec¢do de anticorpos anti-Leishmania em gatos, a exemplo do método ELISA
(RUFENACHT et al., 2005; NASERENDDIN et al., 2008; COELHO et al., 2011b; VIDES et
al., 2011; PERSICHETTI et al., 2017), do teste de Imunofluorescéncia Indireta (IFI) (POLI et
al., 2002; PENNISI et al., 2004; PERSICHETTI et al., 2017; IATTA et al., 2019; PEREIRA
et al., 2019; ROCHA et al., 2019; SOUSA et al., 2019), da aglutinacdo direta (MARCOS et
al., 2009) e do Western blotting (POCHOLLE et al., 2012; PERSICHETTI et al., 2017).

Os testes IFI e ELISA sdo os mais empregados, resultando em soropositividade média
de 62,7% (32/51), e de 21,6% (11/51) a 72,5% (37/51), respectivamente (CHATZIS et al.,
2014; ALVES-MARTIN et al., 2017). Persichetti et al. (2017) compararam o desempenho das
técnicas soroldgicas ELISA, IFI e Western blotting para deteccdo de anticorpos anti-
Leishmania sp., utilizando antigenos extraidos da cultura de promastigotas de L. infantum, em
161 soros de gatos, 76 oriundos de regido endémica, 64 de ndo endémica e 21 de gatos com
LFe. Os autores concluiram que IFI mostrou-se mais sensivel na deteccdo de infeccédo

subclinica quando comparada ao ELISA (75% e 70%), entretanto, o ELISA mostrou-se mais
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sensivel na deteccdo dos casos clinicos de LFe quando comparado ao IFI (98% e 97%); mas o
teste que apresentou a maior acuracia no experimento supracitado foi o Western blotting.

No Brasil, estudos em gatos empregando o teste imunocromatografico dual path
platform TR-DPP® (Biomanguinhos, Fiocruz, BR), oficialmente indicado pelo Ministério da
Saude do Brasil para o diagndstico da infecgdo em cées, sdo escassos. Até onde alcangou a
presente revisdo, hd apenas uma publicacdo sobre seu uso em felinos domésticos (51/564,
9,0%) em forma de resumo apresentado em evento cientifico (SILVA et al., 2018).

Como a titulacdo de anticorpos é variavel nos gatos infectados, um resultado
soroldgico negativo ou com baixa reacdo nao sdo suficientes para descartar a possibilidade de
infeccdo, 0 que torna necessaria a realizagdo de testes de diagnosticos complementares como
a citologia, PCR, cultura ou histologia com imuno-histoquimica para chegar a um diagnostico
sensivel e especifico (PENNISI et al., 2015).

2.4.3 Exame molecular

A deteccdo de DNA de Leishmania spp. em felinos domésticos pela técnica de PCR ja
foi descrita em diferentes amostras bioldgicas, dentre as quais (CHATZIS et al., 2014;
OLIVEIRA, T. et al., 2015; BASSO et al., 2016; METZDOREF et al., 2017; MADRUGA et
al., 2018; MARCONDES et al., 2018; SOUSA et al., 2019; URBANI et al., 2020) incluem-se
lesdo de pele, aspirados de baco, figado e linfonodos (DA SILVA et al., 2010; MAIA et al.,
2015; METZDORF et al., 2017; SOUSA et al., 2019), conjuntiva (CHATZIS et al., 2014;
BENASSI, 2015; OLIVEIRA, T. et al., 2015; KARAKUS et al., 2019; ROCHA et al., 2019),
humor aquoso (MADRUGA et. al., 2018), aspirados de medula 6ssea (METZDORF et al.,
2017; MARCONDES et al., 2018), sangue (METZDOREF et al., 2017; IATTA et al., 2019),
mucosa oral (MIGLIAZZO et al., 2014) e pelo (URBANI et al., 2020).

A PCR ¢é considerada a melhor ferramenta para confirmar a infec¢do por L. infantum
em gatos (CHATZIS et al., 2014). Segundo os autores de um estudo comparativo de tecidos-
alvo para colheita de amostras, o uso de mais de um tecido-avo aumenta a sensibilidade do
diagndstico da infeccdo no individuo por meio da PCR; as amostras que apresentaram
diagnostico mais sensivel foram as obtidas por biopsia de pele, aspirado de medula 6ssea,
sangue total e swab de conjuntiva, respectivamente (CHATZIS et al., 2014).

Basso et al. (2016) descreveram um relato de caso de um gato infectado por L.

infantum, no qual avaliaram a carga parasitaria em nodulos de pele, linfonodo e sangue antes
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e apos 30 dias, 45 dias, e 18 meses ap0s tratamento. A carga parasitaria detectada por meio da
PCR foi diminuindo até ndo ser mais detectada em amostras de pele e sangue (BASSO et al.,
2016).

2.5 Leishmaniose felina e coinfeccbes

Coinfecgbes devem ser pesquisadas para elucidar melhor o diagnostico da LFe.
Diversas doencas infecciosas coexistem com a leishmaniose zoondtica por L. infantum nas
areas endémicas como as causadas por virus da imunodeficiéncia felina (FIV) (PENNISI et
al., 2004; SHERRY et al., 2011; SOBRINHO et al., 2012; MENDONCA et al., 2017; POFFO
et al., 2017; MARCONDES et al., 2018; IATTA et al., 2019), virus da leucemia felina
(FeLV) (SHERRY et al., 2011; SOBRINHO et al., 2012; POFFO et al., 2017; MARCONDES
et al., 2018; PEREIRA et al., 2019), coronavirus felino (SPADA et al., 2016), Toxoplasma
gondii (SHERRY et al., 2011; SOBRINHO et al., 2012; SOUSA et al., 2014; MARCONDES
et al., 2018), Mycoplasma spp. (MARCONDES et al., 2018), Bartonella sp., e
Mycobacterium sp.; além das infeccdes, outras comorbidades como metastase neopléasica,
linfoma e diabetes mellitus também ocorrem (LEIVA et al., 2005; DA SILVA et al., 2010;
SOBRINHO et al., 2012; MAIA et al., 2015; PENNISI et al., 2015). Ha relatos de que o
diagndstico da LFe fica prejudicado em gatos previamente infectados com FIV (SOBRINHO
etal., 2012).

Alguns estudos abordaram a associa¢do de coinfeccbes com L. infantum em gatos
(Quadro 4) no intuito de investigar este fator como indicador de susceptibilidade do gato ao
desenvolvimento da leishmaniose. Estudos como o de Sobrinho et al. (2012) e latta et al.
(2019) encontraram associacgdo positiva com a coinfeccao pelo FIV e infeccdo por L. infantum
em 66 e 2.659 gatos, respectivamente. Em contrapartida, Poffo et al. (2017) ndo conseguiram
provar associacdo entre a infeccdo por L. infantum e coinfeccbes pelas retroviroses FeLV e
FIV. Marcondes et al. (2018) observaram uma baixa frequéncia das coinfecgdes por FIV,
FeLV e Mycoplasma spp., além de negatividade para Erlichia spp., Babesia spp. e Anaplasma

platys em seu estudo em 50 gatos infectados por L. infantum.
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Quadro 4. Associacao da infeccdo por L. infantum e coinfec¢fes em felinos domésticos de
acordo com amostragem, tipo de coinfecgéo e autor/ano da publicacdo

?srtnuosgigig gg Coinfecgéo Género e Autor / Ano da
¢ espécie Publicacao
estudo
105/Espanha, Ibiza FIV(-), FeLV(+), T. gondii(-) L. infantum Sherry et al. (2011)
66/Aracatuba, SP FIV(+), FeLV(-), T. gondii(-) L. infantum Sobrinho et al. (2012)
151/Campo Grande, MS | T. gondii(+) L. infantum Sousa et al. (2014)
90/Itélia Coronavirus Felino(+), FIV(-), | L.infantum Spada et al. (2016)
FeLV(-), T. gondii(-), Bartonella
henselae(-), Chlamydophila(-)
88/Cuiaba, MT FIV(-), FeLV(-) L. infantum Poffo et al. (2017)
90/Aragatuba, SP FIV(-), FeLV(-), Mycoplasma | L.infantum Marcondes et al. (2018)
spp. ()
2.659/Italia FIV(+), FeLV(-) L. infantum latta et al. (2019)

(+) presenca de associagdo; (-) auséncia de associagdo.

2.6 Tratamento e prevencgao da LFe

Os tratamentos para combater a infeccdo por Leishmania sp. em felinos encontrados
na literatura ainda ndo apresentam padronizacdo e constituem relatos de casos e estudos
isolados (PENNISI et al., 2018). O tratamento mais reportado na literatura consiste no uso do
farmaco alopurinol (PENNISI et al., 2013). Em alguns casos, foram relatados o uso de
antimoniato de meglumina (COSTA-DURAO et al., 1994; IBBA, 2009), assim como a
associacdo do alopurinol com o antimoniato de meglumina (BASSO et al., 2016). Apesar de
bons resultados clinicos relatados, a seguranca do uso terapéutico desses farmacos em felinos
ainda é questionavel devido as poucas informacGes disponiveis sobre sua farmacocinética e
farmacodinamica nessa espécie (PENNISI et al., 2015). Ha ainda a possibilidade de efeitos
adversos ao tratamento com esses farmacos, a exemplo da ocorréncia de prurido, conforme
descrito por Brianti et al. (2019).

Tratamentos de gatos a longo prazo com alopurinol (10mg/kg BID ou 20mg/kg SID)
promoveram uma recuperacdo clinica significativa (PENNISI et al., 2004; LEIVA et al.,
2005; PENNISI et al., 2013; RICHTER et al., 2014; MAIA et al., 2015; PENNISI et al., 2015;
MADRUGA et al., 2018; PEREIRA et al., 2019), inclusive em casos com coinfeccéo por FIV
(PENNISI et al., 2004) e FeLV (PENNISI et al., 2013; PEREIRA ET AL., 2019), ou com
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pénfigo folidceo associado (RUFENACHT et al., 2005). Em outro estudo, o tratamento com
alopurinol n&o foi bem-sucedido em um caso em que o felino doméstico apresentou neoplasia
concomitante a infecgcdo por Leishmania, em Portugal (MAIA et al., 2015). Para comprovar a
eficAcia do tratamento para a LFe, é necessario realizar monitoramento com testes
laboratoriais sorologicos ou parasitologicos com o intuito de identificar recidivas (PENNISI
et al., 2015; BASSO et al., 2016).

Em alguns gatos, autores afirmam ser necessario associar o tratamento farmacoldgico
a remocdo cirargica dos nodulos e lesdes em pele (RUFENACHT et al., 2005; BASSO et al.,
2016). Contudo, o prognoéstico da LFe ainda ndo estd bem elucidado devido ao nimero
limitado de estudos realizados e as diferentes abordagens utilizadas (PENNISI et al., 2015).

Ainda ha pouca informacdo sobre métodos de prevencdo de infeccdo em felinos. As
vacinas sdo licenciadas apenas para cdes (PENNISI et al., 2013). Atualmente, a coleira a base
de imidacloprida a 10% e flumetrina a 4,5% (Seresto®) para prevencdo da LFe (BRIANTI et
al., 2017) esté licenciada para o uso em gatos no Brasil. Adicionalmente, realizar teste de
diagnostico em felinos clinicamente saudaveis que serdo transportados para areas nao
endémicas para leishmaniose e em pacientes doadores de sangue, poderiam ser medidas
profilaticas a serem adotadas (PENNISI et al., 2015).

O médico veterinario atuante na clinica de pequenos animais possui um papel
importante no controle e profilaxia da doenga através da realizacdo do diagnostico da infeccdo
por Leishmania sp. (SOUZA et al., 2009; MARCONDES e ROSSI, 2013), porém essa
atividade é desencorajada por impericia e auséncia de testes diagnosticos comerciais de facil
acesso (DA SILVA et al., 2010).

E de suma importancia a realizacio de estudos para elucidar a biologia do parasito
associada a mecanismos de transmissao pelo vetor e fisiopatologia (OTRANTO, 2018). Da
mesma forma, devem ser desenvolvidos estudos epidemioldgicos abordando a infeccdo por
Leishmania sp. para possibilitar a criagdo e uso de medidas estratégicas profilaticas e de
controle eficientes para a popula¢do animal e humana em areas endémicas (TRAINOR et al.,
2010; GRAMICCIA, 2011; ROUGERON et al., 2011; NEMATI et al., 2015; PENNISI et al.,
2018; IATTA et al., 2019). Devido a poucas medidas estratégicas estipuladas para a
prevencdo de infecgdo por Leishmania sp. em felinos domésticos, sdo necessarias mais
pesquisas no ambito da farmacologia para confecgdo de coleiras com farmacos nao toxicos e
vacinas para gatos (PENNISI et al., 2015).
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3. HIPOTESE

A infeccdo por Leishmania infantum ocorre em felinos domésticos oriundos de areas

endémicas para a LV humana e a LCan no estado da Bahia.

4. OBJETIVOS

Objetivo geral

Realizar um estudo descritivo sobre a ocorréncia de infec¢do por Leishmania infantum

em felinos domésticos provenientes de regiGes endémicas do estado da Bahia.

Objetivos especificos

v Investigar a presenca de formas amastigotas por citologia ou pela deteccdo do DNA de
Leishmania sp. em amostras obtidas por puncdo aspirativa de tecidos linfoides, pele e
suabe conjuntival de gatos domiciliados provenientes de areas endémicas para

infeccdo por L. infantum em cédes e/ou humanos;

v Determinar a soropositividade para imunoglobulinas anti-Leishmania utilizando testes
sorolégicos padronizados e validados pelo Ministério da Saude no Brasil para

inquérito canino;

v Investigar a ocorréncia de coinfec¢des por FeLV, FIV e/ou Mycoplasma sp. utilizando
ensaios de diagndstico molecular padronizados para detec¢cdo de material genético dos

agentes em sangue total dos gatos estudados;

v’ Caracterizar as alteragdes observadas por anamnese, exame fisico em gatos estudados,

e exames hematoldgicos e bioquimica sérica em gatos com LFe.
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5. MATERIAL E METODOS
5.1 Area de estudo

De julho de 2018 a dezembro de 2019, realizou-se um estudo investigativo sobre a
ocorréncia de infec¢do por L. infantum em gatos domésticos residentes em cinco municipios
do Estado da Bahia: Muritiba e Sdo Félix, situados na regido do reconcavo baiano, Simdes
Filho e Camagari, pertencentes a regido metropolitana de Salvador, e Feira de Santana. Essas
areas foram selecionadas devido a sua endemicidade para LV humana
(SESAB/SUVISA/DIVEP/SINAN, 2020) e/ou canina (SOLCA et al., 2014). A investigacio
de locais com gatos infectados foi realizada em domicilios e abrigo que apresentavam
histérico de cdes soropositivos para anticorpos anti-Leishmania, ou localizados em bairros
com notificacOes de cdes com LCan.

O municipio de Muritiba (12° 37’ 35" latitude sul, 38° 59° 24’ longitude oeste)
pertence a regido do reconcavo baiano, caracterizada por uma area territorial de 86,311 km?,
localizada na regido metropolitana de Salvador. Apresenta uma populacdo estimada de 29.387
pessoas (IBGE, 2019), com densidade demogréfica de 323,58 hab/km? (IBGE, 2019). Em
2016, o municipio notificou um caso de LV humana. Este municipio € classificado como area
de transmissdo esporadica para a LV humana (SESAB/SUVISA/DIVEP/SINAN, 2020). Até o
presente momento, ndo ha estudos sobre a prevaléncia da LCan nesta regido, entretanto, um
estudo desenvolvido pelo nosso grupo de pesquisa apresentou soroprevaléncia de 15,7%
(55/351) nesse municipio (dados ainda nao publicados).

O municipio de Sdo Félix (12° 36’ 20’ latitude sul, 38° 58” 20’ longitude oeste)
pertence & regido do reconcavo baiano, caracterizada por uma érea territorial de 103,226 km?.
Apresenta uma populacdo estimada de 14.740 pessoas (IBGE, 2019), com densidade
demogréafica de 142,11 hab/km? (IBGE, 2019). Em 2011, o municipio notificou um caso de
LV humana. Este municipio € classificado como area de transmissao esporadica para a LV
humana (SESAB/SUVISA/DIVEP/SINAN, 2020). Até o presente momento, ndo ha estudos
sobre a prevaléncia da LCan nesta regido.

O municipio de Simdes Filho (12° 47 04’ latitude sul, 38° 24’ 14’ longitude oeste)
possui uma area territorial de 201,222 km? uma populacdo estimada de 132.906 pessoas
(IBGE, 2019), com densidade demografica de 585,65 hab/km? (IBGE, 2019). Em 2011, foi

notificado um caso de LV humana. O municipio de Simdes Filho € classificado como area de
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transmissdo esporadica para LV (SESAB/SUVISA/DIVEP/SINAN, 2020). N&o foram
encontrados estudos descrevendo a LCan neste municipio.

O Municipio de Camacari (12° 41’ 51’ latitude sul, 38° 19’ 27’ longitude oeste)
detém uma érea territorial que abrange 785,335 km? uma populacdo estimada de 293.723
pessoas, sendo o0 quarto municipio mais populoso do estado (IBGE, 2019), com densidade
demogréfica de 309,65 hab/km? (IBGE, 2019). Entre 2016 a 2018, foi notificado um caso de
LV na area. O municipio de Camagari € classificado como area de transmissao intensa para
LV (SESAB/SUVISA/DIVEP/SINAN, 2020). Estudos ja relataram a LCan nesta area com
incidéncia de 21,7% (56/258) (JULIAO et al., 2007).

O municipio de Feira de Santana (12° 26 00°’ latitude sul, 39° 17> 00’ longitude
oeste) estd localizado a 110 km de Salvador, caracterizado por uma area territorial de
1.304,425 km?. Apresenta uma populacdo estimada de 614.872 pessoas (IBGE, 2019), com
densidade demografica de 416,03 hab/km? (IBGE, 2019). Em 2018, o municipio notificou 42
casos de LV humana. Este municipio é classificado como &rea de transmissdo intensa para a
LV humana, e é considerado o segundo municipio no estado da Bahia que mais notifica casos
de LV (SESAB/SUVISA/DIVEP/SINAN, 2020). Até o presente momento, ndo ha estudos
publicados a respeito da prevaléncia LCan nesta regiao.

As areas de colheita dos municipios estudados foram descritas por meio de
observacdes das seguintes caracteristicas no momento da visita; cobertura vegetal, sinais de
intervencdo antropica, proximidade do gato das areas de vegetacdo, contato com mamiferos e
passaros silvestres pelo gato, presenca de matéria organica exposta proxima a residéncia e de

lixo exposto, limpeza do quintal, caracteristicas de processo de urbanizacéo.

5.2 Animais e aspectos éticos

Cento e quatro gatos semi-domiciliados ou domiciliados (Apéndice 1),
independentemente da raca e sexo, foram avaliados no presente estudo. A amostra foi
estabelecida por conveniéncia. Os critérios de inclusdo estabelecidos para o estudo foram: (1)
0s gatos terem seis meses ou mais de idade; (2) residirem nas areas endémicas para
leishmaniose zoonotica; (3) a colheita das amostras biologicas ser consentida pelo responsavel
pelo animal. Os critérios de exclusdo foram: (1) gestacéo; (2) os gatos terem menos de 2 kg de
peso; (3) apresentarem comportamento irascivel durante o manejo.

Os guardides dos gatos assinaram um termo de consentimento livre e esclarecido

(Anexo 1), apos os devidos esclarecimentos sobre a pesquisa. O estudo foi conduzido de
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acordo com os Principios Eticos na Experimentacdo Animal adotados pelo Conselho Nacional
de Controle de Experimentacio Animal (CONCEA), e pela Comissdo de Etica no Uso de
Animais (CEUA) da Escola de Medicina Veterinaria e Zootecnia da Universidade Federal da
Bahia (EMEVZ-UFBA), estando registrado sob o protocolo n® 013/2017-CEUA (Anexo 2).

5.3 Exame clinico e colheita de amostras bioldgicas in vivo

O exame clinico dos gatos foi realizado segundo Pennisi et al. (2015) e adaptado ao
presente estudo. A anamnese reuniu informacOes acerca da idade, sexo, raca, pelagem,
procedéncia, status vacinal, doengas prévias, tratamentos e medica¢cdes em uso. Ao exame
fisico, os sinais clinicos avaliados foram escore corporal, hidratacdo, coloracdo de mucosas,
alopecia, dermatite, Ulceras, crostas, presenca de nddulos em pele, e ectoparasitas, aumento de
linfonodos e baco (Anexo 3).

Amostras de medula 6ssea e de sangue periférico foram colhidas para o diagnéstico da
infeccdo por L. infantum e coinfeccdes, respectivamente. Todos os exames laboratoriais foram
realizados no Laboratorio de Infectologia Veterindria do Hospital-Escola de Medicina
Veterinaria da Universidade Federal da Bahia. Os procedimentos foram realizados nos gatos
ap6s adequada contencdo fisica (manual) e uso toalhas e focinheiras para felinos, de modo a
facilitar o manuseio dos mesmos durante as colheitas com segurancga. Os aspirados de medula
Ossea foram obtidos apOs sedacdo com acepromazina (0,05mg/Kg/IM) e meperidina
(3mg/Kg/IM), e anestesia local com lidocaina (3mg/kg).

O sangue periférico foi colhido por meio de puncdo da veia jugular ou cefalica com o
auxilio de agulha de 07 x 25mm e seringa de 3mL. Um total de 3mL de amostra foi separado
em aliquotas de 1mL e armazenado em microtubos livres de RNAse e DNAse contendo
EDTA a1 a 2mg/mL e um tubo sem aditivo, respectivamente. As amostras contendo EDTA
foram destinadas para serem acondicionadas a -20°C para diagnéstico molecular de
coinfeccbes. As amostras de sangue armazenadas em microtubos sem aditivos foram
submetidas a centrifugacdo por 1.600 x g durante 10 minutos, para obtencdo do soro para
testes soroldgicos.

Aproximadamente 1mL do aspirado de medula ¢ssea da crista iliaca foi colhido com o
auxilio de agulha 40 x 12mm e seringa de 20mL com o gato posicionado em decubito lateral
esquerdo (BYERS, 2017). Uma parte do aspirado de medula dssea foi utilizada para

confeccdo de esfregaco para pesquisa de formas amastigotas de Leishmania spp. sob
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microscopia optica com o aumento de 1000x sob 6leo de imersdo. Outra parte do aspirado da
medula dssea foi armazenada em um microtubo livre de RNAse e DNAse e acondicionadas a
-20°C para posterior extracdo de DNA e realizacdo da PCR para deteccdo do KDNA do
protozoario L. infantum.

Nos gatos que apresentaram aumento dos linfonodos superficiais e/ou alguma leséo de
pele, foi realizada colheita para analise citolégica ndo aspirativa por agulha fina do 6rgédo
linfoide com o uso de agulha 13 x 45mm e citologia de pele com o auxilio de suabe e escova
citologica estéril para a confecgdo de lamina. Foram também realizadas citologia das amostras
de suabe conjuntival e esfoliacdo por escova citolégica da conjuntiva palpebral de acordo com
0 protocolo de Venancio et al. (2012) em ao menos um dos olhos do gato. Essas amostras
foram coradas com corante tipo Romanowsky (Panético Rapido®, Laborclin, Sdo Paulo) e
observadas para identificacdo de formas amastigotas de Leishmania sp. por meio de
microscopia dptica convencional.

O gato positivo em todos os testes diagndsticos foi avaliado em trés momentos (T1, T2
e T3). A primeira avaliacdo (T1) para identificacdo da infeccdo. A segunda avaliacdo (T2)
ocorreu 22 dias ap6s T1. A terceira avaliacao (T3) ocorreu 82 dias ap06s a T2, quando a tutora
relatou alteracGes oculares no gato. Nas duas ultimas avaliacdes, foi determinado o perfil
clinico do gato e colhidas diferentes amostras biolégicas (aspirados de linfonodos popliteos e
medula 6ssea, suabe de conjuntiva palpebral e/ou esfoliacdo de conjuntiva palpebral por

escova estéril) para identificacdo da presenca do parasito.

5.4 Diagnostico da infeccdo por Leishmania sp. em amostras de gatos

5.4.1 Método parasitologico direto

As laminas confeccionadas com aspirado de medula dssea, linfonodo, pele e suabe
conjuntival para exame citolégico foram coradas com corante do tipo Romanowsky (Pandtico
Rapido®, Laborclin, Sdo Paulo), no total de trés laminas por amostra. As mesmas foram
analisadas em microscopio Optico (aumento 1.000x) para pesquisa direta de formas

amastigotas intracelulares de Leishmania sp.
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5.4.2 Método sorologico

A presenca de anticorpos anti-Leishmania nos gatos estudados foi avaliada por meio
do teste imunocromatografico dual path platform TR-DPP® (Biomanguinhos, Fiocruz, BR)
que utiliza como antigeno a proteina recombinante k28 de L. infantum. Embora o teste tenha
sido desenvolvido para diagnostico de LCan, é possivel sua aplicagdo em amostras bioldgicas
de outros animais, como o gato (SILVA et al., 2018). O teste contém, ligada a fase solida do
kit, a proteina A (purificada de Staphylococcus aureus), que apresenta afinidade pela 1gG de
gatos (SNYDER et al., 1987). Para a realizacdo do teste, utilizou-se 5 pL de soro seguindo as
instrucGes do fabricante.

5.5 Método molecular para deteccdo de infec¢do por L. infantum e coinfecgdes
5.5.1 Extracao de DNA

O DNA total de amostras de sangue ou aspirado de medula dssea dos gatos foi
extraido por meio do kit comercial Wizard® Genomic DNA Purification Kit (Promega®,
EUA), de acordo com as recomendacdes do fabricante. A quantidade e qualidade do DNA
foram determinadas por densidade optica em espectrofotdmetro L-quant 1.0 (Loccus®,
Brasil). As amostras de DNA com uma relacdo 260/280 com valores entre 1.8-2.0 foram

submetidas a Reacdo em Cadeia pela Polimerase (PCR).
5.5.2 PCR do controle enddgeno

No presente estudo, foi padronizada a PCR para deteccdo do controle enddgeno
glyceraldehyde-3-phosphate (GAPDH) em amostras de DNA de gatos, com o objetivo de
confirmar a auséncia de inibidores da PCR nas amostras estudadas.

Todas as amostras de DNA extraidas do sangue total e da medula Gssea dos gatos
avaliados foram submetidas a amplificagdo do controle endégeno GAPDH por PCR. Para
tanto, foram utilizados os iniciadores 5’- CCAAAGTTGTCATGGATGACC -3°(F) e 5’-
CCTTCATTGACCTCAACTACAT -3’(R) (BIRKENHEUER et al., 2003). As condicdes
padronizadas da PCR para uma reacdo de volume final de 20 pL foram: 2,0 uL de tampao 10x
(Invitrogen®, EUA); 2,5 mM de MgCly; 500 uM de dNTP (Invitrogen®, EUA); 10 pmol dos
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primers; 1.25 U de Taq Platinum Polimerase (Invitrogen®, EUA); e 1 uL (80 a 100 ng) de
DNA. O termociclador (Applied Biosystems 2720 Thermal Cycler®) foi ajustado nas
seguintes configuragdes: 94°C por 2 min; 94°C por 30 seg; 61°C por 30 seg; 72°C por 30 seg;
72°C por 5 min em um total de 35 ciclos. Os produtos obtidos da amplificacdo foram corados
com Syber Gold (Invitrogen®, EUA) e visualizados em gel de agarose a 1,5%, com auxilio do
fotodocumentador Biometra® Foram considerados positivos aqueles produtos com

aproximadamente 450 pares de bases (pb) (Apéndice 2).
5.5.3 PCR para deteccdo de DNA de L. infantum

A pesquisa de DNA de L. infantum nas amostras de medula déssea foi feita por PCR
qualitativa cujo protocolo foi previamente padronizado para amostras caninas e empregado na
rotina do Laboratério de Infectologia Veterinaria do Hospital-Escola de Medicina Veterinaria
da UFBA. As condig¢des da PCR foram: 13,3 uL agua ultrapura livre de RNAse e DNAse; 2,5
pL de tampao 10x (Invitrogen®, EUA); 1 mM de MgCI2; 200 uM de dNTP (Invitrogen®,
EUA); 10 pmol dos primers 5’- CTTTTCTGGTCCCGCGGGTAGG -3’(RV1) e 5’-
CCACCTGGCCTATTTTACACCA -3°(RV2) (Lachaud et al., 2002) para detecgéo da regido
alvo do DNA do cinetoplasto (kDNA) do protozoario L. infantum; 1.2 U de Taq Platinum
Polimerase (Invitrogen®, EUA); e 1 uL (80 a 100 ng) de DNA, em volume final de reacdo de
20 pL. O termociclador (Applied Biosystems 2720 Thermal Cycler®) foi ajustado nas
seguintes configuragdes: 94°C por 2 min; 94°C por 30 seg; 61°C por 30 seg; 72°C por 30 seg;
72°C por 5 min em um total de 35 ciclos. O kDNA purificado de L. infantum de um cdo
naturalmente infectado foi utilizado como controle positivo e a 4gua ultrapura livre de RNAse
e DNAse foi utilizada como controle negativo. Os produtos obtidos da amplificacdo foram
corados com Syber Gold (Invitrogen®, EUA) e visualizados em gel de agarose a 1,5%, com
auxilio do fotodocumentador Biometra®. Foram considerados positivos aqueles produtos com
aproximadamente 145 pares de bases (pb).

5.5.4 Diagnostico de coinfecgoes

Todas as amostras de DNA extraido de sangue total foram avaliadas por PCR para

investigar DNA proviral dos retrovirus FIV e FeLV, como também DNA da bactéria
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Mycoplasma sp. As amostras de DNA com uma relagdo 260/280 e valores entre 1.8-2.0 foram
selecionadas para a reagéao.

Além da PCR, foi também feita citologia para pesquisa de inclusdes tipicas de
Mycoplasma sp. por meio de exame microscépico de laminas contendo o esfregaco de sangue
periférico colhido da regido da pina dos gatos, coradas com corante do tipo Romanowsky
(Panético Rapido®, Laborclin, S&o Paulo).

5.5.5 PCR para FIV

Para deteccdo do DNA pro-viral do virus da imunodeficiéncia felina (FIV) em
amostras de sangue total de gatos apo6s extracdo de DNA, foi utilizado como referéncia o
protocolo de Finoketti et al. (2011) para a padronizacdo com modificacdes. As condicbes
padronizadas ideais para a reacéo foram: 2,5 uL de tampdo 10x (Invitrogen®, EUA); 2,5 mM
de MgCly; 500 puM de dNTP (Invitrogen® EUA); 10 pmol dos primers 5’-
CAAACAGTAAATGGAGCACC -3’(F) e 5’- GCTTAAGATGACTCATTGCC -3’(R) que
amplificam uma regido conservada do gene gag do virus; 1.25 U de Taqg Platinum Polimerase
(Invitrogen®, EUA); e 1,7 uL de DNA extraido, o qual resultou em um volume total de 20 pL
para a reacéo. O termociclador (Applied Biosystems 2720 Thermal Cycler®) foi ajustado nas
seguintes configuragdes: 94°C por 2 min; 94°C por 30 seg; 61°C por 30 seg; 72°C por 30 seg;
72°C por 5 min em um total de 35 ciclos. O DNA purificado de FIV de um gato naturalmente
infectado foi utilizado como controle positivo e a dgua ultrapura livre de RNAse e DNAse foi
utilizada como controle negativo (Apéndice 2). Os produtos obtidos da amplificacdo foram
corados com Syber Gold (Invitrogen®, EUA) e visualizados em gel de agarose a 1,5%, com
auxilio do fotodocumentador Biometra®. Foram considerados positivos aqueles produtos com

aproximadamente 750 pares de bases (pb).
5.5.6 PCR para FeLV

A reacdo em cadeia da polimerase convencional (PCR) para deteccdo do DNA pro-
viral do virus da leucemia viral felina (FeLV) em amostras de sangue total de gatos ocorreu
apos extracdo de DNA. Foi utilizado como referéncia o protocolo de Finoketti et al. (2011)
para a padronizacdo com modificagcbes. As condigdes ideais padronizadas para a reagdo
foram: 2,5 pl. de tampao 10x (Invitrogen®, EUA); 2,5 mM de MgCl,; 500 uM de dNTP
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(Invitrogen®, EUA); 10 pmol dos primers 5°- ACTAACCAATCCCCACGC -3°(F) e 5°-
ATGGCTGTCCCACTAGAG -3’(R) que amplificam uma regido conservada do gene gag do
virus; 1.25 U de Taq Platinum Polimerase (Invitrogen®, EUA); e 1,5 uL de DNA extraido, o
qual resultou em um volume total de 20 uL para a reacdo. O termociclador (Applied
Biosystems 2720 Thermal Cycler®) foi ajustado nas seguintes configuragdes: 94°C por 2 min;
94°C por 30 seg; 60°C por 30 seg; 72°C por 30 seg; 72°C por 5 min em um total de 35 ciclos.
O DNA purificado de FeLV de um gato naturalmente infectado foi utilizado como controle
positivo e a agua ultrapura livre de RNAse e DNAse foi utilizada como controle negativo
(Apéndice 2). Os produtos obtidos da amplificacdo foram corados com Syber Gold
(Invitrogen®, EUA) e visualizados em gel de agarose a 1,5%, com auxilio do
fotodocumentador Biometra® Foram considerados positivos aqueles produtos com

aproximadamente 650 pares de bases (pb).

5.5.7 PCR para Mycoplasma sp.

Para deteccdo do DNA bacteriano de Mycoplasma sp. em amostras de sangue total de
gatos apds extracdo de DNA foi utilizado como referéncia o protocolo de Criado-Fornelio et
al. (2003) com modificacdes. As condi¢Oes padronizadas ideais para a reacdo foram: 2,5 ulL
de tampdo 10x (Invitrogen®, EUA); 2,5 mM de MgCl,; 500 uM de dNTP (Invitrogen®, EUA);
10 pmol dos primers 5’- ATACGGCCCATATTCCTACG -3(F) e 5’-
TGCTCCACCACTTGTTCA -3°(R) os quais pareiam com o fragmento génico 16S do RNA
ribossémico da bactéria; 1.25 U de Taq Platinum Polymerase (Invitrogen®, EUA); e 1,0 uL
de DNA extraido, o qual resultou em um volume total de 25 pL para a reacdo. O
termociclador (Applied Biosystems 2720 Thermal Cycler®) foi ajustado nas seguintes
configuracbes: 94°C por 2 min; 94°C por 30 seg; 59°C por 30 seg; 72°C por 30 seg; 72°C por
5 min em um total de 35 ciclos. Dois eluidos de DNA purificado de Mycoplasma haemofelis e
Mycoplasma haemominutum de gatos naturalmente infectados foram utilizados como
controles positivos e a adgua ultrapura livre de RNAse e DNAse foi utilizada como controle
negativo (Apéndice 3).

Apbs a adicdo da solucéo Syber Gold (Invitrogen®, EUA), tampao Tris Borato EDTA
(TBE) e 0 marcador de peso molecular de 100 pares de bases (pb) aos amplicons, foi realizada
a corrida em eletroforese horizontal em gel de agarose a 2,0% para a reacdo de Mycoplasma

sp. O resultado amplificado da reacdo produziu os pares de bandas aproximadamente entre
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595pb e 618pb (Tabela 1). A PCR foi combinada com digestdo por endonucleases de restri¢cao
nos produtos amplificados para confirmacdo da espécie da bactéria. A reagdo da digestdo
realizada com Haelll produziu trés fragmentos, 92pb, 203pb e 301pb quando amplificado
Mycoplasma haemofelis, e ndo houve clivagem de fragmentos quando amplificado
Mycoplasma haemominutum (Apéndice 3). A fotodocumentagdo dos resultados foi realizada

com o auxilio de um transluminador (Biometra®).

Tabela 1. Descricdo dos oligonucleotideos, sequéncias e genes, temperatura de anelamento,

tamanho do amplicon e referéncia

Primers Sequéncia 5°-3’ Gene T°C Pares Referéncia
Anelamento de
bases
GAPDH-F CCAAAGTTGTCATGGATGACC GAPDH
61°C 450pb  Birkenheuer

GAPDH-R CCTTCATTGACCTCAACTACAT et al., 2003
L. INFANTUM CTTTTCTGGTCCCGCGGGTAGG kDNA
RV1 61°C 1450b Lachaud et
L. INFANTUM CCACCTGGCCTATTTTACACCA P al., 2002
RV2
FIV-F CAAACAGTAAATGGAGCACC DNA

pré-viral R Finoketti,
FIV-R GCTTAAGATGACTCATTGCC 61°C 750pb 2011
FELV-F ACTAACCAATCCCCACGC DNA

pré-viral o Finoketti,
FELV-R ATGGCTGTCCCACTAGAG 60°C 650pb 2011

595pb Criado-
59°C e Fornelio et
618pb al., 2003

Mycoplasma sp.- ATACGGCCCATATTCCTACG 16S
F rDNA
Mycoplasma sp.- TGCTCCACCACTTGTTCA

R

5.6 Exames de patologia clinica

Os exames de patologia clinica foram realizados apenas no monitoramento do gato em
que a infeccdo foi confirmada em exame citologico, soroldgico e molecular.
Aproximadamente, 0,5 mL de sangue periférico foram colhidos e armazenados em tubos
contendo EDTA K3 (Labor Import®, Brasil) para exame hematolégico de rotina. As amostras
de sangue foram processadas utilizando-se técnica automatizada em analisador hematologico

de impedancia (Sysmex pocH-100iV Diff ™, Kobe, Japao). Além disso, foi realizada a
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contagem diferencial de leucdcitos em esfregacos sanguineos corados com corante tipo
Romanowsky (Kit rapido®, Renylab, Brasil), e analisados por meio da microscopia 6ptica
convencional (SCHALM et al., 2010).

Para determinacdo da bioquimica sérica, 2mL de sangue periférico foram colhidos e
armazenados em tubos plésticos sem aditivos (Labor Import®, Brasil) para obtencéo de soro.
Os parametros séricos avaliados foram ureia, creatinina, proteinas totais e suas fracGes
(albumina e globulina), alanina aminotrasferase (ALT) e fosfatase alcalina. Os testes foram
realizados por meio do ensaio colorimétrico utilizando o equipamento semiautomatico
(Bioplus - BIO 200FL®, Brasil) e kits comerciais (Labtest®, Lagoa Santa-MG, Brasil).

Na urindlise, primeiramente foi realizado o exame fisico macroscopico da urina
atraves da microscopia optica em aumento de 400x. Posteriomente, foi feita a centrifugacao
da amostra a 400 x g por 10 minutos para a analise do sedimento urinario. A densidade da
urina foi determinada por meio do refratometro (Akso®, Brasil) e 0 exame quimico foi
analisado por meio de tiras reagentes comerciais (Labor Import®, Brasil) de acordo com as
recomendacdes dos fabricantes. Além disso, foram dosadas a proteina e creatina por meio de
analisador bioquimico semiautomatico (Bioplus - BIO 200FL®, Brasil), respeitando o
protocolo estabelecido pelo fabricante de reagentes comerciais (Labtest®, Lagoa Santa-MG,
Brasil).

5.7 Analise dos dados

Os dados obtidos pelo estudo foram tabulados em planilhas do programa Microsoft
Excel 2000 para obtencdo dos célculos de frequéncias, para consequente analise descritiva. O
critério de positividade para LFe utilizado foi a deteccdo do DNA do protozoario por PCR em
qualquer amostra bioldgica avaliada. Mapas foram construidos no programa QGIS v3.8 para

visualizacdo das areas de estudo e dos casos de LFel detectados.
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6. RESULTADOS E DISCUSSAO

6.1 Caracterizagdo dos gatos incluidos no estudo

Do total de 104 gatos abordados inicialmente neste estudo, 13,5% (14/104) foram
excluidos. Destes, 12 apresentaram comportamento irascivel mesmo apds administracdo de
farmacos tranquilizantes, motivo que impossibilitou a colheita das amostras bioldgicas, além
da incompatibilidade com o bem-estar animal. Um gato se apresentou extremamente apatico
no momento do exame clinico, com alteracfes clinicas compativeis com o desenvolvimento
do complexo respiratério felino, o que indicou o seu retorno para o internamento de origem.
Um gato foi excluido do estudo porque a qualidade da amostra colhida para a realizacdo do
diagnostico por PCR néo estava adequada. Desta forma, foram incluidos no estudo 90 gatos.
A Figura 2 ilustra a distribuicdo dos gatos incluidos no estudo nos cinco municipios
avaliados. As visitas foram realizadas em 29 casas (N=87) e 1 abrigo (N=17) de cdes e gatos
(Apéndice 1)

Figura 2. Fluxograma da proporcéo de gatos estudados por municipio em relacéo ao total de
gatos examinados e numero de casas e abrigo visitados para pesquisa de infeccdo por

Leishmania infantum em municipios baianos

Avaliacéo clinica

de 104 gatos Retirada de 12 gatos cujo comportamento

—» foi incompativel com o bem-estar animal

Retirada de 1 gato em estado critico por

——> Exclusdode 14 —» s
desconforto respiratorio

Retirada de 1 amostra por ndo amplificacdo
do gene GAPDH na PCR

v v v v v

Muritiba Séao Félix Simdes Filho Camacari Feira de Santana
27/90 (30,0%) 7/90 (7,8%) 17/90 (18,9%) 29/90 (32,2%) 10/90 (11,1%)
11 casas 2 casas 12 casas 1casae 1 casa

1 abrigo
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A média de gatos por domicilio foi de 2,5 animais por casa. No abrigo em Camagari
foram avaliados 17 gatos.

As caracteristicas gerais da populacdo felina estudada estdo descritas na Tabela 2.
Dentre os felinos avaliados, a maioria 77,8% (70/90) eram domiciliados, 52% (47/90) machos,
91,1% (82/90) apresentavam entre 1 e 14 anos e 96,7% (87/90) sem raga definida (SRD).
Apenas dois gatos da raca Persa 2,2% (2/90) e da raga Siamés 1,1% (1/90) foram examinados.

Na amostra avaliada neste estudo ndo houve diferenca entre a proporcao de machos e
fémeas, e houve uma baixa ocorréncia de animais com raca definida, fato ja descrito em
alguns trabalhos (SHERRY et al., 2011; SOBRINHO et al., 2012; METZDORF et al., 2017).
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Tabela 2. Frequéncias das caracteristicas gerais da amostra de gatos estudada quanto ao sexo, raca, idade e forma de criagcdo nos diferentes
municipios do estado da Bahia

Municipios
Variaveis Muritiba Sao Félix Simdes Filho Camacari Feira de Santana Total
Idade
6 a 11 meses 22,2% (6/27) 14,3% (1/7) 5,9% (1/17) 0% (0/29) 0% (0/10) 8,9% (8/90)
1 a 14 anos 77,8% (21/27) 85,7% (6/7) 94,1% (16/17) 100% (29/29) 100% (10/10) 91,1% (82/90)
Domiciliagéo
Domiciliado 88,9% (24/27) 100% (7/7) 29,4% (5/17) 82,8% (24/29) 100% (10/10) 77,8% (70/90)
Semidomiciliado 11,1% (3/27) 0% (0/7) 70,6% (12/17) 17,2% (5/29) 0% (0/10) 22,2% (20/90)
Abrigo 0% (0/27) 0% (0/7) 0% (0/17) 48,2% (14/29) 0% (0/10) 15,5% (14/90)
Presenca de cdes com LCan 100% (27/27) 100% (7/7) 100% (17/17) 100% (29/29) 100% (10/10) 100% (90/90)
em casa e/ou bairro
Sexo
Macho 63% (17/27) 42,9% (3/7) 47,1% (8/17) 44,8% (13/29) 60% (6/10) 52,2% (47/90)
Fémea 37% (10/27) 57,1% (4/7) 52,9% (9/17) 55,2% (16/29) 40% (4/10) 47 8% (43/90)
Raca
S.R.D. 96,3% (26/27) 100% (7/7) 100% (17/17) 100% (29/29) 80% (8/10) 96,7% (87/90)
Persa 3,7% (1/27) 0% (0/7) 0% (0/17) 0% (0/29) 10% (1/10) 2,2% (2/90)
Siamés 0% (0/27) 0% (0/7) 0% (0/17) 0% (0/29) 10% (1/10) 1,1% (1/90)
Total 27 7 17 29 10 100% (90/90)
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Os municipios estudados apresentaram caracteristicas de &reas de cobertura vegetal
(ABRANTES et al., 2018) com sinais de intervengdo antropica, proximidade dos animais
domésticos com areas contendo vegetacdo, contato dos animais domesticos com mamiferos e
passaros silvestres, presenca de matéria organica exposta proxima a residéncia e de lixo
exposto, condizente com o padréo rural de transmisséo da leishmaniose (LOPES et al., 2010).
Rocha et al. (2019) confirmaram a associacdo da auséncia de limpeza do quintal e auséncia de
coleta de lixo apropriada como fatores de risco para a infec¢do por L. infantum em gatos em
um estudo realizado no Maranhdo. Havia casas residenciais e comerciais entre um a dois
andares, com poucas caracteristicas de areas urbanizadas, as quais sdo definidas pelo

sensoriamento remoto por elevada densidade de estruturas com coloragao cinza.
6.2 Ocorréncia de infeccdo por Leishmania sp. e L. infantum nos gatos
Das 90 amostras de medula 6ssea de gatos analisadas pela PCR, 7,8% (7/90) foram

positivas para deteccdo do material genético de L. infantum. Além disso, foram detectadas

amostras positivas em 60% (3/5) dos municipios avaliados (Figura 3).
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Figura 3. Mapa representando os municipios estudados, a deteccdo de casos de leishmaniose felina (LFe) por
PCR e a distancia do Hospital Veterinario da UFBA (HOSPMEV). Em vermelho estdo representados os
municipios com deteccdo de casos de LFe por PCR, em cinza, os municipios sem deteccdo de casos, € em
amarelo, o territdrio do Estado da Bahia. A linha tracejada rosa representa a distancia em km do HOSPMEV.

FEIRA DE SANTANA
0% (0/10)

o

I Brasil
[ Bahia

Municipios estudados
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[1 sem casos detectados

'-‘ @ Hospital Veterinario UFBA
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MURITIBA 107‘-2 positividade para
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SAO FELIX 0% (0117) por cPCR
29% (217 -
0, 2% Em SIMOES FI'HO
‘“_‘“ DATUM WGS84
o 7% (2/29) Coordenadas em UTM

Fonte dos dados: IBGE

Fonte: Os autores, 2020.

No Brasil, a ocorréncia encontrada da LFe é em torno de 0,5% a 30,48% em testes
sorolégicos, parasitologicos e/ou moleculares (SIMOES-MATTOS, et al, 2001;
FIGUEIREDO et al., 2009; BRESCIANI et al., 2010; COSTA et al., 2010; COELHO et al.,
2011a, 2011b; SILVEIRA-NETO et al., 2011; VIDES et al., 2011; SOBRINHO et al., 2012;
CARDIA et al., 2013; SILVA et al., 2013; OLIVEIRA G. et al., 2015; MENDONCA et al.,
2017; METZDORF et al., 2017; BEZERRA et al., 2019; ROCHA et al., 2019). Dentre esses
estudos, poucos foram realizados nas regides do Nordeste, apesar de concentrarem o maior
numero de casos de leishmaniose humana e canina, a exemplo da Bahia (GONCALVES et al.,
2014; SOLCA et al., 2014; OPAS/OMS, 2019).

A frequéncia de gatos infectados encontrada (7,8%) no presente estudo foi semelhante
ao descrito em outras pesquisas em outros estados (COELHO et al., 2011a; METZDORF et
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al., 2017). Em Andradina (SP), um estudo avaliou LFe em gatos do centro de controle de
zoonoses encontrando 3,8% (2/52) de infeccdo empregando como técnica diagnostica a PCR
de amostras de baco ou linfonodo (COELHO et al., 2011a). Em Campo Grande (MS), a
frequéncia observada foi de 6% (6/100) em felinos oriundos de clinicas veterinarias e centro
de controle de zoonoses (METZDORF et al., 2017). No estudo supracitado em Campo
Grande, os autores consideraram 6% de positividade como alta, sugerindo o gato como um
reservatorio secundario nessa area, embora nesta regido LCan alcancou uma prevaléncia de
20% nos altimos anos.

Em contrapartida, Marcondes et. al (2018) encontraram uma ocorréncia de 58%
(29/50) de positividade para L. infantum, em amostras de medula éssea por PCR, empregando
uma amostragem de conveniéncia, de gatos do Hospital-Escola de Veterinaria de Aracatuba e
gatos de abrigo, oriundos de uma area com 8,1% de soroprevaléncia de LCan em Aracatuba,
Sdo Paulo (COSTA et al., 2018).

Em outras cidades do mundo, os autores reportaram taxas de infec¢do confirmadas por
técnicas moleculares variadas, a exemplo de 8,7% (9/104) na Espanha em gatos de abrigo por
PCR de amostras de sangue (SHERRY et al., 2011), e 1,3% (1/79) em amostras de sangue
total de gatos atendidos em hospital veterinario em Doha, Catar (LIMA et al., 2019).

Estudos futuros mais abrangentes, com amostragens representativas da populagédo
felina sdo necessarios para poder correlacionar a prevaléncia da LFe nas areas de transmissao
intensa de leishmaniose humana ou canina, pois a evolucdo da infeccdo no gato, muitas vezes
é subclinica e com baixa carga parasitaria (CHATZIS et al., 2014; BASSO et al., 2016;
PENNISI et al., 2018).

A amostragem empregada no presente estudo ndo permite estimar a prevaléncia
acurada da infeccdo na populacdo felina dos municipios avaliados, nem no Estado da Bahia.
Contudo, o achado de DNA de L. infantum na PCR nas amostras de medula dssea dos gatos
do presente estudo (Apéndice 4) comprova a circulacdo do parasita nos municipios de
Muritiba (11,1%; 3/27), Sdo Feélix (2,8%; 2/7) e Camacari (6,9%; 2/29) constatando
cientificamente sua ocorréncia em gatos no estado da Bahia pela primeira vez.

Desta forma, os achados apontam para necessidade de mais investigacOes para
elucidar o papel epidemiologico do felino domestico no ciclo e possivel manutencdo da LV,
principalmente nos municipios de Muritiba, Sdo Felix e Camagari, além de esclarecer os
fatores de risco associados a transmisséo e desenvolvimento da LFe. A deteccdo da infecgdo

em gatos é de suma importancia para a melhor capacitacdo do médico veterinario no
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diagndstico, tratamento e prevencdo da enfermidade nas regides estudadas. Portanto, apesar
de ndo comprovar a ocorréncia da infeccdo por L. infantum em gatos oriundos do municipio
de Feira de Santana, sugere-se a investigacdo em mais residéncias nesta localidade devido a
sua alta endemicidade para LV.

Para a pesquisa de infec¢do por L. infantum em gatos no presente estudo, a PCR foi
empregada devido a alta sensibilidade do teste e por permitir a confirmacdo da espécie do
parasito (SARIDOMICHELAKIS et al., 2005; FRANCINO et al., 2006). A escolha da
medula 6ssea como tecido-alvo para realizacdo da PCR, deveu-se tanto a razdes tecnicas, por
ser um 6rgdo conhecidamente parasitado em cdes (MOMO et al., 2014; OIKONOMIDIS et
al., 2019) como em humanos (NORONHA E FOCK, 2019; AHUJA et al., 2020) e por
possibilitar a obtencdo de amostras em volume que permitisse a realizacdo de pelo menos dois
tipos de testes, o parasitologico por citologia e a PCR, com margem para possiveis repeticdes.
Ademais, a colheita de medula 6ssea assegura o bem-estar aos gatos examinados, sendo uma
amostra de colheita mais segura quando comparada, por exemplo, ao bago. Especialmente
quando as amostras sdo colhidas fora das instalacGes hospitalares veterinarias. Outros autores,
em estudo retrospectivo de gatos atendidos em hospital veterinario, reforcam que a medula
6ssea permitiu um resultado mais acurado na comparagdo com outras amostras para 0
diagndstico de infeccdo por L. infantum por PCR (MARCONDES et al, 2018).

No presente estudo, a pesquisa de infecgdo por Leishmania sp. nos 90 gatos também
foi realizada por citologia em trés laminas confeccionadas com amostras de aspirado de
medula dssea por gato avaliado. O método resultou na deteccdo de formas parasitarias
amastigotas por meio da microscopia éptica em apenas um gato dentre os 90 avaliados (1/90,
1,1%), sendo este animal também um dentre os sete gatos positivos a técnica PCR. O
resultado positivo a PCR neste gato confirma também que a espécie de Leishmania envolvida

na infeccdo foi L. infantum (Tabela 3).
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Tabela 3. Amostras de linfonodo, pele, medula 6ssea e suabe conjuntival de gatos oriundos
dos municipios de Muritiba, S80 Felix, Simdes Filho e Camacari e Feira de Santana,
analisadas por citologia por microscopia Optica para pesquisa de formas parasitarias de
Leishmania spp.

Citologia PCR
Tioo de Amostras Porcentagem de Porcentagem de
P positividade/nimero de gatos  positividade/nimero de gatos
postivos e amostragem postivos e amostragem
Linfonodo 0% (0/8) -
Pele 0% (0/37) -
Medula dssea 1,1% (1/90) 7,8% (7/90)
Suabe conjuntival 0% (0/34) -

Em cdes, que sdo suscetiveis a infeccdo por L. infantum, ja esta bem estabelecido que
0 exame citoldgico direto de 6rgdos linfoides tem uma sensibilidade baixa, variando entre 40
a 60%, e depende principalmente da carga parasitaria e da experiéncia do profissional que
realiza a técnica (LAURICELLA et al., 2016; SRIVIDYA et al.,, 2012). Dessa forma,
podemos tecer algumas consideracBes sobre o achado de baixa detec¢do de amastigotas no
exame citoldgico da populagdo de gatos avaliada no presente estudo. Neste trabalho, os gatos
foram avaliados nas proprias residéncias, diferentemente dos estudos realizados em hospitais
veterinarios, onde os guardides buscam atendimento para seus animais de estimacdo ao
perceberem sinais de doenca. Aqui, 0s gatos poderiam apresentar baixos indices de
parasitismo, terem debelado a infeccdo, ou a distribuicdo parasitaria estar
compartimentalizada em diferentes sitios da medula 6ssea ou em outros 6rgdos de predilecéo
do protozoario. Conforme mostrado por diferentes estudos, o gato parece ser resistente a
infeccdo por L. infantum, o que implica naturalmente um baixo parasitismo nos tecidos alvo
de replicacdo parasitaria, dificultando o diagnostico pelo exame citologico em amostras de
tecidos (CHATZIS et al., 2014).

O Unico gato com citologia positiva no presente trabalho foi também o Unico a
desenvolver a leishmaniose felina (LFe) e infecgéo ativa, caracterizada por positividade na
PCR e por microscopia direta. Os sinais se tornaram detectaveis em avaliagdes posteriores ao
dia do primeiro exame fisico (T1) e colheita da amostra de medula éssea. De fato, nesse

primeiro momento (T1), o animal apresentava-se clinicamente higido. Entretanto, aos 22 dias
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apos a primeira colheita (T2), o gato apresentou sinais clinicos que motivaram a realizacdo de
testes hematoldgicos e sumario de urina, além de nova avaliacdo citoldgica que resultou no
achado de amastigotas tanto em medula 0ssea, quanto em secre¢do conjuntival obtida por
meio de suabe. Aos 82 dias apds 0 segundo exame (T3), 0 gato apresentou citologia positiva
em aspirado de linfonodo e suabe de conjuntiva palpebral, além da citologia esfoliativa por
escova estéril.

A identificacdo de formas amastigotas de Leishmania spp. no exame citologico pode
indicar uma infecgéo ativa no gato. No caso presente, ao considerarmos a evolucgéo clinica do
animal monitorado, o achado pode também sugerir uma possivel evolucdo da fisiopatologia
da LFe, através da indicacdo dos 6rgdos onde amastigotas foram encontradas durante o curso
clinico da doenca. Devido a alta sensibilidade da PCR e resisténcia da espécie felina a
Leishmania sp., ja levantada por outros autores (CHATZIS et al., 2014; PENNISI et al.,
2018), alguns resultados positivos a PCR qualitativa podem indicar apenas infec¢do ocasional
ou em vias de controle pelo organismo do hospedeiro, ndo necessariamente uma infeccao
ativa ou infecciosidade ao flebotomineo. Estudos que avaliem a carga parasitaria por meio do
emprego da PCR quantitativa podem auxiliar na melhor compreenséo da evolucgédo da infeccédo
em gatos de area endémica. Na LCan, ja foi demonstrado que ha uma relagdo positiva entre
carga parasitaria, doenca clinica e infecciosidade ao vetor (SOUZA et al., 2011; BORJA et al.,
2016).

No presente estudo, além da medula dssea, aspirados de linfonodo de oito gatos que
apresentavam linfadenomegalia ao exame fisico foram também examinados por meio de
citologia para pesquisa de formas amastigotas de Leishmania spp. Dentre esses oito gatos com
linfonodos aumentados, um gato era positivo para infeccdo por L. infantum por meio da PCR
em amostras de medula 6ssea, porém nem na amostra de aspirado de linfonodo deste gato
PCR-positivo, e em nenhuma das demais sete amostras foram visibilizadas formas
amastigotas do protozoario.

Nossos resultados diferem dos achados de Costa et al. (2010), que encontraram maior
frequéncia de positividade ao exame citoldgico dos linfonodos popliteos (7/8) de oito gatos
positivos para infec¢do por L. infantum em comparacédo a outros aspirados de 6rgaos linfoides,
medula 6ssea (3/8), bago (2/8) e figado (1/8). Esses autores propuseram que os linfonodos
poderiam consistir em um orgao alvo para diagnostico mais sensivel dentre os avaliados por
citologia (COSTA et al. 2010). Contudo, a populagéo avaliada pertencia a um centro de

zoonoses, onde apenas 4% (8/200) dos exames citoldgicos apresentaram positividade e podem
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estar relacionadas ao curso da doenca e compartimentacdo da L. infantum no 6érgdo
puncionado.

No presente trabalho, também foram examinadas por citologia amostras de lesdes de
pele diversas como raspados de areas alopécicas, Ulceras, crostas, escoriacdes e dermatose
furfurdcea de 37 gatos, ndo tendo sido observadas formas amastigotas de Leishmania sp.
Foram ainda examinadas 34 amostras de suabe conjuntival de gatos com e sem presenca de
alteracdes oftalmicas, por exame citologico. Nossos resultados de exames citoldgicos foram
similares aos encontrados por Chatzis et al. (2014), que também ndo encontraram positividade
em amostras de tecidos cutaneos e suabe conjuntival em 100 gatos avaliados para infeccdo
por L. infantum (41/100; 41%).

Em resumo, dos sete gatos positivos para infeccdo por L. infantum pela PCR neste
estudo, dois foram submetidos a citologia de pele e trés gatos tiveram amostras colhidas por
suabe conjuntival, para exames citoldgicos por microscopia direta; todas as amostras
resultaram em negativo. Um gato positivo a PCR neste estudo foi submetido a colheita de
linfonodo popliteo, o qual foi negativo para deteccdo de formas amastigotas do protozoario.
Possivelmente, esses gatos estavam no inicio da infeccdo ou em fase tardia caracterizada por
uma infeccdo controlada ndo ativa e, portanto, o protozoario ndo atingiu os demais 6rgdos
comumente encontrados em gatos com LFe. Um Unico gato foi positivo ao exame
parasitoldgico direto por citologia de medula dssea e este foi o Unico a desenvolver doenca
ativa, que comecou a manifestar-se em trés semanas apds o primeiro exame. A doenca clinica
desse gato pode ter sido associada a mudanca de domicilio do animal logo ap6s o diagnostico.
Estresse ambiental é considerado um dos fatores mais importantes no desencadeamento de
doencas felinas, e associado a imunossupressdo (WESTROPP et al., 2006; STELLA et al.,
2013).

6.3 Deteccdo de anticorpos anti-Leishmania por meio de teste

imunocromatografico

Dos 90 gatos testados pelo TR-DPP®, cinco (5,6%; 5/90) foram positivos para
deteccdo de anticorpos anti-Leishmania. A escolha desse teste foi devido aos seguintes
critérios: (1) aplicabilidade em amostras biologicas de gatos; (2) teste recomendado pelo
Ministério da Saude para triagem dos cées com LCan; (3) teste de facil execucdo a campo; (4)

limitacdo de recursos para adquirir outros testes.
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O diagnostico sorologico da LFe é dificil, pois os gatos, mesmo doentes, apresentam a
titulacdo bastante variavel de anticorpos anti-Leishmania que pode ser baixa, mediana ou alta
(PENNISI et al., 2015). Por exemplo, latta et al. (2019) encontraram soropositividade em
gatos com titulos variando entre 1:160 a 1:5120. Outros autores relataram gatos com altos
titulos de anticorpos (IFI 1: 160), uma propor¢do baixa de positividade na PCR em amostras
de sangue, mas em gatos com baixos titulos de anticorpos (IFI: 20), uma alta proporcéo de
positivos (31,6%) & PCR em amostras de sangue (MARTIN-SANCHEZ et al., 2007). N&o ha
concordancia na relacdo entre a infeccdo em gatos e producdo de anticorpos relatados pela
literatura, sugerindo que a soropositividade acontece apenas na fase tardia pds-infeccdo
(SIMOES-MATTOS et al., 2005; CAN et al., 2016).

Dos sete gatos positivos na PCR do presente estudo apenas um apresentou
positividade no teste TR-DPP®, perfazendo 14,3% (1/7) de soropositividade confirmada para
L. infantum. Em diferentes regides brasileiras, estudos mostram que a sensibilidade e
especificidade do TR-DPP® sdo, em média, de 90,6% e 95,1%, respectivamente, para
diagnostico da LCan (LAURENTI et al., 2014). No Brasil, até o presente momento, foi
encontrado apenas um estudo em forma de resumo em evento cientifico com o uso do teste
TR-DPP® para deteccdo de imunoglobulinas anti-Leishmania em gatos (51/564; 9%)
comparado ao ELISA (68/564; 12%) (SILVA et al., 2018). Em um estudo envolvendo 198
gatos no Ird, verificou-se a detecgdo de imunoglobulinas anti-Leishmania (18/195; 9,23%) por
meio de teste rapido imunocromatografico contendo antigeno rk39 (MOSALLANEJAD et a.,
2013).

Os testes soroldgicos IFI e ELISA séo rotineiramente empregados para diagnostico da
LCan (GRIMALDI et al., 2012), assim como na LFe, sdo os mais utilizados no contexto
epidemioldgico ou médico veterinario (PENNISI et al., 2015; SOARES et al., 2015). Um
exemplo de estudo que atesta a aplicabilidade dessas técnicas sorologicas para investigar a
infecgdo por Leishmania sp. em felinos domesticos foi realizado em 276 gatos oriundos de
Bauru-SP, area endémica para LCan, e revelou uma soropositividade de 29,71% (82/276) e
6,15% (17/276) no ELISA e IFI, respectivamente (CAMPRIGHER et al, 2019).

No presente estudo, hipotetizamos que os quatro gatos soropositivos pelo TR-DPP®
podem ter tido contato com o parasito e até mesmo terem sido infectados, porém seu sistema
imune pode ter debelado a infecgéo, e os titulos de anticorpos anti-Leishmania permaneceram
detectaveis por um periodo pés-infecgdo, que incluiu 0 momento em que as amostras de

sangue foram colhidas. Fen6menos semelhantes foram descritos na literatura (BASSO et al.,
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2016; IATTA et al.,2019). No entanto, ainda pode-se considerar a possibilidade de reagéo
cruzada por outros agentes infecciosos, como alguns hemoparasitos que acometem felinos,
como ja foi reportado em cées (LUCIANO et al., 2009; SOLANO-GALLEGO et al., 2014).

6.4 Ocorréncia de infeccdes por FeLV, FIV, Mycoplasma sp. e coinfecgdes por

Leishmania infantum

Com o objetivo de estabelecer a possivel ocorréncia e associacdo de comorbidades
comuns em felinos domésticos com a infeccdo por L. infantum, testamos amostras de sangue
total dos 90 gatos que haviam sido previamente examinados para infec¢do por Leishmania sp.
para deteccdo de material genético de FIV, FeLV e Mycoplasma sp. Do total de amostras
sanguineas, duas (2/90; 2,22%) foram positivas na pesquisa de DNA de FIV (Apéndice 5),
quatro (4/90; 4,44%) foram positivas para FeLV (Apéndice 5). Quinze dessas amostras
(15/90; 16,7%) foram positivas para infecgdo por Mycoplasma sp., dentre essas, trés amostras
(3/15; 20,0%) foram Mycoplasma haemofelis e catorze (14/15; 93,3%) foram Mycoplasma
haemominutum. Desses gatos, dois (2/15; 13,3%) estavam coinfectados por M. haemofelis e
M. haemominutum (Apéndice 6). Em um gato (1/90; 1,11%) houve positividade para os trés
agentes infecciosos FIV, FeLV e Mycoplasma haemominutum. Apenas a avaliacdo das
amostras de um gato (1/90; 1,11%) mostrou que o animal estava coinfectado por L. infantum

e FeLV conforme mostra o Quadro 5.
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Quadro 5. Diagnéstico de infeccdo por Leishmania infantum e coinfecgdes por retroviroses e
Mycoplasma sp. por meio da deteccdo de DNA por PCR e TR-DPP® em amostras de sangue
total (ST) e medula éssea (MO) de gatos oriundos de municipios do estado da Bahia

Gato Procedéncia | TR-DPP® PCR PCR PCR PCR
Soro L. infantum | FIV (ST) FeLV Mycoplasma

(MO) (ST) sp. (ST)

Muritiba -

Muritiba -

Muritiba - - + -

Camacari -

Camacari -

Séo Félix +

o I I I o e
1
1
1

Séo Félix -

Muritiba

O OO N0 B WIN -

Camagari

-
o

Sao Félix

+|+| +]| +
1
1
1
1

11 Séo Félix

Medula dssea (MO). Sangue total (ST).

O presente achado de coinfeccdo L. infantum / FeLV parece ser raro e muito pouco
sobre essa comorbidade é encontrado na literatura. Em seu estudo com 105 gatos residentes
em dois abrigos para gatos na Espanha, Sherry et al. (2011) relataram a associacao entre L.
infantum e FeLV, assim como tripla infeccdo envolvendo L. infantum, FIV e FelLV.
Entretanto, ndo houve deteccdo das infec¢des por L. infantum e FIV no nosso estudo. Talvez o
estudo de Sherry et al. (2011) esteja superestimando a associacao, ja que a transmissao dessas
retrovisores sdo por contato intimo, muito presente em abrigos. Esta caracteristica difere da
populacdo selecionada no nosso estudo por estarem distribuidos em 29 domicilios,
diminuindo a probabilidade de associacdo a uma doenca existente em um estabelecimento
especifico.

Diferentemente dos nossos achados, o estudo de Sobrinho et al (2012), que analisou
66 gatos infectados por L. infantum de um total de 302 gatos avaliados oriundos de um centro
de zoonoses e dois abrigos em Aracatuba, em Sdo Paulo, indentificou a coinfecgcdo L.
infantum/FIV, mas ndo encontrou coinfeccdo com FeLV. Contudo, a populacéo selecionada
no estudo supracitado pode superestimar a associacdo por ser um estabelecimento onde a
superpopulagdo estd presente, facilitanto a transmissdo das retroviroses. Outro estudo
realizado no Brasil, com 50 gatos atendidos em um hospital veterinario e oriundo de abrigos
positivos para infeccdo por L. infantum, verificou uma baixa prevaléncia de coinfeccGes,
inclusive o Unico animal coinfectado por FeLV também estava infectado por Mycoplasma
spp. (MARCONDES et al., 2018). Interessante ressaltar que os gatos acima citados
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representam um grupo, que em sua maioria, 0s guardiGes procuraram o servico médico

veterinario por alguma razao, o que poderia torna-los mais susceptiveis a comorbidades.

6.5 Caracterizacao clinica dos gatos do estudo

Os sete gatos comprovadamente infectados por L. infantum no presente estudo, por
meio de deteccdo do DNA do parasito pela PCR, apresentaram, no momento da colheita de
amostras biologicas, quadro clinico que variou de alteracbes leves ou auséncia de sinais
clinicos. Quatro desses sete gatos apresentaram alteragcdes clinicas e estdo descritos no
Quadro 6.
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Quadro 6. Sinais clinicos dos sete gatos positivos para L. infantum com base nos métodos diagndsticos e amostras clinicas avaliadas, e perfil
clinicodogato 6em T1, T2e T3

Gatos Sinais clinicos Exame hematolégico Urinalise Coinfeccles Amostras (Diagndstico) TR-DPP®
1 SA NR NR N Medula éssea (PCR+; Cito-) -
2 SA NR NR N Medula éssea (PCR+; Cito -) -
3 Emagrecimento, desidratacéo, crostas NR NR S (FeLV) Medula éssea (PCR+; Cito -) -
em ponta de orelha, areas de alopecia
circulares em regido cervical ventral
4 Emagrecimento, desidratacédo, NR NR N Medula éssea (PCR+; Cito -) -
linfadenomegalia, espirros Linfonodo D e E (Cito-)
5 Complexo gengivite-estomatite NR NR N Medula 6ssea (PCR+; Cito -) -
6 (T1) Desidratacéo leve NR NR N Medula éssea (PCR+; Cito +) +
Suabe de conjuntiva (Cito -)
6 (T2) | Desidratacdo leve, linfonodo popliteo Hiperproteinemia, SA N Medula 6ssea (PCR+; Cito +) +
levemente aumentado, leséo ulcerada linfocitos reativos, Suabe de conjuntiva (Cito -)
em regido caudal do MPE (1) GGT Citologia de pele (Cito -)
6 (T3) Hiperemia e edema de conjuntiva, Hiperproteinemia, NR N Linfonodo D e E (Cito +) -
protusdo da membrana nictante, linfocitose, Suabe de conjuntiva (Cito +)
linfadenomegalia de linfonodos hiperglobulinemia, FA (1) Esfoliacdo de conjuntiva por escova estéril
popliteos e mandibulares bilaterais, afta (Cito +)
em regido do canino superior
7 SA NR NR N Medula éssea (PCR+; Cito -) -
Suabe de conjuntiva (Cito -)

Sem alteracGes (SA). N&o realizado (NR). (M). GGT (Gama Glutamil Transferase). FA (Fosfatase Alcalina). S (Sim). N (N&o). Cito (Citologia). D (Direito). E (Esquerdo).
MPE (Membro posterior esquerdo).
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Na avaliacdo fisica do gato 3, oriundo do municipio de Muritiba, foi observado
emagrecimento, desidratacdo, lesdes crostosas em pontas de orelha, e areas de alopecia em
regido cervical ventral, em formato circular medindo cerca de 0,7cm, com um total de quatro
lesbes. Este felino também foi o dnico coinfectado com FeLV. O gato 4 (Figura 4-A)
pertencente ao abrigo localizado em Vilas de Abrantes-Camagari, apresentou emagrecimento,
desidratacdo, aumento de ambos linfonodos popliteos, e espirros frequentes. No gato 5,
(Figura 4-B e C) pertencente a casa localizada em Jaua-Camacari, foi observado o complexo
gengivite-estomatite na avaliacdo clinica. O gato 6 apresentava apenas leve desidratacdo. Este

gato foi positivo no exame citolégico, soroldgico e molecular.

Figura 4. Gatos positivos para infec¢do por L. infantum pela PCR. A. Gato 4 positivo para L. infantum. B.
Gato 5 positivo para L. infantum. C. Presenca de Ulceras (setas pretas) em cavidade oral condizente com o

complexo gengivite-estomatite do gato 5.

Fonte: Os autores, 2020.

As manifestacGes clinicas comumente descritas na LFe estdo relacionadas a alteracfes
cutaneas, mucocutaneas e em linfonodos. Os linfonodos aumentados podem ser isolados ou
multicéntricos (GRAMICCIA, 2011; PENNISI et al. 2015). Outros sinais clinicos sdo
descritos em menor frequéncia como lesGes oculares, a exemplo da uveite, anorexia, perda de
peso, letargia, desidratacdo, lesdes orais, e raramente relatados estdo os sinais clinicos
hepatomegalia, esplenomegalia, ictericia, caquexia, febre, vomitos, diarreia, polidria e
polidpsia (PENNISI et al., 2015; BASSO et al., 2016).

Esses achados perfazem 57,1% de ocorréncia de desenvolvimento clinico (4/7) em
gatos infectados por L. infantum no presente estudo, classificados como portadores de doenca

clinica discreta e os demais gatos classificados como portadores de infec¢do subclinica.
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Os dados obtidos ao exame clinico dos 83 gatos que foram negativos ao exame de
PCR de medula 6ssea para deteccdo de material genético de L. infantum, ou em exames
citologicos para pesquisa de amastigoras de Leishmania sp., estdo descritos na Tabela 4.
Deste total, 22 gatos apresentavam-se higidos (22/83, 26,5%) e 61 com sinais clinicos
variados (61/83, 73,5%). Os sinais clinicos gerais mais frequentes foram alteracfes cutaneas
(33/83, 39,8%), desidratacdo (22/83, 26,5%) e emagrecimento (20/83, 24,0%). Os gatos com
sinais clinicos mais graves eram 0s que apresentavam doenca no sistema respiratério, e eram
do abrigo localizado no municipio de Camacari. Devido as restricbes orcamentarias para
manutenc¢do do abrigo, os gatos ndo eram vacinados para prevengdo do complexo respiratério

felino e panleucopenia.
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Tabela 4. Frequéncias de sinais clinicos de gatos oriundos dos diferentes municipios do estado da Bahia negativos para infec¢do por L. infantum

Sinais clinicos Muritiba Séo Félix Simdes Filho Camacari Feira de Santana Total
Emagrecimento 4,2% (1/24) 0% (0/5) 5,9% (1/17) 51,9% (14/27) 20,0% (2/10) 24,0% (20/83)
Apatia 8,3% (2/24) 0% (0/5) 5,9% (1/17) 0% (0/27) 0% (0/10) 3,6% (3/83)
Mucosas hipercoradas 0% (0/24) 0% (0/5) 5,9% (1/17) 0% (0/27) 0% (0/10) 1,2% (1/83)
Mucosas hipocoradas 12,5% (3/24) 0% (0/5) 0% (0/17) 0% (0/27) 0% (0/10) 3,6% (3/83)
Desidratacdo 16,7% (4/24) 20,0% (1/5) 11,8% (2/17) 37,0% (10/27) 20,0% (2/10) 26,5% (22/83)
Alteracgdes cutaneas 37,5% (9/24) 20,0% (1/5) 35,3% (6/17) 55,6% (15/27) 10,0% (1/10) 39,8% (33/83)
Opacidade de pelo 0% (0/24) 20,0% (1/5) 5,9% (1/17) 3,7% (1/27) 0% (0/10) 3,6% (3/83)
Alopecia 20,8% (5/24) 20,0% (1/5) 5,9% (1/17) 51,9% (14/27) 10,0% (1/10) 27,7% (23/83)
Descamagéo furfuracea 0% (0/24) 0% (0/5) 5,9% (1/17) 0% (0/27) 0% (0/10) 1,2% (1/83)
Ectoparasitos 8,3% (2/24) 0% (0/5) 5,9% (1/17) 7,4% (2/27) 0% (0/10) 6,0% (5/83)
Ulceragdes 12,5% (3/24) 20,0% (1/5) 0% (0/17) 7,4% (2/27) 0% (0/10) 7,2% (6/83)
Escoriagdes 12,5% (3/24) 0% (0/5) 5,9% (1/17) 0% (0/27) 0% (0/10) 4,8% (4/83)
Lesdo em ponta de orelha 12,5% (3/24) 0% (0/5) 0% (0/17) 3,7% (1/27) 0% (0/10) 6,0% (5/83)
Unha fragil 4,2% (1/24) 0% (0/5) 0% (0/17) 0% (0/27) 0% (0/10) 1,2% (1/83)
Linfadenopatia 8,3% (2/24) 0% (0/5) 17,6% (3/17) 18,5% (5/27) 0% (0/10) 13,3% (11/83)
Alteracdes oftalmicas 8,3% (2/24) 0% (0/5) 17,6% (3/17) 7,4% (2/27) 60,0% (6/10) 15,7% (13/83)
Secrecdo ocular 4,2% (1/24) 0% (0/5) 11,8% (2/17) 7,4% (2/27) 60,0% (6/10) 13,3% (11/83)
Conjuntivite 0% (0/24) 0% (0/5) 5,9% (1/17) 0% (0/27) 0% (0/10) 1,2% (1/83)
Opacidade de cornea 4,2% (1/24) 0% (0/5) 5,9% (1/17) 0% (0/27) 0% (0/10) 2,4% (2/83)
Protrusao de palpebra 0% (0/24) 20,0% (1/5) 0% (0/17) 0% (0/27) 0% (0/10) 1,2% (1/83)

Continuacéo...
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Sinais clinicos Muritiba Sé&o Félix Simdes Filho Camacgari Feira de Santana Total
Uveite 0% (0/24) 0% (0/5) 0% (0/17) 3,7% (1/27) 0% (0/10) 1,2% (1/83)
Alteragdes gastrointestinais 4,2% (1/24) 0% (0/5) 5,9% (1/17) 3,7% (1/27) 0% (0/10) 3,6% (3/83)
Ulceras em cavidade oral 4,2% (1/24) 0% (0/5) 5,9% (1/17) 0% (0/27) 0% (0/10) 3,3% (3/83)
Diarreia 0% (0/24) 0% (0/5) 0% (0/17) 3,7% (1/27) 0% (0/10) 1,2% (1/83)
Alteracdes respiratorias 8,3% (2/24) 0% (0/5) 5,9% (1/17) 48,2% (13/27) 0% (0/10) 18,8% (17/83)
Secrecdo nasal 0% (0/24) 0% (0/5) 5,9% (1/17) 48,1% (13/27) 0% (0/10) 16,9% (14/83)
Espirros 0% (0/24) 0% (0/5) 5,9% (1/17) 37,0% (10/27) 0% (0/10) 13,3% (11/83)
Crepitagdo pulmonar 8,3% (2/24) 0% (0/5) 0% (0/17) 7,4% (2/27) 0% (0/10) 4,8% (4/83)
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6.6  Monitoramento do perfil clinico do gato 6

O gato 6 foi avaliado em trés momentos (T1, T2 e T3), pois foi o Unico com evolucao
clinica para LFe (Quadro 6). A primeira avaliacdo (T1) para identificacdo da infeccdo. A
segunda avaliacdo (T2) ocorreu 22 dias ap6s T1, apo6s informar o diagndstico e chamar
atencgdo para a elevada quantidade de formas amastigotas encontradas no exame citoldgico de
medula dssea. A terceira avaliagdo (T3) ocorreu 82 dias apds a T2, quando a tutora relatou
queixas de alteracbes oculares no gato nao responsivas ao tratamento realizado por
atendimento veterinario externo ao HOSPMEV-UFBA. Foi possivel determinar o perfil
clinico do gato em T2 e T3 e identificar a presenca do parasito em diferentes amostras
bioldgicas; aspirados de medula 6ssea (T1 e T2) e linfonodos popliteos (T3) e, suabe de
conjuntiva palpebral (T3) e/ou esfoliacdo de conjuntiva palpebral por escova estéril (T3).

No primeiro exame fisico (T1) do gato 6, observou-se apenas uma leve desidratagdo.
Na segunda avaliacdo (T2), o animal permaneceu com um quadro clinico leve, mas além da
desidratacdo, apresentou um aumento sutil do linfonodo popliteo esquerdo e uma lesdo
ulcerada em torno de 1,5cm em regido caudal superior do membro posterior esquerdo (Figura
5). Foi prescrita a pomada com gentamicina, sulfanilamida, sulfadiazina, ureia e vitamina A
(Vetaglés®) e solucdo de digliconato de clorexidina 10mg/mL, para tratar a lesdo de pele. A
lesdo de pele teve total cicatrizacdo em sete dias apds o inicio do tratamento. Nos exames de
patologia clinica do T2, o gato apresentou discreto aumento nas proteinas totais e nos valores
de gama glutamil transferase (GGT) (Anexo 4). As anéalises do exame de urina estavam dentro
dos valores estipulados para a espécie (Anexo 5).

Apo6s 82 dias (T3) da segunda avaliacdo, a tutora contatou a nossa equipe por
orientacdo da médica veterinaria responsavel pelo gato, no intuito de investigar a LFe como
diagnostico diferencial, pois 0 gato apresentava sinais clinicos oculares ndo responsivos ao
tratamento estipulado pela mesma para o complexo respiratdrio felino. Ao exame fisico foi
observado edema de conjuntiva e hiperemia bilateriais, presenca de afta em regido superior do
dente canino direito, bem como aumento dos linfonodos mandibulares e popliteos. Nesse
momento, 0 gato apresentou linfocitose, hiperproteinemia devido a uma hiperglobulinemia e
aumento de fosfatase alcalina (Anexo 4).

A linfadenomegalia é relatada em aproximadamente 50% dos casos de LFe. As lesdes
oculares e orais estdo presentes em torno de 25% dos gatos acometidos pela leishmaniose

(PENNISI et al., 2015). O primeiro relato de LFe com manifestacfes unicamente oftalmicas
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como sinal clinico no Brasil foi descrito na cidade de Cuiaba, Mato Grosso. O gato apresentou
no exame fisico uveite bilateral e formagdo pseudotumoral na regido da iris (MADRUGA et
al., 2018), diferindo clinicamente do relatado no gato do presente estudo. Esses sinais clinicos
mais 0s observados no nosso estudo podem ser sugestivos da LFe em gatos pertencentes a
locais endémicos para a LCan e/ou LV.

As informacOes sobre as alteragfes nos parametros laboratoriais na LFe ainda sdo
escassas (PENNISI et al., 2015). Sabe-se que a anemia normocitica normocrémica néo
regenerativa € a anormalidade hematologica mais frequente em gatos doentes (PENNISI et
al., 2004; MENDONCA et al., 2017). Na bioquimica sérica, a hiperglobulinemia, aumento da
creatinina sérica e proteindria renal sdo as alteracbes mais descritas (PENNISI et al., 2004;
MARCOS et al., 2009; NAVARRO et al., 2010).

No gato do presente estudo, a hiperglobulinemia foi a alteracdo mais relevante nos
resultados de patologia clinica, com maior destaque no T3. Apesar disso, 0 teste soroldgico
TR-DPP® nesse periodo foi negativo. O exame realizado fornece informag@es apenas sobre o
quantitativo total de globulinas sericas, e ndo subtipos a, B e y. Dessa forma, pode-se
hipotetizar que a hiperglobulinemia no referido gato € devido ao aumento de citocinas
inflamatorias que constituem as globulinas séricas do tipo o e B, que sdo produzidas em
resposta a infeccdo contra a L. infantum (BOGGIATTO et al., 2010; PROVERBIO et al.,
2014; OLIVEIRA et al.,, 2015; MCGROTTY et al.,, 2016; COURA et al., 2018). Outra
possibilidade € a presenca de coinfeccBes. Vale acrescentar, que a quantidade de
imunoglobulinas (tipo y) no gato com LFe € varidvel e muitas vezes ndo detectaveis nos testes
soroldgicos, por ser um hospedeiro resistente a infeccdo e a doenga felina com mecanismos
fisiopatoldgicos ainda ndo bem esclarecidos (LEIVA et al., 2005; PENNISI et al., 2015;
PERSICHETTI et al., 2017; PEREIRA et al., 2019; URBANI et al., 2020).

Os exames de citologia de conjuntiva por meio da técnica de suabe e escova estéril,
assim como a citologia de ambos linfonodos popliteos, foram positivos para a presenca de
formas amastigotas na microscopia direta (Figura 6), sugerindo o desenvolvimento da LFe.
Diversos relatos utilizaram a técnica de citologia de aspirados de linfonodos, medula 6ssea
(LEIVA et al., 2005; VIDES et al., 2011), citologia de conjuntiva com auxilio de suabe
(PENNISI et al., 2004), e histopatologico de olho (VERNEUIL, 2013) obtendo positividade
na identificacdo de formas amastigotas de Leishmania sp.. At¢ o momento, ndo houve
publicacdes utilizando a técnica de citologia esfoliativa de conjuntiva por escova estéril para

diagnostico por microscopia Optica de LFe.
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Figura 5. Gato 6 positivo para infeccdo por L. infantum por PCR e citologia, nos diferentes tempos de
avaliagdo T1 e T2, e os respectivos exames citolégicos realizados. A. Gato 6 sem alteracfes no exame fisico
em T1. B. Fotomicrografia da medula 6ssea repleta de formas amastigotas de Leishmania sp. intracelular
(setas pretas) em citoplasma de macr6fagos em T1. C. Fotomicrografia da medula 6ssea contendo formas
amastigotas de Leishmania sp. intracelular (setas pretas) em citoplasma de macréfago e extracelular (setas
vermelhas) em T1. D. Ulcera Gnica (setas vermelhas) em regifo caudal superior a0 membro posterior
esquerdo medindo cerca de 1,5 cm em T2. E. Fotomicrografia do esfregaco de aspirado de medula 6ssea
contendo formas amastigotas de Leishmania sp. intracelular (setas pretas) em citoplasma de macréfago em
T2. Corante tipo Romanowsky.

Fonte: Os autores, 2020.
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Figura 6. Gato 6 positivo para infecg¢do por L. infantum por PCR e citologia, em T3 com sinais clinicos e os
respectivos exames citoldgicos realizados. A. Gato 6 no momento do exame fisico apresentando conjuntivite,
hiperemia e edema de conjuntiva (setas pretas) em T3. B. Gato 6 no momento do exame fisico apresentando
afta em regido superior ao dente canino direito (setas pretas) em T3. C. Fotomicrografia do aspirado de
linfonodo direito contendo formas amastigotas de Leishmania sp. intracelular (setas pretas) em citoplasma de
macrofagos e extracelular (setas vermelhas) em T3. D. Fotomicrografia do aspirado de linfonodo esquerdo
contendo formas amastigotas de Leishmania sp. intracelular (setas pretas) em citoplasma de macrdfagos e
extracelular (setas vermelhas) em T3. E. Fotomicrografia da lamina por suabe de conjuntiva palpebral
contendo formas amastigotas de Leishmania sp. intracelular (setas pretas) em citoplasma de macréfagos em
T3. F. Fotomicrografia da lamina por citologia esfoliativa por escova estéril contendo formas amastigotas de
Leishmania sp. intracelular (setas pretas) em citoplasma de macréfagos em T3. Corante tipo Romanowsky.

Fonte: Os autores, 2020.
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Ao considerar a pesquisa de coinfecgdes, alguns autores relataram alteragOes
oftalmicas juntamente sem a presenca de coinfec¢des por FIV e FeLV (PENNISI et al., 2004;
VERNEUIL, 2013; MIGLIAZZO et al., 2014; RICHTER et al., 2014; SOUSA et al., 2019)
na LFe como o encontrado neste caso clinico. Assim como em alguns relatos de casos da LFe,
ndo foi possivel a identificacdo da coinfeccdo ou comorbidade possivelmente associada ao
desenvolvimento da doenga (VERNEUIL, 2013; MADRUGA et al., 2018). Entretanto, o
histérico da terapéutica com corticosteroide sistémico anteriormente administrado ao felino
doméstico, assim com a mudanca de ambiente por ado¢do a um novo tutor, gerando um
estresse ambiental ocorrido entre T2 e T3, podem ter sido os fatores desencadeadores da LFe,
como o suspeitado em um relato de caso descrito na Italia por Migliazzo et al. (2014), em que
ndo foi possivel a identificacdo de comorbidades associadas, apenas o histdrico recente do uso

do farmaco imunossupressor.

Até o presente momento, esta foi a primeira descricdo de LFe no municipio de Séao

Félix e no estado da Bahia.



69

7. CONCLUSOES

Houve a ocorréncia de infeccdo por L. infantum em gatos domésticos nos municipios
estudados no estado da Bahia, cujo diagnostico foi confirmado por meio da deteccdo do
kDNA presente no cinetoplasto da L. infantum em gatos nas areas estudadas nos municipios

de Muritiba, S&o Felix e Camacari.

Um caso de leishmaniose felina (LFe) causada por Leishmania infantum foi
identificado em um gato domiciliado no municipio de Séo Feélix, no estado da Bahia. Além de
formas amastigotas do protozoario visualizadas em amostra de medula 0ssea, linfonodo e
secrecao conjuntival por microscopia direta, o gato era positivo a PCR para deteccdo do DNA
de L. infantum e positivo a sorologia para detec¢do de imunoglobulinas anti-Leishmania. O
gato também apresentou doenca progressiva com acometimento ocular e cutaneo, associado a
hiperproteinemia com hiperglobulinemia e linfocitose. Esses sinais podem ser indicativos da

LFe e auxiliar a levantar a suspeita de LFe em gatos pertencentes a areas endémicas.

O teste TR-DPP® ndo mostrou um desempenho confiével ao diagnéstico da infecgdo
de gatos por Leishmania sp. por meio de sorologia. Mais estudos sobre a resposta humoral
felina a Leishmania sp. e Leishmania infantum sdo necessarios, sendo imprescindivel

desenvolvimento de um teste soroldgico adequado a gatos.

Apenas um dentre os sete gatos infectados por L. infantum estava coinfectado com
FeLV. Houve ocorréncia de infeccdo pelos retrovirus FeLV, FIV e pela bactéria Mycoplasma
sp. nos 83 gatos restantes, portanto foram infeccGes predominantes no grupo de gatos
negativos para infec¢do por L. infantum avaliados no presente estudo. FeLV estava presente
nos municipios Muritiba, Simdes Filho e Camacari, FIV no municipio de Simd&es Filho e
infeccdo por Mycoplasma sp. estava presente em todos 0s cinco municipios estudados, sendo
esta Gltima, a infeccdo de maior frequéncia nos gatos avaliados neste estudo, seguida da
infeccdo por L. infantum, FeLV e FIV. A abundancia de sinais clinicos verificada no presente
estudo, portanto, ndo pdde ser associada a infec¢do por Leishmania, mas a outras infeccbes

mais frequentes na mesma area endémica.

Os achados deste estudo indicam que embora a infeccao circule entre gatos nessa area

onde as doengas humana e canina sdo endémicas, a ocorréncia da infeccdo em gatos é baixa e
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essa espécie animal parece ser mais resistente que os cdes. Porém, esses aspectos encontrados
indicam também a necessidade de mais investigacdes sobre a infeccdo por L. infantum em
felinos domésticos em areas endémicas no Brasil, para uma caracterizacdo mais abrangente,
incluindo outros aspectos, como resposta imunolodgica, infecciosidade e transmissibilidade

parasitaria e aspectos fisiopatoldgicos.
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ANEXO 1
UNIVERSIDADE FEDERAL DA BAHIA

ESCOLA DE MEDICINA VETERINARIA E ZOOTECNIA
HOSPITAL-ESCOLA DE MEDICINA VETERINARIA

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

O presente termo tem o objetivo de informar ao (a) guardido (3) do animal quanto aos principais aspectos
relacionados ao atendimento clinico no projeto “Investigacao da ocorréncia de Leishmania sp. em felideos
domeésticos, silvestres ou exdticos em conservagao ex situ e in situ”, sob cujas regras o felideo serd avaliado
e tratado, complementando as informacgGes prestadas pelo (a) seu (sua) médico (a) veterinario (a) e pela
equipe de pesquisadores e médicos veterindrios pertencentes ao projeto, no Hospital-Escola de Medicina
Veterinaria da UFBA, a Equipe do Ambulatdrio de Leishmanioses Zoonéticas do LIVE-HOSPMEV-UFBA.

Eu, , nascidoem __/ / , portador
do RG/CPF , declaro que fui devidamente informado (a) sobre o
protocolo aplicado pela Equipe Atendimento LVC — HOSPMEV - UFBA, sendo o meu felideo de
nome , sexo , raca , idade ,
RG , submetido a triagem a partir da avaliacdo por meio de colheita de amostras de

sangue, urina, aspirado esplénico, medula dssea e linfonodos pertencente ao projeto intitulado “Estudos
Sistémicos para o Aprimoramento das Ag¢des de Prevengdo e Controle das Leishmanioses no Estado da
Bahia”. Parte das colheitas dessas amostras serdo mediante sedacdo, com o objetivo de tranquilizar o
animal para a execucdo dos procedimentos.

Declaro estar ciente de que tanto os procedimentos de colheita de amostras quanto os
medicamentos podem implicar riscos a saude do meu animal, sob a forma de reacdes adversas ou reacoes
idiossincrasicas (reacGes adversas ainda nao descritas no felideo) aos farmacos utilizados em qualquer
etapa do diagndstico ou tratamento, ou ainda de possibilidades de acidentes devido ao uso de
instrumentos perfurantes, associados ou ndo ao préprio estado de saude do felideo portador de infeccao.
Estou ciente de que embora todos os riscos sejam possiveis, os métodos previstos no protocolo sdo de
extrema importancia para o tratamento adequado do animal e para impedir a transmissdo da infeccao.
Todos os procedimentos serdo realizados por médicos veterindrios treinados, o que minimiza a
possibilidade de ocorréncias adversas.

Confirmo que recebi explicacbes, li, compreendo e concordo com tudo que me foi esclarecido e que
me foi concedida a oportunidade de anular, questionar, alterar qualquer espaco, paragrafo ou palavras
com as quais ndo concordasse. Tive a oportunidade de fazer perguntas que me foram respondidas
satisfatoriamente. Assim, tendo conhecimento, autorizo a realizagdo do procedimento proposto em meu
animal.

Muritiba/S&o Félix/Cachoeira/Simdes Filho/Camacari/Feira de Santana -BA, ___ de de

Assinatura guardido (a) do felino doméstico

Assinatura / CRMV
Responsavel da Equipe Atendimento LIVE — UFBA
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Universidade Federal da Bahia

Escola de Medicina Veterinaria e Zootecnia
Comissao de Etica no Uso de Animais

Av. Ademar de Barros, 500 - Ondina-40170-110 Salvador-BA

Fone: (071) 3283-6701/6702/6718
E-mail: escmev@ufba.br

CERTIFICADO

Certificamos que a proposta intitulada “Metabolismo, Diagnéstico e intervencao terapéutica na
Leishmaniose zoondtica naturalmente adquirida: Estudos clinicos, parasitolégicos,
imunoldgicos, de estresse oxidativo, farmacocinéticos e farmacodinamicos de drogas anti-
Leishmania e utilizadas em doengas concomitantes”, registrada com o n°® 13/2017, sob a
responsabilidade da Prof. Dr* Stella Maria Barrouin Melo, e que envolve a produgéo,
manutengdo ou utilizagdo de animais pertencentes ao filo Chordata, subfilo Vertebrata (exceto
humanos), para fins de pesquisa cientifica (ou ensino), encontra-se de acordo com os preceitos da
Lei n°® 11.794, de 8 de outubro de 2008, do Decreto n° 6.899, de 15 de julho de 2009, e com as
normas editadas pelo Conselho Nacional de Controle da Experimentacdo Animal (CONCEA), e foi
aprovada pela COMISSAO DE ETICA NO USO DE ANIMAIS (CEUA) da Escola de Medicina
Veterinaria da Universidade Federal da Bahia, em reunido de 22.05.2017.

Finalidade ( )lénsino/Treinmnent(; (X) Pe;dﬁisa cientifica
Vigéncia da autorizagdo 23/05/2017 & 13/05/2027
Espécie/linhagem/raga Canis familiaris (Cao), Feli catus (gato)
N° de aninais >6/grupo
Peso/Idade Caes >10 Kg / Nao informada
| Gatos >2 Kg / Nido informada
Sexo L v ey i ’
Origem Animais de companhia e domiciliados com seus responséveis, em area

endémica para LV.

Salvador, 22/05/2017.

; &x@?r 3

Prof. Claudio de Oliveira Romé&o
Coordenador CEUA/EMEVZ-UFBA
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ANEXO 3

Universidade Federal da Bahia
Hospital de Medicina Veterinaria
Laboratorio de Infectologia Veterinaria

FICHA PARA EXAME CLINICO

Identificacdo

Animal RG: N2 LIVE Tempo: Data:
Sexo:( )Macho( )Fémea Raca: Cor:
Peso: kg; Idade: Procedéncia: Domiciliado:

Exame clinico

Emagrecimento: ( )Sim ( ) Né&o
- Ganhode peso:( )Sim ( ) Nao
Ulceragdes na pele: ( ) Sim ( ) Nao
- Localizacdo: ( ) Focinho ( ) Orelha ( )Rabo ( ) Genital. Outros:
Vasculite: ( ) Sim ( ) Nao
Aspectos das unhas saudaveis: ( ) Sim ( ) Ndo
Descamacao furfuracea: ( )Sim ( ) Né&o
-( )Focal ( ) Generalizada Onde:
Alopecia: ( )Sim ( ) Nao.Onde:
-( )localizada ( ) Generalizada
-Alopecia periocular: ( )Sim ( ) Nao
Hiperqueratose: ( ) Sim ( ) N&o. Onde:
Crostas: ( )Sim ( ) N&o. Onde:
Linfonodos superficiais aumentados: ( ) Sim ( ) Ndo. Quais?
Baco palpavel: ( ) Sim ( ) Nao
Oftalmopatia: ( ) Sim ( ) Ndo. Quais:
Despigmentacdo no focinho: ( ) Sim ( ) Nao
Nodulos/Massa Subcutaneos: () Sim () Ndo
Edema:( )Sim ( ) Né&o
Mucosas: ( ) Hipo( ) Normo ( ) Hipercoradas
Neuropatia: ( )Sim ( ) Néo
Hematoquesia/Melena/Diarreia/Aquesia/Disquesia/Tenesmo: ( ) Sim ( ) Ndo
Apatia: ( )Sim ( ) Né&o
Febre: ( )Sim ( ) N&o.T®
Epistaxe: ( ) Sim ( ) Ndo
Normorexia ( ) Hiporexia/Anorexia( )
Vacinas A.R., Multipla: ( ) Sim ( ) Ndo. Qual? N. doses? Data?
FeLV?( )Sim ( ) N&o. Tratamento?( )Sim ( ) N&o. Quando?
FIV? ( )Sim ( ) Ndo. Tratamento?( )Sim ( ) N&o. Quando?
FC: bpm. FR: mpm. TPC: . Normohidratado: ( ) Sim ( ) Ndo
Medicag¢des em uso:
Outras infirmacgdes:
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Tabela 4 - Pardmetros hematoldgicos laboratoriais em T2 e T3 do gato 6 positivo para infeccdo por L. infantum por meio da cPCR e microscopia
direta em amostra de medula éssea oriundo do municipio de Sdo Félix, Bahia

Parametros VaJor_ Gato 6 T2 Gato 6 T3
Referéncia*
Eritrograma
Hemacias (x10°/uL) 5,0-10,0 6,51 7,02
Hemoglobina (g/dL) 8,0-15,0 8,3 8,5
Hematdcrito (%) 24 — 45 26,6 27,9
VGM (fL) 39,0 -55,0 41,0 39,8
CHGM (%) 30-36 31,2 30,4
Plaquetas (x10*/mm?®) 230 - 680 324 191.000%**
Hemaécias nucleadas 0 1
Proteinas totais (g/dL) 6,0-8,0 8,4 (1) 8,4 (1)
Reticulécitos (mm?) Regeneracdo acima 60.000 reticuldcitos agregados
Reticuldcitos agregados 19.530 49.140
Reticuldcitos agregados 13.020 21.060
Leucograma
Leucécitos (mm?) 5.500 - 19.500 6.900 17.300
Bastdes (mm?®) 0 - 300 0 0
Segmentados (mm?®) 2.500 - 12.500 2.553 6.920
Linfécitos (mm®) 1.500 - 7.000 4.278 9.515 (1)
Mondcitos (mm®) 0 - 800 69 173
Eosindfilos (mm®) 0-1.500 69 692
Basofilo (mm?) 0 Raros 0
Observagdes morfoldgicas Linfécitos reativos
Bioguimico
Proteinas totais (g/dL) 54-17,8 79() 8,8 (1)
Albumina (g/dL) 2,1-33 3,0 2,9
Globulinas (g/dL) 2,6-5,1 4,9 59 (1)
Ureia (g/dL) 42,8 - 64,2 46,0 53,0
Creatinina (g/dL) 08-1,8 15 1,3
ALT (U/L) 6-83 28,0 34,0
Fosfatase Alcalina (U/L) 25-93 65,0 109,0 (1)
GGT (U/L) 15-53 6,3 (1) 3,5

*Kaneko et al., 2008; Schalm et al., 2010. ** A contagem de plaquetas pode estar subestimada devido a presenca de agregados plaquetarios. ()
Valores abaixo da faixa da normalidade para a espécie. (1) Valores acima d da faixa da normalidade para a espécie.
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Tabela 5 - Pardmetros do sumario de urina e relagdo proteina/creatinina urinérias (UPC) do gato positivo para infecgéo por L.
infantum por meio da cPCR e microscopia direta em amostra de medula 6ssea oriundo do municipio de Sao Félix, Bahia

Parametros Gato 6
Fisico
Volume (mL) 10
Colheita Cistocentese
Aspecto Ligeiramente turvo
Cor Amarelo citrino
Densidade 1.040
Quimico
Proteinas Tracos
Glicose Negativo
Corpos cetdnicos Negativo
Bilirrubina Negativo
Urobilinogenio Normal
Sangue oculto Negativo
pH 6,0
Sedimentoscopia
Hemaécias Ausentes/Campo de grande aumento
Leucdcitos Ausentes/Campo de grande aumento
Células escamosas Raras/Campo de grande aumento
Bactérias +
Cilindros A+/Campo de pequeno aumento
Cristais Ausentes
Goticulas de gordura +
Relacéo proteina/creatinina urinérias (UPC)
Proteina urinaria (mg/dL) 36,7
Creatinina urinaria (mg/dL) 192,0
UPC (mg/dL) 0,19
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APENDICE 1 — Distribuicdo do nimero de gatos por casa nos diferentes municipios do

estado da Bahia.

Municipio Casa/Abrigo | Numero de Positivos Total de residéncias Total de gatos
gatos cPCR por municipio por municipio
Muritiba 1 15 2
Muritiba 2 2 1
Muritiba 3 2 0
Muritiba 4 1 0
Muritiba 5 1 0
Muritiba 6 1 0 11 27
Muritiba 7 1 0
Muritiba 8 1 0
Muritiba 9 1 0
Muritiba 10 1 0
Muritiba 11 1 0
Séo Félix 12 6 2
Séo Félix 13 1 0 2 !
Simdes Filho 14 6 0
Simdes Filho 15 1 0
Simdes Filho 16 1 0
Simoes Filho 17 1 0
Simdes Filho 18 1 0
Simdes Filho 19 1 0
Simdes Filho 20 1 0 12 17
Simdes Filho 21 1 0
Simdes Filho 22 1 0
Simdes Filho 23 1 0
Simdes Filho 24 1 0
Simdes Filho 25 1 0
Camacari 26/27 Abrigo 14 1
Camacari 28 10 1 3 29
Camacari 29 5 0
Feira de Santana 30 10 0 1 10
Total 30 90 7 30 90




92

APENDICE 2 — Fotodocumentacio das cPCRs padronizacdo para GAPDH, FIV e FeLV de
amostras de gatos.

600pb mmm)

T gee— ) qmmm 450pb

Padronizagdo da cPCR para deteccdo do gene endégeno GAPDH no
LIVE-UFBA. L. Ladder (Marcador de peso molecular 100pb). N.
Controle negativo. P. Controle positivo. 1. Amostra de sangue do gato
1. 2. Amostra de sangue do gato 2. 3. Amostra de sangue do gato 3.

4== 750pb
4= 650pb

Padronizagdo da cPCR para deteccdo do DNA pré-viral de FIV e FeLV
no LIVE-UFBA. L. Ladder (Marcador de peso molecular 100pb). N.
Controle negativo. P1. Controle positivo de FeLV. P2. Controle
positivo de FIV.
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APENDICE 3 — Fotodocumentagdo da padronizacido da cPCR para Mycoplasma sp.,

Mycoplasma haemofelis e Mycoplasma haemominutum de amostras de sangue de gatos.

== 618pb
600ph =) P

Padronizacdo da cPCR para deteccdo do DNA bacteriano de
Mycoplasma sp. no LIVE-UFBA. L. Ladder (Marcador de peso
molecular 100pb). N. Controle negativo. P. Controle positivo.

N P1 P2

600ph mmm) 4= 618pb

4= 301pb
€= 203pb

== 92pb

Padronizagdo da cPCR para identificacdo das espécies Mycoplasma
haemofelis e Mycoplasma haemominutum no LIVE-UFBA. L. Ladder
(Marcador de peso molecular 100pb). N. Controle negativo. P1.
Controle positivo M. haemominutum. P2. Controle positivo M.
haemofelis.
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APENDICE 4 — Fotodocumentacdo das amostras positivas para cPCR para Leishmania
infantum de amostras de medula déssea de gatos.

100pb m—p

cPCR para detecgdo KDNA da Leishmania infantum no LIVE-UFBA.
L. Ladder (Marcador de peso molecular 50pb). N. Controle negativo. P.
Controle positivo. 1. Amostra de medula 6ssea do gato 1. 2. Amostra de
medula 6ssea do gato 2. 3. Amostra de medula 6ssea do gato 3. 4.
Amostra de medula 6ssea do gato 4. 5. Amostra de medula 6ssea do
gato 5. 6. Amostra de medula 6ssea do gato 6. 7. Amostra de medula
Ossea do gato 7.

4= 145pb
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APENDICE 5 — Fotodocumentagdo das amostras positivas para cPCR para FIV e FeLV de
amostras de sangue de gatos.

== 750pb
500pb =)

CcPCR para deteccdo do DNA pré-viral de FIV no LIVE-UFBA. L.
Ladder (Marcador de peso molecular 1Kb). N. Controle negativo. P.
Controle positivo. 1. Amostra de sangue do gato 35. 2. Amostra de

sangue do gato 41.
LNP 2 L N P 3 4
4=m= 650pb

cPCR para deteccdo do DNA proé-viral de FeLV no LIVE-UFBA. L.
Ladder (Marcador de peso molecular 1kb). N. Controle negativo. P.
Controle positivo. 1. Amostra de sangue do gato 3. 2. Amostra de
sangue do gato 41. 3. Amostra de sangue do gato 56. 4. Amostra de
sangue do gato 63.

500pb m==—m)
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APENDICE 6 — Fotodocumentag&o das amostras positivas para cPCR para Mycoplasma sp.,
Mycoplasma haemofelis e Mycoplasma haemominutum de amostras de sangue de gatos.

L NP1LP21 2 3

=

== 618pb

== 301pb
203pb
92pb

L NP1 7 8 9 101112 13 14

cPCR para identificacdo das espécies Mycoplasma haemofelis e
Mycoplasma haemominutum no LIVE-UFBA. L. Ladder (Marcador de
peso molecular 100pb). N. Controle negativo. P1. Controle positivo M.
haemominutum. P2. Controle positivo M. haemofelis. 3, 4, 5. Amostras
de sangue de gato positivas para M. haemofelis. 1, 2, 4,5, 6, 7, 8, 9, 10,
11, 12, 13, 14. Amostras de sangue de gato positivas para M.
haemominutum. 5, 14. Amostras de sangue de gato positivas para M.
haemofelis e M. haemominutum.
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APENDICE 7 — Confirmag#o da submisso do artigo intitulado “Feline leishmaniasis caused
by Leishmania infantum: parasite sequencing, seropositivity and clinical characterization in
an endemic area in Brazil” para a revista Veterinary Parasitology.

De: "VETPAR" <em@editorialmanager.com>

Para: "Stella Maria Barrouin-Melo" <barrouin@ufba.br>
Enviadas: Sexta-feira, 5 de marco de 2021 18:08:27

Assunto: Submission Confirmation for Veterinary Parasitology

Title: Feline leishmaniasis caused by Leishmania infantum: parasite sequencing,
seropositivity and clinical characterization in an endemic area in Brazil
Article type: Original research paper

Dear Professor Barrouin-Melo,

Your submission has been received by the journal
Veterinary Parasitology.

You will be able to check on the progress of your paper by logging onto the Editorial
Managers as an Author using the following information:

https://www.editorialmanager.com/vetpar/

Your username is: barrouin@ufba.br

If you need to retrieve password details, please go

to: https://www.editorialmanager.com/vetpar/l.asp?i=169979&|=BS3W5H7M.

Your manuscript will be given a reference number once an Editor has been assigned.
Thank you for submitting your work to this journal.
Kind regards,

Editorial Office Staff

Veterinary Parasitology
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For further assistance, please visit our customer support site

at http://help.elsevier.com/app/answers/list/p/7923. Here you can search for solutions on a
range of topics, find answers to frequently asked questions and learn more about EM via
interactive tutorials. You will also find our 24/7 support contact details should you need any
further assistance from one of our customer support representatives.

In compliance with data protection regulations, you may request that we remove your
personal registration details at any time. (Use the following

URL: https://www.editorialmanager.com/vetpar/login.asp?a=r). Please contact the publication
office if you have any questions.
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