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RESUMO: A leptospirose ainda é pouco elucidada em gatos e o papel da espécie
na epidemiologia da doenca é indeterminado. Os dados sobre a doenga clinica nos
mesmos Sao raros, no entanto, a resposta com anticorpos especificos apos
infeccdo é comprovada e apresenta valores de prevaléncia variando de 5,6 a 33%.
Apesar da maior resisténcia da espécie, ndo se deve ignorar a possibilidade de
transmissdo, pois é comprovado que apoOs infeccdo ou doenca pode ocorrer
eliminacdo do patégeno na urina. Neste estudo objetivou-se detectar leptospiraria
por reacao em cadeia da polimerase (PCR) e anticorpos contra L. interrogans com o
uso de soroaglutinagdo microscépica (SAM) em gatos expostos a fatores
associados a infeccdo na regidao metropolitana de Curitiba/PR. Foram coletadas
amostras de sangue e urina de 65 gatos (13 de Sédo José dos Pinhais e 52 de
Pinhais), no periodo de agosto a novembro de 2016. Ao todo, trés animais (4,6%)
foram soropositivos para o sorovar Pomona, com titulos variando de 200 a 400. Das
65 amostras de urina, uma (1,53%) foi positiva na PCR. Sendo assim, podemos
concluir que gatos da regido metropolitana de Curitiba/PR expostos a fatores
associados a infeccdo estdo sucetiveis a se contaminarem com Leptospira spp. e
podem apresentar leptospiruria.
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ABSTRACT: Leptospirosis is still poorly known in cats and the role of the specie in
the disease epidemiology is indeterminate. Clinical disease descriptions are rare,
although cats may produce response with specific antibodies after infection.
Serological studies have showed a varying prevalence from 6.96 to 26.7%. Despite
the specie’s larger resistance, the transmission possibility should not be ignored
since is confirmed that after infection or disease the pathogen can be eliminated in
the urine. The study’s objective was to detect leptospiruria by polymerase chain
reaction (PCR) and anti-Leptospira spp. Antibodies by microscopic agglutination test
(MAT) in cats exposed to infection association factors in the metropolitan zone of
Curitiba / PR. Blood and urine samples were collected from 65 cats (13 from Sao
José dos Pinhais and 52 from Pinhais) from august to november 2016(th). Three
animals (4.6%) were seropositive for the Pomona serovar, with titles ranging from
200 to 400. Of all the 65 samples collected, one (1.53%) was PCR positive. As a
result, we can conclude that cats from the metropolitan area of Curitiba/PR exposed
to infection associated factors are susceptible to contamination with Leptospira spp.
and may show leptospiruria.
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INTRODUCAO

A leptospirose é um problema de
saude publica de importancia mundial e
afeta grande parte dos mamiferos,
incluindo o homem (Bharti et al., 2003).
E considerada uma doenca sistémica
em seres humanos e em diversos
animais, com uma quantidade variada
de sinais, dentre eles: febre,
insuficiéncia renal e hepatica, alteracbes
pulmonares e alteragbes reprodutivas.
Muitos casos podem ser subclinicos e
geralmente associados a sorovares
adaptados aos hospedeiros (André-
Fontaine, 2006). ApOs recuperacdo da
doenca clinica alguns animais podem
tornar-se portadores assintomaticos, e
contaminarem o0 ambiente por longos
periodos com eliminagcdo de leptospiras
pela urina (Adler e Moctezuma, 2010). A
grande quantidade de espécies capazes
de albergar e eliminar a bactéria
assegura a persisténcia do agente no
ambiente e também o elevado potencial
de infeccao (Markovich et al., 2012).

Por muito tempo acreditou-
se que 0s gatos possuiam resisténcia a
infeccdo, producdo de doenca clinica ou
resposta com anticorpos especificos. No
entanto, estudos soroldégicos
demonstram valores de prevaléncia
variando de 5,6 a 33% e diversos
sorogrupos sao relatados. Ha& também
relato de sinais clinicos de polidria e
polidpsia entre 0s animais positivos
(Lévesque et al.,, 1995; Agunloye e
Nash, 1996; Millan et al., 2009; Lapointe
et al.,, 2013). Em um relato de caso, a
clinica do paciente foi comparada a
clinica subaguda do cdo com
leptospirose (Beaudu-Lange e Lange,
2014).

Os felinos sao cada vez
mais frequentes nos domicilios e
geralmente possuem estreita relagcéo
humano-animal, fatos que corroboram
para um possivel aumento no risco de
ocorréncia de zoonoses no nucleo

familiar, principalmente em animais
portadores assintomaticos. Apesar da
maior resisténcia da espécie, ndo se
deve ignorar a possibilidade de
transmissao, pois € comprovado que
apos infeccdo ou doenca pode ocorrer
eliminacdo do patdégeno na urina
(Arbour et al.,, 2012; Fenimore et al.,
2012; Chan et al., 2014; Rodriguez et
al., 2014; Pol, 2016). Ainda ndo ha
informacbes sobre a ocorréncia de
leptospiras em gatos na regiao
metropolitana de Curitiba/PR. Neste
estudo objetivou-se detectar
leptospiraria por reacdo em cadeia da
polimerase (PCR) e anticorpos contra L.
interrogans com o] uso de
soroaglutinagdo microscopica (SAM) em
gatos expostos a fatores associados a
infeccao.

MATERIAL E METODOS

Animais

Gatos provenientes de
campanhas de castracdo realizadas em
associacdo do Hospital Veterinario da
UFPR com os municipios de Pinhais e
Sao José dos Pinhais, no periodo de
agosto a novembro de 2016. Os critérios
de inclusdo e fatores associados a
infeccdo foram: "livre acesso a rua" ou
"periodo de vida livre" e/ou "contato
prévio com roedores". E como critério de
exclusao "tratamento ha menos de 3
meses com doxiciclina". Esses critérios
foram determinados com base em
revisdo bibliografica feita sobre o
assunto.

Questionarios

Com o objetivo de avaliar fatores
associados a infeccao e possiveis sinais
clinicos, foram aplicados questionarios
aos responsaveis pelos animais. As
informagbes obtidas foram: idade,
género, tratamentos realizados ha
menos de 1 ano, historico clinico, sinais
clinicos atuais, numero de contactantes,
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histoérico de resgate ou adogdo, acesso
livre a éarea externa, contato com
roedores, habito de caca em geral,
contato com animais silvestres ou de
producdo, saneamento basico na regido
da habitacdo e risco de alagamento ou
presenca de rios. Os responsaveis
também assinaram termo de
consentimento para participagdo na
pesquisa.

Amostras

Como o0s animais ja seriam
anestesiados para o0 procedimento
cirirgico de castracdo, as amostras de
sangue e urina foram coletadas
somente apls sedacdo, com o intuito de
evitar estresse pela contencdo e manejo
desnecessario. A amostra de sangue (1
a 2 mL) foi coletada da veia jugular e
armazenada em tubos sem
anticoagulante.  Foi  posteriormente
centrifugada a 600 rpm por 15 minutos
para obtencdo do soro. O soro foi
separado e armazenado a temperatura
de -20°C para posterior analise
sorolégica.

As amostras de urina foram
coletadas por cistocentese (2 a 10 mL).
Imediatamente ap0és a coleta, a urina foi
fracionada em duas aliquotas, sendo a
primeira armazenada em tubo falcon
com adicdo imediata de tamp&o fosfato
salino (PBS) na proporcdo de 1 PBS:
2,5 wurina (v/v) com objetivo de
neutralizacdo da mesma para posterior
extracdo de DNA. A segunda aliquota
foi armazenada em tubo coletor
universal para posterior refratometria e
analise quimica (Tira reagente de
urinalise  ComburTestRoche®). As
amostras foram mantidas refrigeradas a
4°C até os processos de extracdo e
urinalise (maximo 4 horas).

Sorologia (SAM)

Os soros foram encaminhados ao
Centro de Diagnostico Marcos Enrietti
para a realizacdo do método de
soroaglutinagdo microscopica (SAM).

Foram consideradas positivas as
amostras com titulos maiores ou iguais
a 100. Os sorovares testados foram:
Autumnalis, Bratislava, Canicola,
Castellonis, Copenhageni, Cypnopteri,

Grippotyphosa, Hardjo,
Icterohaemorrhagiae, Pomona e
Pyrogenes.

Previamente aos testes, o0s
antigenos foram examinados ao

microscépio de campo escuro com O
objetivo de verificar a sua mobilidade, a
presenca de auto aglutinacdo ou de
contaminantes. Os soros foram triados
na diluichio de 1:50, e aqueles que
apresentaram 50% ou mais de
aglutinacdo foram titulados com uma
série de diluicbes geométricas de razéo
dois. O titulo do soro foi a reciproca da
maior diluicdo que apresentou resultado
positivo.

Extracdo de DNA

Para a extracdo de DNA das
amostras de wurina foi utlizado um
protocolo modificado (Lucchesi et al.,
2004). O mesmo foi previamente
testado com urina de gato sabidamente
negativa e contaminagao com
guantidades conhecidas de Leptospira
spp. nas concentracdes de 10° até 107
leptospiras/mL de urina. A sensibilidade
do  procedimento foi de 104
leptospiras/mL ou 5 coOpias/reacdo com
extracOes realizadas até 4 horas apos
coleta e contaminacéao.

As amostras de urina,
previamente neutralizadas com PBS,
foram fracionadas em duas aliquotas de
1,5 mL e entdo passaram por incubacao
a 37°C durante 10 minutos. Foi entdo
realizada centrifugacdo a 3000 rpm
durante 15 minutos, os sobrenadantes
de cada amostra foram preservados e
foram desprezados os pellets formados.
Os sobrenadantes foram  entdo
centrifugados a 13000 rpm durante 20
minutos, apods isso foram descartados
0Ss sobrenadantes e preservados o0s
pellets. Foi adicionado 1 mL de PBS a
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cada aliquota  com a devida
homogeneizacéo, e feita nova
centrifugacéo a 13000 rpm com duracgéo

de 20 minutos. Novamente foram
descartados o0s sobrenadantes e
preservados o0s pellets com nova

diluicdo com PBS na quantidade de 100
pl. As amostras foram incubadas a 94°C
durante 10 minutos e ao fim do
processo foram armazenadas a -20°C
para posterior analise molecular.

PCR

Os primers wusados foram:
LIPL3245Fw (5-AAG CAT TAC CGC
TTG TGG TG-3') e LIPL32286Rv (5'-
GAA CTC CCA TTT CAG CGA TT-3))
dirigidos ao gene LipL32 (242pb). A
reacdo de PCR foi realizada com uma
mistura total de reagcdo de 25 i
contendo: 5 pl da amostra, 1x PCR
buffer (Invitrogen, Life Technologies,
Sé&o Paulo, Brasil), 1,5 mM de MgClz,
0,2 pM de cada desoxinucleotideo
trifosfato (dATP, DCTP, dGTP, dTTP),
1,0 U de Tag DNA polimerase
(Recombinant® Tag DNA Polymerase,
Invitrogen) e 0,2 uM de cada primer.

A PCR foi realizada utilizando o
termociclador (SimpliAmp TM Thermal
Cycler, Applied Biosystems, Califérnia,
EUA). O protocolo de amplificacdo
consistiu em 3 minutos a 94°C para
desnaturacdo inicial, 35 ciclos de
amplificacdo (desnaturacdo a 94°C
durante 45 segundos, anelamento a
52°C durante 45 segundos e extensao a
72°C durante 45 segundos) e extensao
final de 5 minutos a 72°C. Cada reacgao
incluiu um controle negativo (agua
ultrapura), controle negativo da extragao
de DNA e um controle positivo (DNA
extraido de culturas de leptospiras). Os
produtos foram submetidos a
eletroforese em gel de agarose a 1,5%
durante 1 hora a 100V, seguido por
coloragdo com brometo de etidio (0,5
pMg/mL de tampao TBE). A visualizagao
e a fotografia das bandas dos produtos
de tamanho esperado foram realizadas

sob luz ultravioleta (L-PIX-HE®, Loccus
Biotecnologia, S&o Paulo, Brasil)
utilizando o software L-PIX-IMAGE®
(Loccus Biotecnologia, Sao Paulo,
Brasil).

Sensibilidade dos primers

Foi utilizada uma cultura fresca
de Leptospira interrogans s. Canicola
para criar uma diluicdo seriada de 1x108
até 1x10! leptospiras/mL em solucéo
estéril de PBS. O DNA dessas amostras
foi extraido com a incubacdo das
mesmas por 10 minutos a 94°C e a PCR
foi realizada seguindo as mesmas
condicdes das demais amostras. O par
de primers mostrou sensibilidade de
reconhecer até 1x1032 leptospiras/mL ou
5 copias/reacao.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Foram avaliados, no total, 65
gatos, sendo 3 (4,6%) soropositivos
(Tabela 1). Dos 52 gatos (27 machos e
25 fémeas) examinados provenientes do
municipio de Pinhais, um (1,9%) foi
soropositivo para a o sorovar Pomona
com titulo 100. No municipio de Sao
José dos Pinhais, dos 13 animais
coletados (6 machos e 7 fémeas), dois
(15,4%) foram positivos para o sorovar
Pomona com titulos 200 e 400. Outros
estudos em gatos também demonstram
titulos de anticorpos baixos, variando de
100 até 400 (Lapointe et al., 2013,
Azo6car-Aedo et al., 2014; Brasil et al.,
2014; Chan et al., 2014; Rodriguez et
al., 2014; Garoussi et al., 2015). A razéo
para os valores baixos permanece
desconhecida, alguns autores sugerem
gue isSsO possa ocorrer por uma
resposta imune rapida, seguida de
rapido declinio no titulo (Shophet e
Marshall, 1980) ou pela necessidade de
baixos titulos de anticorpos para
controlar a infeccdo (Rodriguez et al.,
2014). Ha ainda a hipotese de que os
sorovares que afetam os gatos podem
ndo ser descritos até o momento ou
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serem diferentes dos habitualmente
testados para cdes e humanos, sendo
assim, a prevaléncia dos estudos estaria
correlacionada a reaclOes cruzadas
entre os sorovares (Markovich et al.,
2012).

O sorovar Pomona encontrado
nos trés animais positivos foi relatado
também como o mais comum em alguns
estudos em gatos, como em Patos,
PB/Brasil (Brasil et al., 2014), em
Montreal/Canada (Rodriguez et al.,
2014) e no relato de 3 casos clinicos de
leptospirose em gatos também em
Montreal/Canada (Arbour et al., 2012). E
também um dos trés sorovares mais
comuns em outros estudos sorologicos
em gatos (Jamshidi et al., 2009; Sonja
et al., 2014; Garoussi et al., 2015). Esse
sorovar € geralmente encontrado em
suinos, considerados reservatorios
primarios do mesmo (Faine et al., 1999).
No entanto, no presente estudo, nas
analises feitas com o0 wuso dos
guestionarios ndo foi relatado nenhum
contato dos gatos positivos com essa
espécie animal. Sendo assim, esse
achado pode representar reacodes
cruzadas com outros sorovares nao
testados ou contato direto ou indireto
com alguma outra espécie animal.

Com base nos questionarios dos
trés animais o0s possiveis fatores
associados a infeccdo podem ser:
habito de caca geral, contato com
roedores, acesso a rua e coabitar com
outros gatos e caes. Um dos animais
possuia outros possiveis fatores
associados a infecgdo, tais como:
contato com  animais  silvestres
(gambés), contato com animais de
producdo (bovinos), habitar em local
sem saneamento basico e possibilidade
de alagamento da regido da habitacéo
em épocas de chuva (Tabela 1).

Tabela 1 — Dados e possiveis fatores associados a infecgao dos gatos positivos na
sorologia (SAM) e reagdo em cadeia da polimerase (PCR).

Animal 1 Animal 2 Animal 3

Sexo Fémea Macho Macho

Idade 2 anos 8 meses 3 anos

. Séo José Sio Jose P

Origem dos Pinhais | dos Pinhais Pinhais
Pomona Pomona Pomona

200 400 100

Positivo Negativo Negativo

SAM
PCR urina

Acesso a rua Sim Sim Sim
Habito de caga Sim Sim Sim
Contato com roedores Sim Sim Né&o
Contato com animais Sim = ~
silvestres (Gambas) Nao Nao
Contato com animais de Sim = ~
produgéo (Bovinos) Nao Ndo
B Caes (7) Cées (9) -
Coabitantes Gatos (2) Galos (9) Cao (1)
1ento basico na regido Nao Sim Sim
Possibilidade de alagamento sim N3o N3o

na regido

Segundo a literatura a
contaminagcdo em  gatos  ocorre
possivelmente através da captura de
roedores previamente contaminados
(Hartmann et al., 2013) ou através da
urina contaminada advinda de animais
selvagens ou cdes  coabitantes
(Langston & Heuter, 2003). A infeccao
pode ocorrer ndo sO pela ingestdo de
material contaminado, mas também
através de contato com éareas lesadas
da pele (Sonja et al., 2014). Os fatores
associados a infeccdo em gatos mais
comumente relatados s&o: habito de
caca geral, coabitantes de outro gato e
acesso a rua (Bryson e Ellis, 1976;
Arbour et al., 2012; Beaudu-Lange e
Lange, 2014; Rodriguez et al., 2014). O
ambiente parece também ter influéncia
na infeccdo, esse fator é relatado para
gatos que vivem em areas inundadas
(Azbcar-Aedo et al., 2014), areas com
criacdo de bovinos (Garoussi et al.,
2015) e areas com criacdo de suinos
(Brasil et al., 2014).

A pesquisa de anticorpos pela
técnica de SAM é considerada prova
padrdo ouro pela Organizacdo Mundial
de Saude, porém faz se necessaria a
relacdo desses resultados com a
pesquisa de DNA bacteriano em
amostras de urina, para avaliacdo do
estado de portador renal desses animais
(Greene et al., 2012; Mittestainer et al.,
2015). Além disso, em cées € relatada a
ocorréncia de animais que apresentam
leptospiraria com resultados negativos
na SAM, sendo assim uma falha da
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técnica na identificacdo de possiveis
portadores renais (Harkin et al., 2003).
Em gatos isso pode ser visto também
em um estudo em que 50 animais
apresentaram leptospiriria na PCR,
mas tinham resultados negativos na
SAM (Chan et al., 2014). Desta forma
foram avaliadas pela técnica de PCR
todas as urinas coletadas dos 65
animais, sendo uma positiva,
proveniente das coletas realizadas no
municipio de Sao José dos Pinhais.
Nesse caso 0 animal apresentava
também sorologia positiva com titulo
200 para o sorovar Pomona (Tabela 1).
Outros estudos também demonstraram
leptospirdria em gatos e com iSsSO 0S
caracterizaram como  reservatorios
(Arbour et al., 2012; Chan et al., 2014,
Fenimore et al., 2012; Rodriguez et al.,
2014). Entretanto, o risco exato de
contaminacdo de outros mamiferos,
incluindo os seres humanos, a partir de
gatos infectados ainda € desconhecido
(Schuller et al., 2015).

A responsavel pelo gato com
leptospirdria negou doengas anteriores
e sinais clinicos. Porém, apos
procedimento  cirGrgico 0o animal
apresentou quadro de desidratacdo e
hipotermia (34°C), necessitando de
ressuscitacao volémica para
recuperacdo poés-anestésica. O exame
da urina, coletada antes do
procedimento cirargico e da
fluidoterapia, teve como resultados:
densidade urinéria 1,024, pH 8 e sem
demais alteracbes. Esses dados de
desidratacdo apds privacdo hidrica
(ejum  pré-cirdrgico) com  baixa
densidade urinaria sugerem possivel
alteracao renal, que corrobora com
dados encontrados na literatura, como
na compilacdo de trés casos de
leptospirose em gatos, no qual os
animais apresentaram diferentes
estagios de doenca renal, sem nenhum
sinal de doenca hepatica (Arbour et al.,
2012). Outro estudo verificou diferenca
significativa entre o0s  resultados

soroldgicos de um grupo de gatos com
doenca renal e outro considerado
saudavel, sugerindo que a infecgdo por
L. interrogans pode ser uma causa
subdiagnosticada da doenca renal
aguda ou crbnica na espécie (Rodriguez
et al., 2014).

Por muito tempo o gato néo foi
considerado alvo importante de controle
em medidas publicas de saude para a
leptospirose, esse talvez tenha sido um
ponto falho no controle da mesma e no
atraso das pesquisas com esses
animais. A hipotese de resisténcia a
infeccdo por Leptospira spp. nessa
espécie deve ser definitivamente
esquecida para que se volte mais
atencdo ao estudo dessa enfermidade
na espécie. Somente assim o papel dos
gatos na epidemiologia sera melhor
compreendido, o que possibilitard na
implantacdo de medidas publicas de
salde para a reducdo do possivel risco
zoonotico e melhor controle da doenca
na populagdo humana e animal.
Salientamos ainda a necessidade de
mais estudos que elucidem a doenca
clinica em gatos para que medidas de
prevencdo e terapéutica possam ser
instituidas para a espécie.

CONCLUSAO

Gatos da regido metropolitana de
Curitiba/PR estéo suscetiveis a infec¢ao
por Leptospira spp. e podem apresentar
leptospirtria. Sendo assim, o papel de
gatos como fonte de infeccdo ambiental
ou de outros animais provavelmente
esta sendo subestimado. E
possivelmente também o papel do
agente como causador de alteracdes
renais nessa especie.
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