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RESUMO

A presente dissertacdo esta dividida em trés capitulos. O primeiro é composto
de uma revisao bibliografica que apresenta ao leitor a problematica do gato como
portador de leptospiras e sua possivel influéncia na manutencdo ambiental do
agente. E discutida também a possibilidade de a mesma ser causadora de lesées
renais na espécie. O segundo capitulo apresenta 3 métodos para a preservacao
de Leptospira spp. em urina de gato para uma eficiente extragdo de DNA e
amplificac@o por PCR. E por fim, o terceiro capitulo apresenta estudo realizado
com gatos expostos a fatores associados a infeccdo por leptospiras,
provenientes da regido metropolitana de Curitiba/PR. Foi objetivo desse estudo
detectar leptospiruria por reacdo em cadeia da polimerase (PCR) e anticorpos
contra L. interrogans com o uso de soroaglutinacdo microscopica (SAM). Como
conclusdo do estudo temos que 0os mesmos estdo suscetiveis a infeccédo por
Leptospira spp. e podem apresentar leptospiruria.

Palavras chave: felinos; leptospiruria; saude publica; zoonose



ABSTRACT

This study was divided into three distinct chapters. The first one is a bibliographic
review that presents the cat as a leptospires carrier to the reader and its influence
on the environmental maintenance of the agent. The possibility of renal lesions
in the specie caused by leptospiral infection is also been discussed. The second
chapter introduces three methods to preserve Leptospira spp. in cat urine for
efficient DNA extraction and PCR amplification. Finally, the third chapter presents
a study with cats exposed to infection associated factors in the metropolitan
region of Curitiba/PR. The main goal in this study was to detect leptospiruria by
polymerase chain reaction (PCR) and antibodies against L. interrogans by using
microscopic agglutination test (MAT). As a result, we can conclude that cats are
susceptible to be contaminated by Leptospira spp. and may show leptospiruria.

Key words: cats; leptospiruria; public health; zoonosis
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INTRODUCAO

A leptospirose é causada por uma bactéria da espécie Leptospira
interrogans, considerada patogénica dentro do género Leptospira (Faine et al.,
1999). 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 infeccado (Markovich et al., 2012). Diversas espécies de mamiferos
ja foram descritas como portadoras e/ou sucessiveis a doenca clinica, mas o
papel de gatos na epidemiologia da doenca, como também a afeccéo clinica nos
mesmos, ainda sao pouco descritos e elucidados (Schuller et al., 2015). Isso
possivelmente se deve a crenca de que gatos eram resistentes a infeccédo devido
a caca de roedores, 0 que causou um grande atraso nas pesquisas com a
espécie. Visando apresentar os estudos realizados com gatos, o primeiro
capitulo dessa dissertacdo apresenta uma revisao bibliografica sobre o tema. O
segundo capitulo apresenta um estudo comparando técnicas para a extracdo de
DNA de amostras de urina de gato visando tornar possivel a utilizacdo da técnica
in-house para pesquisa de leptospirlria na espécie. E por fim, o capitulo que
segue apresenta estudo realizado com o objetivo de detectar leptospiraria por
reacdo em cadeia da polimerase (PCR) e anticorpos contra L. interrogans com
0 uso de soroaglutinacdo microscopica (SAM) em gatos expostos a fatores
associados a infeccdo na regido metropolitana de Curitiba/PR.
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1 Leptospira spp. EM GATOS: ESTAMOS SUBESTIMANDO SUA
IMPORTANCIA?

Leptospira spp. in cats: are we underestimating its importance?

RESUMO

A leptospirose € um problema de saude publica de importancia mundial, afeta
grande parte dos mamiferos, incluindo o homem. E uma doenca ainda pouco
elucidada em gatos e o papel da espécie na epidemiologia da doenca €
indeterminado. Sdo raros os dados sobre a doenca clinica, no entanto, os gatos
podem produzir resposta com anticorpos especificos apos infec¢do. Estudos
sorologicos demonstram valores de prevaléncia variando de 5,6 a 33% com
descricado de diversos sorovares. Ainda ndo é possivel definir a funcao exata da
leptospira na lesé@o renal em gatos, porém estudos mais recentes demonstraram
possivel relacdo entre leptospiriria e lesbes renais agudas ou crénicas.
Considerando que a doenca renal € de ocorréncia comum nos mesmos, a
leptospirose pode ser uma causa subdiagnosticada na espécie. Diversos
estudos caracterizaram 0s gatos como possiveis reservatorios da bactéria ao
demonstrarem leptospirdria apés infeccdo natural. Entretanto, o risco exato de
contaminacdo de outros mamiferos, incluindo os seres humanos, a partir de
gatos infectados ainda é desconhecido. Mais estudos sobre os sorovares
envolvidos na infec¢éo, formas de contaminacéo e de disseminacao do patdégeno
sdo de grande valia no desenvolvimento de estratégias de controle da doenca
na populagdo humana e animal. Esses mesmos estudos podem também auxiliar
na elucidacdo da patogenia da bactéria e dar base médica para o tratamento da
leptospirose em gatos.

Palavras-chaves: leptospirose; leptospiraria; saude publica; zoonose
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ABSTRACT

Leptospirosis is a public health problem of global significance, affecting
mammals, including man. It is a poorly understood disease in cats and their
participation in the epidemiology of the disease is undetermined. There are few
data of the clinical disease, however, cats can produce specific antibody after
infection. Serological studies showed prevalence values ranging from 6.96 to
26.7% and reported several serovars. The exact function of leptospira in kidney
damage in cats is still not be defined, but recent studies have shown a possible
relationship between leptospiruria and acute or chronic renal injury. Considering
the kidney disease a common occurrence in cats, leptospirosis can be a
underdiagnosed cause. Several studies have characterized the cats as possible
reservoirs of bacteria, by demonstration of leptospiruria after natural infection.
However, the exact risk of contamination of other mammals from infected cats,
including humans, is unknown. More studies on the serovars involved in the
infection, ways of contamination and propagation of the pathogen are of great
value in the development of disease control strategies in the human and animal
population. These same studies can also help to elucidate the pathogenesis of
the bacteria in this species, and give medical basis for the treatment of these
patients.

Key words: leptospirosis; leptospiruria; public health; zoonosis

INTRODUCAO
A leptospirose é um problema de salde publica de importancia mundial,
afeta grande parte dos mamiferos, incluindo o homem (Bharti et al., 2003). A

grande quantidade de espécies capazes de albergar e eliminar a bactéria
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assegura a persisténcia do agente no ambiente e também o elevado potencial
de infeccdo (Markovich et al., 2012). E uma doenca ainda pouco elucidada em
gatos e o papel da espécie na epidemiologia da doenca ainda é indeterminado
(Arbour et al., 2012).

Por muito tempo foi relatada certa resisténcia dos gatos a infeccéo e
producdo de doenca clinica. Ainda ndo é possivel definir a funcdo exata da
leptospira na leséo renal em gatos, porém estudos mais recentes demonstraram
possivel relacdo entre leptospiriria e lesbes renais agudas ou crénicas.
Considerando que a doenca renal € de ocorréncia comum nos mesmos, a
leptospirose pode ser uma importante causa subdiagnosticada. (Rodriguez et al.,
2014).

A importancia dos gatos como transmissores da doenca ainda nao foi bem
elucidada, porém foi possivel demonstrar a leptospiruria apos infec¢ao natural e
com isso caracterizar os gatos também como reservatorios da bactéria (Arbour

et al., 2012; Fenimore et al., 2012; Chan et al., 2014; Rodriguez et al., 2014)

LEPTOSPIROSE

A leptospirose € causada por uma bactéria da espécie Leptospira
interrogans (classificacdo soroldgica), considerada patogénica dentro do género
Leptospira. Além da classificacdo de espécie, essas bactérias sédo subdividas em
sorovares. Quando o diagndstico é soroldgico esses organismos podem ainda
ser classificados em sorogrupos por semelhangcas antigénicas. Essa
classificacdo néo é considerada taxondmica, porém € de grande utilidade para o

acompanhamento epidemiolégico da doenca. Sdo descritos mais de 250

sorovares e 29 sorogrupos antigenicamente relacionados (Greene et al., 2012).
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A leptospirose considerada uma doenca sistémica em seres humanos e
animais, possui uma quantidade variada de sinais, dentre eles: febre,
insuficiéncia renal e hepatica, alterac6es pulmonares e alteracdes reprodutivas.
Muitos casos sdo subclinicos e geralmente associados a sorovares adaptados
ao hospedeiros (André-Fontaine, 2006). Apos recuperacdo da doenca clinica
alguns animais podem tornar-se portadores assintomaticos, e contaminarem o
ambiente por longos periodos com eliminacéo de leptospiras pela urina. Outros
podem ainda se tornar portadores assintomaticos, ou seja, possuem a bactéria
em seus rins e a eliminam sem produzir doenca clinica, sendo também

importante fontes de infecgcdo ambiental (Adler & Moctezuma, 2010).

LEPTOSPIROSE EM GATOS

Por muito tempo acreditou-se que 0s gatos possuiam certa resisténcia a
infeccdo, producédo de doenca clinica ou resposta com anticorpos especificos.
Atualmente relatos sobre a doenca clinica sdo raros, mas ha diversos estudos
sorologicos. Esses demonstram valores de prevaléncia variando de 5,6 a 33% e
diversos sorogrupos sao relatados. Em Patos (Brasil) o mais encontrado foi o
Pomona, relacionado a infeccdo em suinos, que na regido tem livre acesso a
areas urbanas e rurais e possivel contato com os gatos do estudo (Brasil et al.,
2014). Em Taiwan (China), regido endémica de leptospirose, o sorogrupo mais
encontrado entre os gatos foi o Shermani, na regido esse é considerado o mais
comum causador de infeccdo em roedores, bovinos, suinos, cdes e humanos
(Chan et al.,, 2014). Em Quebec (Canadd) foi relatada maior ocorréncia do
sorogrupo presente na infeccéo de cées e ratos da regido, o Bratislava (Lapointe

et al., 2013). Em Munique (Alemanha) o sorovar Icterohaemorrhagiae foi o mais
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encontrado e correlacionado com a infeccdo em ratos, sugerindo assim uma
possivel fonte de infeccdo para estes gatos (Weis et al., 2016). A diferenca na
distribuicdo dos sorogrupos em diferentes regides pode ser resultado de fatores
ambientais e de maior ou menor contato do animal com diferentes espécies
animais.

Atualmente alguns relatos de doenca clinica em felinos sdo encontrados
na literatura. Em um relato de caso a clinica do paciente foi comparada a clinica
subaguda do cdo com leptospirose. Nesse, testes sorologicos e de PCR do
sangue foram positivos para L. interrogans. ApoOs tratamento o paciente
demonstrou melhora clinica e soroconverséao. Estes autores sugerem que testes
para leptospirose devem ser incluidos nos diferenciais para pacientes com
possibilidade de contato com o patégeno (Beaudu-Lange & Lange, 2014). Em
estudo pés mortem de um gato foi possivel visualizar em campo escuro
espiroquetas no liquido de efusdo pleural, humor aquoso e rim. Forte
fluorescéncia foi observada em pulméo, figado, cérebro e rim para o antigeno
Bratislava (Bryson & Ellis, 1976). Em outro relato com a compilacdo de 3 casos
clinicos, os animais apresentaram diferentes estagios de doenca renal, com
sinais clinicos de polidria e polidipsia, mas sem nenhum sinal de doenca
hepatica. Dois desses foram tratados ap0s sorologia positiva e apresentaram
melhora clinica significativa, o outro foi a ébito e foram realizados exames de
PCR da urina e de tecido renal com resultados positivos (Arbour et al., 2012). Ha
também relato de sinais clinicos de polidria e polidpsia entre os animais positivos
em estudos sorolégicos (Lévesque & Serres, 1995; Agunloye & Nash, 1996;
Millan et al., 2009; Lapointe et al., 2013). Rodriguez et al., (2014), apos

observacédo de diferenga significativa entre os resultados sorolégicos de um
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grupo de gatos com doenca renal e outro considerado saudavel, sugerem que a
infeccdo por L. interrogans pode ser uma causa subdiagnosticada da doenca
renal aguda ou crbnica em gatos. Sugerem ainda que a leptospirose deve ser
investigada como uma causa potencial de lesédo renal em gatos, especialmente
quando ha fatores de risco associados. Porém, ainda sdo necessarios ainda
mais estudos para determinar o papel do patégeno como causa de doenca em

gatos (Weis et al., 2016)

LEPTOSPIRURIA EM GATOS

Os felinos sdo cada vez mais frequentes nos domicilios e geralmente
possuem estreita relacdo humano-animal, esses fatos 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 transmisséo, pois
€ comprovado que apo6s infeccdo ou doenca pode ocorrer eliminacdo do
patdgeno na urina (Pol, 2016).

A pesquisa de anticorpos pela técnica de soroaglutinacdo microscopica é
considerada prova padréao ouro pela Organizacdo Mundial de Saude, porém faz
se necessaria a correlacdo 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). O papel de gatos
saudaveis ou com doenca subclinica como hospedeiros reservatérios pode ter
sido subestimado no passado, e merece estudos mais aprofundados para
determinar o0 potencial zoondtico destes animais. Diversos estudos

demonstraram leptospiraria em gatos e com isSSO 0S caracterizaram como
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reservatorios (Arbour et al., 2012; Fenimore et al., 2012; Chan et al., 2014;
Rodriguez et al., 2014). Entretanto, o risco exato de contaminacdo de outros
mamiferos, incluindo os seres humanos, a partir de gatos infectados ainda é
desconhecido e tem grande importancia na saude publica (Schuller et al., 2015).

Em inoculacdo experimental com L. interrogans. (sorovar
icterohaemorrhagiae e canicola) em gatos, foi observado titulo de anticorpos
durante 8 a 12 semanas e leptospiruria apos 2 a 4 semanas da inoculagcéo, com
duracdo de 2 a 8 semanas. Nao foram notados sinais clinicos nesses animais
(Larsson et al., 1985). Em um estudo realizado com animais semi-domiciliados
na Alemanha, foi observada leptospirdria em um gato em duas coletas de urina
distintas, com intervalo de 8 meses entre elas, demonstrando possivel
eliminacao continua da bactéria no meio ambiente. Os autores discutem também

a possibilidade de reinfeccéo devido ao habito de vida livre (Weis et al., 2016).

FATORES ASSOCIADOS A INFECCAO EM GATOS

Dentre os gatos com sorologia positiva e leptospiraria foram observadas
mais comumente as seguintes caracteristicas, consideradas como fatores
associados a infeccdo: semi-domiciliados, cacadores (Brasil et al., 2014),
habitantes de areas urbanas e coabitantes de outro gato (Rodriguez et al., 2014).
Foram também encontrados gatos soropositivos e com leptospirdria em um
abrigo no Colorado (EUA), levantando a possibilidade de superpopulagédo como
fator de risco (Fenimore et al.,, 2012). Em gatos com doenca clinica foram
sugeridos como fatores associados: habitos de caca (Arbour et al., 2012) e o fato
de serem semi-domiciliados (Bryson & Ellis, 1976; Arbour et al., 2012; Beaudu-

Lange & Lange, 2014). O fator ambiental foi também relatado ao demostrar 38
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vezes mais chance de soropositividade em gatos que habitavam areas de
producao agricola que utilizavam agua represada ou de cérregos para a irrigacao
da plantacdo e 44,5 vezes mais risco de contaminacdo em animais que
habitavam proximo a areas alagadas (Azocar-Aedo et al., 2014).

A contaminacdo em gatos possivelmente ocorre através da captura de
roedores previamente contaminados (Hartmann et al., 2013) ou através da urina
contaminada advinda de animais selvagens ou cées coabitantes (Langston &
Heuter, 2003). A infeccdo pode ocorrer ndo sé pela ingestdo de material
contaminado, mas também através de contato com areas lesadas da pele (Sonja

et al., 2014).

CONCLUSAO

Por muito tempo o gato ndo 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.
Mais estudos sobre os sorovares envolvidos na infeccdo, formas de
contaminacdo e de disseminacdo do patdgeno sdo de grande valia no
desenvolvimento de estratégias de controle da doenca na populacdo humana e
animal. Esses mesmos estudos podem também auxiliar na elucidacdo da
patogenia da bactéria nessa espécie, e dar base médica para o tratamento

desses pacientes.
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2 Comparison of three methods to preserve Leptospira spp. in cat urine

for efficient DNA extraction and PCR amplification.

ABSTRACT

INTRODUCTION: For a long time, studies suggested that cats were resistant to
leptospirosis, however, some clinical cases and the potential for shed leptospires
in their urine are described. Endogenous substances present in urine can inhibit
PCR, therefore we compare three approaches for sample processing to optimize
detection of pathogenic leptospires in cat urine.

METHODS: Three protocols comparing the use of PBS to neutralize the
leptospira-spiked urine samples before DNA extraction were performed.
Different aliquots were added to urine samples to achieve concentrations of
1x10° to 1x10? leptospires/ml for each protocol. In protocol 1, PBS was added
immediately after spiking of leptospires. In protocol 2, PBS was added only in
the moment of DNA extraction. In protocol 3, no PBS was added. Extraction was
performed at 4, 24 and 48 hours after bacterial spike for all protocols. PCR
sensitivity was evaluated.

RESULTS: Leptospiral DNA was detected in no samples of protocol 2. In the
protocol 1, leptospires were detected up to 1x103 (4h) and 1x10% (24 and 48h).
In the protocol 3, leptospires were detected up to 1x10* (4h) and 1x10° (24 and
48h).

CONCLUSIONS: The addition of PBS in the urine sample is imperative for the
viability of the DNA in the urine. Addition of PBS immediately after collection, as
well as DNA extraction on the same day of urine collection, increases the
sensitivity of PCR.

Key words: feline; leptospiraria; PBS; sensitivity.
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INTRODUCTION

Leptospirosis is a zoonotic disease caused by pathogenic leptospira
species. Humans are susceptible hosts in which infection causes severe acute
manifestations. Infection in rats, the maintenance hosts, causes an asymptomatic
infection with persistent carriage. Leptospira infection in other mammalian
species can cause two processes: a range of acute or chronic manifestations and
produces a carrier state for which duration varies considerably between
species®, In cats, for a long time, studies suggest that they are resistant to acute
leptospirosis; however, the description of some clinical cases proves that
Leptospira spp. can be pathogenic to this species. Clinical manifestation of
infection is rare, but kidney damage may be present@@®®)6E)(?)  Cats can shed
leptospires in their urine intermittently for several weeks after experimental or
natural infection@®®101Y)  gccordingly, this information support cats as a
potential source of infection for humans and others animals.

The diagnosis in urine is made by the dark-field examination to identify
leptospires or by PCR (Polymerase Chain Reaction) to leptospiral DNA detection.
The PCR is useful for the rapid detection and more sensitivity, but sample
processing for PCR has critical points and must be adjusted to the tissue, fluid,
and species being tested®. Some DNA purification steps are also necessary
before performing PCR amplification, because DNA degradation can lead to false
negative results 12, These steps increase the cost of the test because require
the use of expensive kits to purify DNA. In cats, some studies were performed
using this kits@®®)10) byt the extraction of DNA using in-house methods is not

reported yet.
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Endogenous substances present in urine can inhibit PCR and studies in
cats using the in-house method of extraction were not reported yet. Therefore we
compare three approaches for sample processing to optimize detection of

pathogenic leptospires in cat urine.

METHODS
Bacterial strain

In this study, Leptospira interrogans serogroup Canicola, serovar
Canicola, strain Hond Utrecht IV was used. The strain have been received from
“Centro de diagnostico Marcos Enrietti” (origin Fiocruz). The concentration of
leptospires in a 2-week-old culture in liquid Ellinghausen-McCullough/Johnson-
Harris medium was determined using a Petroff-Hauser Counting Chamber. The
final concentration was 1x10° leptospires/ml.

Urine mixed with leptospires

Urine was collected by cystocentesis of a domestic shorthair cat with a
strictly indoor living. The cat was 1-year-old, with no pre-existing illness neither
use of drugs. The urine pH was 6.

The urine was spiked with known quantities of leptospires. Different
aliguots were added to urine samples to achieve concentrations of 1x10° to 1x10?
leptospires/ml for each protocol. All the samples were spiked at the same time
(Figure 1).

Neutralization of urine

All the three protocols had urine samples with dilutions of 1x10° to 1x10?

leptospires/ml. The urine was neutralized with addition of phosphate-buffered

saline (PBS), pH 7.4, in a proportion of 1 PBS: 2.5 urine (v/v), in order to evaluate
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the sensitivity of the PCR depending on the moment of PBS addition to neutralize
the urine. In the protocol 1 PBS was added to the sample immediately after
collection and spiked. In the protocol 2 PBS was added only in the moment of
DNA extraction. In the protocol 3 PBS was not added at all (Figure 1). All samples
were refrigerated at 4°C up to the time of extraction.

Due to PBS addition in protocol 1 and 2, these samples were further diluted
when compared to the samples of protocol 3, reaching a final concentration of
0.7x10°%, 0.7x10%, 0.7x10% and 0.7x102. However, we consider the initial spiked
concentration of leptospires in the samples to show the protocols details and the
results, taking into account the bacteria concentration in the initial urine sample

and not in the process.

‘ Protocol 1 ‘ ‘ Protocol 2 ‘ ‘ Protocol 3 ‘
0 hour 0 hour ] 0 hour
Urine samples Urine samples Urine samples
spiked with spiked with spiked with
leptospires leptospires leptospires
"PBS" % (pBS) Fu‘ 1010107
Pgélll)llll;“ — :CIILOI:.::;SH I'UA'U"‘-U‘""U‘" I:D‘ 10107107 }m’ 107110 w| }-_\n\ m-\w u}‘
4 hours L oY oY
samples of PBS LA L A vuvv AR A
4 hours 24 hours 48 hours
szw Extraction Extraction Extraction
= NE
24 hours A
AL VAV Addition 53 ]‘]’”
ours
4 hours 24 hours 48 hours of PBS Extractlon
Extraction Extraction Extraction
PBSJ
48 hours
Addition
of PBS
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Figure 1- Demonstration of steps spiked, neutralize and extraction of
urine samples in three different protocols to compare PCR sensitivity for detect

leptospiral DNA in cat urine.

DNA extraction
DNA extraction from urine samples was performed using a modified

protocol®® at 4, 24 and 48 hours. Samples of artificially inoculated urine, with
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addition (protocols 1 and 2) or not (protocol 3) of PBS, were incubated at 37°C
for 10 minutes, to eliminate amorphous sediment. On the next step, samples were
centrifuged (3000 rpm) for 15 minutes, at 25°C. The supernatants were
transferred to another tube, and the pellets were discarded to eliminate epithelial
cells, leukocytes and crystals commonly present in urine. The supernatants were
centrifuged (13000 rpm) for 20 minutes at 4°C. The supernatants were discarded,
the pellets were resuspended and washed with 1000 pl of PBS. All the samples
were centrifuged at 13000 rpm for an additional 20 minutes at 25°C. The
supernatants were discarded and the pellets were resuspended in 100 uL of PBS
and incubated at 94°C for 10 minutes. DNA was stored at -20°C until the
molecular analysis.

PCR

The primer sets LIPL3245Fw (5-AAG CAT TAC CGC TTG TGG TG-3)
and LIPL32286Rv (5-GAA CTC CCA TTT CAG CGA TT-3') targeting the lipL32
gene (242 bp) of pathogenic leptospira species were used. PCR was performed
in a total reaction mixture of 25 ul containing 5 pl of DNA template for the
amplification, 1x PCR buffer (Invitrogen, Life Technologies, Sdo Paulo, Brazil),
1.5 mM of MgClz, 0.2 uM of each desoxynucleoside triphosphate (dATP, dCTP,
dGTP, dTTP), 1.0 U of Tag DNA polymerase (Recombinant® Taq DNA
Polymerase, Invitrogen) and 0.2 uM of each primer.

PCR was performed using the thermocycler (SimpliAmp™ Thermal Cycler,
Applied Biosystems California, USA). The amplification protocol consisted of 3
minutes at 94°C for initial denaturation, 35 cycles of amplification (denaturation
at 94°C for 45 seconds, annealing at 52°C for 45 seconds and extension at 72°C

for 45 seconds) and the final extension of 5 minutes at 72°C. Each run included
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a negative control (ultrapure water), DNA extraction negative control and a
positive control (DNA extracted from leptospire’s cultures). The amplified PCR
products were subjected to gel electrophoresis in 1.5% agarose gels for one hour
at 100V, followed by ethidium bromide staining (0.5 pg/ml TBE buffer).
Visualization and photography of the bands of the expected size products were
performed under UV light (L-PIX-HE®, Loccus Biotecnologia, Sdo Paulo, Brasil)
using the software L-PIX-IMAGE® (Loccus Biotecnologia, Sdo Paulo, Brasil).
Sensitivity of primer sets

The fresh L. interrogans s.Canicola culture was used by tenfold serial
dilution of 1x108 to 1x10? leptospires/ml in sterile PBS solution. DNA extraction
was performed using 94°C for 10 minutes. To verify the sensitivity of leptospires
detection for the primer sets, the PCR was performed with the same conditions
of urine samples.
Ethical considerations
The protocol for this study was approved by the Universidade Federal do Parana

Ethics Committee on Animal Research, under protocol number 057/2015.

RESULTS

In the test of sensitivity of the primer sets the leptospires were detected at
dilution 1x103%0r 5 copies/reaction.

In the urine samples the leptospiral DNA was detected in the protocol 1 up
to 1x103%in extraction made in 4 hours and up to 1x10%in 24 and 48 hours. In the
protocol 2, leptospires were detected in no samples. In the protocol 3, leptospires
were detected up to 1x10% in extraction made in 4 hours and up to1x10°in 24

and 48 hours (Table 1).
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Table 1. Sensitivity of leptospiral DNA detection by PCR in cat urine comparing
three protocols of storage sample.

Protocol Hours for Dilution Dilution Dilution Dilution
extraction 1x10° 1x10% 1x103 1x102
Protocol 1 4 + + + -
24 + + - -
48 + + - -
Protocol 2 4 - - - -
24 - - - -
48 - - - -
Protocol 3 4 + + - -
24 + - - -
48 + - - -
DISCUSSION

The primers sets used in this study had sensitivity and could detect
leptospira DNA extracted from samples with the lowest concentration of 1x103
leptospires/ml, which is equivalent to DNA of 5 leptospires per PCR reaction,
considering 5ul sample/reaction. Other studies could detected leptospiral DNA
up to 8.3x102 (4.15 copies/reaction) in cats® and 1x10* (50 copies/reaction) in
humans®? both using G1 and G2 and B64-1/B64-I1 primers, also considering 5pll
sample/reaction. The sensitivity of the primers sets used here is not its only
advantage; differently from PCRs using G1 and G2 and B64-1/B64-Il primers,
these pair of primers do not require a reaction multiplex or 2 single-reaction to
include the genomospecie L.kirshneri, which contain serogroups commonly
found in animals (Grippotyphosa, Autumnalis, Cynopteri, Hebdomadis, Australis,
Pomona, Djasiman, Canicola, Icterohaemorrhagiae, Bataviae)®.

Leptospires are sensitive to acid, at pH 6.8 or lower () and the urine pH of
cats can vary from 5 to 73, In the present study we found the best results of
DNA amplification with the addition of PBS after collection (protocol 1). Previous

studies have shown the importance of neutralize the urine samples immediately
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after collection to avoid loss of bacterial DNA in the extraction process®?),
However, protocols 2 and 3 may be an alternative in clinical practice when the
PBS cannot be added immediately to the sample.

On the other hand, when PBS was added only in the moment of extraction
(protocol 2), DNA could not be detected in any concentration, we hypothesized
that it would be possibly explained by two aggravating factors: the initial non-
neutralization plus the increase in the final dilution of the sample. In the sensitivity
test of primer it was observed that after four hours in contact with acid urine (pH
6) the leptospires could not be detected by PCR in concentrations lower than
1x10% in the samples without PBS (protocol 3). It indicates a 10-fold decrease in
the sensitivity, compared to the samples of protocol 1.

The moment of extraction is one more factor that can interfere with the
sensibility of PCR. This was observed in the samples of protocol 1, because
though the neutralize was made correctly, the results at 24 and 48 hours
demonstrated a 10-fold decrease in the sensitivity of the test. The leptospires
lose their integrity rapidly in urine, and their detection number declines
considerably over time, then prompt extraction is crucial for the sensitivity®2).

The present results evidenced that the in-house method is useful for
leptospiral DNA extraction of cat urine. Beside highlight the importance of
neutralize the urine samples immediately after collection and execute the prompt
extraction to increases the sensitivity of PCR. However, if the PBS won't be
immediately added to the collected sample, the sample should be processed
without PBS and extracted soon for more sensitive results, avoiding false-

negatives.
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3 ANTICORPOS ANTI-Leptospira spp.E LEPTOSPIRURIA EM GATOS NA
REGIAO METROPOLITANA DE CURITIBA/PR-BRASIL
Anti-Leptospira spp. antibodies and leptospiruria in cats in the metropolitan area

of Curitiba, State of Parana - Brazil

RESUMO

A leptospirose ainda € pouco elucidada em gatos e o papel da espécie na
epidemiologia da doenca é indeterminado. Sao raros os dados sobre a doenca
clinica, no entanto, os gatos podem produzir resposta com anticorpos
especificos apds infeccdo. Estudos sorolégicos demonstram valores de
prevaléncia variando de 5,6 a 33%. Apesar da maior resisténcia da espécie, ndo
se deve ignorar a possibilidade de transmissédo, pois € comprovado que apos
infeccdo ou doenca pode ocorrer eliminacdo do patdgeno na urina. Neste estudo
objetivou-se detectar leptospiruria por reacdo em cadeia da polimerase (PCR) e
anticorpos contra L. interrogans com o uso de soroaglutinacdo microscopica
(SAM) em gatos expostos a fatores associados a infeccdo na regido
metropolitana de Curitiba/PR. Foram coletadas amostras de sangue e urina de
65 gatos (13 de Séo 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 infeccao
estdo sucetiveis a se contaminarem com Leptospira spp. e podem apresentar
leptospirdria.

Palavras chaves: felinos; leptospirose; salude publica; sorologia; zoonose
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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.

Key words: Cat; Leptospirosis; Public health; Serology; Zoonosis

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

hepética, alteracdes pulmonares e altera¢des reprodutivas. Muitos casos podem
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ser subclinicos e geralmente associados a sorovares adaptados ao hospedeiros
(André-Fontaine, 2006). Apos recuperacao da doenca clinica alguns animais
podem tornar-se portadores assintomaticos, e contaminarem o ambiente por
longos periodos com eliminacao de leptospiras pela urina (Adler & Moctezuma,
2010). A grande guantidade de espécies capazes de albergar e eliminar a
bactéria assegura a persisténcia do agente no ambiente e também o elevado
potencial de infeccdo (Markovich et al., 2012).

Por muito tempo acreditou-se que 0s gatos possuiam resisténcia a
infeccdo, producédo de doenca clinica ou resposta com anticorpos especificos.
No entanto, estudos sorolégicos demonstram valores de prevaléncia variando de
5,6 a 33% e diversos sorogrupos sao relatados. Ha também relato de sinais
clinicos de politria e polidpsia entre os animais positivos (Lévesque & Serres,
1995; Agunloye & 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 & Lange, 2014). Rodriguez et al., (2014)
sugeriram que a infeccdo por L. interrogans pode ser uma causa
subdiagnosticada da doenca renal aguda ou crénica em gatos. Afirmaram ainda
gue a leptospirose deveria ser investigada como uma causa potencial de lesdo
renal em gatos, especialmente quando houver fatores de risco associados.

Os felinos sdo cada vez mais frequentes nos domicilios e geralmente
possuem estreita relacdo 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 transmisséo, pois

€ comprovado que apoOs infeccdo ou doenca pode ocorrer eliminacdo do
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patdgeno 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 regido metropolitana de Curitiba/PR. Neste estudo
objetivou-se detectar leptospiruria por reacdo em cadeia da polimerase (PCR) e
anticorpos contra L. interrogans com o uso de soroaglutinacdo 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
Séao 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
exclusdo "tratamento ha menos de 3 meses com doxiciclina".

O trabalho foi aprovado pelo Comissdo de Etica no uso de animais
(CEUA) da Universidade Federal do Parana (UFPR), protocolo n® 057/2015.

Questionarios

Com o objetivo de avaliar fatores associados a infeccéo e possiveis sinais
clinicos, foram aplicados questionarios aos responsaveis pelos animais (Anexo
1). As informagOes obtidas foram: idade, género, tratamentos realizados ha
menos de 1 ano, historico clinico, sinais clinicos atuais, numero de contactantes,
histérico de resgate ou adocdo, acesso livre a area externa, contato com
roedores, habito de cacga, contato com animais silvestres ou de producéo,

saneamento basico na regido da habitacdo e risco de alagamento ou presenca
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de rios. Os responsaveis também assinaram termo de consentimento para
participacdo na pesquisa.

Amostras

Como os animais ja seriam anestesiados para o procedimento cirdrgico
de castracdo, as amostras de sangue e urina foram coletadas somente apos
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 soroldgica.

As amostras de urina foram coletadas por cistocentese (2 a 10 mL).
Imediatamente apos a coleta, a urina foi fracionada em duas aliquotas, sendo a
primeira armazenada em tubo falcon com adicdo imediata de tampéao fosfato
salino (PBS) na proporcdo de 1 PBS : 2,5 urina (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 extracao e urinalise (maximo 4
horas).

Sorologia (SAM)

Os soros foram encaminhados ao Centro de Diagndstico Marcos Enrietti
para a realizacdo do método de soroaglutinagcdo microscopica (SAM). Foram
consideradas positivas as amostras com titulos maiores ou iguais a 100. Os

sorovares testados foram: Autumnalis, Bratislava, Canicola, Castellonis,
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Copenhageni, Cypnopteri, Grippotyphosa, Hardjo, Icterohaemorrhagiae,
Pomona e Pyrogenes.

Previamente aos testes, 0s antigenos foram examinados ao microscopio
de campo escuro com o objetivo de verificar a sua mobilidade, a presenca de
auto aglutinacdo ou de contaminantes. Os soros foram triados na diluicdo de
1:50, e aqueles que apresentaram 50% ou mais de aglutinacéo foram titulados
com uma seérie de diluicbes geométricas de razdo 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 urina foi utilizado um protocolo
modificado (Lucchesi et al., 2004). O mesmo foi previamente testado com urina
de gato sabidamente negativa e contaminacédo com quantidades conhecidas de
Leptospira spp. nas concentracdes de 10° até 102 leptospiras/mL de urina. A
sensibilidade do procedimento foi de 10*leptospiras/mL ou 5 copias/reacdo com
extracOes realizadas até 4 horas apés coleta e contaminacao.

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 entéo centrifugados
a 13000 rpm durante 20 minutos, apds isso foram descartados os sobrenadantes
e preservados os pellets. Foi adicionado 1 mL de PBS a cada aliquota com a
devida homogeneizacgdao, e feita nova centrifugacéo a 13000 rpm com duracéo
de 20 minutos. Novamente foram descartados os sobrenadantes e preservados

os pellets com nova diluicgdo com PBS na quantidade de 100 pl. As amostras
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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 usados foram: LIPL3245Fw (5'-AAG CAT TACCGC TTG TGG
TG-3') e LIPL32286Rv (5-GAA CTC CCA TTT CAG CGA TT-3') dirigidos ao
gene LipL32 (242pb). A reacédo de PCR foi realizada com uma mistura total de
reacao de 25 ul contendo: 5 upl da amostra, 1x PCR buffer (Invitrogen, Life
Technologies, Sdo Paulo, Brasil), 1,5 mM de MgCl;, 0,2 uyM de cada
desoxinucleotideo trifosfato (dATP, DCTP, dGTP, dTTP), 1,0 U de Taq 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, California, EUA). O protocolo de amplificacdo
consistiu em 3 minutos a 94°C para desnaturacao inicial, 35 ciclos de
amplificacdo (desnaturacdo a 94°C durante 45 segundos, anelamento a 52°C
durante 45 segundos e extensdo a 72°C durante 45 segundos) e a extensao final
foi de 5 minutos a 72°C. Cada reacado incluiu um controle negativo (agua
ultrapura), controle negativo da extracdo 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 ug/mL de tampéao 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, Sdo Paulo, Brasil).
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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 incubacao das mesmas por
10 minutos a 94°C e a PCR foi realizada seguindo as mesmas condi¢cdes das
demais amostras. O par de primers mostrou sensibilidade de reconhecer até

1x103 leptospiras/mL ou 5 copias/reacéo.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Foram avaliados um total de 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 Sdo 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; Az6car-Aedo
etal., 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 que iSSO possa ocorrer por uma resposta imune rapida, seguida
de rapido declinio no titulo (Shophet & Marshall, 1980) ou pela necessidade de
baixos titulos de anticorpos para controlar a infeccéo (Rodriguez et al., 2014). Ha
a hipétese também que os sorovares que afetam os gatos podem ainda nao ser
descritos ou serem diferentes dos habitualmente testados para cées e humanos,
sendo assim a prevaléncia dos estudos estaria correlacionada a reacdes

cruzadas entre os sorovares (Markovich et al., 2012).
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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 soroldgicos 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 o uso dos questionarios nao foi relatado nenhum
contato dos gatos positivos com essa espécie animal. Sendo assim, esse achado
pode representar reagbes cruzadas com outros sorovares ndo testados ou
contato direto ou indireto com alguma outra espécie animal. Com base nos
guestionarios dos trés animais 0s possiveis fatores associados a infec¢cdo podem
ser: habito de caca, contato com roedores, acesso a rua e coabitar com outros
gatos e cdes. Um dos animais possuia outros possiveis fatores associados a
infeccdo, tais como: contato com animais silvestres (gambas), contato com
animais de producao (bovinos), habitar em local sem saneamento basico e
possibilidade de alagamento da regido da habitacdo em épocas de chuva.
Segundo a literatura a contaminacdo 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 caes coabitantes
(Langston & Heuter, 2003). A infeccdo pode ocorrer ndo sé pela ingestdo de
material contaminado, mas também através de contato com éareas lesadas da
pele (Sonja et al., 2014). Os fatores associados a infecgdo mais comumente

relatados sdo: habito de caca, coabitantes de outro gato e acesso a rua (Bryson
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& Ellis, 1976; Arbour et al., 2012; Beaudu-Lange & Lange, 2014; Rodriguez et
al., 2014). O ambiente parece também ter influéncia na infecgéo, esse fator é
relatado para gatos que vivem em areas inundadas (Azocar-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 € 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 avaliacéo do estado de portador renal desses animais (Greene et al.,
2012; Mittestainer et al., 2015). Além disso, em caes € relatada a ocorréncia de
animais que apresentam leptospiraria com resultados negativos na SAM, sendo
assim uma falha da técnica na identificacdo de possiveis portadores renais
(Harkin et al., 2003). Em gatos isso pode ser visto também em um estudo em
gue 50 animais apresentaram leptospirdria 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 (Tabela
1), 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. Outros estudos também demonstraram leptospirdria em
gatos e com isso 0s caracterizaram como reservatorios (Arbour et al., 2012;
Fenimore et al., 2012; Chan et al., 2014; 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).
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Tabela 1 — Dados e possiveis fatores associados a infec¢do dos gatos

positivos na sorologia (SAM) e PCR.

Animal 1 Animal 2 Animal 3
Sexo Fémea Macho Macho
Idade 2 anos 8 meses 3 anos
Origem Sao José Sao José Pinhais
9 dos Pinhais | dos Pinhais
Pomona Pomona Pomona
SAM 200 400 100
PCR urina Positivo Negativo Negativo
Acesso arua Sim Sim Sim
Habito de caca Sim Sim Sim
Contato com roedores Sim Sim Nao
Contato com animais silvestres S'm, Nao Nao
(Gambas)
Contato com animais de producao S'.m Nao Nao
(Bovinos)
. Caes (7) Caes (9) ~
Coabitantes Gatos (2) Gatos (9) Cao (1)
Saneamento basico na regido Nao Sim Sim
Possibilidade dewalagamento na sim NZo N0
regiao

A responsavel pelo gato com leptospirtria negou doencas anteriores e
sinais clinicos. Porém, ap6s procedimento cirdrgico o animal apresentou quadro
de desidratacéo e hipotermia (34°C), necessitando de ressuscitacdo volémica
para recuperacdo pds anestésica. O exame da urina, coletada antes do
procedimento cirargico e de fluidoterapia, teve como resultados: densidade
urinaria 1,024, pH 8 e sem demais alteracfes. Esses dados de desidratacao
apos privacdo hidrica (jejum pré-cirdrgico) com baixa densidade urinaria
sugerem possivel alteracdo renal, que corrobora com dados encontrados na
literatura, como na compilacéo de 3 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 os resultados soroldgicos de um grupo de gatos com doencga
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renal e outro considerado saudavel, sugerindo que a infec¢édo 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 salude para a leptospirose, esse talvez tenha sido um ponto
falho no controle da mesma e no atraso das pesquisas com esses animais. Mais
estudos sobre os sorovares envolvidos na infec¢ao, formas de contaminacéo e
de disseminacdo do patégeno sdo de grande valia no desenvolvimento de
estratégias de controle da doenca na populacdo humana e animal. Esses
mesmos estudos podem também auxiliar na elucidacéo da patogenia da bactéria

nessa espécie, e dar base médica para o tratamento desses pacientes.

CONCLUSAO
Gatos da regido metropolitana de Curitiba/PR estéo suscetiveis a infeccdo
por Leptospira spp. e podem apresentar leptospirdria. Sendo assim, o papel de
gatos como fonte de infeccdo ambiental ou de outros animais provavelmente
estd sendo subestimado. E possivelmente também o papel do agente como

causador de alteracdes renais nessa espécie.
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CONSIDERACOES FINAIS

Essa dissertacdo evidenciou que 0s gatos expostos a fatores associados a
infeccdo provenientes da regido metropolitana de Curitiba/PR podem apresentar
leptospiraria e alteracdes clinicas apos infec¢cdes naturais. Sendo assim, a
hipotese de resisténcia a infeccado 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 saude para a reducéo do possivel risco zoonético. Salientamos ainda
a necessidade de mais estudos que elucidem a doenca clinica em gatos para

gue medidas de prevencao e terapéutica possam ser instituidas.
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ANEXO 1 - Questionéario aplicado aos responsaveis pelos animais
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Nome: Idade: Sexo:

Responsavel:

Endereco:

Telefone:

NUmero de contactantes: _~ cdes __ gatos ___ outros ( )

1. Foi utilizada alguma medicacédo no animal no ultimo ano?
() Sim
Qual?

Quanto tempo?

Por que?

( ) Nao

2. Possui histérico de outras doencgas?
() Sim ( ) Nao
Qual (is)?

3. Apresenta Poliuria?
() Sim ( ) Néo

4. Apresenta Polidipsia?
() Sim ( ) Néo

5. Apresenta algum outro sinal clinico no momento?
() Sim ( ) Nao
Qual?

6. Em qual ambiente vive seu animal?

( ) Casa - com acesso ao ambiente externo

( ) Casa - sem acesso ao ambiente externo

( ) Apartamento - sem acesso ao ambiente externo
( ) Apartamento - com acesso ao ambiente externo

7. Qual a origem do seu animal?

( ) Comprado de gatil comercial

( ) ONG

( ) Darua

( ) Ganhou de alguém/ Nao sabe a origem
( ) Outros:

-> Adotado/comprado ha quanto tempo?

8. O animal tem hébito de caca? (lagartixas, borboletas, passarinhos... )
( ) Sim ( ) Néo

9. Ja viu ou sabe se existem ratos préximo a sua casa?
() Sim.
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Realiza algum tipo de controle de roedores em sua propriedade?

( ) Nao

10. O animal pode ter tido contato com rato ou algum outro tipo de roedor na sua
casa ou bairro recentemente?
( ) Sim - Ha quanto tempo?

( ) Nao

11. O animal pode ter tido contato com animais silvestres ou de producédo
recentemente?
( ) Sim. Ha quanto tempo e qual animal?

( ) Nao

12. Existe a possibilidade da comida e/ou a agua fornecida ao seu gato ter
contato com roedores durante o dia e/ou a noite?
( )Sim( ) Ndao ->Onde ficam os potes e a comida?

13. A racao é comprada de saco fechado ou a granel?
( ) Saco fechado ( ) A granel ( ) Usa somente comida caseira

14. Os demais animais de sua propriedade tém contato entre si?
() Sim ( ) Nao

15.  Algum outro animal ficou doente ou apresentou algum outro sinal clinico?
() Sim ( ) Nao

Qual animal ?
Qual sinal?

16.  Algum outro animal contactante morreu no ultimo ano? Qual o motivo?

17. Como é o manejo de urina do gato
- Onde urina?

- Frequéncia de limpeza
- Forma de limpeza

18.  Algum morador da residéncia (cuidador) apresentou ou tem apresentado
sintomas como dor de cabeca, febre, tosse, espirros, vomito, diarreia, dores
musculares, tremores e/ou pele e mucosas amareladas recentemente?

() Sim ( ) Nao - Quais sinais?

() Alguém ja foi diagnosticado com lepto na residéncia ?
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19. Na regido da sua casa a prefeitura ja instalou rede de esgoto?
(Saneamento basico?)
( )Sim( ) Nao ->héa quanto tempo?

20. Ha rios préximos ou ocorre alagamento com frequéncia na sua regiao?
( )Sim( )Ndao ->Com que frequéncia?

21. A sua regido é considerada area rural ou urbana?
( ) Rural ( ) Urbana



