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RESUMO

A leptospirose € uma zoonose bacteriana que afeta seres humanos, animais de
companhia, de producéo e silvestres em todo mundo. A transmissdo da doencga ocorre a
partir do contato direto ou indireto com urina, agua ou tecidos infectados pela bactéria
do género Leptospira. Os sinais clinicos podem variar conforme a sorovariedade e 0
hospedeiro envolvido, além da localizagdo geografica. Entretanto, alguns animais
podem ser assintomaticos, ou seja, ndo manifestam a doenca clinica e eliminam as
espiroquetas através da urina. Atualmente, sabe-se que 0s gatos podem se infectar e
atuarem como reservatorios para a doenca. O presente estudo teve como objetivo
investigar anticorpos anti — Leptospira spp. e leptospiriria em gatos atendidos em
hospital de ensino no sul do Brasil. Foram incluidos 76 gatos, no periodo de outubro de
2020 a janeiro de 2021, dos quais, 33 apresentavam sinais clinicos associados a
leptospirose na espécie, incluindo vomito, febre, emagrecimento, polidria e polidpsia; e
43 animais assintomaticos. Uma anamnese especifica sobre fatores de risco foi
realizada, além de avaliacdo fisica e exames complementares, que constaram de
hemograma, bioquimica sérica, hemogasometria, urindlise e ultrassonografia
abdominal. Para diagndstico etioldgico, foi realizado o teste de soroaglutinacdo
microscopica (SAM) no soro, e PCR em tempo real na urina. A ocorréncia de
anticorpos anti- Leptospira spp. foi de 9,2%, sendo encontradas titulagfes de 1:200 para
as sorovariedades: butembo, icterohaemorrhagiae, pomona e tarassovi. A detec¢do do
gene pomona nas amostras de urina ocorreu em um paciente, demostrando uma
frequéncia de 1,3%. Em suma, os fatores de risco, dados clinicos e de exames
laboratoriais, ndo apresentaram associacdo significativa com o0s resultados do
diagnostico soroldgico e molecular. Foi possivel, ainda, identificar o sorovar castellonis,
o0 qual ainda n&o havia sido descrito na literatura em gatos.

Palavras—chave: leptospirose, felinos domésticos, soroaglutinacdo microscopica,
molecular, zoonose.



ABSTRACT

Leptospirosis is a bacterial zoonosis that affects humans, pets, farm animals, and wild
animals worldwide. The transmission of the disease occurs from direct or indirect
contact with urine, water, or tissues infected by the bacteria of the Leptospira genus.
Clinical signs may vary depending on the serovar and the host involved, besides to the
geographic location. However, some animals can be asymptomatic, which means that
they do not manifest the clinical disease and eliminate spirochetes through urine.
Currently, it is known that felines can become infected and act as reservoirs for the
disease. The present study aims to investigate antibodies anti- Leptospira spp. and
leptospiruria in cats treated at the teaching hospital in southern Brazil. Were included 76
cats from October 2020 to January 2021, 33 of them had clinical signs associated with
leptospirosis infection in the species; including vomiting, fever, weight loss, polyuria,
polydpsia; in addition to 43 asymptomatic animals. A specific anamnesis based on risk
factors was realized, as well as physical evaluation and complementary exams, which
included blood count, serum biochemistry, blood gas analysis, urinalysis, and
abdominal ultrasound. For etiological diagnosis, the microscopic serum agglutination
test (SAM) was performed in the serum and real-time PCR in the urine. The occurrence
of antibodies anti - Leptospira spp. in serum samples it was 9.2%, with titles of 1: 200
being found for serovarieties: butembo, icterohaemorrhagiae, pomona and tarassovi.
The detection of Leptospira spp. in urine through real-time PCR obtained a positive
sample for the pomona gene, showing a prevalence of 1.3%. To summarize, the risk
factors, clinical data and laboratory tests did not show a significant association with the
results of the serological and molecular diagnosis. It was also possible to identify
serovar castellonis, which had not been previously described in cats.

Keywords: leptospirosis, domestic cats, microscopic serum agglutination, molecular,
Z0oonosis.



LISTA DE TABELAS

Tabela 1- Dados da anamnese dos sete gatos positivos Nna SAM. ........ccccccovveninnnine 24

Tabela 2 — Dados do exame fisico dos sete gatos positivos na SAM. ........cccceceeeeeeneen. 25

Tabela 3 — Dados dos exames complementares dos sete gatos positivos na SAM........ 27

Tabela 4 — Sorovariedades observadas dos sete gatos positivos no teste de SAM.....29



ALT
Ca
Caz+
C.HCM
Cm
ECC
ECM
FA
FeLV
FIV
GGT
g/dL
HCV
Ht
IPVDF
Kg
MHz
ML
Y
Min
Mg
mL
mmol/L
MS
ne
OMS
PCR
pH
Rpm
g.s.p
Seg

LISTA DE ABREVIATURAS E SIGLAS

Alanina Aminotransferase

Calcio

Calcio ionizado

Concentracdo de Hemoglobina Corpuscular Média
Centimetro

Escore corporal

Escore Muscular

Fosfatase Alcalina

Virus da Leucemia Felina

Virus da Imunodeficiéncia Felina
Gama glutamil transferase
Gramas por decilitro

Hospital de Clinicas Veterinarias
Hematocrito

Instituto de Pesquisas Veterinarias Desidério Finamor
Quilograma

Megahertz

Microlitro

Micrometro

Minuto

Miligrama

Militro

Milimoles por litro

Ministério da Sadude

NUmero

Organizacdo Mundial da Saude
Reacdo em Cadeia de Polimerase
Potencial Hidrogenionico
Rotacdes por minuto

Quantidade suficiente para

Segundos



LISTA DE ABREVIATURAS E SIGLAS

SAM Soroaglutinacdo Microscopica
UFRGS Universidade Federal do Rio Grande do Sul

uU/L Unidades por litro



LISTA DE SIMBOLOS

Percentual

Grau Celsius
Marca registrada
Maior

Igual

Cruz



SUMARIO

LINTRODUGAO ...ttt sas s 14
2 MATERIAIS E METODOS.........coiiieieeeeee ettt 17
SARTIGO ... et e e e e e e nraeean 18
4 CONCLUSOES ...ttt 37
REFERENCIAS .....oooiiiiieies sttt 38
ANEXO 1 - Carta de aprovagdo do CEUA ... 41
ANEXO 2 — Termo de consentimento livre e esclarecido ..........ccccevvvviviiereniieneennnns 42

ANEXO 3 = FICNa CHNMICA e eieee ettt e e e e e e e e e e e e e 43



14

1 INTRODUCAO

A leptospirose é uma zoonose causada pela bactéria gram-negativa do género
Leptospira que pertence a familia Leptospiraceae, ordem Spirochaetales (FAINE et al.,
1999; CRAIG et al., 2015). Possui como caracteristicas morfolégicas o formato em
espiral, aspecto filamentoso, e apresenta em sua extremidade dois flagelos
periplasméticos, estes responsdveis pela sua motilidade (CRAIG et al., 2015;
PICARDEAU; BRENOT; SAINT GIRONS, 2001).

Todos os mamiferos sdo passiveis de se infectar com a Leptospira spp. Uma vez
infectado, o hospedeiro pode ser acidental ou portador/reservatério. Sendo que o
acidental manifesta sinais clinicos agudos e graves, enquanto o hospedeiro portador
pode ser assintomatico ou ter sinais clinicos leves da doenca (ADLER, 2014).

A espiroqueta tem predilecdo por ambientes Umidos, quentes e solos com pH
neutro. A transmissdo da doenca ocorre devido ao contato direto ou indireto com urina,
agua ou tecidos infectados, sendo os ratos (Rattus novergicus e Rattus rattus) os seus
principais reservatorios. Estes animais podem abrigar a bactéria em seus rins e elimina-
la de forma constante pela urina, representando uma importante fonte para infeccéo de
seres humanos, animais de reproducdo, de companhia e silvestres (ADLER;
MOCTEZUMA, 2010).

Nos felinos domésticos, a transmissao da doenca ocorre pela via oral (habitos de
caca de roedores) e pelo contato com urina de cédes e animais de producdo infectados
(HARTMANN et al., 2013; MURILLO et al., 2020a). E sabido que a espécie felina
apresenta aversdo a agua, portanto, formas de transmissdo a partir da via cutdnea ou
agua contaminada sdo menos provaveis (HARTMANN et al., 2013). Embora as
caracteristicas especificas da patogénese na espécie permanecam desconhecidas,
acredita-se que possa ser semelhante a cdes e seres humanos (MURILLO et al., 2020a).

Estudos de infeccOes experimentais descrevem que em felinos, a leptospiremia
pode estar presente nas primeiras horas de infeccdo, podendo durar média de seis dias
ou até mais de sete dias (LARRSON et al., 1985; SHOPHET; MARSHALL, 1980). E
os titulos de anticorpos apresentam-se aumentados no final da primeira semana
(LARRSON et al., 1985). Quando comparado com a espécie canina, os titulos
encontrados sdo mais baixos (SHROPSHIRE et al., 2016). Embora, ja tenha sido
descrito picos de anticorpos no 21° dia em gatos (SHOPHET; MARSHALL, 1980).
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A leptospiraria em felinos pode ocorrer de duas a quatro semanas e pode durar
até seis semanas na manifestacdo aguda da doenca (LARRSON et al., 1985;
SHOPHET; MARSHALL, 1980). Contudo, dados epidemioldgicos demostram que o
gato seja principalmente um hospedeiro portador (MURILLO et al., 2020a).

A leptospirose é uma doenca sistémica que pode causar diversos sinais clinicos,
incluindo febre, lesdo renal e hepatica, falhas reprodutiva, manifestacdes pulmonares e
oculares. Os sinais clinicos podem variar conforme a viruléncia do agente, sorovar
envolvido e hospedeiro (SCHULLER et al., 2015).

A doenca na espécie esta associada a caca de roedores infectados (SHOPHET;
MARSHALL, 1980). Por este motivo, animais de vida livre e com acesso ao ambiente
rural, possuem maior risco de infeccdo (OJEDA et al., 2018; RODRIGUEZ et al., 2014;
TALEBKHAN et al., 2015). A presenca de outro felino no mesmo ambiente aumenta o
risco de soropositividade para a doenca (RODRIGUEZ et al., 2014), assim como a
infeccdo pelo Virus da Imunodeficiéncia Felina (FIV) (SILVA et al., 2020).

Na espécie felina, a leptospirose causa les@es renais (SYKES et al., 2011), sendo
a nefrite intersticial a lesdo mais frequente, devido a colonizacéo dos rins pela bactéria
(HARTMANN et al., 2013). Os animais podem apresentar sinais clinicos como poliuria
e polidpsia, e desenvolverem insuficiéncia renal (ARBOUR et al., 2012). Além disso,
sinais clinicos como febre, perda de peso, claudicacdo, uveite, ictericia e ascite
relacionada a insuficiéncia hepatica, ja foram descritos em felinos (BEAUDU-LANGE;
LANGE, 2014). Outros sinais incluem: hiperestesia, edema em membros, vasculite,
hiperemia na regido abdominal e pinas. E também anorexia, vomito, letargia, diarreia e
hematdria (BEAUDU-LANGE; LANGE, 2014, LAPOINTE; PLAMONDON; DUNN,
2013; OJEDA et al., 2018; WEIS et al., 2017).

O diagnostico presuntivo é baseado no histérico, sinais clinicos e exames
complementares. O diagnoéstico definitivo é obtido por meio da identificacdo do agente
através da microscopia em campo escuro, cultura, presenca de titulacdo de anticorpos
pela soroaglutinacdo microscopica e do agente bacteriano pela biologia molecular
(CRAIG et al., 2015)

A prevaléncia de anticorpos contra Leptospira spp. em felinos varia de 4% a
33,3%, sendo encontrados varios tipos de sorovariedades, tais como ballum, bataviae,
bratislava, canicola, cynopteri, panama, pomona, pyrogenes e rachmati (MYLONAKIS
et al., 2005; PRATT; CONAN; RAJEEV, 2017). J4 a prevaléncia a partir de diagndstico

molecular em amostras de urina de gatos varia de 0 a 67,8%, sendo esta variacdo
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relacionada a area geografica do estudo, primers utilizados, presenca de animais
infectados e roedores (CHAN et al., 2014; MURILLO et al., 2020a; ZAIDI et al.,
2018).

Apesar ter poucos relatos da doenca clinica na espécie, deve se considerar a
possibilidade destes animais infectarem outros mamiferos a partir da leptospirdria.
Contudo, ainda é desconhecido o papel do gato na transmissdo de Leptospira spp.
(HARTMANN et al., 2013; SCHULLER et al., 2015).

A prevencdo da doenca consiste em diminuir o acesso dos gatos a potenciais
fontes de infeccdo, incluindo limitar o acesso a rua, controlar roedores e a manter o0s
cdes contactantes vacinados (SCHULLER et al.,, 2015). Atualmente, ndo estdo
disponiveis vacinas comerciais felinas contra a leptospirose, logo, 0s animais que sdo
mantidos dentro de casa ou apartamento apresentam menor risco de exposi¢éo ao agente
e sua infeccdo (HARTMANN et al., 2013).

O presente trabalho tem como objetivo investigar anticorpos anti — Leptospira

spp. e leptospiruria em gatos atendidos em hospital de ensino no sul do Brasil.
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2 MATERIAIS E METODOS

Os materiais e métodos e resultados serdo apresentados a seguir na forma de
artigo cientifico, que serd submetido ao periodico Journal of Feline Medicine and

Surgery.
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4 CONCLUSOES

Na populacdo estudada foi possivel avaliar a ocorréncia da infeccdo de
Leptospira spp. em gatos assintomaticos e sintomaticos. As frequéncias encontradas
pelo método soroldgico e molecular condizem com o que esta descrito na literatura.
Contudo, ndo foi possivel associar os fatores de risco, dados clinicos e epidemioldgicos
com a infeccdo. Foi possivel determinar as sorovariedades mais frequentes entre os
grupos. Além disso, a partir de diagnostico molecular pode-se observar a presenca de

um felino portador sintomatico.
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provenientes do atendimento de rotina do Hospital de Clinicas Veterinarias da UFRGS, de
acordo com os preceitos das Diretrizes e Normas Nacionais e Internacionais, especialmente
aLei 11.794 de 08 de novembro de 2008, o Decreto 6899 de 15 de julho de 2009, e as normas
editadas pelo Conselho Nacional de Controle da Experimentagcdo Animal (CONCEA), que
disciplinam a produg¢&o, manutencao e/ou utilizagdo de animais do filo Chordata, subfilo
Vertebrata (exceto o homem) em atividade de ensino ou pesquisa.

2 |
Porto Alegre, Terga-Feira, 21 de Abril de 2020, [/ 3 g f’)

T tpeette & ¢

ALEXANDRE TAVARES DUARTE DE OLIVEIRA
Coordenador da comiss&o de ética
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ANEXO 2 — Termo de consentimento livre e esclarecido

$
UFRGS

UNIVERSIDADE FEDERAL
DO RIO GRANDE DO SUL

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E
ESCLARECIDO

Nome do animal: N° da ficha:

Declaro estar de acordo que o animal pelo qual sou responsavel participe do
projeto de pesquisa: “Avaliacdo da prevaléncia de leptospirose em felinos
domésticos”. Autorizo a realizagdo desta pesquisa, bem como a realizacdo de
procedimentos de coleta sangue e urina do meu animal e concordo com a utilizacéo e
publicacdo das informacdes aqui colhidas para fins cientificos. Fui esclarecido sobre
eventual desconforto de meu animal durante a execucdo de procedimentos e caso
surja tal desconforto a acdo serd descontinuada imediatamente. Estou ciente de que
posso desistir da participacdo a qualquer momento, sem qualquer prejuizo ao meu
animal. Os custos referentes a pesquisa serdo de responsabilidade do pesquisador. Os
procedimentos adotados nesta pesquisa/aula obedecem aos principios éticos no uso de
animais, elaborados pelo Conselho Nacional de Controle de Experimentacdo Animal
(CONCEA), sobre a utilizacdo de animais em atividades educacionais e em

experimentos que envolvam espécies definidas na Lei 11.794/2008.

Porto Alegre, de de

Nome do tutor Assinatura tutor
RG/CPF:

Assinatura pesquisador

Comité de Etica em Pesquisa — CEP — telefone: (51) 33083738 Pesquisador
responsavel: Fernanda V. Amorim da Costa CRMV-8567
E-mail: fernanda.amorim@ufrgs.br Aluna
responsavel: Mirela Griinwalder Paim
CRMV-RS 14567
E-mail: mirela.paim@gmail.com
End: Av. Bento Gongalves 9090, PA, RS Fone: 3308050
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